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RESUMEN

El maiz Cabanita es originario de la regién Arequipa y constituye un importante recurso
alimentario y econémico para muchas comunidades andinas de la region. El presente estudio
tuvo por objetivo evaluar tres tipos de maiz Cabanita (blanco, rojo y anaranjado) en relacién
a sus metabolitos secundarios (polifenoles libres y ligados, y carotenoides), la capacidad
antioxidante hidrofilica y lipofilica in vitro (métodos inhibicion de ABTS y DPPH), y la
actividad de inhibicion de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa de relevancia para el
control de la hiperglicemia a tres estados de madurez del grano (S1-leche, S2-masa, y S3-
madurez fisioldgica). La composicion en metabolitos secundarios (polifenoles vy
carotenoides) fue variable segun el tipo de maiz, y todas las muestras presentaron potencial
antioxidante e hipoglucémico in vitro. El contenido de fendlicos totales (UHPLC) disminuy6
con el estado de madurez (excepto las antocianinas que aumentaron de S1 hasta S3). El maiz
anaranjado se destacO por presentar un mayor contenido de carotenoides totales del tipo
xantéfilas (luteina y zeaxantina) (3,19-5,87 ug/g base seca), los cuales disminuyeron en el
estado S3. La capacidad antioxidante y el potencial hipoglucémico in vitro fue mayor en la
fraccion hidrofilica y se correlacionaron significativamente con los compuestos fendlicos de
la fraccion libre (AHB). Estas propiedades disminuyeron a mayor estado de madurez del
grano. El maiz blanco present6 una mayor inhibicion de la a-glucosidasa y a-amilasa en S1
(40 por ciento a 10 mg y 55 por ciento a 125 mg de dosis de muestra, respectivamente). Estos
resultados sugieren que el consumo de maiz Cabanita blanco y anaranjado seria mas
apropiado en los estados S1 y S2 por sus mayores contenidos de compuestos fendlicos,
carotenoides y propiedades bioactivas in vitro. En el caso del maiz rojo, su consumo seria

mas adecuado en S3 por sus mayores contenidos de fendlicos totales y antocianinas.

Palabras clave: metabolitos secundarios, polifenoles, carotenoides, capacidad antioxidante,

a-glucosidasa, a-amilasa, Zea mays L., Cabanita.



ABSTRACT

Cabanita maize is native from the region of Arequipa (Peru) and represents an important
economical and food resource for Andean communities from this region. The objective of
current research was to study the secondary metabolite profiles (free and bound phenolic
compounds and carotenoids), the in vitro hydrophilic and lipophilic antioxidant capacity
(ABTS and DPPH methods), and the inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes
relevant for hyperglycemia modulation from three types of Cabanita maize (white, red, and
orange) at three maturity stages (S1-milk, S2-dough, S3-mature). A variable secondary
metabolite composition was observed among all maize types, and all samples had in vitro
antioxidant and anti-hyperglycemic properties. The total phenolic content (UHPLC)
decreased with kernel development (with exception of anthocyanins which increased from
S1 to S3). Orange maize was remarkable due to its highest total carotenoid contents of the
xanthophyll type (lutein and zeaxanthin) (3.19-5.87 pg/g dried weight, DW) which
decreased at S3. The in vitro antioxidant and hypoglycemic potential were high in the
hydrophilic fraction and was highly correlated with the free phenolic fraction (HBA). Both
properties decreased with kernel maturity. The white maize showed the highest a-
glucosidase and a-amylase inhibition at S1 (40 por ciento at 10 mg, and 55 por ciento at 125
mg of sample dose, respectively). These results suggest that the intake of white and orange
maize would be more adequate at S1, and S2 due to their higher phenolic and carotenoid
contents, and in vitro bioactivity. The consumption of red maize would be better at S3 for

its higher total phenolic and anthocyanin contents.

Keywords: secondary metabolites, polyphenols, carotenoids, antioxidant capacity, o-
glucosidase, a-amylase, Zea mays L., Cabanita.



l. INTRODUCCION

El estreés oxidativo es un desequilibrio producido por el aumento de radicales libres en el
organismo humano, y es considerado un importante factor causal de enfermedades cronicas
(Srivastava y Kumar 2015; Tavares y Seca 2019; Qi y Dong 2021). El Peru presenta un
incremento en la prevalencia de enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), donde la
diabetes mellitus es una enfermedad que genera impactos negativos en términos de
morbilidad, mortalidad y discapacidad. En el afio 2021 se report6 un aumento en su
incidencia con un 4,9 por ciento de personas diagnosticadas de 15 afios a mas (INEI 2021),
reportdndose que el 96,7 por ciento de casos registrados corresponden a diabetes mellitus de
tipo 2 (incapacidad del organismo para responder o utilizar de forma efectiva a la insulina)
(MINSA 2021). Esta tendencia se relaciona principalmente con los cambios en los habitos
dietarios de la poblacién que incluyen el aumento en el consumo de alimentos procesados y
ultraprocesados (Matos et al. 2021; Almarshad et al. 2022; Sinha y Haque 2022).

El Pert posee una gran diversidad bioldgica de diferentes recursos alimentarios de origen
vegetal los cuales podrian ser fuentes potenciales de nutrientes y compuestos bioactivos
relevantes para la prevencion de las ECNT a través de la dieta. EI maiz (Zea mays L.) es un
alimento que ha sido cultivado y consumido desde tiempos precolombinos en el Perd. El
ministerio del ambiente ha realizado una segunda aproximacion sobre su clasificacion y ha
catalogado 52 razas de maiz las cuales provienen mayoritariamente de la region de la sierra
(International Maize and Wheat Improvement Center, CIMMYT 1991; Ministerio del
Ambiente, MINAM 2018; Salhuana M. 2004). El maiz Cabanita es un alimento importante
en las poblaciones altoandinas de la region de Arequipa y ha sido incluido como raza en esta
segunda clasificacion del maiz, sin embargo, la informacién cientifica necesaria para su
identificacion y caracterizacion es muy limitada. La coleccion méas grande de germoplasma
del maiz peruano se localiza en el Programa de Investigacion y Proyeccion Social en maiz
(PIPS maiz) en la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), pero no se tiene
registro de las accesiones correspondientes al maiz Cabanita (conservacion ex situ) ni se

conoce la viabilidad de las muestras almacenadas y provenientes de la region Arequipa



(CIMMYT 1999; MINAM 2015; Sevilla y Chura 1999). Por otro lado, existe un peligro de
erosion genética de este maiz por la introduccién de otras variedades de alto rendimiento,

comprometiendo la conservacion in situ de este recurso.

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de granos integrales
como el maiz se asocia con un menor riesgo de los componentes del sindrome metabolico y
en consecuencia una menor prevalencia de enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2 'y
sus complicaciones cardiovasculares asociadas a un cuadro de estrés oxidativo (Tsuda et al.
2003; Finkel et al. 2013; Lao et al. 2017; Zhang et al. 2019). Estas propiedades se han
relacionado con la presencia de diversos compuestos bioactivos en los granos integrales
ademas de la fibra dietética, como es el caso de los compuestos fendlicos, carotenoides,
fitoesteroles, tocoferoles, entre otros (Zhang et al. 2019). Varios estudios realizados en
germoplasma de maiz de otras procedencias han reportado la presencia en el grano de
compuestos fendlicos, principalmente acido fertlico, 4cido p-cumarico (Zili¢ et al. 2012),
acido cafeico (Das y Singh 2016), &cido sinapico, &cido protocatequico, &cido galico, &cido
vanilico, luteolina (Trehan et al. 2018, 2020), asi como compuestos carotenoides, destacando
el B-caroteno, luteina, B-criptoxantina, zeaxantina, entre otros (Hwang et al. 2016; Liu et al.
2018; Song et al. 2016; Xiang et al. 2020). Estos compuestos se han relacionado con efectos
positivos sobre la salud que incluyen la actividad antioxidante relevante para el control del
estrés oxidativo (Das y Singh 2016; Liu et al. 2018; Hu et al. 2020) y potencial
hipoglucémico (Gonzélez-Mufioz et al. 2013; Ranilla et al. 2019; Zhang et al. 2019a).
Asimismo, diversos factores como la variedad, el estado de madurez, y factores
agroclimaticos tendrian una influencia importante en las concentraciones y perfiles de los
compuestos bioactivos del maiz (Feng et al. 2015; Song et al. 2016a , 2016b; Giordano et
al. 2017; Saikaew et al. 2018; Sheng et al. 2019; Hong et al. 2020; Spoljari¢ et al. 2020; Hu
et al. 2020). A pesar del potencial de este cereal, la diversidad del maiz peruano ha sido muy

poco estudiada en este aspecto.

El objetivo general del presente trabajo de investigacion fue el de evaluar la variacion del
perfil de metabolitos secundarios (polifenoles y carotenoides), durante el desarrollo del
grano de maiz (Zea mays L.) Cabanita procedente de la provincia de Caylloma (regién de
Arequipa) y su posible relacion con propiedades antioxidantes e hipoglucémicas in vitro.
Los objetivos especificos fueron: (1) Evaluar la variabilidad de los compuestos fendlicos

totales y perfil de fendlicos por Ultra Cromatografia Liquida de Alta Performance con
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detector de diodos (UHPLC-DAD) en las fracciones fenolicas libres y ligadas durante tres
estados de desarrollo del grano de tres tipos de maiz Cabanita seleccionados; (2) Evaluar la
variabilidad del contenido y perfil de carotenoides por UHPLC-DAD durante tres estados
de desarrollo del grano de tres tipos de maiz Cabanita seleccionados; (3) Determinar la
capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica por los métodos de inhibicion de los radicales
libres DPPH y ABTS de tres tipos de maiz Cabanita a tres estados de desarrollo del grano;
(4) Evaluar el potencial hipoglucémico in vitro a traves de la capacidad de inhibicion de las
enzimas digestivas o-amilasa y a-glucosidasa de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas del

grano de tres tipos de maiz Cabanita a tres estados de desarrollo del grano.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. MAIZ (Zea mays L.)

El cultivo de maiz es importante en todo el mundo, recientemente se ha catalogado en el
primer lugar entre todos los cultivos de cereales (Shafiq et al. 2019). La produccién mundial
de maiz para el afio 2022-2023 se estima en 1 185,90 toneladas métricas, donde el Per(
concentra una produccion de 1 535 toneladas métricas (World Agricultural Production
2022), compuesta principalmente en maiz amarillo duro (52,32 por ciento), maiz choclo
(26,37 por ciento), maiz amilaceo (19,93 por ciento), y maiz morado (1,38 por ciento)
(MIDAGRI 2021). En el caso de la regién Arequipa, la produccién se distribuye en maiz
chala (94,89 por ciento) y maiz choclo (3,87 por ciento), y en menor cantidad el maiz
amilaceo (0,85 por ciento), maiz amarillo duro (0,21 por ciento) y maiz morado (0,18 por
ciento) (Gerencia Regional de Agricultura 2021).

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA Y PARTES DE LA PLANTA DE MAIZ

La clasificacion taxondmica se presenta a continuacion:

Reino: Plantae

Division: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae
Subclase: Commelinidae
Orden: Poales

Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Género: Zea

Especie: Zea mays L.
Fuente: Global Biodiversity Information Facility (GBIF 2022)



La reproduccion del maiz es normalmente monoica (es una forma de hermafroditismo
funcional), presenta como flor unisexual, estaminada o masculina a la panoja, y la flor
unisexual, pistilada o femenina estigma (Figura 1) (revisado por Charlesworth 2019). Se
desarrolla a partir de una autopolinizacion, y la polinizacion cruzada, debido a la separacion
de las partes masculinas y femeninas. Se inicia posterior a la diferenciacion y el desarrollo
de las flores, donde el polen desprendido por las anteras masculinas cae sobre los estigmas,
fusiondndose con el ovulo en el saco embrionario, y posteriormente formando el embrion
con una cariopside nueva que se desarrolla y madura para una nueva generacion (Garcia-
Lara et al. 2019; Garcia-Lara y Serna-Saldivar 2019; Nleya et al. 2019).

inflorescencia
masculina
0 panoja
LA 2

Figura 1: Partes de la planta de maiz Cabanita en estado maduro

2.1.2. ORIGEN Y DIVERSIDAD GENETICA DEL MAIz

El maiz fue domesticado a partir del teosintle (parientes silvestres del maiz del género y
especie Zea), desde su ancestro Zea mays parviglumis y su posterior introgresion a Zea mays
mexicana (Van Heerwaarden et al. 2011; Hufford et al. 2012), antes de su dispersion en la

forma actual hace aproximadamente unos 8700 afios en México (Matsuoka et al. 2002;
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Piperno et al. 2009). El teosintle asocia a todas las especies y subespecies del género Zea
(Torres et al. 2015). Doebley (2003), citado por Kato et al. (2009) diferencié mediante una
serie de ordenamientos al teocintle en 2 secciones, seccién Zea (incluyen Zea mays L. y sub-
especie mexicana) y seccidn Luxuriantes (Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians y
Zea nicaraguensis). En posteriores estudios segun evidencia arqueologica y metodos
moleculares se definio al teosintle Zea mays parviglumis como el antepasado més directo
del maiz (Bennetzen et al. 2001; Matsuoka et al. 2002; Piperno et al. 2009; Stitzer y Ross-
Ibarra 2018).

Se considera que el maiz (Zea mays L.) se origind en América, en las tierras bajas de América
del Sur, en México o en Guatemala, lo cual aln sigue en proceso de investigacion (Wallace
y Brown 1956; Corinto 2014; Wrigley y Nirmal 2017). Fue domesticado en dos areas del
continente americano: Mesoamérica (México y Guatemala) y los Andes (Peru y Bolivia)
(Rimache 2012, citado por Salvador-Reyes y Clerici 2020), produciendo dos colecciones

genéticas diferentes de maiz: genes mesoamericanos y andinos.

El cultivo de maiz en el Per( se presenta hace aproximadamente 7 000 afios en el valle de
Chicama (Grobman et al. 2012). Su diversidad genética se divide en razas, que se definen
como un “grupo de individuos relacionados con suficientes caracteristicas en comin como
para permitir su reconocimiento como grupo” (Anderson y Cluter 1942). No obstante, no
presentan caracteristicas suficientemente diferentes para ser clasificadas como una
subespecie diferente (Sevilla 2006). Méas adelante (Sevilla y Chura 1998) definen las razas
como ecotipos en el sentido que difieren en su adaptacion y se diferencian por sus caracteres
morfolégicos y fenolégicos. Mientras que, en términos genéticos, se denomina raza a un
grupo de individuos con un numero significativamente grande de genes en comdn (Sevilla y
Holle 2004). En el Perd, la coleccién y clasificacion del maiz fue iniciada en 1952, la
clasificacion racial de las muestras colectadas fue evaluada en términos de caracteristicas
morfologicas, citoldgicas y fisioldgicas. De esta manera, la primera evaluacion de la
diversidad genética del maiz se clasifico en 49 razas (Grobman et al. 1961); con la existencia
de 3931 accesiones (CIMMYT 1999), preservadas ex situ por el Programa de Investigacion
y Proyeccién Social en Maiz (PIPS Maiz) situado en la UNALM (Universidad Nacional
Agraria La Molina, Lima, Pert). Actualmente el MINAM (2018) mediante nuevas colectas
locales en todo el pais desde el 2013, ha analizado la diversidad genética en una segunda

evaluacion y clasificacion, con la eliminacion de razas e inclusion de nuevas, ampliando la
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gran diversidad genética existente de accesiones peruanas en 52 razas. La diversidad
genetica del maiz peruano se ha generado a consecuencia de la mutacion, hibridacion,
seleccién planificada y variedad de pisos ecoldgicos (Bonadia 2013), con el crecimiento de
cultivos a altitudes variadas desde 10 m.s.n.m (maiz de la raza Chaparrefio) hasta
aproximadamente 4 000 m.s.n.m. (maiz de la raza Confite punefio) (Salhuana 2004).
Kuleshov en 1929 citado por Salhuana (2004), luego del estudio de coleccion mundial del
maiz, expuso que el grupo mas subdividido y rico en rasgos morfoldgicos y fenotipicos era
el amilaceo (endospermo blando o harinoso), siendo el Perl quien ostenta la mayor
diversidad. Por estas razones, actualmente se considera al Peri como centro primario de

domesticacion del maiz, al igual que México (MINAM 2014).

2.1.3. RAZA CABANITA

El maiz de la raza Cabanita es un tipo de maiz amilaceo cuyo cultivo se realiza desde tiempos
prehispanicos en la region sur del Peru, especificamente en el distrito de Cabanaconde
perteneciente a la provincia de Caylloma, departamento de Arequipa, a una altura
aproximada de 3296 m.s.n.m (Valderrama 2015 citado por Camino y Vasquez 2019). Su
nombre deriva posiblemente de “Cabanaconde”, donde su cultivo es rotatorio aprovechando
la variedad de condiciones ecoldgicas y clima, al estar ubicado entre las zonas alta,
intermedia y baja de la provincia de Caylloma. Sin embargo, se ha reportado que el cultivo
de esta raza también se extenderia hasta las regiones de Moquegua y Tacna (MINAM 2018;
Fuentes-Cardenas et al. 2022) representa un aporte a las tradiciones agricolas y culturales, y
contribuye a la alimentacion de las comunidades indigenas. Su uso se destina a diversas
preparaciones alimenticias desde sopas a harinas, y al ser el cultivo mas importante de la
zona ocupando la mayor extension de espacios agricolas, constituye la mayor fuente
econdémica de ingresos de las poblaciones altoandinas de Arequipa. Sin embargo, no se

cuenta con datos estadisticos especificos de la cantidad cultivada.

Segun datos locales publicados por la Gerencia Regional de Agricultura (2021), la
produccidn del maiz amilaceo (dentro del cual se clasificaria al maiz Cabanita) ha presentado
una tendencia a disminuir en los Gltimos afios (Fuentes-Cardenas et al. 2022), lo que
indicaria indirectamente que también el cultivo de este tipo de maiz estaria disminuyendo.

Del mismo modo, la insercién de hibridos mejorados de preferencia comercial por el



agricultor local implicaria un peligro de erosion o pérdida de material que afectaria su

heterogeneidad genética.

2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las
plantas. Actualmente se han reportado mas de 10000 estructuras de compuestos fendlicos
(Ofosu et al. 2020). Presentan funciones fisioldgicas importantes en los vegetales, tales como
la proteccién contra los rayos ultravioleta (UV), depredadores y patdgenos (Alara et al. 2021;
Balasundram et al. 2006; Shah et al. 2018). La estructura de los compuestos fenolicos
comprende un anillo aromatico con uno 0 mas sustituyentes hidroxilo (—OH), la mayoria se
encuentra naturalmente conjugado con mono y polisacaridos u otras estructuras organicas,

pueden unirse también a ésteres y ésteres metilicos (Del Rio et al. 2013; Vuolo et al. 2019).

Las vias biosintéticas de los polifenoles comprenden la via metabolica del acido shikimico
y del fenilpropanoide, como se muestra en la Figura 2, obteniéndose una mayor cantidad de
compuestos polifenoles derivados de la via fenilpropanoide como los compuestos
hidroxicinamicos. En esta via, los precursores principales son la fenilalanina (sustrato
principal) y la tirosina (su uso es reducido en algunas plantas) y los principales
intermediarios formados son el acido cinamico, el cinamoil-CoA y el p-cumaroil-CoA. Las
enzimas clave involucradas en esta ruta biosintética son la fenilalanina amoniaco liasa, la
acido cinamico 4-hidroxilasa, 4-cumarato:coenzima A (CoA) ligasa, y la tirosina amoniaco
liasa (KEGG 2022).

En el caso de los flavonoides, se derivan en la etapa final de la via de los fenilpropanoides,
siendo las enzimas involucradas en su biosintesis la chalcona sintasa, la chalconaisomerasa,
la flavona sintasa, el flavonoide 3’5’-hidroxilasa, la flavanona 3-hidroxilasa y la flavonol
sintasa. Las antocianinas son sintetizadas por las enzimas dihidroflavonol 4-reductasa, la

flavanona 4-reductasa y la antocianidina sintasa (KEGG 2022).
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Figura 2: Ruta metabdlica de los compuestos fendlicos en maiz
Fuente: KEGG (2022)

2.2.1. CLASIFICACION, ESTRUCTURAS QUIMICAS

Estructuralmente se clasifican en seis clases principales (Figura 3): acidos fendlicos,

flavonoides, taninos, estilbenos (Alara et al. 2021), cumarinas (Rosa et al. 2016; Anantharaju



et al. 2016) y lignanos (Aneklaphakij et al. 2021a), dentro de los cuales los maés

significativos en la dieta humana son los acidos fenolicos, flavonoides y taninos (Heleno et
al. 2015).
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Figura 3: Estructuras quimicas basicas de compuestos fenolicos
Fuente: Modificado de Aneklaphakij et al. (2021b)
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Los acidos fenolicos estructuralmente se clasifican en derivados del &cido benzoico y del
acido cinamico (Khoddami et al. 2013; Bento-Silva et al. 2019). Como se visualiza en la
Figura 3, los &cidos fenolicos presentan en su estructura al menos un anillo aromético donde
al menos un hidrogeno esta sustituido por un grupo hidroxilo (Heleno et al. 2015; Vuolo et
al. 2019). Los flavonoides presentan una estructura basica C6-C3-C6 (Figura 3), conformado
con dos anillos aromaticos A y B (de naturaleza fendlica) enlazados a un anillo C

(heterociclo oxigenado).

Los acidos fendlicos se pueden dividir segun la posicién del enlace del anillo B al anillo C
en flavonoides comunes, isoflavonoides y neoflavonoides (Pandey et al. 2016; Chouhan et
al. 2017). Segun las variaciones del anillo C, existen ocho subclases: flavanoles, flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonas, antocianinas y proantocianinas (Tohge et
al. 2013; Saigo et al. 2020).

La diversidad de compuestos fendlicos esté relacionada también a su asociacion con la
matriz alimentaria (Zhang et al. 2020). Segun su estado de enlace, se pueden clasificar en
compuestos fendlicos libres, los cuales se ubican en la vacuola de la célula vegetal y en su
mayoria estan conjugados covalentemente o esterificados a azlcares y otros compuestos de
bajo peso molecular, confiriéndoles solubilidad en agua y solventes organicos, y los
compuestos fendlicos ligados, unidos principalmente a la fibra dietética no digeribles y
fermentables (proteinas estructurales, celulosa y pectina), mediante enlaces de hidrdgeno,
covalentes quimicos e interacciones hidrofobicas de la pared celular (Shahidi y Yeo 2016;
Vuolo et al. 2019; Zhang et al. 2020).

2.2.2. PROPIEDADES BIOLOGICAS ASOCIADAS A LA SALUD

Los compuestos fendlicos son abundantes en alimentos vegetales, como en granos (Ramirez
et al. 2018), frutas (Hu et al. 2022), legumbres (Alkaltham et al. 2022; Nicolas-Garcia et al.
2022), y cereales (Tian et al. 2022). Varios estudios epidemiologicos han demostrado una
relacion inversa entre el consumo de alimentos ricos en compuestos fendlicos como los
granos enteros y una menor incidencia de ECNT y sus complicaciones (Koch 2019;
Lapuente et al. 2019; Noce et al. 2021).
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Se ha reportado que los compuestos fendlicos presentan diversas propiedades bioldgicas a
través de su ingesta en alimentos, como la capacidad de reparar tejidos hepaticos dafiados
(Xie et al. 2020), inhibicion de la polarizacion y la inflamacion de los macréfagos en el
tejido adiposo, y la liberacion de factores proinflamatorios en ratas (Forney et al. 2018). Del
mismo modo, estudios realizados en humanos asocian la ingesta de alimentos ricos en
compuestos fendlicos con el aumento de los niveles de bioactivos (flavonoides) en el plasma,
mejora de la actividad antioxidante total sérica (efecto antirradical) (Alipour et al. 2016;
Vitalini et al. 2020), disminucién de la induccion de la apoptosis de los cardiomiocitos
(enfermedad cardiovascular inducida por el estrés oxidativo), accion anticancerigena

(Steven et al. 2019), y prevencion del riesgo de diabetes tipo 2 (Giacco et al. 2020).

A continuacion, se presentara en mayor detalle informacion sobre las propiedades
funcionales de los compuestos fendlicos en relacion con su capacidad antioxidante y

potencial hipoglucémico.

A. Capacidad antioxidante de los polifenoles

Los humanos estamos constantemente sujetos a dafios por reacciones que involucran al
oxigeno (o derivados parcialmente reducidos) y la alta acumulacion de radicales libres, que
se almacenan en el cuerpo humano, siendo mayor su presencia a edades avanzadas,
acelerando el envejecimiento, induciendo la formacion de tumores, cancer y otras
enfermedades asociadas con el dafio bioldgico (Qi-zhuang et al. 2021; Gebicki et al. 2021).
El cuerpo presenta en su defensa mecanismos antioxidantes como enzimas especializadas
(superoxido dismutasa, catalasa y otras peroxidasas) y pequefias moléculas (vitaminas A, C
y E, tioles y quelantes de iones metalicos), que en condiciones normales (homeostasis) hacen
frente a los desafios oxidativos venideros. Sin embargo, la vida industrial moderna asociada
a una mala alimentacién, estilos de vida sedentarios, entre otros factores puede conducir a la
acumulacion excesiva de moléculas oxidantes o un cuadro de estrés oxidativo, el cual se ha
asociado a la etiologia de varias ECNT (Gebicki et al. 2021).

Diversos estudios han reportado la accion antioxidante de los compuestos fendlicos que

explicarian su asociacion con el retraso o disminucién de los factores de riesgo de diversas
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enfermedades crénicas cuando son consumidos regularmente a través de la dieta

(Bernatoniene y Kopustinskiene 2018; Jian-hong y Dong 2021; Zhang et al. 2022).

a.1l. Mecanismos de accion

Los compuestos fenolicos presentan principalmente dos tipos de mecanismos antioxidantes:

Mecanismos directos: eliminacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ROS), y quelantes de iones metalicos (Feng et al. 2014; Lin et al. 2014; Adeoye et al.
2018; Hosseinzadeh et al. 2019).

Mecanismos indirectos: regulacion de la actividad de las enzimas antioxidantes, como
glutatién oxidasa, xantina oxidasa, catalasa y superoxido dismutasa, inhibidores y
ralentizadores de enzimas pro-oxidantes, tales como la lipoxigenasa, oxidasa
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH-oxidasa) y el 6xido nitrico
sintasa inducible por INOS (COX-ciclooxigenasa), regulacion de la vias de sefializacion
relacionadas con el estrés oxidativo y regulaciéon positiva de la expresion de genes
antioxidantes (Kim et al. 2011; Fracassetti et al. 2013; Zhuang et al. 2015; Adeoye et
al. 2018; Hosseinzadeh et al. 2019; He et al. 2021).

a.2. Mecanismo de inhibiciéon de radicales libres

Los compuestos fenolicos son potentes antioxidantes, se les asocia con la capacidad de

inactivacién de especies radicales reactivas, evitando el dafio oxidativo en biomoléculas

(lipidos poliinsaturados, azucares, proteinas y acidos nucleicos) (Heleno et al. 2015;

Olszowy 2019). El principio de la actividad antioxidante de los compuestos polifenolicos

basado en la neutralizacion de los radicales libres ocurre bajo dos formas segun se visualiza
en la Figura 4 (Vuolo et al. 2019).

(1) Transferencia de electrones  (2) Transferencia de electrones
acoplados a protones
e (HD

H
O-H + R OH + R
L S,
=

Figura 4: Mecanismos de inhibicion de radicales libres
Fuente: Qi-Zuang et al. (2021)
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El primer mecanismo se basa en una rapida donacion de &tomos de hidrogeno del compuesto
antioxidante a la especie radical (R*), que se convierte en un cation radical. La magnitud
mayor o menor de la accién antioxidante dependera de la energia de disociacion de los
enlaces O-H, por lo tanto, la neutralizacion sera mas facil a menor energia de disociacion.

La reaccién del mecanismo es la siguiente (Olszowy 2019; Vuolo et al. 2019):

R'+ArOH - RH + ARO®

En el segundo mecanismo, el electrdn se transfiere del antioxidante al radical eliminado, que

se convierte en un cation radical (Olszowy 2019; Vuolo et al. 2019):

R*+ArOH - RH + ARO™*

a.3. Métodos para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos in vitro

Los métodos in vitro mas representativos utilizados en la evaluacion de la actividad
antioxidante de los compuestos fenolicos se desarrollan segun los mecanismos mencionados
(reacciones de transferencia de un electrén o transferencia de un atomo de hidrégeno). Se
incluyen ensayos de reduccion de cobre (CUPRAC) (Apak et al. 2009), el ensayo de
capacidad antioxidante equivalente de Trolox (ABTS o TEAC) (Miller et al. 1993), el
ensayo de capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP) (Benzie y Strain 1999) y el
ensayo de capacidad de captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") (Gulcin
2020).

