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CONTROL DE CALIDAD DE “MAiZ MORADO” (ZEA MAYS L. - POACEAE-, RAZA
“CULLI”): ESTUDIO FARMACOBOTANICO, ANALISIS DE ANTOCIANOS Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

RESUMEN

El “maiz morado”, es la variedad morada de Zea mays L. originaria de Pera, Bolivia y del Nordeste
Argentino. Es empleada en la elaboracion de “chicha morada”, “mazamorra morada” y “api”.

El objetivo del trabajo fue determinar los parametros farmacobotanicos y fitoquimicos (polifenoles)
aplicables al control de calidad de muestras de “maiz morado” en el marco de un laboratorio de baja
complejidad.

Se analizaron muestras vegetales y muestras industrializadas que indicaban al “maiz morado” como
parte de su composicion. Se realizaron disociados y cortes en el estudio farmacobotanico y
cocimientos (extracto acuoso), extractos etanolicos y metandlicos para el estudio de polifenoles.

El anélisis microscopico para las muestras vegetales nos permitidé observar caracteres presentes en el
grano, como almidon (de estructura caracteristica para la especie), esclereidas y tricomas de
diferentes tipos en la gluma y marlo, como asi también traqueas anilladas en éste ultimo. Para las
muestras industrializadas, solamente en una de ellas se observo la presencia del almidon
caracteristico de Zea mays.

El andlisis fitoquimico en las muestras vegetales permitié determinar un perfil de antocianos
caracterizado por la presencia de cianidina-3-glucdsido en mayor proporcion y en menor proporcion
pelargonidina-3-glucdsido y peonidina-3-glucosido. Aunque el perfil de polifenoles se presentd sin
modificaciones entre las diversas muestras vegetales analizadas, se observo una marcada variacion
cuantitativa entre las mismas.

En el caso de las muestras industrializadas, solo se detecto la presencia de cianidina-3-glucésido en
una muestra, mientras que en el resto no se pudo observar ninglin caracter fitoquimico relacionado
con el “maiz morado”, ya que en su composicion solo se observaron colorantes artificiales.

Las técnicas empleadas son de rapida realizacion y bajo costo, aplicables en laboratorios de baja

complejidad.

PALABRAS CLAVES: “maiz morado”, gluma, marlo, tricomas, esclereidas, antocianos, cianidina-

3-glucosido, pelargonidina-3-glucosido, peonidina-3-glucdsido, fenoles totales.



QUALITY CONTROL OF “PURPLE CORN” (ZEA MAYS L. -POACEAE-, BREED:
“CULLI”): PHARMACOBOTANICAL STUDY, ANTHOCYANINS ANALYSIS AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY

SUMMARY

The "purple corn" is the purple variety of Zea mays L., originating in Peru, Bolivia and the

non

northeastern of Argentina. It is used in the preparation of "chicha morada", "mazamorra morada" and
“api”.

The objective of this study was to determine the pharmacobotanical and phytochemical (polyphenols)
parameters applicable to quality control samples of "purple corn" in the context of a low-complexity
laboratory.

Plant samples (corn) and industrial samples that indicated "purple corn" as part of their composition
were analyzed. Macerations and sections for the pharmacobotanical analysis were performed and
decoctions (aqueous extract), ethanolic and methanolic extracts for the polyphenols study.
Microscopic analysis of plant samples allowed us to observe characters present in the grain, such as
starch (characteristic structure for this species), sclereids and trichomes of different types in the
glume and cob, as well as spiral tracheas in the latter. For industrial samples, in only one of them the
presence of characteristic starch of Zea mays was observed.

Phytochemical analysis in plant samples allowed us to determine an anthocyanins profile
characterized by the presence of cyanidin-3-glucoside on a greater extent and lesser pelargonidin-3-
glucoside and peonidin-3-glucoside. Although the profile of polyphenols showed no changes
between different plant samples analyzed, a strong quantitative variation was observed between
them.

In the case of industrialized samples, only in one of them cyanidin-3-glucoside was detected while in
the remainder no phytochemical character related to the "purple corn", could be observed, because in
its composition only artificial coloring were observed.

The techniques used are of fast implementation and low cost, applicable in low complexity

laboratories.

KEY WORDS: "purple corn", glume, cob, trichomes, sclereids, anthocyanins, cyanidin-3-glucoside,

pelargonidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, total phenols.
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CONTROL DE CALIDAD DE “MAiZ MORADO” (ZEA MAYS L. -POACEAE-,
RAZA “CULLI”): ESTUDIO FARMACOBOTANICO, ANALISIS DE
ANTOCIANOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1. INTRODUCCION

1.1. ORIGEN E HISTORIA DE ZEA MAYS L. “MAIZ”

El maiz es una planta de origen americano. No hay evidencia lingiiistica, arqueologica,
pictorica, tampoco historica, de la existencia del maiz en ninguna parte del Viejo Mundo
antes de 1492; sin embargo, ya para entonces era la principal planta alimenticia de
América. Conforme avanzo6 la exploracion del Nuevo Mundo, los conquistadores se dieron
cuenta de que todas las civilizaciones de América que practicaban la agricultura sembraban
este grano y lo tenian como una de sus principales fuentes de alimentacion. (Luna y

Sanchez, 2014).

Estas civilizaciones cultivaban variedades definidas, que indicaban una antigua
domesticacion, empleando practicas avanzadas de sistematizacion, riego y fertilizacion del
suelo. Las distintas etapas del cultivo tenian profunda relacion con las tradiciones, la
religion y el