El ensayo de eliminacion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") es uno de los métodos méas
utilizados, se basa en la medicién de la capacidad reductora de los antioxidantes frente al
DPPH. La capacidad de reduccion puede evaluarse mediante la disminucién de su
absorbancia. EI DPPH es uno de los pocos radicales libres organico estable, presenta un color
purpura intenso, y muestra una absorbancia maxima a 517 nm. El ensayo de DPPH es simple
y no requiere un tratamiento especial de la muestra, a diferencia del ensayo de ABTS, no
tiene que prepararse antes del ensayo. Presenta como limitantes la interferencia de posibles
compuestos (ejemplo antocianinas, compuestos carotenoides) que absorben en el mismo
rango de longitud de onda (500-550 nm) (Gulcin 2020).
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El ensayo por inhibicion del cation radical 2-2's-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonico)
(ABTS), consiste en la oxidacion del radical ABTS. La determinacion de la capacidad
antioxidante se da al disminuir el color intenso reaccionando directamente con el cation del
ABTS. Absorbe en un rango de longitud de onda que es méaxima en medios acuosos a 414,
734 y 815 nm, y en medios etanolicos a 414, 730 y 873 nm. El radical ABTS™" reacciona
rapidamente con los antioxidantes, asimismo, es un método que permite evaluar en un amplio
rango de pH. EI ABTS es mas flexible en su metodologia, ya que es soluble en agua y
disolventes organicos (Gulcin 2020).

B. Capacidad hipoglucemiante de los polifenoles

La hiperglucemia (aumento de glucosa en la sangre) es una condicién de riesgo para el
desarrollo de la diabetes tipo 2, y se produce por trastornos en la digestion, la presencia de
la absorcion alterada de carbohidratos, la gluconeogénesis mejorada, el agotamiento de las
reservas de glucogeno, trastornos en la homeostasis de la glucosa en el higado, la resistencia
y deterioro de las vias de sefializacion de la insulina (Shahwan et al. 2022). Los compuestos
polifendlicos dietéticos presentan propiedades importantes en la mitigacion de la diabetes,
debido a sus acciones hipoglucemiantes y patologias relacionadas, con efectos secundarios
minimos o nulos (Kim et al. 2016; Zhao et al. 2020; Shahwan et al. 2022).

b.1. Mecanismos de accién

Los compuestos polifenolicos ejercen su efecto hipoglucemiante a través de diferentes

mecanismos:

- Modulacion del metabolismo de carbohidratos y absorcion de glucosa en el intestino:
Existe evidencia que los polifenoles actian en la inhibicion de las enzimas a-amilasa y
la a-glucosidasa salivales y pancreaticas, evitando el aumento del nivel de glucosa en
sangre postprandial, al disminuir la velocidad de hidrélisis de los polisacaridos, evitando
o disminuyendo la produccion masiva de glucosa libre, y su posterior ingreso a la célula
en los bordes en cepillo del intestino delgado a través del transportador de glucosa
dependiente de sodio (SGLT1) (Zhao et al. 2020; Shahwan et al. 2022).
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- Captacion tisular de glucosa: Los compuestos fenolicos presentan funcion mediadora
con el transportador de glucosa 4, mejorando la sensibilidad a la insulina mediante la
activacion de la proteina quinasa activada por el monofosfato de adenosina 5’ (AMPK),
permitiendo una regulacion positiva del transportador de glucosa 4 GLUT4 en el
musculo esquelético, y la regulacion negativa de la gluconeogénesis en el higado (Wang
et al. 2018; Li et al. 2022)

— Efecto en la microbiota intestinal: Los metabolitos de los polifenoles derivados del
metabolismo hepatico interactdan con el tejido adiposo, el pancreas, el musculo y el
higado, y pueden ejercer efectos antidiabéticos. Presentan posibles efectos prebidticos
cuando son consumidos en la dieta al aumentar la poblacion de bifidobacterias a nivel
del colon (Wang et al. 2021).

— Funcién de las células B pancredticas: Compuestos fenolicos como la quercetina,
apigenina inhibieron el dafio de las células  pancreaticas a través de la supresion de la
activacion del factor nuclear kappaB en las células RINmMF5, disminuyeron el estrés
oxidativo con la preservacion de la integridad de las células § pancreaticas en la diabetes
inducida por estreptozotocina en ratas (Kim et al. 2016).

— Homeostasis de la glucosa en el higado: Los compuestos fendlicos mejoran la capacidad
de los musculos y los adipocitos para utilizar la glucosa evitando que el higado secrete
glucosa (Hanhineva et al. 2010; Shahwan et al. 2022).

b.2. Inhibicién de las enzimas hidrolizantes de carbohidratos por los polifenoles

Las a-amilasas son enzimas hidroliticas producidas por humanos, animales, plantas y
bacterias. Su actividad esta sujeta a la presencia de un cofactor metélico (calcio), son
secretadas por las glandulas salivales de la boca y el pancreas que secreta la enzima en el
intestino delgado (Kim et al. 2016). Su funcidn es catalizar la hidrolisis de la macromolécula
de almidén, hidrolizando los enlaces a-(1—4)-glucosidicos en la molécula del almidon,
generandose como molécula principal la maltodextrina y otras moléculas de menor peso
molecular (maltosa , maltotriosa , maltotetraosay glucosa) (Robyt 2005 citado por
Rahimzadeh et al. 2014). Las a-glucosidasas son enzimas hidroliticas de carbohidratos que
se encuentran en tejidos humanos, plantas, microorganismos y animales (Kumar et al.

2011). Se ubica en la superficie luminal de los enterocitos y se secreta en el intestino delgado
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(Wang et al. 2013).Tiene como funcion catalizar la escision hidrolitica

de disacaridos (maltosa y sacarosa) en monosacaridos (glucosa y fructosa).

Segun lo mencionado, es posible controlar los niveles de glucosa postprandial en la sangre
mediante la inhibicion de la actividad de estas enzimas (Papoutsis et al. 2021). Por lo tanto,
el consumo de compuestos que exhiben actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa constituyen una importante estrategia dietaria para la modulacion de la
hiperglucemia y con minimos o nulos efectos colaterales respecto a los farmacos

comunmente utilizados (Papoutsis et al. 2021).

Los compuestos fenolicos han mostrado actividad inhibitoria de las enzimas digestivas
intestinales principalmente a través de diversos estudios in vitro. El mecanismo de inhibicion
sobre la enzima a-amilasa, se basa en la union reversible del polifenol con el asociado
enzima-sustrato en los sitios no activos de la a-amilasa, formando un complejo terciario
inhibidor-enzima-sustrato (Sun et al. 2020). Zeng et al. (2016) indican que la actividad
inhibitoria de los &cidos fendlicos sobre la enzima a-glucosidasa se basa en su union a los
residuos de aminoacidos superficiales de la enzima, distorsionando su sitio activo, logrando
atenuar su actividad enzimatica. Los acidos hidroxicinamicos presentarian mayor grado de
inhibicion en comparacion con los acidos hidroxibenzoicos, debido al nimero de grupos
hidroxilo y metoxi presentes en el anillo aromatico (Malunga et al. 2018). En el caso de los
flavonoides, la presencia de mayores grupos hidroxilo en el esqueleto de la flavona estaria
relacionada con un mayor poder inhibitorio sobre las enzimas digestivas (Di Stefano et al.
2018). Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados, y los factores asociados a
esta actividad dependerdn de la estructura y los perfiles de los compuestos fendlicos

encontrados en los alimentos, y sera necesario analizarlos caso a caso y ser validados in vivo.

Los polifenoles dietéticos presentes en cereales (maiz, arroz, cebada, mijo y quinua) se han
asociado a la actividad de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa in vitro la
cual ha mostrado una dosis dependencia (Rosén et al. 2011; Shukla y Srivastava 2011;
Pradeep y Sreerama 2015). Se ha reportado que los principales acidos fendlicos identificados
en las fracciones solubles de los cereales son generalmente el acido cafeico, acido feralico,
acido sinapico, y quercetina y en las fracciones ligadas, el acido ferdlico y p-cumarico, los
cuales podrian explicar esta propiedad. La actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y

la a-glucosidasa del mijo (ICso: 18,97 a 57,26 pg/ml, respectivamente) se relaciono con la
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presencia de acidos fenolicos, y flavonoides como naringenina, kaempferol, glucosido de

luteolina, y la capacidad inhibitoria tuvo también una influencia significativa del genotipo

(Pradeep y Sreerama 2018).

b.3. Métodos para evaluar la actividad hipoglucémica de los compuestos fenolicos in

vitro

Ensayo de inhibicion de la enzima o-glucosidasa: Se basa en la hidrélisis enzimatica del
sustrato de origen sintético, p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (p-NFGP) que por accion
de la a-glucosidasa (a-GLC), libera unidades de p-nitrofenolato y a-D-glucosa. El ion p-
nitrofenolato presenta una coloracién amarilla claro que evidencia que la reaccion de
hidrolisis enzimatica se ha llevado a cabo (Figura 5). La disminucion de la hidrélisis
resulta en la pérdida de color del reactante, la cual ocurre de forma proporcional a la
concentracion de compuestos inhibidores como los compuestos fenolicos u otros

presentes en los extractos de estudio (Worthington 2011).

oM OH
i HO o
HO Q a-glucesidase . o, . pH increase
HO - HO [ ——
HO Ho oM NO, NO
NO.

Figura 5: Principios para el ensayo de actividad y deteccion de inhibidores de alfa-

T

glucosidasa. (a) Medicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa
Fuente: Zhang et al. (2020)

Ensayo de inhibicion de la enzima a-amilasa: EI método consiste en la hidrdlisis de un
polisacarido como el almidon (sustrato) por accion de la a-amilasa y la medicion de los
productos resultantes (azlcares reductores), los cuales se producen en mayor 0 menor
concentracion segun la presencia de inhibidores como los compuestos fendlicos. Se ha
reportado el uso de diferentes sustratos ademés del almidon como la amilosa,
amilopectina y otros maltooligosacaridos ligados a p-nitrofenilo (Fei et al. 2014; Miao
et al. 2014; Visvanathan et al. 2016; PubChem 2020; Visvanathan et al. 2021). Estos
sustratos dan lugar a los azucares reductores originados por la actividad de la enzima a-

amilasa que cataliza la hidrolisis de los enlaces glucosidicos a-1,4 internos en los
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polisacaridos que contienen 3 o mas enlaces D a-1,4 unidades de glucosa que dan como

resultado una mezcla de maltosa y glucosa (Worthington 2011a).

Los azdcares reductores derivados de la reaccion hidrolitica luego son medidos con el
método del acido 3,5 dinitrosalicilico que es el mas utilizado (Visvanathan et al. 2021;
Fei et al. 2014). EI método consiste en la reduccién del acido 3,5 dinitrosalicilico por los
azucares reductores, formando 3-amino-5-nitrosalicilico, con la presencia de cambio de
una coloracion amarilla clara a un anaranjado-rojizo el cual es medido a 540 nm (longitud
de onda de maxima absorcion del 3-amino-5-nitrosalicilico) (Visvanathan et al. 2021).
Los ensayos de inhibicion utilizan un control positivo en la reaccion, utilizando
mayormente a la acarbosa, que es un inhibidor efectivo de la a-amilasa, por la presencia
de un anillo de pseudo azucar y el enlace de nitrégeno glucosidico que reproduce el
estado de transicion para la escision enzimatica del enlace glucosidico, inhibiendo a la
enzima (Rahimzadeh et al. 2014; Visvanathan et al. 2021).

2.3. COMPUESTOS CAROTENOIDES

Los carotenoides son una familia de pigmentos organicos y naturales de color amarillo,
anaranjado, rojo (Stanley y Yuan 2019; Maoka 2020a). Son esenciales para la absorcion de
luz (absorcion del exceso de energia de las clorofilas), estabilizacion del sistema
fotosintético y fotoproteccion (Maoka 2020a). Los carotenoides estan presentes en 6rganos
fotosintéticos y no fotosintéticos de las plantas, estos ultimos incluyen a los frutos,
pericarpios, semillas, raices y flores, su formacion se da a partir de reacciones metabdlicas
secundarias como la isomerizacion, oxidacion y la escision de las cadenas poliénicas (Quian-
Ulloa y Stange 2021).

La ruta metabolica asociada a la biosintesis de los carotenoides se inicia con la formacion
del fitoeno (Figura 6), tiene como principales precursores el acetil CoA 6 el &cido piravico
a través de la ruta del mevalonato o la ruta del no mevalonato, presenta como intermediarios
directos al geranil pirofosfato y el geranil geranil pirofosfato (KEGG 2022a). El fitoeno
(carotenoide incoloro) experimenta una serie de desaturaciones hasta formar licopeno
(coloracion roja) mediante la enzima fitoeno desaturasa. Del licopeno se producen

carotenoides con grupos terminales ciclicos, hidroxilados o con introduccion de diferentes

19



grupos oxigenados, como el y-caroteno y o6-caroteno y produciéndose diversidad de
xantofilas como B-cryptoxantina, zeaxantina (derivados del y-caroteno), luteina (derivados
del 6-caroteno) (KEGG 2022a). Las principales enzimas involucradas en su biosintesis son
la 15-cis-fitoeno sintasa, licopeno beta-ciclasa, beta caroteno hidroxilasa, beta-caroteno 3-
hidroxilasa y el carotenoide épsilon hidrolasa (KEGG 2022a).

Geranil-
1 5-cis-fitoenosintasa

Tranil- PP

Prefitoeno-PP

15-cis-fitoenosintasa

Fitoeno
ﬁtUCHO t{CiLlIlll‘Li.\‘(l l

15-cis-fitoeno desaturasa
_ Fitoflueno

_ fitoeno desaturasa

15-cis-fitoeno desaturasa
§ caroteno

fitoeno dcsalumsnl

zetacaroteno desaturasa
Neurosporeno

fitoeno desaturasa

zetacaroteno desaturasa
Licopeno

licopeno beta-ciclasa licopeno épsilon ciclasa
licopeno ciclasa CruA
15-cis-fitoeno sintasa/
licopeno beta-ciclasa

Y Caroteno

6 Caroteno

licopeno beta-ciclasa

licopeno ciclasa CruA

licopeno beta ciclasa

b . ‘ e ; a Caroteno
llq—u.x—(llulcn;) sll_ll'il\ll hidroxilasa de anillo beta carotenoide épsilon
icopeno beta-ciclasa : ;
COPELD DY LrEnSY beta-caroteno 3-hidroxilasa hidroxilasa
B Caroteno
beta caroteno hidroxilasa Zeinoxantina a Cryptoxantina

hidroxilasa de anillo beta carotenoide épsilon beta-caroteno
B ) ) hidrolasa 3-hidroxilasa
betacaroteno 3-hidroxilasa
\d 3 7
B Cryptoxantina Luteina

beta caroteno hidroxilasa
hidroxilasa de anillo beta

betacaroteno 3-hidroxilasa

A\
Zeaxantina

Zeaxantina
epoxidasa

Y
Antera

Zeaxantina
epoxidasa

violaxantina
de-epoxidasa

A
xantina

violaxantina
de-epoxidasa

\ 4
Violaxantina

Neoxantina
sintasa

Neoxantina

Figura 6: Biosintesis de compuestos carotenoides en maiz
Fuente: (KEGG 2022a)

20



2.3.1. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA QUIMICA

Los carotenoides se clasifican en carotenos y xantdfilas, la estructura de la cadena poliénica
y sus estructuras tipicas se muestran en la Figura 7 a 'y b. Los carotenos son estrictamente
hidrocarburos, e incluyen al licopeno, y-caroteno, 6-caroteno, 3-caroteno y a-caroteno. Las
xantdfilas contienen al menos un atomo de oxigeno en su molécula y los grupos sustitutos
comunes incluyen grupos hidrdxilo, metoxilo, carbonilo o epoxi (Lee y Schwartz 2006).

Destacan la B-criptoxantina, luteina, zexantina y astaxantina (Maoka 2020a).
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Figura 7: A. Estructura basica de los carotenoides. B. Estructuras convencionales de

carotenos y xantofilas
Fuente: Maoka (2020)

2.3.2. PROPIEDADES BIOLOGICAS

Varios estudios epidemiolégicos han reportado que la ingesta de verduras y frutos de color
amarillo verdoso, que contienen diversos compuestos carotenoides, se asocia con multiples

efectos beneficiosos para la salud, demostrando propiedades antioxidantes lipidicas, con
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propiedades de ruptura de la cadena de peroxidacion a bajas concentraciones de oxigeno
(Trono 2019; Britton 2020). Ademas, presentan actividad antiadiposidad, mediante la
regulacién de las vias metabdlicas (secrecidn de adipocinas) y la produccion de moléculas
sefializadoras especificas originadas en los tejidos (Amengual et al. 2011; Takayanagi et al.
2011; Liu et al. 2017). En otros estudios se ha informado que ciertos carotenoides presentan
propiedades anticancerigenas, mediante mecanismos como la reduccion del crecimiento o
induccion a la apoptosis de las células cancerosas (Rowles y Erdman 2020; Russo et al.
2021). Estarian también relacionados con la disminucion de la incidencia de diabetes y
trastornos neurologicos, activando la expresion del gen antioxidante por medio del actor
transcripcional Nrf2 (factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2) que ayuda a
disminuir los trastornos neuroldgicos y la diabetes ( Yu et al. 2018; Merhan 2017 citado por
Bhatt y Patel 2020; Aziz et al. 2020). Asimismo, el aumento en la dieta de alimentos ricos
en carotenoides se relaciona con una menor incidencia de las enfermedades
cardiovasculares, lo que se atribuye a su actividad de modulacion oxidante de las reacciones
endoteliales frente a los estimulos prooxidantes e inflamatorios (Di Pietro et al. 2016). Los
compuestos carotenoides como las xanto6filas, presentan propiedades antioxidantes mediante
la neutralizacion de los radicales libres y aceptacion de electrones de especies reactivas (Rutz
et al. 2016; Nishino et al. 2017). Asimismo, han mostrado una capacidad de inhibicion de
enzimas como la a-glucosidasa, siendo los isémeros cis los que tendrian una mayor
bioactividad (Qi y Kim 2018).

2.4. COMPUESTOS FENOLICOS EN MAIZ

El maiz es rico en vitaminas, fibra dietética, minerales (magnesio, potasio y fosforo), y
presenta multiples compuestos bioactivos como los carotenoides, &cidos fendlicos,
flavonoides, ligninas entre otros, los cuales se han asociado con propiedades beneficiosas

para la salud (Navarro et al. 2018; Siyuan et al. 2018).

El perfil y concentracion de compuestos bioactivos varia segun la variedad del maiz, ademas
de diversos factores agroecoldgicos que también presentan una influencia importante
(Siyuan et al. 2018; Singh et al. 2019). Existen varios estudios donde se ha investigado la
diversidad de compuestos bioactivos como los compuestos polifendlicos en maiz de

diferentes procedencias como Nigeria (Alamu et al. 2021), China (Song et al. 2018a; Hu et
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al. 2020; Chen et al. 2021a), México ( Loarca-Pifia et al. 2019; Diaz-Montes et al. 2020),
India (Trehan et al. 2020) y Croacia ( Spoljari¢ et al. 2020; Leden¢an et al. 2022).

Sin embargo, los estudios de caracterizacion de la diversidad de razas de maiz peruano en
relacion a sus compuestos bioactivos y propiedades funcionales asociados a estos
compuestos son muy escasos. En una primera iniciativa, Ranilla et al. (2019) evalué
veintidds muestras de maiz procedente de la region Arequipa encontrando un alto contenido
fendlico total en las fracciones ligadas a la fibra dietética atribuidas a razas de maiz con
pigmentacion amarilla como la raza Arequipefio, Cabanita, y Coruca, tendencia que fue
inversa en las muestras de la raza Kculli (color morado) que presentaron un contenido
fendlico total mayor en la fraccion fenodlica libre, por otro lado expuso como principales
acidos fendlicos (fracciones libres y ligadas) al acido ferdlico y p-cumarico y compuestos
derivados. Fuentes-Cardenas et al. (2022) se focalizo en el estudio de diversas muestras de
maiz de la raza Cabanita procedente de Arequipa, revelando niveles de fendlicos totales
comparables con maiz de origen estadounidense, y superiores a variedades de maiz
pigmentado de Chile. Por otro lado, los compuestos fendlicos identificados en la fraccion
libre fueron principalmente derivados del acido p-cumarico y ferdlico solubles, y
antocianinas en maiz con pigmentacion roja, mientras que la fraccion ligada estuvo
compuesta por el &cido ferdlico y sus derivados junto con el &cido p-cumarico (Fuentes-
Cardenas et al. 2022).

Los compuestos fendlicos reportados en diversas muestras de granos de maiz se presentan
resumidamente en la Tabla 1. Se han identificado principalmente &cidos hidroxicindmicos,
como el acido ferdlico (Mesarovi¢ et al. 2019; Rodriguez-Salinas et al. 2020), acido p-
cumarico (Mesarovi¢ et al. 2019; Lux et al. 2020; Xiang et al. 2020); &cido sinapico (Ndolo
y Beta, 2014; Giordano et al. 2018) y acido cafeico (Giordano et al. 2017b; Prasanthi et al.
2017; Mesarovi¢ et al. 2019). Entre los &cidos hidroxibenzoicos (presentes en menor
concentracion) destacan el acido siringico (Das y Singh 2016; Prasanthi et al. 2017) y acido
galico (Yang et al. 2018; Xiang et al. 2020). En referencia a su concentracion en las
diferentes matrices alimentarias, diversos estudios han informado la relacion directa del
contenido fendlico con la pigmentacion del grano, siendo elevada a una mayor pigmentacion
del grano (Giordano et al. 2017b; Xiang et al. 2020).
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Tabla 1: Compuestos fendlicos reportados en granos de maiz

Concentracion

Clase Compuesto (mg/100 g base seca, bs)

Muestra Referencias

4cido siringico 0,02-89,7 baby CO(;Q;] tr;‘ggz dulce, a6y Singh (2016): Prasanthi et al. (2017)
~ Acidos acido galico 1,46-21,17 maiz dulce Xiang et al. (2020);Yang et al. (2018)
hidroxibenzoicos acido protocatéquico 2,76-4,38 maiz dulce Mesarovi¢ et al. (2019)
acido vanilico 0,1-1,1 maiz dentado amarillo Prasanthi et al. (2017)
Mesarovic et al. (2019); Ranilla et al. 2019b;
L . - i . Lux et al. (2020); Rodriguez-Salinas et al.
acido ferulico 121-197,7 Maiz il:rl];er’i Ikl)(lJanco Y (2020); Xiang et al. (2020); Fuentes-Cardenas
et al. (2022)
. Mesarovic¢ et al. (2019); Prasanthi et al.
Maiz blanco, dulce : .
. _ N _ i L i - ’ ’ (2017); Ranilla et al. (2019); Rodriguez-
Acidos hidroxicindmicos acido p-cumarico 0,006-28,63 amarkl)lallg, i?rﬁdo Y salinas et al. (2020); Lux et al. (2020): Xiang
y et al. (2020); Fuentes-Cardenas et al. (2022)
acido sinapico 1,99-15,1 I\a/lr?;a?]rjgzgugiarﬁég’ Ndolo y Beta (2014); Giordano et al. (2018);
L. . i Baby corn, maiz Giordano et al. (2017); Prasanthi et al. (2017);
acido cafeico 0,008-2,52 dulce, y dentado Mesarovi¢ et al. (2019)
Flavonoles Quercetina 0,14-7,04 Maiz ((j;;;:r(er],;r;arlllo Das y Singh (2016); Xiang et al. (2020)
- SRR . i Maiz rosado Paulsmeyer et al. (2017); Hong et al. (2020);
Antocianinas cianidina-3-glucosido 0,25-127.5 (aleurona), y rojo. Lee et al. (2021); Suriano et al. (2021)
Pelargonidin-3-glucosido 0,765-41,1 (alx?éf\;?szdr?)jo Paulsmeyer et al. (2017); Hong et al. (2020);
cianidin-3-(6'-malonilglucosido) 0,096-36,714 (alm?(;a;;m;(igjo Paulsmeyer et al. (2017); Suriano et al. (2021)
cianidin-3-(malonilglucosido) 1,1-34,4 maiz rojo Hong et al. (2020)
pelargonidin-3-(6’-malonilglucosido) 0,28-11,596 Maiz rosado

(aleurona), y rojo Paulsmeyer et al. (2017); Suriano et al. (2021)




Entre los principales flavonoides identificados en granos de maiz se ha reportado la presencia
de antocianinas como la cianidina 3-glucésido, peonidina-3-glucésido y pelargonidina-3-
glucdsido, y su derivados acilados con acido maldnico (Paulsmeyer et al. 2017; Zhang et al.
2019; Hong et al. 2020). El pericarpio contiene el nivel mas alto de antocianinas (hasta un
50 por ciento), y la aleurona contiene sélo una pequefia porcion (Luna-Vital et al. 2017).
También se han identificado en granos de maiz flavonas como la luteolina y flavonoles en

menores concentraciones (Paucar-Menacho et al. 2017; Xiang et al. 2020).

2.5. COMPUESTOS CAROTENOIDES EN MAIZ

El grano integral de maiz presenta una diversidad de compuestos bioactivos, como los
compuestos carotenoides. EI maiz amarillo presenta en general una mayor concentracion de
carotenoides que el maiz blanco (Luo y Wang 2012; Sheng et al. 2019). Al igual que en el
caso de los compuestos fendlicos, el tipo y perfil de carotenoides varia segun la variedad,
origen, ademas de otros factores como las condiciones agroclimaticas del cultivo del maiz,
los cuales deben ser evaluados en cada caso (Sheng et al. 2019). Diversos estudios previos
han demostrado que los granos de maiz son una fuente importante de compuestos
carotenoides, asi existen estudios realizados en maiz procedente de Malawi (Hwang et al.
2016), Brasil (Kuhnen et al. 2011; Uarrota et al. 2014), China (Liu et al. 2018b; Xiang et al.
2020), Estados Unidos (Baseggio et al. 2020), India (Prasanthi et al. 2017; Hossain y
Jayadeep 2018) y Alemania (Lux et al. 2020).

En el caso de la diversidad del maiz peruano, sélo un estudio realizado por Fuentes-Cardenas
et al. (2022) han reportado por primera vez a las xantofilas como la luteina (y sus isomeros)
y la zeaxantina como los principales carotenoides en muestras de maiz Cabanita
principalmente en granos de pigmentacion anaranjada, blanco-amarillas, parcialmente
pigmentados de rojo y granos blancos. Sin embargo, es necesaria una mayor investigacion

de la gran diversidad de razas peruanas.

En general, existe un mayor nimero de estudios sobre la caracterizacion de los compuestos
fenolicos en maices a nivel mundial que en el caso de los carotenoides. En la Tabla 2, se
muestran los principales tipos de carotenoides encontrados en maiz. Las xant6filas son los

compuestos carotenoides mas abundantes, principalmente la luteina y zeaxantina, y en
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Tabla 2: Compuestos carotenoides reportados en granos de maiz

Concentracion

Clase Compuesto Muestra Referencias
(ng/g bs)
Maiz blanco, dulce,
Luteina 0,035-34,97  amarillo, anaranjado,  Baseggio et al. (2020); Capocchi et al. (2017); Fuentes-
Yy rojo. Cardenas et al. (2022); Hossain y Jayadeep (2018); Hwang
Maiz blanco, dulce, et al. (2016); Kuhnen et al. (2011); Liu et al. (2018a);
Zeaxantina 0,05-21,18 amarillo, anaranjado, Uarrota et al. (2014); Xiang et al. (2020).
rojo (extracto) y rojo.
Xantofilas Kuhnen et al. (2011); Uarrota et al. (2014); Hwang et al.
. . i Maiz blanco, dulce, (2016); Capocchi et al. (2017); Liu et al. (2018a); Xiang
B-criptoxantina 0,02-11,67 amarillo y rojo. et al. (2020); Baseggio et al. (2020);
. Prasanthi et al. (2017); Liu et al. (2018a); Xiang et al.
a-criptoxantina 0,29-1,17 Maizdulcey 5550
amarillo.
Uarrota et al. (2014); Liu et al. (2018a); Xiang et al.
a-caroteno 0,05-24,89 Malz dylce y (2020).
Carotenos amarillo.
Maiz dulce. amarillo Hwang et al. (2016); Capocchi et al. (2017); Liu et al.
[3-caroteno 0,04-1,8 ! (2018a); Hossain y Jayadeep (2018); Baseggio et al.

y rojo. (2020); Lux et al. (2020); Xiang et al. (2020).




menor concentracion los carotenos, como el a-caroteno y -caroteno (Baseggio et al. 2020;
Hossain y Jayadeep 2018; Xiang et al. 2020). Por otro lado, existe un mayor contenido de
carotenoides en maiz tipo duro, como el dent, flint y pop a diferencia del tipo de maiz

harinoso o amilaceo (Xiang et al. 2020).

2.6. POTENCIAL ANTIOXIDANTE E HIPOGLUCEMICO DEL MAIiZ

2.6.1. POTENCIAL ANTIOXIDANTE

El estudio de la capacidad antioxidante del maiz se ha focalizado principalmente en las
variedades de pigmentacion morada y roja las cuales concentran mayores contenidos de
antocianinas que presentan propiedades antioxidantes bien documentadas (Urias-Lugo et al.
2015; Gélvez et al. 2017).

En el caso del maiz peruano, existe una diversidad de razas con pigmentacion variable que
aun no han sido estudiados en relacion a sus propiedades antioxidantes. Ranilla et al. (2019)
encontr6 una correlacion importante entre los compuestos fendlicos con la actividad
antioxidante (evaluada por los métodos de inhibicién del DPPH y ABTS) en muestras de
maiz de razas procedentes de Arequipa, siendo los polifenoles de la fraccion ligada los que
presentaron un mayor aporte a la actividad antioxidante total en las razas Arequipefio,
Cabanita y Coruca. En el caso de las muestras moradas (raza Kculli), la fraccion libre (con
altos contenidos de antocianinas) contribuyeron significativamente a la capacidad
antioxidante total (Ranilla et al. 2019). En ese mismo estudio, el grupo de muestras de la
raza Cabanita presentd el segundo valor ORAC més alto después de las muestras con grano
morado. Recientemente, Fuentes-Cardenas et al. (2022), en un estudio realizado diversas
muestras de maiz de la raza Cabanita, reporté una mayor capacidad antioxidante por los
métodos del DPPH y ABTS en la fraccién fendlica ligada de todas las muestras, la cual
contribuyé en un 93 a 98 por ciento a la capacidad antioxidante total. La capacidad
antioxidante hidrofilica fue significativamente mas alta que la lipofilica indicando una mayor
presencia de antioxidantes hidrofilicos como los polifenoles en general, en contraste con los
compuestos lipofilicos como los carotenoides u otros como los tocoles y fitoesteroles,

también reportados en maiz (Fuentes-Cérdenas et al. 2022).
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Otros estudios in vitro en diferentes paises corroboran la actividad antioxidante asociada al
contenido polifendlico en maiz, como Rodriguez-Salinas et al. (2020) en México (2138,25-
3345,75 umol TE/100 g bs, ensayo ABTS), y Harakotr et al. (2015) en Tailandia (1096 y
3791 pmol TE/100 g bs, ensayo DPPH y ABTS), y esta propiedad es influenciada por
factores genéticos, ambientales y los estados de madurez del maiz (Spoljari¢ et al. 2020).

2.6.2. POTENCIAL HIPOGLUCEMICO

La mayoria de las investigaciones sobre el potencial hipoglucémico del maiz se ha realizado
usando modelos in vitro en funcién al mecanismo de los fenolicos de inhibir las enzimas
digestivas regulando de esta forma la hiperglucemia. Fabila-Garca et al. (2017) en un estudio
realizado en maiz amarillo (México) determiné una alta actividad de inhibicion de la enzima
a-glucosidasa (69,8 por ciento) a diferencia de la a-amilasa. En otro estudio con razas de
maiz peruano, se reportaron que las fracciones fendlicas libres presentaron una mayor
actividad inhibitoria que las fracciones ligadas, y esta fue mayor sobre la a-glucosidasa (32,
50 a 76,10 por ciento, a 25 mg) en comparacion con la a-amilasa (13,67 a 29,07 por ciento,
a 25 mg) (Ranilla et al. 2019). Resultados similares fueron obtenidos en muestras de origen
chileno (Gonzéalez-Mufioz et al. 2013). Por otro lado, Chen et al. (2021) reporté una mayor
capacidad de inhibicion de la fraccion fendlica libre del maiz ceroso fresco (China) sobre la
enzima o-amilasa, siendo de 5 a 60 veces mayor que el mostrado por la fraccion fendlica

ligada.

Estudios in vivo a partir de extractos de antocianinas (pericarpio de maiz morado comercial,
EEUU), mostraron actividad hipoglucémica de las antocianinas al estimular el aumento de
la secrecion de insulina, en modelos con roedores (Zhang et al. 2019b). En general, los
efectos hipoglucémicos en el maiz estaria relacionada con el grado de intensidad de su

pigmentacion (Ferron et al. 2020), asi como de factores genéticos (Zhang et al. 2019b).

2.7. EFECTO DEL ESTADO DE MADUREZ EN LA VARIACION DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS Y CAROTENOIDES EN EL MAIiZ

Actualmente existe un conflicto entre maximizar la concentracién de carotenoides y

polifenoles, y mantener la calidad comestible del grano. Esto podria solucionarse evaluando
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la variabilidad de los compuestos bioactivos durante la maduracion del grano con el fin de
seleccionar el tiempo de cosecha méas adecuado para un determinado tipo de maiz (Ledencan
et al. 2022).

En relacion a los compuestos fenolicos, se ha observado que el contenido fendlico total
aumenta hasta los 20-25 y 32 dias después de la polinizacion (Hu et al. 2021; Spoljari¢ et al.
2020, respectivamente). Hu et al. (2021) determinaron que los contenidos de polifenoles
libres y ligados mostraron una tendencia creciente durante la maduracion del grano (a partir
del dia 10 después de la polinizacion) y fue variable segin el genotipo de maiz dulce
evaluado. Zhang et al. (2020) report6 un aumento del contenido de compuestos fendlicos
totales en el grano de maiz amarillo (China), cosechados en cinco etapas de madurez (15,
21, 26, 36 y 48 después de la polinizacion). Otros estudios han mencionado el aumento de
la concentracion de antocianinas monomeéricas durante la maduracion del maiz morado
(Harakotr et al. 2014), alcanzando el maximo valor a partir del dia 26 después de la

polinizacién (Zhang et al. 2020).

Contrario a lo presentado previamente, otros autores han observado una disminucion de los
compuestos fenolicos con el tiempo de madurez. Ledenéan et al. (2022) revel6 una reduccion
del 17,4 a 29,3 por ciento, en cinco hibridos comerciales de maiz (Croacia), cosechados en
un rango de 17 a 25 dias después de la polinizacion. De igual manera, Xu et al. (2010) report6
que el grano inmaduro del maiz amarillo presentd6 un mayor contenido de compuestos

fenolicos que el grano maduro (116 dias después de la siembra).

En el caso de los compuestos carotenoides, Spoljari¢ et al. (2020) evaluaron muestras de
maiz dulce (Croacia) colectadas en un rango de 20 a 32 dias despues de la polinizacion
observando un aumento estos compuestos con la maduracion del grano. Igualmente Liu et
al. (2018b) reportaron el aumento de los carotenoides totales en genotipos de maiz dulce
(China) durante un periodo de 10 a 30 dias después de la polinizacién. Al contrario, Xu et
al. (2010) encontraron que los carotenoides totales de una variedad de maiz amarillo (China)
primero disminuyeron, luego aumentaron, para disminuir nuevamente hacia los 116 dias

después de la siembra.
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Segun lo presentado anteriormente, existiria un efecto importante de los factores genéticos
y del tiempo de cosecha en la variabilidad de los compuestos fendlicos y carotenoides
durante la maduracion del maiz, lo cual debe ser investigado en cada caso y dentro de un

contexto geografico y agroecoldgico determinado.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Investigacion en Ciencia de
Alimentos del Vicerrectorado de Investigacién de la Universidad Catélica de Santa Maria
(UCSM) localizado en el distrito de Yanahuara, provincia de Arequipa, region Arequipa. El
cultivo del maiz se realiz6 en el Vivero Santa Maria perteneciente a la UCSM, ubicado en
el distrito de Sachaca, provincia Arequipa, region Arequipa (S: 16°41° 93,9”; W: 071° 56’
34,0”; altitud 2240 m.s.n.m.), entre las fechas 25 de noviembre del 2020 al 28 de junio del
2021.

3.2. MATERIAL DE ESTUDIO

Se seleccion6 germoplasma (semillas) de tres tipos de maiz Cabanita con pigmentacion del
grano blanco, rojo y anaranjado en funcion a las observaciones realizadas por Fuentes-
Cardenas et al. (2022) quienes evaluaron diferentes muestras de este maiz procedente de 2
provincias en la region Arequipa. Las semillas utilizadas en el presente trabajo de
investigacion se colectaron en el 28 de mayo del 2019 en el distrito de Cabanaconde,
provincia de Caylloma, region de Arequipa, y las caracteristicas de la zona de colecta se

pueden observar en la Tabla 3.

Los granos de maiz seleccionados fueron sembrados en macetas en condiciones controladas
y se realizo la colecta a tres estados de madurez del grano. El procedimiento del cultivo,
monitoreo de las plantas de maiz, y muestreo de las mazorcas con grano a tres estados de
madurez y por tipo de pigmentacion se explicard en detalle en la parte de metodologia

experimental (acapite 4.5).



Tabla 3: Caracteristicas de colecta de las semillas de 3 tipos de maiz Cabanita para su

siembra

Localizacion Altura  Pigmentacion del

Nro. Localidad . .
geografica (m.s.n.m.)  grano de maiz

S:15°37°30.97

1  Cusqui W: 072° 00° 04.1” 2964 Rojo
. S: 15°37° 05.6”
2 Auqui W: 072° 00° 37.8” 3110 Blanco
] S:15°37° 41.6” _
3 Occollina 3310 Anaranjado

W:071° 58 49.5”

Fuente: Fuentes-Cardenas et al. (2022)

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES PARA ANALISIS

— Columna analitica Kinetex C18 100 A; 100 x 2,1 mm diametro interno (d.i.), 1,7 pm;
con precolumna Security Guard ULTRA C18, 5 x 2,1 mm d.i., 1,7 pm
(PHENOMENEX, EEUU).

— Columna analitica YMC carotenoid C30, 150 x 4,6 mm d.i., 3 um, con precolumna
YMC C30; 10 x 4.0 mm d.i., 3 um (YMC CO., LTD., Japén).

— Desecador de vidrio.

— Filtros Nylon 0,45 pum (PHENOMENEX, EEUU).

— Filtros Politetrafluoroetileno (PTFE) 0,45 um (FLUOROPORE, Irlanda).

— Filtros Polivinildifluoruro (PVDF) 0,22 um (MILLIPORE MILLEX-GV, Irlanda).

— Material de plastico: Microtubos de centrifuga de 1,5y 2 ml, tubos de centrifuga de
15y 50 ml, puntas para micropipeta y todo lo necesario para los diversos ensayos.

— Material de vidrio: Balon de 250 ml, fiolas de 5, 10, 100, 250, 500 y 1000 ml, frascos
de 250, 500 y 1000 ml, pipetas graduadas de 1y 5 ml, baguetas, placas petri, probetas
de 10, 25, 50, 100 y 1000 ml, tubos de ensayo 5 y 15 ml, vasos de precipitados de
50, 100, 250, 500 ml, viales para UHPLC.

— Micropipeta multicanal de 20 — 200 ul (BRAND, Alemania).
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3.3.2.

3.3.38.

Micropipetas de 0.2-20 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul y 0.5-5 ml (BRAND, Alemania).

Vernier.

MATERIALES E INSUMOS PARA EL CULTIVO DEL MAIZz

Cola entomoldgica (Temo-o-cid, KOLLANT, Italia).

Fertilizante compuesto (YARAMILA COMPLEX, Perq).

Fungicida (DK-KURT, China).

Materiales de pléastico: Baldes, tubos de PVC, pulverizador, bolsas plésticas.
Nutriente foliar Bayfolan (BAYER, Alemania).

Otros materiales: Rétulos, bolsas de papel kraft, tijera, engrapadora.

Piedra volcanica.

Plaguicida quimico (CORAGEN, EEUU).

Tierra preparada (VIVERO 4 ESTACIONES, Per().

Urea.

EQUIPOS

Agitador orbital (Modelo MaxQ 2000, THERMO FISHER SCIENTIFIC, EEUU).
Balanza de precision (Modelo PX2202, OHAUS, EEUU).

Balanza semi-micro analitica, (Modelo EX225D, OHAUS, EEUU).

Bomba al vacio (Modelo 2534C-02, WELCH-ILMVAC, EEUU).

Campana de extraccion (BIOBASE, China).

Centrifuga refrigerada 320 R (HETTICH ZENTRIFUGEN UNIVERSAL,
Alemania).

Cocina eléctrica Dinamic inox duo 8022 (MAGEFESA, Chile).

Concentrador de muestras (Modelo FSC400D&FSC496D, TECHNE, Reino Unido).
Enfriador de circulacion (Modelo F250, JULABO, Alemania).

Equipo de bafio por ultrasonido (Modelo M2800-E, BRANSON ULTRASONICS,
EEUU).

Equipo rotavapor con bomba de vacio y bafio maria, R-100, BUCHI, Suiza.
Espectrofotémetro UV-Visible (Modelo Genesys 150, THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Espafia).
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— Estufa de aire forzado (Modelo UF55, MEMMERT, Alemania).

— Lector de microplacas UV-VIS (Modelo Synergy HTX, BIOTEK INSTRUMENTS
INC., EEUU).

— Liofilizador (Modelo Benchtop Triad, LABCONCO, EEUU).

— Medidor de indice de radiacion UV (Modelo UVD1000, SUNKNOWN, China).

— Molino analitico (Modelo A1l Basic, IKA, Alemania).

— Placa calefactora de agitacion (Cimatec, THERMO FISHER SCIENTIFIC, Espafia).

— Potenciometro (Modelo HI 3220, HANNA Instruments, EEUU).

— Refrigerador y congelador a -20 °C (LG, Korea).

— Sistema de agua ultrapura (Modelo Simplicity UV, MILLIPORE, Alemania).

— Sistema generador e inyector de nitrogeno gaseoso (PRAXAIR, EEUU).

— Sistema UHPLC (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) con detector de
arreglo de diodos (DAD) Vanquish, autosampler, horno para columna, bomba
cuaternaria, Ultimate 3000 RS UHPLC System (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
EEUU).

— Tanque criogénico de nitrégeno liquido (Modelo Al24-11M, WORTHINGTON
INDUSTRIES, EEUU).

— Vortex (Modelo Wizard IR, VELP SCIENTIFICA, Italia).

3.3.4. REACTIVOS

— ABTS (acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico), 98 por ciento, para
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (SIGMA ALDRICH, Alemania).

— Acarbosa, > 95 por ciento (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Acetato de etilo, para analisis (MERCK, Alemania).

— Acetona, para analisis (MERCK, Alemania).

— Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Acido clorhidrico 37 por ciento, para analisis (MERCK, Alemania).

— Acido galico (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Almidon soluble, para analisis (MERCK, Alemania).

— Carbonato de sodio (Na.COz) (MERCK, Alemania).

— Cloruro de sodio, para anélisis (MERCK, Alemania).

— Diclorometano, para analisis (MERCK, Alemania).
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— Dihidrogenofosfato de sodio dihidrato, para analisis (MERCK, Alemania).

— Di-Sodio hidrogenofosfato anhidro, para anélisis (MERCK, Alemania).

— DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), para analisis (SIGMA ALDRICH, Alemania).

— Etanol absoluto, para analisis (MERCK, Alemania).

— Folin-Ciocalteu 2 N (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Fosfato de dipotasio (K:HPO4), para analisis (MERCK, Alemania).

— Fosfato de monopotasio (KH2POs), para anélisis (MERCK, Alemania).

— Hidrdxido de sodio pellets, para anélisis (MERCK, Alemania).

— Metanol, para anélisis (MERCK, Alemania).

— Peroxodisulfato de potasio, para analisis (MERCK, Alemania).

— p-nitrofenil-a-D-glucopiranosa (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Solventes grado HPLC para los analisis cromatograficos y reactivos y solventes grado
analitico para las diferentes metodologias de analisis (SIGMA ALDRICH, Alemania).

— Tartrato tetrahidrato de potasio y sodio, para analisis (MERCK, Alemania).

— Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- &cido carboxilico), 97 por ciento, para
analisis (SIGMA ALDRICH, Alemania).

3.3.5. ESTANDARES

— Acido cafeico, > 99 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Acido p- cumarico, > 96 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).
— Acido trans-fertilico, > 99 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).
— Cloruro de cianidina, > 95 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).
— Quercetina, > 95 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Zeaxanthina > 95 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— B-Cryptoxantina, >97 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

— Luteina, >96 por ciento, para HPLC (SIGMA-ALDRICH, Alemania).

3.3.6. ENZIMAS

— Enzima a-amilasa (EC 3.2.1.1), de pancreas porcino (placenta porcina
acetilglucosaminidasa, PPA, al 1,4 glucan-4-glucanohidrolasa), tipo VI-B, >10 unit/mg,
(SIGMA-ALDRICH, Alemania).
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— Enzima a-glucosidasa (EC 3.2.1.20), de Saccharomyces cerevisiae, tipo I, <10 unit/mg,
(SIGMA-ALDRICH, Alemania).

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. ANALISIS DE HUMEDAD

Se determind la humedad de 5 g de muestra con calentamiento en estufa a 105 °C hasta
obtener un peso constante (AOAC 2016). Los resultados fueron expresados en porcentaje.
La humedad de cada muestra fue utilizada para expresar los resultados de todos los

parametros quimicos evaluados en base seca (bs).

3.4.2. CARACTERIZACION FISICA DE LA MAZORCA Y GRANOS

Se realiz6 una caracterizacion fisica de las mazorcas y granos con base en los descriptores
presentados por el Programa Cooperativo de Investigacién en Maiz (PCIM) (1986), la Junta
Internacional de Recursos Fitogenéticos (IBPGR) y el CIMMYT (1991). Los descriptores

evaluados se detallan a continuacion.

Mazorca: La medicién de caracteres se realiz6 en cada réplica bioldgica. Se reporto el
promedio general de las réplicas bioldgicas + desviacion estandar por cada pigmentacion de
maiz (blanco, rojo y anaranjado). Se midio la longitud y el didmetro mayor de la mazorca
mediante un vernier y se expresaron en centimetros (cm). Se determiné la masa con el uso

de una balanza de precision y los resultados fueron expresados en gramos (g).

Grano: La medicion de caracteres se realiz6 en tres granos por mazorca, seleccionados de
una hilera completa, extraidos del segmento central de la hilera, y con pigmentacion
uniforme caracteristico del maiz evaluado. Los resultados se expresaron como promedio +
desviacion estandar de las mediciones en los tres granos por mazorca por réplica bioldgica,
y a cada tipo de maiz (blanco, rojo y anaranjado). Se evalud la longitud, ancho y grosor del

grano de maiz utilizando un vernier, las mediciones se expresaron en milimetros (mm).
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3.4.3. EX'I:RACCION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL GRANO DE
MAIZ: COMPUESTOS FENOLICOS Y CAROTENOIDES

a. Extraccion de la fraccion fendlica libre y ligada

La extraccién de compuestos fendlicos de la fraccion libre y ligada se realizd segun el

método de Ranilla et al. (2019b) y Ranilla et al. (2021) segun se describe a continuacion.

Fraccion fendlica libre: 1 g de muestra en polvo (harina liofilizada) se mezcl6 con 4 ml de
una mezcla de solventes metanol/acetona/agua (45:45:10, v/v/v) acidificada con &cido
clorhidrico al 0,1 por ciento en un tubo de centrifuga protegido de la luz, la extraccién se
realiz6 bajo agitacion a 200 rpm por 63 minutos (min) a temperatura ambiente. Luego la
mezcla fue centrifugada a 6000 rpm durante 10 min a 15 °C, y el sobrenadante fue separado
en un balon de destilacion. El pellet residual fue sometido a una segunda extraccion con 4
ml de solvente por 30 min a 200 rpm y a temperatura ambiente, la mezcla fue centrifugada
durante 10 min a 6000 rpm y 15 °C, se separ0 el sobrenadante y se uni6 al anterior. El
sobrenadante total recuperado se concentro al vacio a 45 °C hasta sequedad. El extracto seco
posteriormente fue reconstituido en 2,5 ml de agua Milli-Q. Los extractos acuosos se

conservaron a -20 °C hasta su analisis posterior.

Fraccion fendlica ligada a la fibra dietética: Se mezcl6 0,5 g de muestra en polvo (harina
liofilizada) con 2 ml de una mezcla de solventes metanol/acetona/agua (45:45:10, v/v/v)
acidificada con &cido clorhidrico al 0,1 por ciento, y sometido a agitacion a 200 rpm por 63
min a temperatura ambiente. Luego la mezcla fue centrifugada a 6000 rpm durante 10 min
a 15 °C, se descarto el sobrenadante y el pellet residual se conservo para una segunda
extraccion con 2 ml del solvente por 30 min a 200 rpm y a temperatura ambiente. El extracto
obtenido se centrifug6 a 6000 rpm por 10 mina 15 °C, y se retir0 el sobrenadante. El residuo
insoluble se sometid a una hidrdlisis alcalina con 20 ml NaOH 3 N en un tubo de centrifuga
cuyo espacio de cabeza fue saturado con nitrégeno gaseoso por unos 15 segundos (s). Se
procedio a una agitacion a 200 rpm por 88 min a temperatura ambiente, y se ajusto el pH de
la mezcla a 3 con 4cido clorhidrico concentrado. Los compuestos fenodlicos liberados en la
hidrolisis fueron extraidos con 10 ml acetato de etilo con agitacion constante durante 1 min

por 6 veces. Luego de cada extraccion, la mezcla fue centrifugada y extraido el sobrenadante,
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estas fracciones de acetato de etilo se juntaron y fueron rotaevaporadas hasta sequedad a 45
°Cy el extracto seco fue posteriormente reconstituido en 5 ml de agua Milli-Q y almacenado

a -20 °C hasta su andlisis posterior.

b. Extraccion de compuestos carotenoides

Los carotenoides fueron extraidos de acuerdo al método de Egesel et al. (2003) con algunas
modificaciones (Rivera y Canela 2012). Se mezcl6 2,5 g de muestra liofilizada de maiz con
6 ml de etanol que contenia butilhidroxitolueno (BHT) al 0,01 por ciento (p/v), y luego se
coloco en un bano de agua a 85 °C por 5 min, en seguida se le afadié 120 pl de hidroxido
de potasio (KOH) al 80 por ciento (p/v), se agitd con vortex durante 15 s, y se calent6 en un
bafio de agua a 85 °C por 10 min con agitacién de 10 s al minuto 5 en un vortex. La mezcla
se enfrio en un bafio de hielo y se agregd 6 ml de metanol:etilacetato (6:4; v/v), se agit6 en
un vortex por 20 s y se centrifugd a 9000 rpm por un tiempo de 10 min a 10 °C, se reservo
el sobrenadante en refrigeracion (5 °C) y se continud con las extracciones hasta obtener un
sobrenadante incoloro, los extractos almacenados se juntaron y evaporaron al vacio
parcialmente a 40 °C (rotavapor), luego se terminaron de concentrar bajo atmoésfera de
nitrégeno hasta obtener un volumen conocido (3 ml), el extracto se centrifugd a 9000 rpm
por un tiempo de 5 min a 10 °C. El sobrenadante se separd y los extractos de carotenoides
fueron analizados inmediatamente después de su extraccién por UHPLC en el mismo dia.

Todo el proceso fue realizado bajo proteccion de la luz y el oxigeno en lo posible.

3.4.4. ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

El contenido de compuestos fendlicos totales fue determinado en los extractos de la fraccion
fenolica libre y ligada de cada muestra de maiz, empleando el método espectrofotométrico
propuesto por Singleton y Rossi (1965). Los compuestos fendlicos se determinaron por
reaccion colorimétrica de 500 pl de extracto (libre o ligada) con 250 pl del reactivo Folin-
Ciocalteau 1 Ny 1250 pl de solucion de carbonato de sodio (Na2C0O3) 1,2 N, durante 30 min
en reposo a temperatura ambiente en oscuridad. La absorbancia fue medida a 755 nm con un
blanco de agua Milli-Q. El contenido de compuestos fendlicos se expres6 en miligramos de

acido galico equivalente por 100 gramos de muestra en base seca (mg AGE/g bs), utilizando
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una curva de calibracion con estandar de acido gélico a diferentes concentraciones (4,8 a
38,3 ug/ml).

3.4.5. ANALISIS DEL PERFIL Y CONTENIDO DE POLIFENOLES POR UHPLC-
DAD

El analisis se realizé con un sistema UHPLC-DAD, usando una columna analitica Kinetex
C18 protegida con una precolumna Security Guard ULTRA C18, controlado por el software
Chromeleon v7.2 SR4 (Thermo Fisher Scientific). Los extractos de las fracciones fendlicas
libre y ligada fueron filtrados (PVDF, 0,22 um), se utilizé un volumen de inyeccion de 5 pl
y una velocidad de flujo de 0,2 ml/min. La fase movil se aplicd seguin lo informado por
Vargas-Yana et al. (2020) y Ranilla et al. (2021), estuvo compuesta por agua: acido férmico
al 0,1 por ciento (= pH 2,5) (A) y acetonitrilo al 100 por ciento (B). El gradiente binario de
elucion empleado se muestra en la Tabla 4. La temperatura de la columna se mantuvo en 30
°Cy los viales con las muestras a 5 °C. El sistema de deteccion se realizo en el espectro UV-
visible 200 a 700 nm, y la cuantificacion se desarroll6 a 280, 320, 360 y 525 nm para la
identificacion de los compuestos fendlicos hidroxibenzoicos, hidroxicinamicos, flavonoides
(flavonas) y antocianinas, respectivamente. La identificacion de los compuestos fendlicos se
realiz6 en funcion a sus tiempos de retencion y espectros de absorcién en comparacién con
estandares de compuestos fendlicos y a la biblioteca interna disponible construida con

estandares puros.

Tabla 4: Gradiente de solventes de la corrida cromatogréafica para el analisis de
compuestos fenélicos por UHPLC-DAD

Tiempo Agua: acido férmico Acetonitrilo
(min) 0,1 por ciento (% B) (% A)
0 98 2
2 98 2
3 85 15
9 55 45
10 2 98
13 2 98
20 98 2

39



Para la cuantificacion se construyeron curvas de calibracion de estandares puros de acido p-
cumarico (0,0007 — 0,0404 mg/ml), &cido trans-feralico (0,0007 — 0,0400 mg/ml), cloruro
de cianidina (0,0009 — 0,0578 mg/ml), acido vanilico (0,0016 — 0,2842 mg/ml), &cido cafeico
(0,0004-0,0212 mg/ml) y quercetina (0,0020 — 0,1297 mg/ml); y los resultados fueron
expresados como mg del compuesto fendlico o derivado respectivo/100 g bs de maiz.

3.4.6.ANALISIS DEL PERFIL Y CONTENIDO DE CAROTENOIDES POR
UHPLC-DAD

Los extractos de carotenoides fueron previamente filtrados (PVDF, 0,22 um), inyectados en
un volumen de 50 pl, y a una velocidad de flujo de 1,7 ml/min en el mismo sistema de
UHPLC-DAD utilizado para el caso del analisis de los compuestos fendlicos. La fase mavil
estuvo compuesta por acetonitrilo (A), diclorometano (B) y metanol (C), todas las fases
moviles fueron grado HPLC y fueron filtradas a 0,45 um (solventes hidrofilicos con filtros
de nylon y los solventes hidrofébicos con filtros PTFE 0,45 um) y sonicadas por 5 minutos.
La temperatura de la columna fue de 30 °C, la temperatura de los viales con las muestras a
10 °C, y el programa de elucion en gradiente se fijo segun las condiciones descritas por

Fuentes-Cardenas et al. (2022) mencionadas en la Tabla 5.

Tabla 5: Gradiente de solventes para la corrida cromatografica de usada en el analisis
de carotenoides por UHPLC-DAD

Tiempo Acetonitrilo  Diclorometano Metanol

(min) (%) (%) (%)
0 19,0 5 76,0
3,2 19,0 5 76,0
8,1 17,0 15 68,0
11,6 16.6 17 66,4
12,4 14.2 29 56,8
15,9 14,0 30 56,0
23,3 13.2 34 52,8
25,0 19,0 5 76,0
28,0 19,0 5 76,0
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Los eluidos se monitorearon a 450 nm, y los carotenoides se identificaron y cuantificaron
basados en la comparacion de sus tiempos de retencion y espectros de absorcion con aquéllos
de estandares puros, y segun informacion procedente de publicaciones cientificas donde se
analizaron también carotenoides en maiz de otras procedencias como Gupta et al. (2015),
Lux et al. (2020), Paznocht et al. (2021), Song et al. (2018), Song et al. (2016a y 2016b). La
cuantificacion se realizo utilizando una curva de calibracion con luteina (0 — 0,00288
mg/ml), zeaxantina (0 — 0,0011 mg/ml) y B-criptoxantina (0 — 0,00384 mg/ml), las
concentraciones fueron expresadas como pg del carotenoide respectivo/g en bs. La
concentracion total de carotenoides se calculé como la suma de la concentracion de
carotenoides individuales (luteina, zeaxantina y B-criptoxantina) y los carotenoides no
identificados. Las concentraciones de carotenoides totales se informaron como ug/g bs de

maiz.

3.4.7.EXTRACCION DE LA FRACCION HIDROFILICA Y LIPOFILICA PARA
LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se aplico el procedimiento recomendado por Fuentealba et al. (2016) y Campos et al. (2020)
con algunas modificaciones. Se mezclé 0,2 g de muestra con 5 ml de metanol al 80 por ciento
y la extraccion se realizd con agitacion a 230 rpm por 30 min a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Luego la mezcla fue centrifugada a 5000 g durante 15 min a 4 °C, se
separd el sobrenadante y se almacend a -20 °C hasta su andlisis, este extracto correspondio
a la fraccion hidrofilica. El pellet residual se mezcl6 con 2 ml de diclorometano protegido
de la luz, con agitacion a 230 rpm por 30 min a temperatura ambiente. Luego la mezcla fue
centrifugada a 5000 g durante 15 min a 4 °C, se extrajo el sobrenadante y almacend a -20

°C, este extracto correspondio a la fraccion lipofilica.

3.4.8.CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA Y LIPOFILICA POR EL
METODO DE INHIBICION DEL RADICAL  2,2-DIFENIL-2-
PICRILHIDRAZILO (DPPH")

La capacidad antioxidante se determind en las fracciones hidrofilicas y lipofilicas segun el

procedimiento descrito por Duarte-Almeida et al. (2006) con ligeras modificaciones. Se
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mezclaron 40 pl de la muestra con 250 ul de la soluciéon de DPPH a 317 uM diluida en
metanol, se incubo durante 25 min a 25 °C en oscuridad. Se corrid también una muestra
control con metanol o diclorometano (para los extractos hidrofilicos o lipofilicos,
respectivamente), y la disminucion de la absorbancia se midié a 517 nm en un lector de
microplacas. La capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica se expres6 como umoles de
Trolox equivalentes por 100 g de maiz en base seca (umol TE/100 g bs) utilizando curvas
estandar de Trolox a diferentes concentraciones (20-160 uM Trolox en metanol y 10-120

UM Trolox en diclorometano, para los extractos hidrofilicos y lipofilicos, respectivamente).

3.4.9.CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA Y LIPOFILICA POR EL
METODO DE INHIBICION DEL RADICAL 2-2'S-AZINO-BIS (3-
ETILBENZTIAZOLINA-6-SULFONICO) (ABTS *)

Los extractos hidrofilicos y lipofilicos se analizaron segun el método reportado por
Fuentealba et al. (2016) con algunas modificaciones. Un volumen de 40 ul de extracto se
mezclo con 250 pl de la una solucion de ABTS (14,3 mM diluida en etanol al 96 por ciento),
luego se incub6 durante 25 min a 25 °C en oscuridad junto a una muestra control (40 ul de
metanol con 250 ul de la solucion de ABTS para las fracciones hidrofilicas, 0 40 ul de
diclorometano con 250 ul de la solucion de ABTS para las fracciones lipofilicas), se controlo
la disminucion de la absorbancia a 734 nm en un lector de microplacas. Ambos resultados
fueron calculados por medio de curvas estdndar de Trolox a concentraciones similares
usadas en el ensayo DPPH. La capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica se expresaron
como umol de Trolox equivalente por 100 g de maiz en base seca (umol Trolox

equivalente/100 g bs).

3.4.10. ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LA ENZIMA a-AMILASA EN LAS
FRACCIONES HIDROFILICAS Y LIPOFILICAS (EFECTO
HIPOGLUCEMIANTE in vitro)

El método de extraccion de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas de las muestras de maiz
(harina liofilizada) se realizé siguiendo el mismo procedimiento previamente expuesto con

algunas modificaciones. Para la fraccion hidrofilica se us6 una cantidad de muestra de 0,5 g
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y se extrajo con 12,5 ml de metanol al 80 por ciento, el extracto final fue evaporado al vacio
(rotavapor) a 45 °C hasta sequedad y finalmente se resuspendio en buffer NaPO40,02 M (pH
6,9). La fraccion lipofilica se obtuvo del pellet residual con 5 ml de diclorometano, el
extracto final fue evaporado al vacio (rotavapor) a 45 °C hasta sequedad y fue resuspendido
en 2 ml de buffer NaPO4 0,02 M (pH 6,9). Ambos extractos fueron almacenados a -20 °C

hasta su analisis.

La actividad de inhibicidn de los extractos hidrofilicos y lipofilicos de las muestras de maiz
sobre la enzima o-amilasa se realizd segin el Manual de Enzimas Whorthington
Worthington (2011), con modificaciones de Gonzélez-Mufioz et al. (2013b) y Fuentealba et
al. (2016). Un volumen de 500 pul de cada extracto se mezcld con 500 pl de enzima (0,5
mg/ml en buffer NaPO4 0,02 M, NaCl 0.006 M, pH 6,9) y se incub6 la mezcla por 10 min a
temperatura ambiente. Luego se afiadié 500 pl de una solucion de almidon al 1 por ciento en
buffer de NaP0O40,02 M (pH 6,9 con NaCl 0,006 M) incubandose por un tiempo de 10 min
a temperatura ambiente. La reaccidén enzimatica se detuvo adicionando 1,0 ml de acido
dinitrosalicilico (20 mg/ml en agua destilada, w/v) y se llevé a un bafio maria a 100 °C por
10 min. Se agreg6 15 ml de agua destilada a cada tubo de reaccidn, se agit6 con vortex y se
midié la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro. Se corrié también un control de
inhibicidn positivo (acarbosa a una concentracién de 1000 ppm en agua destilada), un control
de la reaccion enzimatica (corresponde a la mezcla de reaccion sin la muestra de maiz o la
acarbosa, reemplazados por 500 ul de agua destilada y 500 ul de enzima, representa el 100
por ciento de la actividad de la enzima), y un blanco de muestra (500 pl de muestra 'y 500 ul
de buffer). Los resultados se expresaron por mg de muestra. El porcentaje de inhibicidn se

calcul6 segun la siguiente ecuacion:

A c)— (4 em)— A bm
% inhibicion = s40(C) — ( 5;10( (c; s40 (b)) x 100
540

A (540): Absorbancia medida a 540 nm.
c: Control de la reaccion enzimatica
bm: Blanco de muestra

em: Extracto de la muestra de maiz
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3.4.11. ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LA ENZIMA a-GLUCOSIDASA EN LAS
FRACCIONES HIDROFILICAS Y LIPOFILICAS

El ensayo se determind en los extractos hidrofilicos y lipofilicos obtenidos segun se presentd
en el punto 3.4.7. Los extractos finales fueron evaporados al vacio (rotavapor) hasta
sequedad y resuspendidos en 1 ml de solucion buffer KPO40,1 M (pH 6,9). Los extractos

fueron almacenados a -20 °C hasta su analisis.

La actividad de inhibicion de los extractos hidrofilicos y lipofilicos de las muestras de maiz
sobre la enzima a-glucosidasa se realizd segun el Manual de Enzimas Whorthington
(Worthington 2011b), modificado por Gonzalez-Mufioz et al. (2013b). Se incubo en pocillos
de una microplaca 50 pl del extracto de muestra con 50 pl de buffer y 100 ul de enzima a-
glucosidasa (1 U/ml) a 25 °C por un tiempo de 10 min, posteriormente se le afiadié 50 pl de
solucion de p-nitro-fenil-a-D-glucopiranoésido (15,06 mg/10 ml), y se incubd por 5 minutos
a 20 °C. Las lecturas de absorbancia a 405 nm se realizaron en el minuto 0 y minuto 5 de la
incubacion en un lector de microplacas. Asimismo, se corrié un control de la reaccion
enzimatica (100 pl de buffer, 100 pl de enzima y 50 pl de sustrato), un control positivo de
inhibicién (con 50 ul de acarbosa, 50 ul de buffer, 100 ul de enzima y 50 ul de sustrato), y
un blanco de muestra (con 50 pl del extracto de muestra, 150 pl de buffer y 50 pl de sustrato).
La actividad inhibidora de la a-glucosidasa se expresé como porcentaje de inhibicion y se

calcul6 de la siguiente manera:

AA c) —AA em
% inhibicion = 405 (Ail (6;05 (em) x 100
405

A (405): Absorbancia medida a 405 nm

A: Diferencia entre la absorbancia a 5 min y 0 min.

c: Control
em: Extracto de la muestra de maiz

44



3.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. CULTIVO DE MAIZ CABANITA

El cultivo de los tres tipos de maiz Cabanita utilizados en el presente estudio se realizd en
macetas, la siembra se efectud a tres tiempos diferentes (en 3 semanas seguidas) (s1, s2 y
s3) y el crecimiento ocurrié en campo abierto con exposicion al sol. En cada semana se
prepararon 6 macetas por tipo de maiz, haciendo un total de 18 macetas por cada tipo y 54
macetas en total. Las macetas se distribuyeron en 3 hileras de 18 macetas cada una, de
acuerdo al tipo de maiz y segun el espacio disponible en el vivero donde se realizaron los
experimentos. Se procedio de esa manera con el fin de asegurar el nimero de réplicas
bioldgicas a ser muestreadas en tres estados de madurez (leche, masa y fisiol0gico) para cada
tipo de maiz. El esquema de la distribucion del cultivo experimental se presenta en la Figura
8.

Las macetas consistieron en envases plasticos de polipropileno perforados de 20 | de
capacidad. Estas se prepararon disponiendo piedra volcanica en la base e incorporando luego
tierra preparada dejando un espacio de cabeza de 7 cm. Cada maceta se localiz6 encima de
una base permeable de tal forma de dar el espacio suficiente entre el suelo y la base de la
maceta para un drenaje de agua adecuado. Adicionalmente, se insertaron dos tubos de PVC
por maceta para la separacion de un espacio determinado dentro de la tierra con el fin de
incorporar fertilizantes (urea y NPK) en dos etapas y a una determinada profundidad durante
el crecimiento de la planta. Las semillas fueron previamente desinfectadas por inmersion en
una solucion fungicida y se sembrd hasta 5 semillas de maiz por maceta (Figura 9). La tierra
preparada fue analizada en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Aguas y Semillas, Estacion
Experimental Agraria Arequipa del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA,
Arequipa) (resumen de resultados en Anexo 2). El suelo de cultivo present6 contenidos altos
en materia organica, fosforo, nitrégeno y potasio, con baja retencion de humedad y buena

capacidad de aireacion.

45



(a)
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAL

Semana 1 Semana 2 Semana 3

Maiz Cabanita: A anaranjado, A rojo, A blanco

Figura 8: Disefio del cultivo de maiz Cabanita de tres pigmentaciones (blanco, rojo y
anaranjado)

(a) Esquema de distribucion global de la siembra de maiz Cabanita blanco, rojo y anaranjado.

(b) Magnitudes de la distribucién entre macetas de maiz blanco, rojo y anaranjado.

d1: 50 cm de espacio entre macetas de una misma pigmentacion de maiz y fecha de siembra.

d2: 100 cm de espacio entre macetas de una misma pigmentacion de maiz en diferente fecha de
siembra (diferencia de 1 semana)

d3: 100 cm de espacio entre macetas de diferente pigmentacion.
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Tubo PVC 2

2 semillas por golpe Tubo PVC 1

Figura 9: Disefio de la siembra del maiz Cabanita por maceta, la localizacion de los

tubos de PVC para la fertilizacion y acondicionamiento de la maceta

Con base en los resultados del analisis de suelos, se determind que era necesario agregar
urea y NPK en una cantidad de 7,5 y 4,5 g, respectivamente en total a cada maceta durante
el desarrollo de la planta. La 1ra fertilizacion se aplicé en una primera etapa a las 2 semanas
luego de la siembra utilizando 1/3 de la cantidad total de fertilizantes (2,5 g para ureay 1,5
g NPK, respectivamente). La segunda fertilizacion (los 2/3 restantes de los fertilizantes, 5 ¢
para urea y 3 g NPK, respectivamente) se realiz6 cuando se observo la presencia de 6 a 7
hojas por planta de maiz (aproximadamente a las 3 semanas). La adicién de los fertilizantes
en cada maceta se realizé a través de los 2 tubos de PVC, luego de cada aplicacion se

retiraron los tubos respectivos, y los espacios fueron cubiertos con tierra preparada.

Durante el crecimiento de la planta se continué con la fertilizacién a través de la aplicacion
de nutriente foliar (Bayfolan, 10 ml/l) y urea (8-5,5 g/l) diluida en el agua de riego por maceta
desde la semana once hasta la semana trece, aplicada por aspersion. Se aplico riego segun la
capacidad de campo (inspeccion visual de la humedad de la tierra hasta 5 cm de profundidad)

2 veces por semana.
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El control fitosanitario de plagas se realiz6 también en la semana once con el fin de prevenir
la infestacion de las plantas con insectos y contaminacion con hongos aplicando
procedimientos convencionales para el caso del maiz. Para el control de los insectos, se
utilizo insecticida comercial (Coragen) en combinacion con el uso de trampas ecoldgicas (de
color amarillo con pegamento entomolégico). Para el control de hongos se utilizd un
fungicida comercial (DK Kurt). Ambos productos fueron aplicados junto con el fertilizante
foliar, diluidos en agua en las concentraciones recomendadas por el proveedor y se aplicaron
intercaladamente de manera semanal por aspersion directa a las plantas (1 semana con el
fungicida y la otra con el insecticida). El deshierbe se efectu6 de forma continua

manualmente de manera uniforme durante todo el proceso de desarrollo de las plantas.

En el Anexo 3 se presentan fotos del desarrollo mensual de las plantas de maiz para el grupo

completo y por tipo de maiz.

3.5.2. MONITOREO DE LA PLANTA DURANTE EL DESARROLLO

Durante el desarrollo del cultivo, se registré el nimero de plantas germinadas, su
crecimiento, numero de hojas, el tiempo de emergencia de la inflorescencia masculina
(panoja) y femenina (estigmas), se controld la frecuencia de fertilizacién, las fechas de la

polinizacion y el monitoreo de las condiciones meteorologicas.

Apenas se observd la aparicion de la parte femenina de la planta, ésta se cubrié con una bolsa
plastica transparente hasta la emergencia de los estigmas. La polinizacion se realizo
manualmente a cada planta, con polen colectado de varias panojas maduras de plantas
diferentes, pero del mismo tipo de maiz. Luego de la polinizacion, la inflorescencia
fecundada se cubri6 con una bolsa de papel para proteger el fruto durante todo su desarrollo.
Este proceso permitio evitar la contaminacion de los estigmas con polen de un tipo de maiz

diferente. En el Anexo 4 se presentan fotos de algunos detalles de este proceso.

El tiempo de desarrollo de las plantas de maiz de diferente pigmentacién fue variable,
presentando un desarrollo mas acelerado el maiz anaranjado, seguido del maiz blanco y
luego el maiz rojo, con una duracién de la etapa vegetativa (desde la emergencia de la

plantula hasta la aparicion de la panoja) de 9, 10 y 11 semanas después de su siembra,
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respectivamente. La misma tendencia se presento en la etapa reproductiva (en la aparicion
de los estigmas) fue mas temprana en el maiz anaranjado, seguido del maiz blanco y rojo

con 13, 15y 16 semanas después de su siembra, respectivamente.

Los datos meteorologicos (precipitacion, humedad relativa, temperaturas méximas y
minimas) se tomaron de los reportes emitidos por el SENAMHI, estacion la Pampilla
(estacion mas cercana al lugar de siembra) en el rango de fechas correspondientes desde la
siembra hasta la cosecha de las muestras de maiz (Tabla 6). La radiacién ultravioleta se
midié manualmente con un medidor de indice de radiacion UV. Durante la temporada de
cultivo, se presentd un clima templado, humedad relativa promedio del 55 por ciento, con
ausencia de precipitaciones y radiacion ultravioleta de alta a muy alta segun categoria
reportada por la (Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2003).

Tabla 6: Datos climéaticos mensuales durante el desarrollo del cultivo de maiz (desde el
2020 hasta 2021)

Tiempo (Mes)

Condicion 0 1 ) 3 4 5 5 7

Tmax (°C) 25,00 24,25 2408 2519 24,16 2453 2472 23,80
Tmin (°C) 8,97 1096 1193 1164 11,40 9,93 8,64 7,17
PP (mm/mes) 0,00 -29,97 0,49 -40,28 -29,14 -73,99 -45.38 0,00
HR (%) 42,07 5540 62,00 62,92 68,04 5888 48,26 45,20

Radiacion UV* 8,5 8,63 7,25 8,25 6,33 6,00 7,50 8,25

PP: Precipitacion

HR: Humedad relativa

Tméax: Temperatura maxima

Tmin: Temperatura minima

(*) Radiacion UV medida entre 11-12 am.

Fuente: SENAMHI (2021)

Los datos del monitoreo permitieron conocer el tiempo de desarrollo del maiz, determinar el
momento adecuado de la polinizacion de las plantas, y el tiempo adecuado para la toma de

muestras en diferentes estados de madurez como sera descrito mas adelante.
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3.5.3. MUESTREO Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Los frutos del maiz (mazorcas) se cosecharon en 3 etapas diferentes de desarrollo del grano
denominadas: leche, masa y fisiol6gica segun los rangos de humedad alcanzados de acuerdo
a lo reportado por Weber y Bleiholder (1990), Lancashire et al. (1991) y Nleya et al. (2019).
El grano en la etapa “leche” se caracteriza por la presencia de un liquido blanco lechoso, y
una humedad de alrededor del 80 por ciento en el grano, en la etapa “masa” cambia a una
consistencia blanda y pegajosa, con una humedad de alrededor del 70 por ciento y fisioldgica
los granos son fisiolégicamente maduros, se caracteriza por la presencia de una capa negra
ubicada desde la punta de los granos hasta los granos basales, presenta una humedad de
alrededor del 40 por ciento (Weber y Bleiholder 1990; Nleya et al. 2019). En el presente
estudio, una réplica bioldgica correspondid a las mazorcas procedentes de plantas diferentes
de una misma maceta (entre 1 a 4 mazorcas). Se tuvieron en total 4 réplicas por estado de
madurez y por tipo de maiz. En la Tabla 7 se presentan los valores de humedad promedio
considerados para los tres tipos de maiz Cabanita, junto con los tiempos correspondientes a
los “dias después de la polinizacion” (DDP) como es usualmente reportado para diferenciar

los estados de madurez en los granos como el maiz

Tabla 7: Humedad y dias después de la polinizacion de granos de maiz Cabanita de
diferentes pigmentaciones y estados de madurez

Tipo de

maiz Estado madurez Humedad (%) DDP
S1 792+12 28
Blanco S2 68,1 +0,3 39
S3 454 +3,1 75
S1 741+26 33
Rojo S2 67,7+2,4 36
S3 449+ 3,3 77
S1 75,1+ 34 32
Anaranjado S2 64,2+1,3 43
S3 46,3+ 2,8 76

DDP: dias después de la polinizacién; S1: Estado leche; S2: Estado masa; S3: Estado fisiologico
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Las muestras colectadas fueron almacenadas inmediatamente en refrigeracion desde el
campo Yy transportadas en esas condiciones al laboratorio para el andlisis de sus
caracteristicas fisicas (mazorca y grano) y acondicionamiento dentro de un rango no mayor
de 24 h. Las mazorcas fueron descascaradas manualmente, los granos fueron separados del
marlo y congelados (-20 °C). Los granos de maiz fueron posteriormente liofilizados durante
60 horas, - 40 °C, y presion de vacio de 0,008 mBar. Las muestras liofilizadas se molieron
con un molino analitico en nitrégeno liquido, fueron almacenados en tubos de centrifuga

protegidos de la luz a -20 ° C bajo oscuridad hasta su posterior analisis.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Se aplico un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial por tipo de maiz con
4 réplicas bioldgicas (Figura 10). El tiempo de siembra en 3 semanas diferentes permitio
obtener las réplicas biol6gicas necesarias para el estudio y no fue considerada como un

bloque.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como promedio + desviacién estandar. Los datos fueron
sujetos a un analisis de varianza (ANOVA) con arreglo factorial, seguida del test LSD para
la comparacion de los promedios, y se considerd si existe diferencia significativa entre las
muestras a un p < 0,05. Se utilizé el software Infostat (Grupo Infostat, Cordova, Argentina)
(https://www.infostat.com.ar/) Adicionalmente, se exploraron potenciales asociaciones
entre las variables evaluadas a través de un analisis de componentes principales (PCA)
utilizando el software Unscrambler X versién 10.5 (Aspen Technology, Inc., Bedford, MA,
USA).
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Materia Prima| Cultivo en macetas Colecta Desgranado Liofilizado, molienda y almacenamiento
— s1 —— BDL [ B-S1
Maiz blanco I S2 I__I BD2 |__| B-S2
B
— s3 ||| BD3 ||| B-S3
ETAPA —| S1 T1 RD1I [T R-S1
OPERACIONAL | Maiz rojo | S2 - RD2 R-S2
—| S3 ||| RD3 | R-S3
— S1 [T1 ADL [ [] A-S1
Maiz t S2 1 AD2 T A-S2
dlidl di jauv
A —— S3 - AD3 Mt A-S3
- Humedad (%).
- Humedad (%) |- Caracterizacion| - Compuestos fendlicos totales.
- Caracterizacion fisica - Perfil y contenido de polifenoles por UHPLC-DAD.
fisica - Perfil y contenido de carotenoides por UHPLC-DAD.
- Capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica, inhibicion del DPPH.
ANALISIS - Capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica, inhibicion del ABTS.
- Actividad de mhibicion de la enzima o-amilasa en las fracciones
hidrofilicas y lipofilicas in vitro.
- Actividad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa en las fracciones
hidrofilicas y lipofilicas in vitro.

S1: Estado de madurez "leche"; S2: Estado de madurez "masa"; S3: Estado de madurez "fisiolégico".

BD1, BD2, BD3, RD1, RD2, RD3, AD1, AD2, AD3: Desgranado de maiz blanco, rojo y anaranjado, en estado S1, S2 y S3 respectivamente.

B-S1, B-S2 y B-S3: Grano de maiz blanco en estado S1, S2 y S3 respectivamente, deshidratado, molido y almacenado bajo congelacion a -20°C.
R-S1, R-S2 y R-S3: Grano de maiz rojo en estado S1, S2 y S3 respectivamente, deshidratado, molido y almacenado bajo congelacion a -20°C.

A-S1, A-S2 y A-S3: Grano de maiz anaranjado en estado S1, S2 y S3 respectivamente, deshidratado, molido y almacenado bajo congelacion a -20°C.

Figura 10: Esquema experimental para el desarrollo de la investigacion



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CAMBIOS FISICOS DEL MAIiZ CABANITA EN DIFERENTES ESTADOS DE
MADUREZ

Los estados de madurez del maiz Cabanita (S1, S2 y S3) caracterizados por los DDP (dias
después de la polinizacién) y los niveles de humedad fueron similares entre los tres tipos de
maiz evaluados (Tabla 7). Sin embargo, sus periodos vegetativos (desde la emergencia de la
planta hasta el final del tiempo de formacion de las panojas) fueron algo diferentes (Nleya
et al. (2019). Este periodo ocurri6 alrededor de las 9, 10 y 11 semanas después de la siembra
en el caso de los tipos de maiz anaranjado, blanco y rojo, respectivamente. En consecuencia,
el inicio del periodo reproductivo (emergencia de la inflorescencia femenina) fue mas
temprano en el maiz anaranjado (13 semanas después de la siembra), seguido del blanco (15
semanas después de la siembra) y el maiz rojo (16 semanas después de la siembra). Estas
variaciones posiblemente estén relacionadas con diferencias a nivel genético. Se han
identificado muchos genes de rasgos cuantitativos en el maiz que controlan diversas
caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas, por ejemplo, la altura de la planta (Weng et al.
2011; Yang et al. 2014; Wang et al. 2019), altura de la mazorca (Yang et al. 2014; Farfan et
al. 2015), tiempo de floracion (Hung et al. 2012; Yang et al. 2014; Li et al. 2016). En los
experimentos de cultivo se aplicaron condiciones homogéneas de fertilizacion, riego, suelo
(tierra preparada), y manejo fitosanitario, pero se utilizaron semillas procedentes de una
colecta previa segun fue descrito en la seccion anterior. La calidad de la semilla juega un
papel importante al ser la fuente de nutrientes en los primeros estadios del periodo vegetativo

y podria también ejercer alguna influencia en las diferencias observadas (Lu et al. 2021).

Los cambios fisicos de mazorcas y granos de los tres tipos de maiz Cabanita a lo largo de
las etapas de madurez se muestran en las Figuras 11 a 13. El desarrollo de todos los tipos de
maiz se caracteriz6 por cambios en el color del pericarpio. EI maiz blanco varid de blanco
claro a blanco-amarillo en S3, lo que puede estar relacionado con la acumulacion de materia

seca con la madurez (Figura 11) (Hu y Xu 2011). En el caso del maiz rojo, la pigmentacion



aparecio en la etapa S2 como una pequefia mancha en el extremo del estigma del grano

(punta) que luego se extendio hacia casi la mitad del grano en S3 (Figura 12).

Figura 11: Desarrollo del maiz Cabanita blanco a tres estados de madurez (S1, S2 'y S3,
de izquierda a derecha, respectivamente)

DDP: dias después de la polinizacion.

A: mazorcas de maiz

B: granos de maiz

Hong et al. (2020) observaron una tendencia similar en un maiz dulce de pericarpio morado;
sin embargo, el pigmento morado se esparcié por completo hasta la base del grano en la fase
de mayor madurez (32 DDP). El maiz anaranjado vari6é de amarillo claro en S1 a anaranjado
en S3 (Figura 13) y esta pigmentacién solo alcanz6 la mitad del grano de manera similar al

caso del maiz rojo. Las variaciones en la pigmentacion del maiz pueden deberse a diferencias
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genéticas, que involucran a las estructuras del pericarpio, la aleurona, el germen vy el

endospermo (Garcia-Lara et al. 2019).

Figura 12: Desarrollo del maiz Cabanita rojo a tres estados de madurez (S1, S2 y S3,

de izquierda a derecha, respectivamente)

DDP: dias después de la polinizacion
A: mazorcas de maiz
B: granos de maiz
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Figura 13: Desarrollo del maiz Cabanita anaranjado a tres estados de madurez (S1,

S2y S3, de izquierda a derecha, respectivamente)

DDP: dias después de la polinizacion
A: mazorcas de maiz

B: granos de maiz

La Tabla 8 muestra las caracteristicas fisicas evaluadas en los granos de maiz a diferentes
etapas de desarrollo. No se encontr6 una interaccion significativa entre los factores del tipo
de maiz (G) y el estado de madurez (S) en ninguno de los parametros fisicos medidos. Se
presentd una mayor variabilidad de las caracteristicas fisicas segun el estado de madurez que
por el tipo de maiz. La variacion del peso y diametro de la mazorca y el ancho del grano a
lo largo del periodo de maduracion fue similar en todos los tipos de maiz. Sin embargo, la
longitud de la mazorca, la longitud y el grosor del grano fueron influenciados por el tipo de

maiz. La longitud de la mazorca fue mayor en el maiz blanco y rojo que en el anaranjado,
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pero este Ultimo mostro rangos de longitud de grano mayores que los del maiz blanco y rojo
durante su maduracion. El factor del estado de madurez (S) fue significativo en todas las
caracteristicas fisicas excepto en la longitud de la mazorca que permanecié casi constante
durante la maduracion, alcanzando todas las mazorcas similar longitud al llegar al estado de
madurez fisioldgico (9,13 cm en promedio). El peso y el didmetro de la mazorca junto con

la longitud, el ancho y el grosor del grano aumentaron con la maduracion.

Tabla 8: Caracteristicas fisicas de granos de maiz Cabanita de diferentes

pigmentaciones y estados de madurez

Color del Mazorca Grano
Estado
grano Peso Longitud Diametro Longitud Ancho Grosor
S1 70,4 £19,8¢c 9,1+0,7ab 4,2 +0,4f 0,8 £0,0e 0,8+0,1d 0,6 £0,0e
Blanco S2 150,0 £72,9a 9,9 +1,2a 5,3 £ 0,2abcd 1,1+0,1cd 0,8+0,1cd 0,6 £ 0,0de
S3 138,4 +51,7ab 9,6 +0,7ab 5,6 £ 0,7abc 1,4+0,1b 1,0 +0,1ab 0,7 £ 0,1abcd
S1 88,8 £21,5bc 8,5 £0,9abc 4,6 £ 0,5def 1,0 £ 0,2de 0,8 £0,2bcd 0,6 = 0,1cde
Rojo S2 106,9+36,6abc 9,9+1,8a 5,0 £ 0,3cde 0,9+0,1e 0,9 £ 0,1abcd 0,7+0,1ab
S3 144,1 +64,6ab 9,3+0,4ab 5,8+0,8a 1,4+£0,2b 1,0 £ 0,1abc 0,7 £0,1ab
S1 77,0 £22,8¢ 8,1+1,2bc 4,5 £ 0,6ef 1,2+0,1c 0,8 +0,1bcd 0,7 + 0,0bcde
Anaranjado S2 76,0 £16,8¢c 7,4 £0,9¢c 5,1 £ 0,3bcde 1,2+0,1c 0,8+0,1cd 0,7 £ 0,0abc
S3 121,1 £18,3abc 8,6 +0,7abc 5,8 £ 0,5ab 1,7+0,2a 1,0x0,1a 0,8+0,1a
Grano 1,5™ 72" 0,2 17,37 0,5 4.4
(©)
Valor de F Estado 58" 1,0m 19,7 66,27 9,3™" 7,8
©)
GxS 1,1m 1,4 0,5™ 2,3 0,6™ 0,7ms

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (*p<0,05; ***p<0,001 y

****p<0,0001; ns: no significativo)

En general, el parametro fisico relevante en el rendimiento (peso de la mazorca) fue similar
en todas las clases de maiz; sin embargo, se han observado algunas diferencias morfoldgicas
entre los tipos de grano (Figuras 11-13). Fuentes-Cardenas et al. (2022) no encontraron
diferencias en las caracteristicas fisicas entre las muestras de maiz CAW, CCR y COM (que
son los progenitores del maiz blanco, rojo y anaranjado evaluados en el estudio actual), sin

embargo, en ese trabajo se analizaron mazorcas maduras y secas.
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4.2. CONTENIDOS Y PERFILES DE COMPUESTOS FENOLICOS DE TRES
TIPOS DE MAIZ CABANITA EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

Los perfiles y contenidos de compuestos fenolicos determinados en las fracciones fendlicas
libres y ligadas de las muestras de maiz Cabanita se muestran en la Tabla 9. En las Figuras
14, 15y 16 se muestran los cromatogramas de los AHB (a 280 nm), y en las Figuras 17, 18
y 19 los AHC (a 320 nm) detectados en la fraccion fenolica libre de las muestras de maiz
Cabanita.
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Tabla 9: Perfiles y contenidos fendlicos por UHPLC (mg/100 g bs) en granos de maiz Cabanita de diferentes pigmentaciones y estados de madurez

Fraccion Combuestos Blanco Rojo Anaranjado Valor F
P s1 2 S3 ST 2 3 s 52 3 Grano (G) Estado (5) GxS
30,6 + 166+ 28+ 232+ 22+ 254 276+ 174+ 50+ - -
AHB-1 1122 2,60 1,0d 4.7abe 1,6bc 18d 9,5ab 13c 1,8d 0,10 58,83 178
0,06+ . 011+
AHB-2 3 0% ND ND ND ND ND .06 ND ND
Derivados del 13,6 + 56+ 20+ 10,8 + 9,6 + 25+ 114+ 52+ 25+ 0.98" 58 05" 2 88"
4cido vanilico? 1,4a 1,2c 1,1d 3,5ab 1.2b 0,5cd 4.8ab 1,2¢c 0,5cd ! ' '
442+ 2.2+ 48+ 341+ 318+ 51+ 392+ 22,6+ 84+ - 3
Total AHB 11,6a 3.1c 2,0d 7.8b 1.9b¢ 2.2d 14.23b 21¢ 1,8d 0,01 69.29 2,47
Derivados del 08+ 06 = 22 04+ 03+ 11+ 06 = 053+ 16+ 539" 22 38" 1.02%
acido p-cumaérico® 0,3cd 0,2cd 0,9a 0,1cd 0.1d 0,4bc 0,2cd 0,04cd 0,8ab ' ' '
Derivados del 33+ 14+ 1,7+ 25+ 28+ 17+ 25+ 12+ 17+ 3
scido ferdlico® 0,5° 0,2¢ 0,5¢ 0,5b 0.5ab 0.8¢ 0,5b 0,3¢ 0,4¢ 3,96 18,79 6,44
Libre Derivados del ND 0,2+ 12+ ND ND 15+ 0,03 + 0,02 + 0,6+
acido cafeico® 0,1bc 0,6a 0,6a 0,00bc 0,00c 0,6b
a1z 21+ 51+ 30 31+t 43+ 31+ 1,7+ 38+ - -
Total AHC 0,8abc 0.2de 13a 0,6cde 0,5bcd 1,0ab 0,6bcd 0.3 1.7bc 307 1715 178
Derivados de 22,7+ 11,3+ 51+
luteolina® ND ND ND ND ND ND 12,5a 4,9ab 4.4b
Total 06 14+ 145+
Antocianinas’ ND ND ND 0,2a 1,3a 18,7a ND ND ND
Total 0.6+ 14+ 145+ 27+ 113+ 51+
Flavonoides ND ND ND 0,2b 1,3b 18,7ab 12,5a 4,9ab 4,4b
Total UHPLC 483+ 243+ 100+ 376+ 36,2+ 238+ 65,0 * 356+ 173+ 150" S r
libre 11,6b 3,2cde 3.3f 8,2bc 3,5bcd 17,7de 14.1a 4.80cd 3,9ef ' ' '
Libre — TPC? 579+ 270+ 323+ 380+ 446+ 536+ 530+ 37,6+ 58,7 + 7o o 13 .
17,3ab 3,2c 3,3c 6,5bc 6,5abc 26,1ab 11,4ab 6,2bc 23,5a ! ' '
AT 49+ 52+ 75+ 6,4+ 41t 9.4+ 50+ 78+ 72+ - ) -
Acido p-cumarico 1,2bc 1,1bc 1,9ab 4,3abc 11c 2.6a 0.5bc 2.4ab 2,2abc 0,77 4,28 1,98
. 1633+ 1501+ 1332+ 1610+ 425+  1772%¢ 1903 ¢ 1793+ 1775+ - - -
Acido ferdlico 7.4abc 14.9bc 21,2¢ 42,8abc 17.7¢ 12,0ab 11,82 23 5ab 29,23 6,84 1,29 1,64
. Derivados del 85+ 108+ 116+ 120+ 106+ 104 + 131+ 167 + 220+ -
Ligada scido ferdlico® 0,7d 0.5d 6.0d 3,0cd 41d 2.4ab 1,2¢d 6,2bc 1.9a 1192 11,08 L75
Total UHPLC 1767 = 1661 1523+ 1803+ 1571+ 2060 2094+ 2038 + 2066 + - - 7o
ligados 7,9abc 16,4hc 28.4c 49 8abc 21,9¢ 12.4a 13.2a 29 4ab 29.7a ' ' '
Ligada— TPCE 1558 + 1443+ 1422+ 1460 1226+ 1870+  1813% 1881+ 1971 P 510 -
4.5bc 10,1c 38,0¢ 23.4c 351¢ 7.0ab 14,2ab 29,9ab 21,8a ’ ' '
UHPLC TPC 2250+ 1904 + 1622+ 2179+ 1034+ 2298+ 2744+ 2394 + 2230+ " -
(ITE::' | 9,2bcd 14.2de 29.2¢ 44, 4bcd 21,3cde 22 Ahc 26,82 27 4ab 26.8bcd 12,45 6,11 2,70
ligacs) TPC? 2137+ 1714+ 1745+ 1840+ 1672+ 2407+ 2343z 2257+ 2558 + 090~ o a1z
9 18,8bcd 8,7e 35,8de 19,5cde 37,6e 29,1ab 23,2ab 32,1abc 39,4a ! ' '

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas (*p<0,05; ***p<0,001 y ****p<0,0001); ns: no significativo. S1, S2, S3 indican etapas de
madurez. * No detectado. 2 expresado como &cido vanilico. 2 expresado como acido -p-cumarico. # expresado como &cido ferdlico. ® expresado como &cido cafeico. & expresado
como quercetina. ” expresado como cloruro de cianindina. & Fendlicos totales por Folin-Ciocalteu.
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En el caso de la fraccion fenolica libre, todas las muestras de maiz presentaron acidos
fenolicos como acidos hidroxibenzoicos (AHB) y &cidos hidroxicindmicos (AHC). Sin
embargo, algunos flavonoides especificos, como las antocianinas y derivados de luteolina,
se detectaron solo en el maiz rojo y anaranjado, respectivamente. En las Tablas 10 y 11 se
muestra la informacion sobre los tiempos de retencion, los compuestos detectados y las
longitudes de onda de méaxima absorcidén de los espectros correspondientes a los picos

detectados y mostrados en las Figuras 14 -19.

Tabla 10: Tiempos de retencion, compuesto identificado y longitud de onda de maxima
absorcion de los espectros de los compuestos detectados en las fracciones fenodlicas

libres identificados a 280 nm en tres tipos de maiz Cabanita (blanco, rojo y anaranjado)

y en tres estados de madurez (leche, masa y fisioldgica)

N° Tiempo de

Pico retencion (min)

A max (nm)

Compuesto identificado

1 2,485-2,518 229,64, 284,41 Posible aminoacido no identificado
2 6,198-6,643 219,22; 278,78 Derivado del acido hidroxibenzoico 1
3 7,85-8,172 218,21; 278,79 Derivado del acido hidroxibenzoico 1
4 8,558-8,677 214,97; 249,34; 286,72 Derivado del acido vanilico

5 8,647-8,747 249,32; 286,76 Derivado del acido vanilico

6 8,962-9,032 219,11; 279,59; 315,76  Derivado del acido hidroxibenzoico 1
7 9,058-9,153 248,32; 289,52 Derivado del acido vanilico

8 9,123-9.213 219,09; 279,69 Derivado del &cido hidroxibenzoico 1
9 9,207-9,270 205,2; 265,94 Derivado del acido hidroxibenzoico 2
10 9,51-9,558 219,54, 278,88 Derivado del acido hidroxibenzoico 1
11 9,667-9,682 218,51; 278,85 Derivado del &cido hidroxibenzoico 1
12 9,66-9,702 209,92,46; 269,99 Derivado del &cido hidroxibenzoico 2
13 10,203-10,217 206,44, 265,09 Derivado del acido hidroxibenzoico 2
14 11,79-11,837 219,12; 279,03 Derivado del acido hidroxibenzoico 1
15 12,84-12,88 219,19; 279,19 Derivado del acido hidroxibenzoico 1
16 13-13,192 218,2; 286,95 Derivado del acido hidroxibenzoico 3
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Tabla 11: Tiempos de retencion, compuestos identificados y longitud de onda de
maxima absorcion de los espectros de los compuestos detectados a 320 nm en las
fracciones fendlicas libres en tres tipos de maiz Cabanita (blanco, rojo y anaranjado) y

a tres estados de madurez (leche, masa y fisioldgica)

N° Tiempo de
) _ ) A max (nm) Compuesto identificado
Pico  retencién (min)
1 5,73-6,00 205,01;312,72 Derivado del acido p-cumarico
2 8,323-8,407 292;316,28 Derivado del acido p-cumarico
3 8,84-8,938 205,56; 310,85 Derivado del acido p-cumarico
4 9,272-9,328 203,37; 322,05 Derivado del &cido ferualico
5 9,28-9,332 202,38; 312,85 Derivado del acido p-cumarico
6 9,5-9,598 205,23; 313,13 Derivado del acido p-cumarico
7 9,63-9,64 223,58; 329,71 Derivado del acido cafeico
8 9,792-9,835 327,25 Derivado del acido cafeico
9 10,59-10,708 293,01 Derivado del acido p-cumarico
10 10,938-10,95 217,11, 323,83 Derivado del acido ferulico
11 12,022-12,032 328,64 Derivado del acido cafeico
12 12,44-12,457  204,38; 293,7; 317,4 Derivado del acido ferdlico
13 13,805-13,81 208,32; 328,33 Derivado del &cido cafeico
14 14,5-14,533 216,88; 323,57 Derivado del acido ferulico
15 14,6-14,62 204,45; 328,37 Derivado del acido cafeico

Para el grupo de los AHB, sus contenidos estuvieron més influenciados por el estado de
madurez (S) que por el tipo de maiz (G). La interaccion de ambos factores (G x S) fue
significativa sobre los derivados del acido vanilico y los contenidos totales de AHB. Los
contenidos totales mas altos de AHB se observaron en la etapa S1, y el maiz blanco y
anaranjado tuvieron niveles més altos que el maiz rojo (44,2, 39,2 y 34,1 mg/100 g bs, para
el maiz blanco, anaranjado y rojo, respectivamente). Con la maduracion del grano, las
concentraciones totales de AHB disminuyeron alrededor de 80-90 por ciento en todos los
casos (de S1 a S3). Se han detectado al menos 3 clases de AHB en todas las muestras de
maiz Cabanita. Los principales AHB en S1 fueron AHB-1 (Amax=279 nm), seguidos de

derivados del acido vanilico (Amax=249, 289 nm). Los contenidos de ambos AHB
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disminuyeron con la madurez para alcanzar concentraciones similares en S3. Un &cido
hidroxibenzoico detectado en bajas concentraciones, no identificado y nombrado como
AHB-2, solo se encontré en S1 en el maiz blanco y anaranjado. Giordano et al. (2017)
reportaron que los niveles de &cido vanilico libre encontrados en maiz de polinizacion abierta
de Italia con pigmentaciones variables del grano disminuyeron de 1,8-15 a 0-0,08 mg/100 g
bs cuando las etapas de maduracion variaron de 5 a 76 dias después de la siembra (DDS),
respectivamente. De igual forma, los contenidos de acido vanilico y protocatéquico
disminuyeron significativamente o desaparecieron con el desarrollo del grano del maiz
ceroso desde los 86-109 hasta los 110-138 DDS (Hu y Xu 2011). Ademas del &cido vanilico,
también se han encontrado cidos siringico y p-hidroxibenzoico en el maiz (Ndolo y Beta
2014; Das y Singh 2016). Los rangos de AHB libres totales del estudio actual (4,8-44,2
mg/100 g bs) fueron comparables a los niveles encontrados en los granos de maiz amarillo
de la India y de los EE. UU. (~33,7 y 2,7-38 mg/100 g bs, respectivamente) (Ndolo y Beta
2014; Das y Singh 2016). Otros cereales como la cebada, el trigo y la avena han mostrado
concentraciones mas bajas de AHB libres (~15,5, 12,5 y 4,6 mg/100 g, respectivamente)
(Ndolo & Beta, 2014).

Se observé una tendencia variable en el caso del grupo de AHC (Tabla 9) (Figuras 17, 18 'y
19). Todos los tipos de maiz Cabanita presentaron derivados del &cido p-cumarico y ferdlico,
mientras que se detectaron derivados del &cido cafeico en algunas etapas de madurez. Estos
derivados de AHC pueden ser acidos fendlicos conjugados solubles, como las amidas de
acidos hidroxicindmicos (AAHC), segin se ha encontrado anteriormente en diferentes
cereales, incluido el maiz (Collison et al. 2015; Yuan et al. 2022). Varios AAHC derivados
principalmente de los acidos p-cumarico, feralico y cafeico (diferuloil putrescina, N,N'-di-
p-cumaroilespermina, N-p-coumaroil-N'-feruloilputrescina, cafeoilputrescina) se han
reportado previamente en la fraccion fendlica libre de maiz de diferentes origenes (Bento-
Silva et al. 2019; Burt et al. 2019; Lux et al. 2020). Por lo tanto, se necesitan mas estudios
para identificar adecuadamente los derivados de AHC encontrados en la investigacion
actual. La madurez (S) y el tipo de grano (G) mostraron un efecto importante sobre los
derivados del acido p-cumarico y ferulico, pero la interaccion de ambos factores fue
significativa solo sobre los contenidos de los derivados del acido feralico. Los compuestos
derivados del acido p-cumarico y del acido cafeico aumentaron con el desarrollo del grano.
El aumento de los niveles de derivados del acido p-cumarico de S1 a S3 fue en promedio 2,6

veces, Yy los maices blanco y anaranjado exhibieron rangos mas altos que el rojo (0,8-2,2,
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0,6-1,6 y 0,4-1,1 mg/100 g bs para maiz blanco, naranja y rojo, respectivamente). Por el
contrario, los derivados del &cido feralico disminuyeron 32-48 por ciento de S1 a S3 en todos

los tipos de maiz.

Diferentes estudios han mostrado tendencias variables de los AHC con la madurez del grano.
Los contenidos de acido feralico y clorogénico libre se redujeron con la maduracion del
grano en varias variedades de maiz italiano, y se observo la misma tendencia con el acido
feralico y p-cumérico determinados en maiz pigmentado ceroso chino (Hu y Xu 2011;
Giordano et al. 2017). Recientemente, Hu et al. (2021) observaron un aumento general de
los &cidos ferulico y p-cumarico durante la maduracién del grano de maiz dulce de China,
mientras que el acido clorogénico disminuy6 (de 15 a 30 DDP) después de un aumento
inicial (de 10 a 15 DDP). En la presente investigacion, el contenido total de AHC disminuy6
primero de S1 a S2 en el maiz blanco y naranja, y luego aumenté en S3 en todos los casos.
El origen, el tipo de maiz (factores genéticos) y la época de cosecha pueden explicar las

diferencias encontradas.

Las antocianinas solo se detectaron en el maiz rojo, mostrando un aumento de 0,6 mg/100 g
bs en S1 a 14,5 mg/100 g bs al final de la madurez del grano. Otros flavonoides como los
derivados de la luteolina fueron especificos para el maiz anaranjado, disminuyendo
significativamente en un 80 por ciento de S1 a S3 (de 22,7 a 5,1 mg/100 g bs). No se
detectaron flavonoides en el maiz Cabanita blanco. Hong et al. (2020) observaron una
acumulacién continua de antocianinas desde 105 mg/100 g bs a los 20 DDP hasta 179
mg/100 g bs a los 36 DDP en maiz dulce “superdulce” con pericarpio morado. El aumento
del contenido total de antocianinas monoméricas con la maduracion del grano también ha
sido confirmado por diferentes estudios (Harakotr et al. 2014; Hu y Xu 2011; Mohamed et
al. 2017). La flavona luteolina se ha encontrado en accesiones de maiz pigmentado
procedentes de la regién del Himalaya en la India y en algunos hibridos de maiz chino
(Zhang et al. 2018; Trehan et al. 2020). Ademas, también se ha reportado la presencia de
una C-glucosil-flavona conocida como maysina (un derivado de la luteolina) en semillas de
maiz maduras (Zhang et al. 2018). Los derivados de luteolina encontrados en el estudio
actual (Amax=256, 270, 349 nm) podrian corresponder a la maysina o a compuestos similares
que deberian confirmarse en estudios futuros. Sin embargo, las concentraciones de las
flavonas determinadas en el presente estudio son significativamente mas altas en el maiz

Cabanita anaranjado en todas las etapas de madurez en comparacion con los niveles
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obtenidos por Zhang et al. (2018) (1,13 ng/g bs de maysina en semillas maduras). Las C-
glucosil-flavonas han mostrado potencial neuroprotector relevante para la prevencion de la
enfermedad de Alzheimer (Choi et al. 2014, Liang et al. 2016).

La fraccion fendlica libre total disminuyd de S1 a S3, y su composicion fue variable segun
el estado del grano y el tipo de maiz. Los AHB fueron los compuestos méas importantes en
maiz blanco y rojo en S1y S2. En el caso del grupo anaranjado, los derivados de AHB y
luteolina contribuyeron en gran medida a la fraccion fendlica libre total en S1 y S2. Este
maiz mostro el mayor contenido de fenoles libres totales en S1 entre todas las muestras (65
mg/100 g bs). El maiz rojo fue rico en AHB en S1y S2, mientras que las antocianinas fueron

los principales contribuyentes a la fraccion fenolica libre en S3.

Con relacion a la fraccion fenolica ligada, el compuesto principal detectado fue el acido
fertlico, seguido de los derivados del acido ferulico y el &cido p-cumarico. En las Figuras
20, 21 y 22 se muestran los cromatogramas de la fraccion fendlica ligada del maiz Cabanita
blanco, rojo y anaranjado, respectivamente. En la Tabla 12 se muestra la informacion sobre
los tiempos de retencién, los compuestos detectados y las longitudes de onda de maxima
absorcion de los espectros correspondientes a los picos detectados y mostrados en las Figuras
20,21y 22.
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Tabla 12: Tiempos de retencion, compuesto identificado y longitud de onda de maxima
absorcion de los espectros de los compuestos detectados en las fracciones fenodlicas
ligadas identificados a 320 nm en tres tipos de maiz Cabanita (blanco, rojo y

anaranjado) y en tres estados de madurez (leche, masa y fisioldgica)

N© Tiempo de
) ) ) A max (nm) Compuesto

Pico  retencion (min)
1 9,56-9,608 218,35; 236,96; 323,98  Derivado de &cido ferulico
2 10,038 209,95; 254,89; 326,09  Derivado de &cido ferdlico
3 10,575-10,625 225,89; 309,68 Acido p-cumarico
4 10,923-10,982 217,95; 236,45; 323,07 Acido ferdlico
5 11,018-11,087 217,91; 319,35 Derivado de acido ferdlico
6 11,402-11,49 219,24; 236,62; 323,34  Derivado de &cido ferdlico
7 12,033-12,295 236,52; 321,58 Derivado de acido ferulico
8 12,287-12,77 218,01; 245,3; 324,39  Derivado de &cido ferulico
9 12,76-12,887 201,42; 324,86 Derivado de acido ferdlico

La interaccion G x S no fue significativa para ninguno de los compuestos fendlicos ligados;
sin embargo, el tipo de maiz mostré un efecto importante sobre el &cido ferdlico, los
derivados del &cido ferulico y los contenidos fendlicos ligados totales determinados por
UHPLC (Tabla 8). El maiz anaranjado y rojo presentaron rangos mas altos de acido ferulico
(177,5-190,3 mg/100 g bs; 142,5-177,0 mg/100 g bs y 133,2-163,3 mg/100 g bs, para el maiz
anaranjado, rojo y blanco, respectivamente), y derivados del acido ferualico que el grupo de
maiz blanco (13,1-22,0 mg/100 g bs; 10,6-19,4 mg/100 g bs y 8,5-11,6 mg/100 g bs, para el
maiz anaranjado, rojo y blanco, respectivamente). Estos derivados del &cido feralico podrian
ser acidos fenolicos unidos a arabinoxilanos, como se identifico anteriormente en maiz que
incluyen a los acidos dehidrodiferalico, dehidrotriferalico y dehidrotetraferalico (Bento-
Silva et al. 2018; Salinas-Moreno et al. 2017). Por lo tanto, se encontraron niveles mas altos
de fenoles ligados totales determinados por UHPLC en maiz anaranjado y rojo,

especialmente en el estado de madurez S3 que en el maiz blanco.

El estado de madurez del grano influyd significativamente en los contenidos de acido p-
cumarico y derivados del &cido feralico. Ambos compuestos mostraron un aumento

alrededor de 1,2-1,7 veces de S1 a S3. El acido fertlico se mantuvo casi estable de S1 a S3

74



en el maiz blanco y anaranjado, y se observé una tendencia similar en el respectivo contenido
fenolico ligado total evaluado por UHPLC. En el caso del maiz rojo, el acido ferulico y los
compuestos fendlicos ligados totales primero disminuyeron de S1 a S2, y su concentracion
aument6 aun mas en S3. Resultados similares a los obtenidos para el maiz Cabanita blanco
y anaranjado han sido reportados por (Zhang et al. 2020) en maiz amarillo. En este estudio,
los contenidos de fendlicos totales se mantuvieron estables con la maduracion del grano de
15 a 48 DDP (Zhang et al. 2020). No obstante, los niveles de &cido ferulico y p-cumaérico
ligados se redujeron significativamente con el desarrollo del grano (de 5 a 76 DDS) en varias
muestras de maiz italiano (Giordano et al. 2017). En otro estudio, los niveles de acido
feralico y p-cumarico ligados mostraron una tendencia variable segun el genotipo de maiz
(Hu et al. 2021).

En general, estos resultados sugieren diferencias en el metabolismo de los compuestos
fenolicos durante el desarrollo del grano entre los tres tipos de maiz Cabanita. En el caso del
maiz blanco y anaranjado, estaria ocurriendo un posible flujo metabdlico de los precursores
de los &cidos hidroxibenzoicos, como algunos intermediarios de las vias shikimato o de los
fenilpropanoides hacia la biosintesis de derivados de AHC (Marchiosi et al. 2020). Los AHC
posiblemente estén siendo utilizados como precursores para la biosintesis de antocianinas en
el caso del maiz rojo. En el maiz anaranjado, es posible que la actividad de las enzimas
involucradas en la biosintesis de los compuestos fendlicos asociados a la estructura de la
pared celular haya aumentado por sobre la actividad de las enzimas relacionadas a la
biosintesis de flavonas. Lo anterior explicaria que este tipo maiz presente en general rangos
mas altos de compuestos fendlicos ligados a traves del proceso de crecimiento del grano
(Glagoleva et al. 2022; Mccallum y Walker 1991). Serian necesarios estudios a futuro a nivel
transcriptomico para revelar los mecanismos moleculares involucrados en los cambios

metabolicos de los compuestos fendlicos fendlicos durante la maduracion del maiz Cabanita.

El contenido fendlico total analizado por UHPLC (fenolicos libres+ligados) disminuyd con
la madurez del grano en el maiz blanco y anaranjado, mientras que en el maiz rojo el
contenido primero disminuyo de S1 a S2 y luego aumento en S3. Las concentraciones en el
estado de madurez fisioldgico (S3) fueron superiores en el maiz anaranjado y rojo (223,9 y
229,8 mg/100 g bs, para el maiz anaranjado y rojo, respectivamente) que las obtenidas
previamente por Fuentes-Cardenas et al. (2022) en los mismos tipos de maiz (134,3 y 190,9

mg/100 g bs, para el maiz anaranjado y rojo, respectivamente). Sin embargo, los autores

75



anteriores reportaron contenidos de compuestos fendlicos totales méas altos en el maiz blanco
(206 mg/100 g bs) que en la presente investigacion (162,2 mg/100 g bs). Estas diferencias
podrian deberse a variaciones en los tratamientos post-cosecha y diferencias en las
condiciones agroecoldgicas para el cultivo del maiz Cabanita. En general, los contenidos
fenolicos analizados con el método de Folin-Ciocalteau mostraron la misma tendencia que
los analizados con el método por UHPLC. Sin embargo, se observaron diferencias en los
resultados de la fraccion fendlica libre, lo que puede deberse a la falta de especificidad del
reactivo de Folin-Ciocalteau (Prior et al. 2005).

4.3. CONTENIDOS Y PERFILES DE CAROTENOIDES DE TIPOS DE MAIZ
CABANITA EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

Los 3 tipos de maiz Cabanita en diferentes etapas de madurez también se evaluaron en
relacién a su composicion de carotenoides (Tabla 13, Figuras 23, 24 y 25). Los contenidos
de carotenoides estuvieron altamente influenciados por el tipo de maiz. Solo se encontraron
xantofilas en todas las muestras de Cabanita, mientras que no se detectaron carotenos.
Ademas, se observaron diferentes perfiles entre los grupos de Cabanita estudiados. EI maiz
blanco y el rojo tuvieron perfiles similares y los carotenoides principales fueron all-trans-
neoxantina, un isémero de neoxantina (~13-cis-neoxantina), all-trans-zeaxantina y un
isomero de luteina (~13-cis-luteina). All-trans-luteina y all-trans-zeaxantina fueron los
principales compuestos en el maiz anaranjado, seguidos por 13-cis-luteina y compuestos de
neoxantina. Los isdémeros de B-criptoxantina junto con algunos carotenoides no identificados
(2-3) solo se detectaron en este tipo de maiz. Las concentraciones de todos los carotenoides
mencionados en el maiz anaranjado fueron mas altas que los rangos encontrados en el maiz
blanco y rojo. Se detect6 un isomero de violaxantina (~9-cis-violaxantina) en maiz blanco y
anaranjado en todas las etapas de madurez, y solo en S3 en el grano rojo. Esta diversidad de
xanto6filas se explica porque la B-criptoxantina es el precursor metabélico de la zeaxantina,
que luego se metaboliza a violaxantina y posteriormente a neoxantina (KEGG 2022). Varios
estudios han confirmado que los compuestos carotenoides predominantes en el maiz son
generalmente luteina, zeaxantina, B-criptoxantina junto con otras xantofilas menores como
zeinoxantina, anteraxantina, violaxantina, neoxantina y sus isémeros (Song et al. 2016;
Hwang et al. 2016; Liu et al. 2018b; Baseggio et al. 2020).
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Tabla 13: Perfiles y contenidos de carotenoides (ug/g bs) determinados por UHPLC en granos de maiz Cabanita de diferentes

pigmentaciones y estados de madurez

Blanco Rojo Anaranjado Valor F
Compuesto S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3 Grano Estado GxS
G) ©)
Isémero de neoxantina? 0,18 + 0,14 + 0,11+ 0,11+ 0,15+ 0,08 + 0,39 = 0,29 + 0,31+ 38,69 2,42" 1,24
(~13-cis-neoxantina) 0,02¢ 0,04c 0,02¢ 0,04d 0,05¢ 0,01c 0,078 0,13b 0,08ab
All-trans-neoxantina? 0,19+ 0,15+ 0,22 + 0,16 £ 0,17 £ 0,18 + 0,17 £ 0,22 + 0,37 £ 2,79 2,76" 1,21m™
0,03b 0,11b 0,01b 0,16b 0,07b 0,02b 0,11b 0,11b 0,12a
1
Carotenoide no identificado -12 060321 ND ND ND ND ND ND ND ND
Isémero de violaxantina? 0,06 £ 0,04 £ 0,05+ ND ND 0,04 £ 0,13+ 0,14 + 0,13 £
(~9-cis-violaxantina) 0,02b 0,02b 0,01b 0,02b 0,042 0,06a 0,05ab
Carotenoide no identificado -22 ND ND ND ND ND ND 014 + 0,26 + 0,17+
0,05b 0,04a 0,06b
Isémero de luteina? 0,10 = 0,14 = 0,14 = 0,12 £ 0,18 £ 0,14 = 0,64 £ 0,75 % 0,41 48,72 2,69 2,40m
(~13-cis-luteina) 0,03c 0,08c 0,05¢ 0,06¢ 0,11c 0,03c 0,278 0,24a 0,04b
. . . 2 ND ND ND ND ND ND 0,12 + 0,11 + ND
Carotenoide no identificado -3 0,03° 0.03a
Isémero de zeaxantina® ND ND ND ND 0,03 £ ND 0,18 £ 0,21 + 0,12 +
(~13-cis-zeaxantina) 0,01c 0,05ab 0,08a 0,03b
All-trans-luteina 0,14 = 0,07 = ND 0,06 £ 0,03+ ND 1,48 £ 2,00 £ 1,02+
0,04c 0,06c 0,03c 0,02c 0,62b 0,40a 0,34b
All-trans-zeaxantina 0,07 = 0,16 = 0,08 + 0,15+ 0,23 + 0,09 + 1,44 + 1,35+ 0,54 + 155,08 17,18 11,56
0,04c 0,04c 0,03c 0,07c 0,06bc 0,03c 0,352 0,20a 0,22b
Isémero de luteina? ND ND ND ND ND ND ND ND 0,07 =
(~9 6 9'-cis-luteina) 0,03
ND ND ND ND ND ND 0,17 + 0,20 + 0,06 £
Isémero de B-cryptoxantina® 0,06a 0,09a 0,01b
(~13 6 13'-cis-p-cryptoxantina)
ND ND ND ND ND ND 0,10 + 0,19 + ND
Isémero de B-cryptoxantina® 0,04a 0,12a
(~9 6 9'-cis-B-cryptoxantina)
Carotenoides 0,77 + 0,69 + 0,62 + 0,66 + 0,84 + 0,56 + 4,7+ 5,87 3,19+ 209,22 **** 10,53 *** 7,21 ***
totales 0,10d 0,22d 0,10d 0,28d 0,27d 0,11d 1,26b 0,73a 0,61c

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas (*p<0,05; ***p<0,001 y ****p<0,0001); ns: no significativo. S1, S2, S3 indican etapas de
madurez. ! No detectado. ? expresado como luteina. * expresado como zeaxantina. 4 expresado como B-criptoxantina.
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Tabla 14: Tiempos de retencion, compuesto identificado y longitud de onda de maxima

absorcién de los espectros de los carotenoides identificados a 450 nm en tres tipos de

maiz Cabanita (blanco, rojo y anaranjado) y en tres estados de madurez (leche, masa

y fisiologica)
Pl?l:o ret-lt; :]ecrirg?]o(crir:ain) A max (nm) Compuesto identificado
1 2,853-2,99 468,95;440,43; 416,85 Isdbmero de neoxantina (~13-cis-neoxantina)
2 3,063-3,177 469,15; 440,62; 417,06 All-trans-neoxantina
3 3,623-3,7 468,6; 439,29 No identificado 1
4 3,837-3,977 464,3; 435,88 412,22 Isémero de violaxantina (~9-cis-violaxantina)
5 3,823-3,973 466,92:442,08 Isdbmero de violaxantina (~9-cis-violaxantina)
6 4,5-4,63 448,18; 421,71; 398,51 No identificado 2
7 4,917-5,083 465,56; 439,3 Isomero de luteina (~13 cis-luteina)
8 4,927-5,013 466,21; 440,56 Isomero de luteina (~13 cis-luteina)
9 5,36-5,523 471,04; 743,24 No identificado 3
10 5,98-6,147 474,75; 448,33 Isémero de zeaxantina (~13 cis-zeaxantina)
11 6,34-6,573 468,72; 443,73 All-trans-luteina
12 6,797-6,983 472,49; 444,55 No identificado 4
13 8,287-8,683 452,97; 427,81 All-trans-zeaxantina
14 9,12-9,303 477,02; 450,54 Isdbmero de luteina (~9 6 9' cis luteina)
15 10,107-10,317 466,28; 441,53 Isomero de luteina (~9 ¢ 9' cis luteina)
16 10,597-10,84 467,8; 440,33; 415,57  Isomero de criptoxantina (~13 cis-Bcriptoxantina)
17 11,637-11,987  472,81; 442,44: 422 57 lIsémero de criptoxantina (~13 cis-Bcriptoxantina)
18 12,133-12,34 469,91 444,99 Isdbmero de criptoxantina (~13 cis-Bcriptoxantina)
19 14,303-14,46 471,04, 445,46 All-trans-B-criptoxantina
20 14.567-14.973 477.1: 450,73 Isdbmero de B-criptoxantina (~9 o 9'-cis-p-

criptoxantina)

Sin embargo, también se han reportado carotenos como el a-caroteno y el B-caroteno en

concentraciones comparables a las xantofilas en variedades de maiz amarillo y dulce
(Uarrota et al. 2014; Feng et al. 2015; Lux et al. 2020). Liu et al. (2018) informaron que dos
genotipos de maiz dulce chino mostraron perfiles y contenidos de carotenoides variables

durante la maduracion del grano de 10 a 30 DDP. Esto indica una influencia importante de

los factores genéticos y la madurez del grano (Calvo-Brenes et al. 2019).
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El estado de madurez y la interaccion de ambos factores (G x S) influyeron
significativamente en los contenidos de all-trans-zeaxantina y carotenoides totales. El
isdbmero de neoxantina, all-trans-neoxantina, el isomero de violaxantina, y ~13-cis-luteina
no mostraron cambios significativos con el desarrollo del grano en el maiz blanco y rojo, y
no se detectd all-trans-luteina en S3. En general, ambos tipos de maiz mostraron
concentraciones similares de carotenoides totales, que se mantuvieron ligeramente estables
a lo largo del desarrollo del grano (rangos de 0,77-0,62 ug/g bs y 0,66-0,56 ug/g bs, para el
maiz blanco y rojo, respectivamente). En el maiz Cabanita anaranjado, la luteina aumento
un ~35 por ciento de S1 a S2 (1,48 y 2,0 ug/g bs en S1y S2, respectivamente), pero luego
disminuy6 un 50 por ciento en S3 (1,02 pg/g bs). All-trans-zeaxantina permanecio casi
constante de S1 a S2 (1,44 y 1,35 ug/g bs, respectivamente). Sin embargo, disminuyé un 60
por ciento en S3 (0,54 pg/g bs). Se observaron reducciones similares de carotenoides en S3
en el caso de los isomeros 13-cis-luteina, 13-cis-zeaxantina, B-criptoxantina y otros
compuestos no identificados. All-trans-neoxantina y sus isGmeros mostraron un leve
aumento en S3, lo que podria estar relacionado con una metabolizacion posterior de la -

criptoxantina y la zeaxantina (KEGG 2022).

Se ha publicado que los contenidos de luteina, zeaxantina, a-criptoxantina y f-criptoxantina
aumentan constantemente con el desarrollo del grano de 10 a 30 DDP en maiz dulce (Liu et
al. 2018). El aumento de zeaxantina y luteina con la maduracion del grano de 16 a 24 DDP
también se ha informado en otros hibridos de maiz dulce (O’Hare et al. 2015). Se observaron
patrones variables de zeaxantina y luteina en algunos maices dulces biofortificados con
zeaxantina segun el genotipo y la posicion del grano en la mazorca (Calvo-Brenes et al.
2019). Sin embargo, en el mismo estudio se informé una acumulacion global de luteina y
zeaxantina (Calvo-Brenes et al. 2019). En la investigacion actual, se evaluaron etapas de
madurez mas prolongadas (de 28-32 a 75-77 DDP), lo que probablemente explicaria los
resultados contrastantes en comparacion con estudios anteriores. Feng et al. (2015) han
obtenido concentraciones variables de compuestos carotenoides durante el desarrollo del
grano de maiz dulce (15 a 30 DDP), identificando el aumento inicial de luteina y zeaxantina,
con una concentracién maxima a los 21 DDP, para luego disminuir a los 30 DDP. De manera
similar, Song et al. (2016), evaluaron los cambios de concentracion de carotenoides en maiz
super dulce y de campo durante su maduracion (desde la floracion hasta los 32 dias después
de la floracion), reportando el aumento inicial de luteina y zeaxantina hasta el estado de

maduracion leche (28 dias después de la floracion), para luego disminuir gradualmente. Xu
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et al. (2010) evaluaron una variedad de maiz amarillo durante la maduracion de 74-116 dias
después de la siembra (DDS), y encontraron que los contenidos de zeaxantina disminuyeron
al final de la madurez del grano, mientras que los de luteina aumentaron de 74 a 98 DDS
para finalmente disminuir a los 116 DDS. La reduccion de las concentraciones de zeaxantina
y luteina al aumentar la madurez del grano, se explicarian posiblemente debido a su
conversion a otros metabolitos secundarios (Feng et al. 2015). Por ejemplo, la sintesis del
acido abscisico a partir de la epoxidacion de la zeaxantina (precursor), se ve influenciada
con el tiempo de madurez, presentando concentraciones maximas en la madurez e inicio de
la latencia en la semilla, con la consecuente disminucion de los niveles de zeaxantina. De
manera similar, la luteina es un precursor de la formacion de apocarotenoides y la sintesis

de varios compuestos aromaticos durante la madurez (Deli et al. 2001).

El maiz anaranjado exhibié mayores contenidos de carotenoides totales (3,19-5,87 ug/g bs)
que el maiz blanco y rojo (0,77-0,62 ug/g bs y 0,66-0,56 ug/g bs, respectivamente). Sin
embargo, los carotenoides disminuyeron significativamente en ~ 50 por ciento en S3 (de
5,87 a 3,19, en S2 y S3, respectivamente). Fuentes-Cardenas et al. (2022) encontraron
valores de carotenoides totales mas bajos en el tipo de maiz Cabanita anaranjado (1,5 pg/g
bs, codigo COM) que en el presente estudio. Ademas, no se detectaron carotenoides en los
correspondientes cédigos de maiz rojo y blanco (CCR, CAW) (Fuentes-Cardenas et al.
2022). Los carotenoides son muy sensibles a la luz, el calor y el oxigeno, por lo que las
practicas postcosecha tradicionales aplicadas por los agricultores andinos, como el secado al
sol de las mazorcas de Cabanita, primero en la planta y luego en el campo durante varios

dias, pueden conducir a la degradacién de los compuestos carotenoides.

Diversos estudios han reportado cantidades de carotenoides totales mas altas que las de la
presente investigacion, principalmente en las variedades de maiz amarillo y dulce. Xu et al.
(2010) encontraron concentraciones de 22,78-28,76 pg/g bs en diferentes estados de
madurez en maiz amarillo. En otro estudio, se han encontrado rangos de 0.55-43.23 pg/g bs
y 11.4-24.0 pg/g bs en maiz dulce cosechado en etapas de madurez de 10 a 32 DDP,
respectivamente (Liu et al. 2018; Spoljari¢ et al. 2020). Los tipos de maiz harinoso o
amilaceo generalmente muestran un contenido de carotenoides mas bajo que las clases de
maiz duro como pop, dent o flint (Ryu et al. 2013). Por lo tanto, se espera encontrar menores
niveles de carotenoides en el maiz Cabanita harinoso amilaceo (Fuentes-Cardenas et al.
2022).
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4.4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA Y LIPOFILICA in vitro
EVALUADA POR LOS METODOS DE INHIBICION DE LOS RADICALES
DPPHY ABTS

La capacidad antioxidante se evalué con dos métodos diferentes in vitro y solo en las
fracciones solubles hidrofilicas y lipofilicas de las muestras de maiz Cabanita, las que serian

de mayor relevancia en términos de biodisponibilidad (Tabla 15).

Tabla 15: Capacidad antioxidante in vitro (umol ET/100 g bs) de granos de maiz

Cabanita de diferentes pigmentaciones y estados de madurez

Color del Inhibicion de DPPH Inhibicion de ABTS
grano  Estado FH FL FH FL
S1 490,6 + 57,3bcd ND 2065,2 + 98,7ab 36,4 +5,0f
Blanco S2 313,5+79,2cd 7,8 £ 4,6¢d 1959,7 £278,1ab 45,1 + 7,0ef

S3 310,7 £ 20,7d 20,8 + 3,5ab 1009,0 + 86,0d 70,0 £ 3,7bc

s1 520,2 * 329,6bc 4,1+ 3,6d 2012,3+£121,8ab 40,6 + 3,0ef

Rojo S2 507,5+106,0bcd 14,3 +7,7bc 1819,8 + 138,6b 48,4 £12,9de

S3 308,9 £ 150,8d 19,9 +125ab  1297,5 + 353,1c 81,0 + 15,0b

s1 821,7+114,5a 8,0 + 3,4cd 2194,4 + 121,5a 58,9 + 5,5¢cd
Anaranjado  S2 582,2 +135,8b 12,7 +4,5bcd  1949,6 + 185,2ab 71,7+1,6b
S3 422,3 +£53,1bcd 27,5*+41a 1085,2 + 45,9cd 94,2 +6,4a

Grano 851" 0.38™ 30,91
G)
Valor de F Estado 10,05™ 92.36™ 68,17
(S)
GxS 1,24% 2,01 0,50

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (*p<0,05;
***n<0,001 y ****p<0,0001); ns: no significativo. Donde: FH: fraccion hidrofilica, FL: fraccion
lipofilica

La interaccion del tipo de maiz (G) y el estado de madurez (S) no fue significativa en todos
los casos; sin embargo, todas las variables fueron influenciadas por el estado de madurez.
La capacidad antioxidante de la fraccién hidrofilica sobre el radical DPPH (DPPH-FH)
disminuyd con el estado de madurez y presentd diferencias seguin el tipo de maiz (G
significativa). EI maiz Cabanita anaranjado mostr6 valores superiores (422,3-821,7 umol
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ET/100 g bs) que el maiz blanco y rojo (310,7-490,6 y 308,9-520,2 umol ET/100 g bs, para
el maiz blanco y rojo, respectivamente). La DPPH-FH disminuy6 de S1 a S3 en 37, 41,y 49
por ciento en el maiz blanco, rojo y anaranjado, respectivamente. Sin embargo, se observo
una tendencia opuesta en el caso de la capacidad antioxidante de la fraccion lipofilica sobre
el radical DPPH (DPPH-FL). Los valores aumentaron de S1 a S3 alrededor de 3,4 y 4,8
veces en el maiz anaranjado y rojo, respectivamente. No se detect6 DPPH-FH en S1 en el
tipo blanco, y se noté un aumento a 20,8 umol ET/100 g bs con el desarrollo del grano hasta
S3.

La capacidad antioxidante de la fraccién hidrofilica sobre el radical ABTS (ABTS-FH)
también disminuy6 con la madurez del grano en un rango de 36-51 por ciento, de manera
similar al caso de la DPPH-FH. Sin embargo, el tipo de maiz no mostr6 un efecto importante.
Los rangos fueron casi comparables entre todos los tipos de Cabanita en todas las etapas de
madurez (1009,0-2065,2 umol ET/100 g bs; 1297,5-2012,3 pumol ET/100 g bs y 1085,2-
2194,4 pmol ET/100 g bs, para las variedades blanca, roja, y maiz anaranjado,
respectivamente). Sin embargo, la capacidad antioxidante lipofilica sobre el radical ABTS
(ABTS-FL) aumenté 1,6-2,0 veces de S1 a S3 y el maiz anaranjado exhibi6 el valor méas alto

en S3 (94,2 umol ET/100 g bs) entre todas las muestras (G significativo).

Los extractos hidrofilicos inhibieron fuertemente los radicales libres evaluados mas que las
fracciones lipofilicas, lo que indica un mayor contenido de antioxidantes hidrofilicos, como
los polifenoles libres. De hecho, el contenido total de fendlicos libres por UHPLC se
correlaciond significativamente con la capacidad antioxidante (r =0,7709 y r = 0,7863, p <
0,05 para la DPPH-FH y ABTS-FH, respectivamente). Los &cidos hidroxibenzoicos (AHB)
como los derivados del acido vanilico mostraron una correlacion positiva con esta propiedad
(r=0,5740y r =0,7502, p<0,05 para DPPH-FH y ABTS-FH, respectivamente). Asimismo,
el compuesto AHB-1 y los contenidos totales de AHB se correlacionaron con la capacidad
antioxidante evaluada con ambos métodos (r = 0,5790 y 0,7962, p < 0,05 para la DPPH-FH
y ABTS-FH, respectivamente en el caso del AHB- 1y r=0,5900yr =0,7987, p < 0,05 para
la DPPH-FH y ABTS-FH, respectivamente en el caso de los AHB totales). Ademas, los
derivados de luteolina libres también contribuyeron a la capacidad antioxidante en el grupo
de maiz anaranjado (r = 0,6246, p < 0,05 para la DPPH-FH). Al igual que lo mostrado en la

presente investigacion, los compuestos fenolicos solubles se han correlacionado con una alta
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capacidad antioxidante cuando fue determinada con los métodos de poder antioxidante
reductor del hierro (FRAP) y de inhibicién del DPPH en variedades locales de maiz italiano
(Capocchi et al. 2017). Algunos flavonoides, incluidas las antocianinas, también contribuyen
en gran medida a la capacidad antioxidante in vitro del maiz mexicano de color rojo y
morado (Amador-Rodriguez et al. 2019; Rodriguez-Salinas et al. 2020). En el caso del maiz
Cabanita rojo, no se encontrd correlacion entre los contenidos de antocianinas totales y su
capacidad antioxidante, lo que puede deberse a los bajos contenidos de antocianinas
encontrados en comparacién con las mayores concentraciones de AHB, especialmente en

las etapas S1y S2.

En el caso de la capacidad antioxidante lipofilica, se encontré una correlacién moderada
entre esta funcionalidad y los contenidos de carotenoides totales (r = 0.5354, p<0.05 con el
método de inhibicién del DPPH). Otros compuestos lipofilicos, como los tocoferoles y los
tocotrienoles comunes en el germen de los granos de maiz, pero que no se analizaron en el
estudio actual, también podrian contribuir con la actividad antioxidante de la fraccion
lipofilica del maiz (Siyuan et al. 2018). Algunos tocoferoles detectados en el grano de trigo
espelta (Triticum spelta) han mostrado una correlacion significativa con la capacidad
antioxidante determinada con el método de inhibicién del radical DPPH (Skrajda-Brdak et
al. 2019).

Xu et al. (2010) observaron una disminucion continua de la capacidad antioxidante con los
métodos del DPPH y FRAP en las fracciones fendlicas libres de maiz amarillo en diferentes
etapas de desarrollo (de 74 a 116 DDP). Hu y Xu (2011) y Giordano et al. (2017) reportaron
que la capacidad antioxidante in vitro fue muy variable durante el desarrollo del grano de
maiz segun la variedad. Por otro lado, en otros estudios se ha mostrado que la capacidad
antioxidante aumenta con la madurez del grano en maiz dulce y amarillo, pero en periodos
de madurez mas cortos (17-25 DDP y 15-48 DDP, respectivamente) que en la investigacion
actual (28-77 DDP) (Ledencan et al. 2022; Zhang et al. 2020). Ademas, Liu et al. (2018)
observaron que la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC) de las
fracciones lipofilicas de maiz dulce aumenté con la madurez del grano (10-30 DDP),
mostrando una correlacion con los carotenoides totales e individuales como la luteina y la
zeaxantina. Las diferencias de los resultados actuales con los estudios anteriores indican una

influencia importante de los factores genéticos, la etapa de madurez y el origen.
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En un estudio previo con maiz peruano Cabanita blanco, rojo y anaranjado, Fuentes-
Cardenas et al. (2022) sefialaron que los compuestos hidrofilicos contribuyeron
significativamente a la capacidad antioxidante in vitro (métodos DPPH y ABTS) que las
fracciones lipofilicas, de manera similar a lo presentado en esta investigacion. Sin embargo,
los autores anteriores informaron una menor capacidad antioxidante ABTS-FH (566,3 -
685,4 umol ET/100 g bs) en comparacién a la presente investigacion (1009,0-1297,5 umol
ET/100 g bs) en una etapa de madurez similar. Esto indica que el manejo postcosecha
también juega un papel importante en la variabilidad observada de la composicion bioactiva

y la funcionalidad asociada.

4.5. ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LAS ENZIMAS o-AMILASA Y o-
GLUCOSIDASA

La ingesta de inhibidores naturales de las enzimas que intervienen en la digestion de los
carbohidratos a nivel intestinal como la a-amilasa y la a-glucosidasa, representa una
estrategia dietética importante para el control de la hiperglucemia y en consecuencia para la
prevencion de la diabetes tipo 2 (Alam et al. 2019; Hossain et al. 2020; Kashtoh y Baek,
2022). La Tabla 16 muestra la actividad de inhibicion in vitro de las enzimas o-amilasa y a-
glucosidasa de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas de las muestras de maiz Cabanita.
Todos los extractos hidrofilicos (FH) y lipofilicos (FL) del maiz inhibieron la enzima o-
glucosidasa en forma dependiente de la dosis de la muestra (3-10 mg). Sin embargo, los
extractos FH mostraron una mayor inhibicion que las fracciones FL. El tipo de maiz (G) no
tuvo una influencia significativa en la actividad inhibidora de la a-glucosidasa de las
fracciones FH y FL en todas las dosis de muestra evaluadas lo que indica un potencial
inhibitorio similar entre todos los tipos de maiz Cabanita. No se encontrd ningun efecto de
la interaccion G x S en los resultados de las fracciones FH y FL, excepto a 10 mg (FH). En
este caso, las fracciones FH de maiz blanco y anaranjado exhibieron una mayor inhibicion
que el maiz rojo en S1 (40,0, 41,0 y 32,3 por ciento, para el maiz blanco, anaranjado y rojo,
respectivamente). No obstante, la actividad inhibitoria del maiz rojo fue mayor que la del
maiz blanco y anaranjado en S2 (31,8, 20,2, 22,7 por ciento, para las muestras roja, blanca
y anaranjado, respectivamente), mientras que los resultados de todas las fracciones FH de

los tres tipos de maiz fueron casi similares en el estado de madurez S3.
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Tabla 16: Actividad de inhibicion in vitro de la a-amilasa y la a-glucosidasa en granos de maiz Cabanita de diferentes pigmentaciones y

estados de madurez

Color del Actividad inhibidora de la a-glucosidasa (%) Actividad inhibidora de la a-amilasa (%)
rano Estado 3 mg* 6 mg 10 mg 25 mg 62 mg 125 mg
g FH FL FH FL FH FL FH FL FH FL FH FL
S1 17,2 + 6,1+ 31,3+ 75+ 40,0 £ 8,9+ 70+ ND 18,6 + ND 55,0+ 43+
3,5a 4,3a 4,0a 2,6ab 6,3a 2,0b 3,0a 8,3a 25,4a 5,9
Bl S2 10,7 £ 4,7 + 16,6 + 71+ 20,2 + 119+ 14+ ND 41+ ND 135+ ND
anco 4,2¢cd 4,9 4,8de 1,7ab 4,9cd 3,3ab 1,6b 3,0 4,4b
S3 6,5+ 56+ 10,9 + 73+ 14,8 + 8,6 + ND ND 1,8+ ND 8,1+ ND
1,4d 1,6a 2,9 0,3ab 2,8d 0,7b 2,7c 1,7b
S1 18,4 + 34+ 28,0 + 8,1+ 32,3+ 12,2 + 24+ ND 6,6 + ND 18,2 + ND
3,3a 2,7a 5,4ab 4.2ab 6,9b 4,0ab 3,4b 5,9bc 8,9b
Roi S2 16,1 + 3,8+ 23,0+ 8,7+ 31,8+ 12,3 + 2,0+ ND 8,0+ ND 16,3 + ND
0Jo 1,7ab 2,9 4,3bc 2,5ab 2,8b 2,8ab 2,80 3,0bc 3,2b
S3 75+ 55+ 15,2 + 9,7+ 20,2 + 12,2 + 2,1+ ND 42 + ND 8,3+ ND
3,8cd 4.6a 6,8de 3,0a 7,6¢d 3,5ab 2,6b 4.5¢ 2,9b
S1 205+ 49+ 30,0+ 57+ 410+ 8,6 + 6,8 + ND 12,8 + ND 19,0 + ND
2,3a 5,8a 3,4a 6,2ab 2,1a 5,8b 1,8a 4 4ab 3,2b
A i2d S2 10,8 + 19+ 17,4 + 46+ 22,7+ 10,2 + ND ND 39+ ND 9,3+ ND
haranjado 3,0cd 2,9a 3,5¢cd 3,2b 4,1c 2,2ab 1,6¢ 4,3b
S3 12,1+ 34+ 18,3 + 8,7+ 22,6+ 15,1 + ND ND 30+ ND 7,9+ ND
4,2bc 2,8a 1,9cd 1,3ab 4,1c 5,3a 2,0c 0,5b
Grano 3,02 0,88™ 1,22m 1,86™ 1,99ms 1,39m 0,66™ 7,11
G)
Valor de E Estado  30,13"" 0,48™ 38,267 1,08" 43,89**** 1,09ms 15,76 19,26™
)
GxS 2,60 0,29 2,48™ 0,50m 5,12*" 1,71m 410" 6,78

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (*p<0,05; ***p<0,001 y ****p<0,0001; ns: no significativo. FH: Fraccion hidrofilica, FL:
Fraccidn lipofilica.! Dosis de la muestra. 2 No detectado
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La etapa de madurez (S) tuvo una influencia significativa en la actividad de inhibicién de las
fracciones FH en todas las dosis de muestra. A 10 mg, esta propiedad disminuyd con el
desarrollo del grano de 28-33 a 75-76 DDP en un 63, 37 y 45 por ciento en el grupo blanco,
rojo y anaranjado, respectivamente. Esta reduccion ocurrio en todas las dosis de la muestra,
lo que indica que los inhibidores hidrofilicos pueden estar relacionados con la fraccién
fenolica soluble que también disminuyd con la madurez del grano, como se indico
anteriormente. Esta funcionalidad in vitro tuvo una alta correlacion con los compuestos
fendlicos libres totales determinados por UHPLC en todas las dosis de muestra (r = 0,7386;
r =0,8064 y r = 0,8545, p < 0,05 a dosis de muestra de 3, 6 y 10 mg, respectivamente).
Compuestos fenolicos especificos como los derivados del acido vanilico, AHB-1y los AHB
totales se correlacionaron positivamente con el potencial inhibidor de las muestras de maiz
Cabanita (r=0,7962;r=0,7728 y r = 0,7961, p < 0,05, respectivamente, a la dosis de 10 mg
de muestra). Entre los compuestos AHC libres, los derivados del &cido feralico también
mostraron una correlacion significativa (r = 0,6597; p < 0,05; a la dosis de muestra de 10
mg). En el caso de las fracciones FL, los resultados no fueron influenciados por el estado de
madurez, esta propiedad fue similar durante el crecimiento del grano. Sin embargo, se
observo cierto incremento (de 5,7 a 8,7 por ciento y de 8,6 a 15,1 por ciento a 6 y 10 mg de
dosis muestra, respectivamente) durante la maduracion del maiz anaranjado. No se
encontraron correlaciones significativas entre la actividad de inhibicion de la a-glucosidasa

por las fracciones FL y algin metabolito detectado en el presente estudio.

La enzima a-amilasa, importante en la hidrélisis de polisacéridos a-1,4-glucano en maltosa
y malto-oligosacéridos (Sun et al. 2019), fue inhibida solo por las fracciones de maiz FH y
presentd una tendencia dependiente de la dosis (Tabla 16). Todos los valores disminuyeron
con la madurez del grano (S significativa) de manera similar a lo observado en el caso de la
actividad de inhibicién de la a-glucosidasa. Cuando el estado de madurez cambio de S1 a
S3, el maiz blanco (dosis de 125 mg) present6 la mayor pérdida del potencial inhibitorio
(alrededor de 85 por ciento), seguido del maiz rojo y anaranjado (~54 y 58 por ciento en
maiz rojo y anaranjado, respectivamente). La interaccion G x S y el factor G influyeron
significativamente en la inhibicion de la a-amilasa. En general, el maiz blanco tuvo una
mayor inhibicion de la a-amilasa en S1 entre todas las muestras de maiz. Esta propiedad in
vitro se correlaciond positivamente con el contenido fendlico total libre determinado por
UHPLC (r = 0,6358 y r = 0,6574; p < 0,05; a 62 mg y 125 mg de dosis de muestra,

respectivamente). Ademas, todos los AHB y los derivados de acido feralico libre se
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correlacionaron directamente con la actividad de inhibicion de la a-amilasa (r = 0,5278-

0,6471 en todas las dosis de muestra y r = 0,5340-0,5599 a 62-125 mg, respectivamente).

Diferentes estudios han destacado el papel de los compuestos fendlicos en la prevencion de
la hiperglucemia y las complicaciones oxidativas asociadas a través de varios mecanismos,
incluida la modulacion de las enzimas gastricas a nivel intestinal (Anhé et al. 2013; Sun y
Miao 2019; Sarkar et al. 2022; Serina y Castilho 2022). Los &cidos fenolicos derivados de
cereales, incluidos varios compuestos de AHB y AHC, han mostrado un potencial inhibidor
de la a-glucosidasa intestinal, el cual parece depender del nimero de grupos hidroxilo y
metoxilo en su estructura quimica (Malunga et al. 2018). Algunos derivados de AHB
detectados en grano de arroz de origen tailandés como el metil vanilato (un derivado del
acido vanilico), el &cido siringico y el acido vanilico mostraron una mayor inhibicion de la
a-glucosidasa que de la a-amilasa, y presentaron un modo de inhibicion de tipo mixto sobre
la a-glucosidasa (Sansenya y Payaka 2022). En el mismo estudio, un andlisis in silico revel6
que la inhibicion involucraba la interaccion molecular entre los AHB y los sitios de unién
de las enzimas digestivas a través de 3-4 enlaces de hidrégeno dependiendo del compuesto
fenolico y la enzima (Sansenya y Payaka 2022). Las amidas de acidos hidroxicinamicos
conjugados identificadas en el maiz y en otros cereales de la familia Poaceae, como la N,N'-
di-feruloilputrescina, la N-p-cumaroil-N'-feruloilputrescina, también se han considerado
como inhibidores de la a-glucosidasa (Niwa et al. 2002; Wang et al. 2020). Recientemente,
otro derivado del &cido ferulico llamado 6'-O-feruloil-sacarosa aislado de salvado de arroz
negro mostro una alta inhibicion de la a-glucosidasa cuando se realizaron estudios in vitro e
in silico (Bhuyan et al. 2022).

Con base en la informacion anterior, la fraccion fenolica libre que incluye los AHB y algunos
derivados de AHC que probablemente involucran derivados del acido ferulico detectados en
la investigacion actual, podrian estar relacionado con el potencial anti-hiperglucemiante in
vitro de los extractos de FH de maiz Cabanita. Sin embargo, también pueden estar
involucrados otros compuestos polares. Algunos estudios han sefialado el papel de los
alcohol azucares (eritritol, xilitol, sorbitol) y los compuestos triterpenoides para la
atenuacion de la glucemia posprandial a través de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa
(Di Stefano et al. 2018; Wen et al. 2018). El estigmasterol, entre otros fitoquimicos
identificados en la seda del maiz, se ha indicado también como inhibidor potencial de las

enzimas o-glucosidasa y a-amilasa (Chaudhary et al. 2022).

90



La actividad inhibidora de la FL sobre la a-glucosidasa se podria atribuir a compuestos
lipofilicos que aumentan en el grano de maiz con el tiempo de madurez, especialmente en el
caso del maiz anaranjado. Por ejemplo, los contenidos de a-tocoferol, B-tocotrienol, y-
tocotrienol y &-tocotrienol han aumentado con la madurez en granos de Amaranthus cruentus
(Manyelo et al. 2022). Los extractos lipofilicos de semillas de Vicia fava L. que contienen
a-tocoferol y y-tocoferol exhibieron una alta inhibicion de la a-glucosidasa (Ferchichi et al.
2020). Es posible que la actividad inhibitoria de los extractos de maiz Cabanita sobre las
enzimas digestivas se deba a una accién sinérgica de los compuestos contenidos en las FH y
FL como tambiéen lo reportan Parizad et al. (2019) en varios cereales pigmentados. Son
necesarios estudios a futuro para determinar la identidad exacta de los compuestos presentes
en las fracciones FH y FL del maiz Cabanita involucrados en la inhibicion de las enzimas

relevantes para la modulacion de la hiperglucemia, asi como sus mecanismos de accion.

Los resultados de la actividad inhibidora de la a-amilasa de este estudio son comparables a
los publicados por Ranilla et al. (2019) en granos maduros de maiz Cabanita de Pert (8,9-
10,2 por ciento, a una dosis de muestra de 125 mg). Sin embargo, los autores anteriores
obtuvieron actividades de inhibicion de la a-glucosidasa mas altas (34,9-40,8 por ciento, a
12,5 mg de dosis de muestra), lo que podria explicarse a las mayores dosis de muestra
evaluadas en ese estudio. Por otro lado, se ha reportado un menor potencial de inhibicion de
la a-amilasa y la a-glucosidasa por la fraccion fendlica libre de maiz ceroso fresco chino
cosechado en el estado leche (~28-72 por ciento y ~32-48 por ciento para la actividad
inhibidora de la o-amilasa y la a-glucosidasa, respectivamente, a una dosis de muestra de
1000 mg) que los resultados obtenidos en el presente estudio en una etapa de madurez similar
(2,4-55,0 por ciento a una dosis de muestra de 25-125 mg, y 17,2-41,0 por ciento a una dosis
de muestra de 3-10 mg para la actividad de inhibicion de la a-amilasa y la a-glucosidasa,
respectivamente) (Chen et al. 2021). Varios estudios han demostrado el potencial anti-
hiperglucemiante del maiz de diferentes origenes (Lee et al. 2010; Gonzalez-Mufioz et al.
2013; Parizad et al. 2019). Sin embargo, en este estudio se muestra por primera vez el
impacto del estado de madurez sobre esta propiedad funcional a nivel in vitro en muestras

seleccionadas de la diversidad del maiz de raza Cabanita.
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4.6. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP)

En la Figura 26 se muestra el analisis de componentes principales (ACP) obtenido en funcion
a todas las variables evaluadas en los tres tipos de maiz Cabanita a diferentes estados de
madurez con el objetivo de explorar potenciales asociaciones o formacion de agrupamientos.
El modelo retuvo 3 componentes principales (CP) que representaron en total el 64 por ciento
de la variabilidad de los datos. De acuerdo con el grafico del score plot (Figura 26 A), se
observaron diferentes grupos en funcién al tipo de maiz y el estado de madurez, en especial
en los maices anaranjado y blanco. EI CP 1 (28 por ciento de la variabilidad explicada)
permitio discriminar las muestras de maiz en los estados de madurez méas inmaduros (S1y
S2) (de izquierda a derecha), mientras que las muestras al estado de madurez S3 en los tres
tipos de maiz formaron un grupo més alejado (situado en el lado derecho) y muy cercano

entre sf.

Segun el grafico del loading plot (Figura 26 B), esta separacion se explica debido a que las
muestras mas inmaduras (leche y masa) presentaron mayores contenidos de carotenoides y
compuestos fendlicos, los que se correlacionaron con una mayor bioactividad in vitro como
la actividad de inhibicion de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa y la capacidad
antioxidante. Las muestras en madurez fisiologica tuvieron en general menores
concentraciones de esos compuestos, una menor bioactividad, aunque mayor peso y
didmetro. El maiz blanco y rojo en estado S3 se relaciond con mayores contenidos de algunos

fenolicos libres como derivados de acido p-cumarico y cafeico.

El PC 2 (25 por ciento de la variabilidad explicada) (de arriba hacia abajo) separd
principalmente las muestras de maiz anaranjado de los otros tipos, indicando un patron
diferente en este maiz. EI mismo se caracterizé por mayores contenidos de carotenoides que
el maiz rojo y blanco, mayores concentraciones de acido ferulico ligado (en S1y S2) y mayor
capacidad antioxidante de la fraccion lipofilica (en S3) con ambos métodos evaluados
(DPPH y ABTS). La fraccion fendlica libre se correlacion6 con una mayor inhibicion de las
2 enzimas digestivas y estas propiedades fueron mayores en el grupo de muestras del maiz
blanco en estado S1. En general, el ACP evidencia que los tres tipos de maiz tienen un
comportamiento diferente segun lo analizado previamente en las secciones anteriores, pero
el maiz anaranjado presenta un patrén més diferente respecto al observado en el caso del

maiz blanco y rojo.
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Figura 26: Graficos de puntuacion PC1 vs. PC2 (A) y graficos de cargas de correlacion
(B) para los dos primeros factores considerando todos los datos del analisis de
componentes principales

(A) circulo celeste (maiz Cabanita blanco, en diferentes estados de madurez, S1, S2, y S3), tridangulo
rojo (maiz Cabanita rojo, en diferentes estados de madurez, S1, S2, S3) y cuadrado verde (maiz
Cabanita anaranjado, en diferentes estados de madurez, S1, S2, S3)
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V. CONCLUSIONES

La diversidad del maiz Cabanita representada en tres clases de maiz con pigmentacion
diferente como el blanco, rojo y anaranjado tuvieron tendencias diferentes en su
composicién de metabolitos secundarios (polifenoles y carotenoides), y todas las
muestras presentaron potencial antioxidante e hipoglucémico in vitro los cuales fueron

mas influenciados por el estado de madurez del grano.

Las fracciones fendlicas libres de los tres tipos de maiz Cabanita presentaron AHB vy
AHC, aunque flavonoides como derivados de luteolina y antocianinas fueron especificos
para el maiz anaranjado y rojo, respectivamente. La concentracién de antocianinas
aumentd durante la maduracion del maiz rojo, junto con algunos AHC en todos los
maices, pero a nivel global el contenido total de polifenoles libres disminuy6 con la

madurez del grano.

Los tres tipos de maiz presentaron perfiles similares de compuestos fenoélicos ligados a
la fibra dietética y fue la fraccion fendlica mayoritaria en todas las muestras respecto al
contenido total (libre+ligado). El &cido ferulico fue el compuesto detectado a mayor
concentracion, seguido por sus derivados y el acido p-cumarico. El maiz anaranjado y
rojo presentaron mayores niveles de fenolicos ligados que el blanco, y en general sus

concentraciones permanecieron estables por efecto del estado de madurez.

En todas las muestras de maiz se detectaron carotenoides del tipo xantdfilas
(principalmente luteina y zeaxantina) y sus isomeros, pero los perfiles y concentraciones
variaron segun el tipo de maiz. EI maiz anaranjado tuvo el mas alto contenido de
carotenoides totales (3,19-5,87 ug/g bs) en especial en los estados de madurez S1y S2,

para disminuir significativamente en el estado S3.

La capacidad antioxidante evaluada con los métodos de inhibicion de los radicales DPPH
y ABTS fue mayor en las fracciones hidrofilicas que en las lipofilicas de todas las

muestras evaluadas, y se correlaciond significativamente con los compuestos fenolicos



de la fraccion fendlica libre, principalmente con los AHB. Esta propiedad disminuyo en

la fraccion hidrofilica con el desarrollo del grano, pero aumentd en la fraccion lipofilica.

El potencial hipoglucémico in vitro determinado a través de la capacidad de inhibicién
de la enzima a-glucosidasa fue mayor en las fracciones hidrofilicas de los tres tipos de
maiz que en la lipofilica, mientras que solo la fraccion hidrofilica inhibi6 la enzima a-
amilasa. Esta propiedad funcional se correlaciong significativamente con los compuestos
fenolicos libres como los AHB y disminuy6 con el estado de madurez del grano, siendo
la fraccion hidrofilica del maiz blanco la que present6 la mayor actividad de inhibicion
de la a-glucosidasa y la a-amilasa a un estado de madurez S1 o leche (40 por ciento a 10

mg y 55 por ciento a 125 mg, respectivamente).

Los mejores periodos de cosecha recomendados para el consumo de Cabanita
anaranjado y blanco serian en las etapas de leche o masa (en S1y S2, respectivamente)
debido a su contenido mas alto de polifenoles, flavonoides (derivados de la luteolina) y
carotenoides (en el caso del tipo anaranjado), ademas de mejores propiedades
antioxidantes e hipoglucémicas in vitro. EI maiz rojo seria mas valioso en el estado de
madurez S3 debido a su mayor contenido de antocianinas y compuestos fendlicos

totales.

El estudio actual presenta por primera vez la variabilidad de los compuestos bioactivos
(polifenoles y carotenoides) y su potencial para la salud de tres tipos de maiz Cabanita
de la regidén Arequipa a diferentes estados de madurez constituyendo informacion
relevante para diversificar su consumo en otros estados de madurez diferentes al

tradicional (maduro) y promover mejoras a futuro a nivel de postcosecha.
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VI. RECOMENDACIONES

Explorar posibles potencialidades de bioactividad de compuestos como tocoferoles,

fitoesteroles, péptidos bioactivos en semillas de maiz Cabanita.

Realizar estudios de biodisponibilidad que incluyan factores externos (ambientales),
relacionados con el procesamiento, interaccion con otros compuestos (polifenoles,

proteinas, antinutrientes) y factores relacionados con el huésped.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Certificado de Cumplimiento Reconocido Internacionalmente (CCRI)
ABSCH-IRCC-PE-256874-1

7N 7R\

U N w % Convention on g{"";})
RVETon o 4§

environment Biological Diversity \\S:274

Access and Benefit-Sharing Clearing-House (ABSCH)

ABSCH-IRCC-PE-256874-1
Internationally recognized certificate of compliance

constituted from information on the permit or its
equivalent made available to the Access and
Benefit-sharing Clearing-House

In accordance with Article 17, paragraph 2, of the Nagoya Protocol on Access and Benefit-sharing, a
permit or its equivalent issued in accordance with Article 6, paragraph 3 (e) and made available to
the Access and Benefit-sharing Clearing-House, shall constitute an internationally recognized
certificate of compliance.

General Information

Issuing country

PERU

Verification link (view latest version)

https://absch.cbd.int/database/ABSCH-IRCC-PE-256874

ABS-CH Unique Identifier (UID)

ABSCH-IRCC-PE-256874-1

Issuing Authority

- Competent National Authority: ABSCH-CNA-PE-203840-6

COMPETENT NATIONAL AUTHORITY

Instituto Nacional de Innovacién Agraria



Av. La Molina, N° 1981, La Molina Lima
Peru

Phone: +1 511.240.2100

Email: jefatura@inia.gob.pe

Website: http://www.inia.gob.pe

? ABSCH-CNA-PE-203840-6

Details of the permit or its equivalent

Reference number of the permit or its equivalent

00030PER/INIA-2021

Additional national references or identifiers
Resoluciéon Directoral N° 0006-2021-INIA-DGIA de fecha 23 de junio de 2021, publicada en El Peruano el 26 de

junio de 2021, la cual autoriza la suscripcion el Contrato de Acceso a Recursos Genéticos N°
002-2021-MIDAGRI-INIA/DGIA realizada el 23 de junio de 2021.

Date of issuance of the permit or its equivalent

27 Jun 2021

Date of expiry of the permit or its equivalent

27 Jun 2024

Prior Informed Consent (PIC) Information

Confirmation that prior informed consent (PIC) obtained or granted

YES

Provider The person or entity that holds the right to grant access to the genetic resources in accordance with domestic
legislation.

- Competent National Authority: ABSCH-CNA-PE-203840-6

COMPETENT NATIONAL AUTHORITY



Instituto Nacional de Innovacién Agraria
Av. La Molina, N° 1981, La Molina Lima
Peru

Phone: +1 511.240.2100

Email: jefatura@inia.gob.pe

Website: http://www.inia.gob.pe

? ABSCH-CNA-PE-203840-6

Entity to whom PIC was granted

- Organization: Universidad Catélica de Santa Maria

ORGANIZATION

Universidad Catdlica de Santa Maria
Academic or research institute

Urb. San José s/n Umacollo Arequipa
Peru

Phone: +51 54 382038

Email: ucsm@ucsm.edu.pe

Mutually Agreed Terms (MAT) Information

Confirmation that mutually agreed terms (MAT) have been established

YES

Additional information about the mutually agreed terms

Contrato de Acceso a Recursos Genéticos N° 002-2021-MIDAGRI-INIA/DGIA.

Subject-matter

Subject-matter or genetic resources covered:

El acceso cubre recursos genéticos y derivados contenidos en mazorcas de la raza “cabanita” de maiz (Zea
mays), proveniente de la Regién Arequipa, obtenidas en condiciones in situ en parcelas de agricultores que
otorgaron su consentimiento fundamentado previo. La solicitud de acceso a los recursos genéticos fue
aprobada mediante Resolucién Directoral N° 0006-2021-INIA-DGIA de fecha 23 de junio de 2021.



Information on the utilization of the genetic resource(s)

Type of use allowed by the permit or its equivalent

Non-Commercial

Specific uses covered by the permit or its equivalent or use restrictions:

La USUARIA tiene derecho a acceder a los recursos genéticos de maiz (Zea mays), para el cumplimiento de los
objetivos del proyecto: “Andlisis metabolémico y transcriptémico para la identificacién preliminar de genes
involucrados en la biosintesis de carotenoides y polifenoles con potenciales propiedades antioxidantes e
hipoglucémicas in vitro en la raza de maiz (Zea mays L.) Cabanita de la regién Arequipa”, sin fines
comerciales, con el objetivo general de contribuir a la valorizacién de esta raza de maiz, particularmente, por
los compuestos bioactivos relevantes para la salud que contiene.

Cualquier modificacién en la utilizacién de los recursos genéticos y sus derivados accedidos, que implique la
variacién de las actividades no comerciales a actividades comerciales, requiere el inicio de un nuevo
procedimiento de acceso ante la AAE.

La USUARIA no podra reclamar derechos de propiedad sobre los recursos genéticos y sus derivados objeto del
Contrato. Asimismo, el contrato no otorga, expresa o implicitamente, a la USUARIA derechos de propiedad
intelectual.

Conditions for third party transfer:

La USUARIA no debe transferir los recursos genéticos y sus derivados objeto del contrato a terceros, sin la
autorizacién de la AAE. (7.6)

La USUARIA no debe trasladar las muestras del recurso genético y sus derivados objeto del contrato fuera del
pais, salvo para los servicios que se ejecutaran en la Pontifica Universidad Catélica de Valparaiso (Chile) y
MACROGEN (Corea del Sur) para el andlisis que se requiere en el marco del proyecto, debiendo gestionar los
correspondientes permisos y controles de ley (Aduanas, SENASA, entre otros).

En el caso excepcional que la USUARIA requiera la salida del material genético, deberd gestionar ante la AAE la
autorizacién correspondiente.

Asimismo, la USUARIA debe destruir los remanentes de los recursos genéticos y sus derivados accedidos,
resultado de la ejecucién y/o culminacion del proyecto con la finalidad de evitar el uso indebido de tales
recursos, bajo responsabilidad. Debera acreditar la referida destruccién con un informe documentado que
incluya la prueba fehaciente de tal hecho.

Amendment History

Date Action Comment Unique identifier



25 AUG 2021 CURRENT Permit information published to the ABSCH-IRCC-PE-256874-1
17:23 VERSION ABS clearing-house and certificate
constituted.

Further Information

Questions about the permit or its equivalent constituting Secretariat of the Convention on Biological
an internationally recognized certificate of compliance Diversity

should be addressed to the competent national 413 rue Saint-Jacques, suite 800

authority issuing the permit or its equivalent. Additional Montreal, Québec, H2Y 1N9

information about the permit or its equivalent may be Canada

available in the Access and Benefit-Sharing Clearing Fax: +1 514 288-6588

House ( https://absch.cbd.int/). Email:

Questions about the Nagoya Protocol on Access and
Benefit-sharing or the operation of the Access and
Benefit-sharing Clearing-House may be directed to the
Secretariat of the Convention on Biological Diversity.



Anexo 2: Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de cultivo del maiz Cabanita

Caracteristicas Cantidad
Arena (%) 55,1
Lim (%) 27,1
Acrcilla (%) 17,8
Porosidad (%) 38,0
Agua (%) 7,9
Materia organica (%) 8,1
Nitrogeno total (%) 0,3
Faésforo (ppm) 165,9
Potasio (ppm) 3.099,8
CO3Ca (%) 2,9
pH 8,0
Conductividad eléctrica (dS/m) 2,6

Fuente: Instituto Nacional de Innovacion Agraria (2020)



Anexo 3: Desarrollo mensual del cultivo de maiz Cabanita de tres diferentes

pigmentaciones (blanco, rojo y anaranjado)

G
A B,C,D, E,FyG: Corresponde al mes 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 después de la siembra, respectivamente.



Anexo 4: Polinizacion manual del maiz Cabanita




Anexo 5: Analisis estadistico

A. Andlisis estadistico- acidos hidroxibenzoicos tipo 1 (AHB-1) de tres tipos de maiz Cabanita en
tres diferentes estados de madurez

HBA-1

Variable N R® R® 23 CW
HBA-1 36 0.68 0.47 45.28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2955.11 14 211.08 3.18 ©0.0083
Maize type 22.71 2 11.35 0.17 0.843%
Maturation stage 2742.35 4 €£55.59 10.33 ©0.0001
Maize type*Maturation stag.. 206.82 8 25.85 0.3% 0.%140
Error 1393.55 21 66.36
Total 4348.67 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DM3=19.3003%7
Error: 66.3596 gl: Z1

Maize type Maturation stage Medias n E.E.
White 51 30.57 4 4.07 A
Orange 51 27.60 4 4.07 A
Red 55 24.30 1 8.15 4 B
Red 51 23.24 4 4.07T L B
Red 54 21.15 1 8.15 & B
Red 52 20.66 1 8.15 & B
Crange 5z 18.01 1 8.15 A B
Crange 55 17.89 1 8.15 A B
White 54 17.72 1 8.15 & B
White 5z lg.27 1 8.15 & B
Crange 54 15.43 1 8.15 & B
White 55 13.05 1 8.15 2 B
Crange 53 8.33 5 3.64 B
Red 53 €.54 5 3.64 B
White 53 €.11 5 3.64 B

Msdias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

B. Analisis estadistico- Derivado del acido vanilico (fraccion libre) de tres tipos de maiz Cabanita
en tres diferentes estados de madurez

Free-vanill-ac-der

Variable N R* R® Bj CW
Free-vanill-ac-der 36 0.75 0.58 42.60

Cuadro de Analisis de la Varianza (S5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-wvalor
Modelo 557.22 14 39.80 4.44 0.0011
Haize type 30.56 2 15.28 1.70 0.2063
Maturation stage 490.51 4 122.83 13.67 <0.0001
Maize type*Maturation stag.. 57.35 8 T7.17 ©0.80 0.8100
Error 188.40 21 g.57
Total T45.683 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=7.31740
Error: 8.971¢6 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
White 51 13.56 4 1.50 &
Crange 51 11.44 4 1.50 2 B
Red 51 10.81 4 1.502x B C
Red 52 10.72 1 3.002 B C
Red 55 9.3% 13.00ax B C D
Red 54 8.0 13.00aR B C D
White 54 7.02 1 3.00R B C D
White 55 .65 1 3.00 E C D
Crange 55 5.57 1 3.00 BE C D
Crange 54 4.58 1 3.00 E C D
White 52 4,10 1 3.00 C D
Red 353 4.05 5 1.34 cC D
Orange 52 3.96 1 3.00 cC D
Crange 53 3.37 5 1.34 D
White 53 2.75 5 1.34 ]

Modias con una letra comin no son sigpificativamente diferentes (p > 0.05)



C. Analisis estadistico- Total &cidos hidroxibenzoicos (fraccidn libre) de tres tipos de maiz Cabanita
en tres diferentes estados de madurez

Free-total-HBA

Variable N RE* R® A7 CW
Free-total-HBA 36 0.71 0.52 45.23

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. gl CM F p-valor
HModelo .01 14 427.57 3.76 (0.0032
Maize type .85 2 48.33 0.42 0.6593
Maturation stage .63 4 1382.41 12.16 «<0.0001
Maize type*Maturation stag.. .58 8 56.95 0.50 0.8420
Error .11 21 113.72
Total .11 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=26.05190
Error: 113.71594 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

White 51 44.18 4 5.33 3

Crange 51 39.15 4 5.33 4 B

Red 51 34.05 4 5.33 4 B

Red 55 33.70 1 10.86 B B C
Red 52 31.38 1 10.66 2 B C D
Red 54 29,21 1 10.e6 4 B C D
White 54 24.74 1 10.66 4 B C D
Orange 55 23.46 1 10.66 4 B C D
Crange 52 21.97 1 10.66 2 B C D
White 52 20.38 1 10.66 24 B C D
Crange 54 20,01 1 10.86 4 B C D
White 55 15.6% 1 10.66 B C D
Crange 53 11.70 S5 4.77 cC D
Red 53 10.5% 5 4.77 cC D
White 53 .86 5 4.77 D

Modias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

D. Anaélisis estadistico- Derivados del acido p-cumarico (fraccion libre) de tres tipos de maiz
Cabanita en tres diferentes estados de madurez

Free-p-coum-der

Variable N R* R® Bj CW
Free-p-coum-der 36 0.53 0.22 70.47

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 9.0 14 0.69% 1.72 0.1275
Haize type 0.77 2 0.38 0.%6 0.39885
Maturation stage 6.66 4 1.7 4.17 0.0122
Maize type*Maturation stag.. ©0.70 8 0.092 0.22 0.9838
Error §.38 21 0.40
Total 17.98 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.54349
Error: 0.38982 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
White 53 1.1 5 0.28 B
Crange 53 1.35 5 0.28 A B
Red 53 0.94 5 0.28 2 B
White S1 0.82 4 0.32 A B
White S4 0.74 1 0.63 R B
White S5 0.64 1 0.63 R B
Crange 51 0.57 4 0.32 A B
Crange 54 0.56 1 0.63 2 B
Crange 55 0.55 1 0.63 A B
Orange 52 0.48 1 0.63 L B
Red 51 0.43 4 0.32 B
Red 54 0.31 1 0.63 B
White 52 0.30 1 0.63 B
Red 5z 0.26 1 0.63 B
Red S5 0.18 1 0.63 B

ativaments difsrentes (p > 0.05)

Msdias con una letra comin no son

0
b
g
B

4]



E. Anadlisis estadistico- Derivado del acido feralico (fraccién libre) de tres tipos de maiz Cabanita
en tres diferentes estados de madurez

Free-fernl-der

Variable ) R* R=® B3 CW
Free—ferul-der 36 0.71 ©.52 Z6.75

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 16.38 14 1.17 3.75 0.0032
Maize type 4,38 2 2.1%9 7.01 0.0046
Maturation stage 9.23 4 2.31 7.3% 0.0007
Maize type*Maturation stag.. 5.30 8 0.66 2.13 0.0795
Error 6.55 21 0.31
Total 22.93 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.36452
Error: 0.3120 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Red 55 3.3% 1 0.56 &
White 51 3.29 4 0.28 &
Crange 51 2.53 4 0.28 A B
Red s1 2.53 40.28 2 B
Red 54 2.43 1 0.5 2 B C
Red 52 2.35 1 0.56 2 B C
Red 53 1.897 5 0.25 BE C
White 53 1.68 5 0.25 B C
Orange 53 1.5 5 0.25 B C
White 52 1.51 1 0.56 BE C
White 55 1.3 1l 0.56 BE C
Crange 55 1.2 1 0.56 BE C
White 54 1.07 1 0.56 C
Orange 52 0.99 1 0.56& cC
Crange 54 0.89 1 0.56 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

F. Analisis estadistico- Total &cidos hidroxicinamicos (fraccion libre) de tres tipos de maiz Cabanita
en tres diferentes estados de madurez

Free-total-HCA

Variable H RE® R*® &3 CW
Free-total-HCA 36 0.50 0.1 35.03

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 28.83 14 2.06 1.47 0.2064
Maize type 3.25 2 1.63 1.1 0.3325
Maturation stage 19.65 4 4.%1 3.51 0.0242
Maize type*Maturation stag.. 4.38 & 0.55 0.3% 0.9134
Error 29.41 21 1.40
Total 58.24 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.85104
Error: 1.4004 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
White 53 4.58 5 0.53 4
Red 53 4,11 5 0.53 2 B
White S1 4.11 4 0.5% & B
Red 55 3.57 11.18 & B
Crange 53 3.4%9 5 0.53 & B
Crange 51 3.14 4 0.5% 2 B
Red 51 2.96 4 0.55 4 B
Red 54 2.74 1 1.18 2 B
Red 52 2.62 11.18 » B
White 55 2.12 11.18 2 B
White 5z 2.06 1 1.l18 & B
White 54 1.97 1 1.18 & B
Crange 55 1.85 1 1.18 B
Crange 52 1.49 1 1.18 B
Orange 54 1.47 1 1.18 B

Msdias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)



G. Analisis estadistico- Total flavonoides (fraccion libre) de tres tipos de maiz Cabanita en tres

diferentes estados de madurez

Free-total-flav

Variable 1) E* R*® Lj

'ty

Free-total-flav 36 0.53 0.22 145.98

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CcH F p-valor
Modelo 2015.65 14 143.98 1.6% 0.1357
Maize type S66.87 2 283.44 3.32 0.0560
Maturation stage 83.76 4 20.94 0.25 0.90%94
Maize type*Maturation stag.. 907.87 & 113.48 1.33 0.2835
Error 1793.92 21 85.42
Total 3809.58 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=22.57952
Error: 85.4250 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Orange 51 22.70 4 4.&82 A
Crange 54 14,31 1 9.249 4 B
Crange 52 12.70 1 9.24 n B
Red 53 11.75 5 4.13 & B
Crange 53 6.54 5 4.13 A B
Orange 55 4.07 1 9.24 5 B
Red S5 3.3% 1 9.24 1 B
Red 52 0.72 1 9.24 B
Red 54 0.61 1 9, B
Red 51 0.56 4 4.62 B
Whitce S1 0.00 4 4.82 B
White 54 0.00 1 9.24 B
White 53 Q.00 5 4.13 B
White 52 0.00 1 9.24 B
White 55 0.00 1 9.24 B
Msdias con una lstra comin no son significativaments diferentss (p > 0.05)

H. Analisis estadistico- Total compuestos fendlicos (fraccidon libre) de tres tipos de maiz Cabanita

en tres diferentes estados

de madurez

Free-total-phenolics

Variable N R=

R=

A3

Cv

Free-total-phenolics 36 0.73

0.55 36.

3

&

Cunadro de Analisis de la Varianza

(5C tipo III)

F.V. SC gl C F p-valor
Modelo §236.25 14 588.30 4.06 0.0020
Maize type 493.26 2 246.63 1.70 0.20e3
Maturation stage 5516.44 4 1475.11 10.20 0.0001
Maize type*Maturation stag.. 1482.75 8 185.34 1.28 0.3066
Error 3045.71 21 145.03
Total 11281.55 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=29.42094
Error: 145.0336 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Crange 51 65.00 4 g.02 A
White 51 48.29 4 6.02 A B
Red 55 40.66 1 12.04 A B C
Red 51 37.58 4 &.02 B C
Crange 52 36.16 1 12.04 B C
Crange 54 35.79% 1 12.04 B C
Red 52 34.72 1 12.04 B C
Red 54 32.5¢ 1 12.04 B C
Crange 55 29.3% 1 1z2.04 B C
White 54 26.71 1 12.04 B C
Red 53 26.45 5 5.3% B C
White 52 22.44 1 12.04 B C
Crange 53 22.04 5 5.38 B C
White 55 20.81 1 12.04 B C
White 53 13.43 5 5.3% C

Medias con una

lstra comin no son

5.

ignificativamentes diferentes (p > 0.05)



I. Analisis estadistico- acido ferdlico (fraccién ligada) en tres tipos de maiz Cabanita, con tres
diferentes estados de madurez

Bound-ferul-acid

Variable N R* R® &3 CWV
Bound-ferul-acid 36 0.53 0.22 14.4¢6

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 13432.03 14 959.43 1.71 ©0.1301
Maize type 4011.03 2 2005.51 3.57 0.0463
Maturation stage 1356.37 4 339.0% 0.60 0.6645
Maize type*Maturation stag.. 5145.86 & 643.23 1.14 0.375%
Error 11803.27 21 E&62.06
Total 25235.30 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=57.91802
Error: H&Z.0&604 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Crange 52 1sg.06 1 23.71 &
Crange 55 195.4% 1 23.71 &
Orange 51 33 4 11.85 A
Orange 53 21 5 10.60 A B
White 52 123.71 4 B
Red 53 86 5 1l0.60 A B
Red 54 46 1 23.71 A B
White 51 163.32 4 11.85 R B
Red 51 1l6l1.8% 4 11.85 A B
White 55 151.68% 1 23.71 &4 B
Crange 54 147.21 1 23.71 A B
White 54 145.8% 1 23.71 R B
Red 55 143.02 1 23.71 R B
White 53 133.27 & 10.60 B
Red 52 124.78 1 23.71 B
Msdias con una letra comin no son sig. icativamente diferentes (p > 0.05)

J. Andlisis estadistico- derivado del &cido ferulico (fraccion ligada) en tres tipos de maiz Cabanita,
con tres diferentes estados de madurez

Bound-ferul-acid-der

Variable i R® R® Bj CW
Bound-ferul-acid-dex 36 0.70 0.49 27.24

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo 685.06 14 48.93 3.44 0.0053
Maize type 180.26 2 90.13 €.33 0.0070
Maturation stage 240.38 4 60.09 4.22 0.011s
Maize type*Maturation stag.. 151.58 8 18.95 1.33 0.2821
Error 298.80 21 14.23

Total S983.86 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS5=9.21514
Error: 14.2285 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Crange 55 25.75 1 3.77 &

Crange 53 20.23 5 1.6%5 1 B

Red 53 17.57 5 1. B B C
Crange 52 15.24 1 3.77Tax B C D
Red 54 14.26 1 3.77 B C D
Crange 51 13.12 4 1.8%9 B C D
Red 55 1z2.87 1 3.77 B C D
Crange 54 1z.42 1 3.77 B C D
Red 51 12.04 4 1.89 C D
White 5z 11.31 1 3.77 C D
White 53 11.29 5 1.69 C D
White 55 11.20 1 3.77 C D
White 54 10.43 1 3.77 C D
White 51 8.46 4 1.89 D
Red 52 5.08 1 3.77 D
Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p » 0.05)



K. Analisis estadistico - Total compuestos fenélicos (fraccién ligada) en tres tipos de maiz Cabanita,
con tres diferentes estados de madurez

Bound-total-phenolics

Variable H R® R® &3 CW
Bound-total-phenolics 36 0.54 0.23 15.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Hodelo 18505.11 14 1350.36 1.75 0.11%0
Maize type 6462.99 2 3231.49 4.1% 0.0283
Maturation stage 927.98 4 231.9%9 0.30 0.873%9
Maize type*Maturation stag.. 7446.13 & 930.77 1.21 0.3414
Error 16180.46 21 770.50
Total 35085.57 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=67.81222
Error: 770.48789 gl: 21

Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Orange 55 232.23 1 27. L
Orange 52 219.76 1 27. s
Crange 51 209.39 4 13.¢% R
Crange 53 204.84 5 12. R
Red 53 1%4.97 5 12. L B
White 52 187.17 1 27. 2 B
Red 54 184.93 1 27.76 L B
Red 51 180.31 4 13.88 B B
White 51 176.72 4 13.88 &4 B
White 55 lgg.54 1 27.76 L B
Crange 54 1lg5.14 1 27.76¢ B B
White 54 1€0.53 1 27.76 B B
Red 55 le0.2% 1 27.76 L B
White 53 151.45 5 12.41 B
Red 52 132.36 1 27.76 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

L. Anaélisis estadistico - Total compuestos fendlicos por UHPLC (fraccion ligada) en tres tipos de
maiz Cabanita, con tres diferentes estados de madurez

UHFLC-total-FC

Variable H R® R® Aj CWV
UHPLC-total-PC 36 0.6% 0.48 12.80

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 35814.91 14 2558.21 3.30 0.0087
Maize type 9635.64 2 4817.82 .22 0.007¢
Maturation stage S035. 4 22 2.92 0.0459
Maize type*Maturation stag.. 9479, 8 1.53 0.2064
Error 1&6267. 1
Total 52082.
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=67.99431
Error: 774.6414 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Orange 51 274.3% 4 13.92 A
Crange 55 26l.62 1 27.83 A B
Crange 52 255.%2 1 27.83 R B
Crange 53 226.88 5 12.45 2 B C
White S1 225.01 4 13.%2 A B C
Red 53 221.42 5 12.45 2 B C
Red 51 217.89 4 13.%2 A B C
Red 54 217.50 1 27.83 A B C D
White 52 209.61 1 27.83 E C D
Red 55 200.94 1 27.83 BE C D
Crange 54 200.%4 1 27.83 E C D
White 55 189.35 1 27.83 B C D
White 54 187.24 1 27.83 B C D
Red 52 167. 1 27.83 cC D
White 53 le4. 5 12.45 i

o

Msdias con una letra comin no son s

El ramente diferentes (p = 0.05)

0



M. Analisis estadistico - Total compuestos fendlicos analizados con el método de Folin-Ciocalteau
(fraccion libre) en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Free-TPC

Variable N R= R® Aj CW
Free-TPC 36 0.45 0.08 35.70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-wvalor
Modelo 4377.12 14 312.65 1.23 0.3280
Maize type 424,59 2 212.2% 0.83 0.4491
Maturation stage 1346.15 4 336.54 1.32 0.2955
Maize type*Maturation stag.. 233%.06 & 2%2.38 1.15 0.3752
Error 5359.16 21 255.20
Total §736.27 35

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS5=39.02660
Error: £255.1879 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

White 51 E7.8% 4 7.39 R
Orange 53 E5.59 &5 7.14 B
Red 53 £3.66 5 T7.14 n
Crange 51 52.97 4 T7.39 &
Red 54 44.14 1 15.87 A
Crange 55 42.03 1 15.87 &
Red 55 40.88 1 15.97 A
Red 52 3%.52 1 15.87 A
Red 51 38.00 4 7.99 &
Crange 54 34.8%0 1 15.87 A
White 53 31.53 5 7.14 A
Orange 52 30.26 1 15.937 &
White 54 30.08 1 15.87 A
White 55 26.89 1 15.97 A
White 52 22. 1l 15.87 &

Medias con una lestra comin no son

ativamente diferentes (p = 0.05)

N. Anaélisis estadistico - Total compuestos fendlicos analizados con el método de Folin-Ciocalteau
(fraccion ligada) en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Bound-TEC

Variable N RE® E* L3 Cw
Bound-TPC 36 0.65 0.48 14.33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 25338.33 14 1809.88 3.33 0.0064
Haize type 10754.64 2 5377.32 9.50 0.0009
Maturation stage 3052.08 4 763.02 1.40 0.2870
Maize type*Maturation stag.. 9889.86 ©§ 1236.23 2.27 0.0628
Error 11411.92 21 543.42
Total 36750.25 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=56.94977
Error: 543.4248 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Crange =) 221.06 1 23.31 &
Crange 52 187.7 123.31 2 B
Crange 53 194, 5 10.43 &4 B
Crange s1 181. 4 11.66 B B
Red 53 174. S 10.43 B B
White 51 155.78 4 11.¢66 BE C
White 52 15z2. 1 23.31 BE C
Red 54 151. 1 23.31 BE C
White 55 151. 1 23.31 B C
Crange 54 149.7 1 23.31 E C
Red 51 146.00 4 11.66 BE C
White 54 144.06 1 23.31 BE C
Red 55 140.63 1 23.31 BE C D
White 53 139.74 5 10.43 cC D
Red 52 72.08 1 23.31 D

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



O. Analisis estadistico - Total compuestos fenolicos analizados con el método de Folin-Ciocalteau
en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Total-TEC

Variable N R® R® Rhj CW
Total-TPC 36 0.68 0.47 14.37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC F p-valor
Hodelo 40161. 8.66 3.23 0.007e6
Maize type 12444. 22.4% 7.00 0.0047
Maturation stage 6823, .76 1.92 0.1445
Maize type*Maturation stag.. 15203, .38 2.14 0.0778
Error 18656. .39
Total 58817.
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=T72.81540
Error: B888.3866 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.
Orange 55 263.09 1 29 r:
Crange 53 250.03 5 13 F
Crange 51 234.25 4 14 L B
Red 53 2 59 5 13. L B
Crange 52 228.01 1 29. A B C
White s1 213.66 4 14. B B C
Red 54 185.21 1 29 L B C D
Orange 54 184.61 1 289. E B C D
Red 51 184.00 4 14. R B C D
Red 55 181.51 1 29. L B C D
White 55 177.8% 1 28.81 2 B C D
White 52 174.88 1 29.81 B C D
White 54 174.14 1 25.81 B C D
White 53 171.28 &5 13.33 cC D
Red 52 111.62 1 29.81 o

Msdias con una letra comiin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

P. Andlisis estadistico — Todo-trans-neoxantina en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes
estados de madurez

All-trans-neoxanthin

Variable N E* R* L3 LCW
All-trans-neoxanthin 36 0.44 0.06 50.66

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 0.17 14 0.01 1.17 0.3840
Maize type 0.02 2 0.01 0.8% 0.4250
Maturation stage 0.04 4 0.01 0.5%0 0©.4840
Maize type*Maturation stag.. 0.08 8 0.01 0.%% (0.4723
Error 0.22 21 0.01
Total 0.40 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.25236
Error: 0.0107 gl: Z£1
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Orange 53 0.33 5 0.05 A
Orange 55 0.33 1 0.10 R B
White 52 0.31 10.104& B
Orange 52 0.30 1 0.10 A B
Red 55 0.26 1 0.104 B
White 51 0.1% 4 0.05 & B
White 53 0.18 5 0.05 & B
Red 54 0.1 1 0.10A& B
Orange 51 0.17 4 D.05 A B
Red 53 a. 5 0.05 2 B
Red 51 a. 4 0.05 A B
White 54 a. 10.10a2 B
Red 52 a. 10.10a2 B
White 55 a. 10.10a B
Orange 54 d. 1 0.10 B

0
18
B
]
1]
g
W

Msdias con una letra comin no son vamente diferentes (p > 0.05)



Q. Analisis estadistico — Todo-trans-luteina en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados
de madurez

All-trans-lutein

Variable N E= R* Rj v
All-trans-lutein 36 0.86 0.77 70.24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18.01 14 1.2% 9.34 <0.0001
Maize type 12.97 2 €.49 47.10 <0.0001
Maturation stage 0.43 4 0.11 0.78 0.5510
Maize type*Maturation stag.. 0.63 8 0.08 0.57 0.792¢
Erroxr 2.89 21 0.14
Total 20.590 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.9%0668
Errcor: 0.1377 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Orange 54 2.34 1 0.37 A
Crange 35 1.74 1 0.37T A B
Orange 52 1.58 1 0.37T A B
Crange 51 1.48 4 0.1%9 B
Crange 53 1.23 5 0.17 B
White 54 0.14 1 0.37 C
White 51 0.13 4 0.1%9 cC
White 52 0.05 1 0.37 C
Red 51 0.05 4 0.1%8 cC
Red 55 .02 1 0.37 C
Red 52 0.02 1 0.37 C
White 55 0.02 1 0.37 cC
Red 53 0.01 5 0.17 C
Red 54 0.00 1 0.37 C
White 53 0.00 5 0.17 C

Medias con una lstra comiin no son

[

gnificativamente difsrentss (p > 0.05)

R. Anadlisis estadistico — Todo-trans-luteina en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados
de madurez

All-trans-zeaxanthin

Variable N R= E= &j W
All-trans—zeaXanthin 36 0.8 0.80 53.85

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl M F p—walor
Modelo 9.12 14 0.65 10.76 <0.0001
HMaize type 5.45 2 2.73 45.05 «<0.0001
Maturation stage 0.50 4 D.12 2.05 0.1234
Maize type*Maturation stag.. 0.91 g8 0.11 1. 0.118%9
Error 1.27 21 0.06
Total 10.3% 35

Test:LSD Fisher Alfa—=0.05 DMS=0.60103
Error: 0.0605 gl: =21

Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Crange 52 1.46 1 0.25 &

Orange 51 1.44 4 0.12 A

Crange 54 1.38 1 0.25 &

Crange 55 1.06 1 0.25 & B
Crange 53 0.73 5 0.11 B c
Red 55 0.31 1 0.25 cC D
Red 54 0.20 1 0.25 C D
White 55 0.1 1 0.25 C D
Red 5z 0.17 1 0.25 D
Red 51 0.15 4 0.12 D
White 54 0.14 1 0.25 D
Red 53 0.1z 5 0.11 D
White 5z 0.1z 1 0.25 D
White 53 Q.11 S5 0.11 D
White 51 0.07 4 0.12 D
Medias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)



S. Analisis estadistico — Total compuestos carotenoides totales analizados por UHPLC, en tres

tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

TUHPLC-total-carot

Variable H

R=

RT B3 CV

UHPLC-total-carot 3& 0.80

0.54 41.25

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IITI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 136.24 14 ©5.73 14.03 <0.0001
Maize type 94 .77 2 47.38 63.34 <0.0001
Maturation stage 3.95 4 0.95 1.42 0.2610
Maize type*Maturation stag.. 4.91 8 ©0.61 0.8B8 ©0.5456
Error 14.56 21 0.6%9
Total 150.80 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.03422
Error: 0.6832 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Orange 52 6.20 1 0.83 L
Crange 54 &.10 1 0.83 &
Crange 51 4.97 4 0.42 A B
Orange 55 4.79 1 0.83 A B
Crange 53 3.83 5 0.37 B
Red 55 1.21 1 0.83 C
White 52 0.85 1 0.83 cC
Red 54 0.86 1 0.83 c
White 54 0.79%9 1 0.83 C
White 51 .77 4 0.42 cC
Red 51 0.66 4 0.42 c
White 53 0.59% 5 0.37 cC
Red 53 0.59 5 0.37 c
Red 52 0.56 1 0.83 C
White 55 0.52 1 0.83 cC

ignificatiw

Medias con una letra comin no son

T,
I
m

0

mente diferentes (p = 0.05)

T. Analisis estadistico — Capacidad antioxidante hidrofilica in vitro evaluada por los métodos de
inhibicion del radical DPPH, en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de
madurez

Hydro-DPFH

Variable N R= E= o5 W
Hydro-DPPH 36 0.58 0.30 35.61

Cunadro de Analisis de la Warianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo 833254.85 14 59518.20 2.08 0.0629
Maize type 238712.76 2 119356.32 4.17 0.029%9
Maturation stage 341750.41 4 85437.60 Z2.98 0.0426
Maize type*Maturation stag.. 138146.53 =] 17268.32 0.60 O.7650
Error €013%4.06 21 28637.81
Total 1434648.591 35

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DM5=413.42064

Error: Z8&37.8125 gl: 21

Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Crange 51 821.65 4 24.61 &
Crange 52 694 .37 1 189.23 & B
Crange 54 Eg2.22 1 1€5.232 B B
Eed 55 S529.%6 1 1l€%.23 A B
Bed 51 £20.17 4 =84.61 A B
White 51 490.57 4 84.61 A B
Crange 53 472.689 5 T5.8% B B
Bed 52 458.32 1 1€5.232 A B
Crange 55 398.11 1 1€%.23 B
Red 54 397.60 1 189.23 B
Eed 53 375.893 £ TE.&8 B
White 53 330.34 5 T7T5.88 B
White 55 325.23 1 1le%5.23 B
White 54 303.77 1 1&9.23 B
White 52 216.07 1l 169.23 B

Medias con una letra comiin ne son signifisativaments diferentes (p > 0.05)



U. Anaélisis estadistico — Capacidad antioxidante lipofilica in vitro evaluada por los métodos de
inhibicién del radical DPPH, en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Lipo-DPPH

Variable N R= K= L3 oW
Lipo-DPPH 36 0.63 ©0.38 53.77

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 2066.65 14 147.62 Z.54 0.0260
Maize type 111.75 2 55.87 0.%& 0.35982
Maturation stage 1603.32 4 400.83 &.%90 0.0010
Maize type*Maturation stadg.. 246.45 g8 30.81 0.53 0.8203
Error 1z192.25 21 S8.06
Total 3285.890 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=186.61481
Error: 58.05584 gl: 21

Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Red =13 25.51 1 7.82 A
Crange 53 24.10 5 3.41 &
Red 53 17.921 5 3.41 &
Orange S5 17.47 1 7.82 A B
White 53 17.26 5 3.41 & B
Orange 54 15.28 1 7.62 1 B
White 52 14.22 1 7.62 A B
Red 52 1Z2.94 1 7.62 L B
Red 54 Z.66 1 7T.e2 L E
Orange 51 8.00 4 3.81 o B
Orange 52 T7.53 1 7.62 1 B
White 55 6€.94 1 7.62 B B
White S54 6.8 1 7.62 A B
Red 51 4.14 4 3.81 B
White 51 1.60 4 3.81 B
Msdias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)

V. Andlisis estadistico — Capacidad antioxidante hidrofilica in vitro evaluada por los métodos de
inhibicidon del radical ABTS, en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Hydro-ABTS

Variable N R= R= L3 cv
Hydro-aBTS5 36 0.70 ©0.50 15.00

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. Sz gl CH F p—valor
Modelo 5240283.37 14 374305.95 3.54 0.0045
Maize type 38015.0% 2 15007.55 0.138 0.8365
Maturation stage 4630619.53 4 1170154.88 11.08 0.0001
Maize type*Maturation stag.. 534236.81 =] BETT9.60 0.683 0.7418
Error 2217385.22 21 105590.25
Total T45T76T78.58 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=T793.854212
Errcor: 1055890.2484 gl: 21

HMaize type Maturation stage Medias n E.E.

White 52 2280.26 1 324.895 &

Crange 51 21594.43 4 162.47 A

White 54 2100.12 1 324.895 & B

White 51 20De5.22 4 162.47 A B
Crange 54 2051.12 1 324.895 & B

Red 51 2012.33 4 162.47 A B

Red 55 1941 .89 1 324.895 & B c
Crange 55 1809.88 1 324.895 & B c o]
Crange 52 1775.43 1 324.895 & B c D
Red 54 1771.06 1 324.895 & B c D
White 55 1687.83 1 324.895 & B c D
Red 52 1645.87 1 324.895 & B c D
Red 53 1422.04 5 145.32 B c o]
Crange 53 1299.92 5 145.32 c o]
White 53 1161.31 5 145.32 jn]

Mzsdias con una letra comiln no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)



W. Analisis estadistico — Capacidad antioxidante lipofilica in vitro evaluada por los métodos de
inhibicién del radical ABTS, en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Lipo-ABTS

Variable N

R=

R Bj CW

Lipo—ABTS 36 0.87

0.78 15.50

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl cH F p—valor
Modelo 12371.58 14 B8B83.68 $.99% «<0.0001
Maize twvpe 3089.6%9 2 1544.85 17.46 <0.0001
Maturation stage 8137.13 4 2034.28 22.99 <0.0001
Maize type*Maturation stag.. 3262.01 8 45_.25 0.51 0.8343
Error 18357.93 21 47
Total 14229.51 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=22.97877
Error: B88.4727 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
Crange 53 29.62 5 4.21 &
Red 53 T8.00 5 4.21 B B
Crange 54 T3.11 1 9.41 & B c
Crange 55 T2.77 1 9.41 & B c
Oranges 5z 69.62 1 9.4l B C
White 53 66.60 5 4.21 B c
Crange 51 58.85 4 4,70 z o]
Red 55 49.47 1 9.41 C D E
White 55 49.04 1 9.41 c o] E
Red 54 40.74 1 9.41 o] E
Red 51 40.57 4 4.70 D E
White 52 40.15 1 9.41 o] E
White 54 38.36 1 ©.41 D E
Red 52 37.18 1 9.41 o] E
White 51 36.36 4 4.70 E

Msadias con pna letra comiin ne son significativamente diferentes (p > 0.0E5)

X. Anélisis estadistico - Actividad de inhibicion de la enzima o-amilasa (fraccion hidrofilica), en
tres tipos de maiz Cabanita, con tres diferentes estados de madurez

Hydro-Amylase—-125mg

Variable b2 B= E= B3 W
Hydro—Imylase—125mg 36 0.75 0.59 60.66

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IITI)

F.V. gl CH F p—valor
HModelo 9 14 S507.06 4.61 0.000%9
Maize type o] 2 209.10 1.90 0.1741
Maturation stage 8 4 857.54 T.80 0.0005
Maize type*Maturation stag.. 2 8 302.13 2.75 0.0302
Erroxr & 21 10%9.85
Total & 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=25.61610
Error: 108.9465 gl: Z£21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

White 51 E4.55 4 5.24 A

White 54 1%.12 1 10.4%8 B
Bed 54 1%.06 1 10.4%8 B
Orange 51 18.597 4 5.24 B
Bed 55 1g2.65 1 10.4%8 B
Eed 51 12.1%9 4 5.24 B
White 55 14.01 1 10.49 B
Orange 54 12.67 1 10.49 B
Eed 52 12.15 1 10.498 B
Eed 53 9.74 5 4.&9 B
Orange 53 8.98 5 4.69 B
White 53 8.85 5 4.&% B
White 52 8.48 1 10.4% B
Orange 55 6.66 1 10.49 B
Orange 52 4.56 1 10.49 B

Medias con una letra comun no son

]
b
[1¥]
Bl
i
o
]

icativamente diferentes (p = 0.05)



Y. Analisis estadistico - Actividad de inhibicion de la enzima o-amilasa (fraccion lipofilica), en tres
tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Lipo-Amylase-125mg

WVariable N E*= E= B3 [t
Lipo-Zamylase—125mg 36 0.38 0.00 465.38

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p—valor
Modelo 66.09 14 4.72 0.94 0.5386
Maize tyvpe 3.59% 2 1.80 0.36 0.7041
Maturation stage 1&6.52 4 4.13 0.82 0.5286
Maize type*Maturation stag.. 33.04 8 4.13 0.82 0.5%836
Error 105.72 21 5.03
Total 171.80 35

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=5.48131
Error: 5.0341 gl: 21

Maize type Maturation stage Medias nm E.E.
White S1 4.31 4 l1.12 A
Orange 55 Q.00 1 2.24 n
Red 53 0.00 5 1.00 R
Crange 52 0.00 1 2.24 o
Crange 53 0.00 5 1.00 &
White 53 0.00 S5 1.00 A
Orange 54 Q.00 1 2.24 n
Red 51 0.00 4 1.12 B
White 55 0.00 1 2.29 R
White 5z 0.00 1 2.29 R
White 54 0.00 1 2.24 A
Orange 51 Q.00 4 1.12 R
Red 52 0.00 1 2.24 R
Red 54 0.00 1 2.29 R
Red 55 0.00 1 2.249 B
Mediss con una letra comiin no son significativaments diferentes (p = 0.05)

Z. Andlisis estadistico - Actividad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa (fraccion hidrofilica),
en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Hydro—glnc—-10mg

Variable Jij B ER® nj cCw
Hydro—gluc—10mg 36 0.77 0.681 22.69

Cuadro de Analisis de la WVarianza (5C tipo III)

F.V. SC gl M F p-valor
Modelo 2641.93 14 188.71 4.92 0.000&
Maize tvpe 202.16 2 101.08 2.64 0.0952
Maturation stage 2027.74 4 506.93 13.22 <0.0001
Maize type*Maturation stag.. 515.68 8 64 .46 1.68 0.161%9
Error 805.0%9 21 38.34
Total 3447.02 35

Test:LS5D Fisher Alfa=0.05 DMS=15.12635
Error: 38.3375 gl: 21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.

Crange 51 41.02 4 3.10 &

White 51 39.93 4 3.10 &

Red 55 34.61 1 6.12 A B
Red 51 32.33 4 3.10 & B
Red 52 30.02 1 &6.19 & B c
Red 54 28.90 1 &6.19 & B c
Crange 53 23.73 5 2.77 B c
Orange 54 22.83 1 €.1% B C
Red 53 22.89 5 2.77 B c
White 55 21.04 1 &£6.1%9 B c
Crange 55 20.54 1 &.19 B [
Crange 52 19.02 1 &£6.1%9 B c
White 54 18.97 1 &.1%9 B C
White 53 17.10 5 2.77 c
White 52 14.52 1l &6.1%9 [

Medias con una letra comin no son

t
b
iy
0
.

]

ficativamentes difsrentes (p > 0.05)



AA. Anélisis estadistico - Actividad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa (fraccién lipofilica),
en tres tipos de maiz Cabanita, a tres diferentes estados de madurez

Lipo-gluco-10mg

Variable i) E®* R® &y CW
Lipo-gluco-10mg 36 0.35 0.00 35.68

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo 180.22 14 12.87 0.82 0.6413
Maize type 11.37 2 5.6% 0.36 0.7000
Maturation stage 33.52 4 85.48 0.54 0.7073
Maize type*Maturation stag.. 1l0%.583 8 13.74 0.88 0.5512
Error 329.13 21 15.&7
Total 508.35 35
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=9.67162
Error: 15.6731 gl: Z21
Maize type Maturation stage Medias n E.E.
White 54 15.52 1 3.%6 B
Red 55 15.36 1 3.% R
Red 54 13.85 1 3.%6 R
White 52 13.79 1 3.%6 R
Orange 53 13.64 5 1.77T A
Orange 52 13.12 1 3.%6 B
Red 51 12.17 4 1.%8 B
Red 53 11.79 5 1.77T A
Orange =11 10.54 1 3.%c A
Red 52 9.69 1 3.%6 R
Crange 54 9,31 1 3.%c A
White 53 8.86 5 1.77 A
White 51 8.85 4 1.98 A
Orange 51 8.58 4 1.58 A
White 55 2.33 1 3.9 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



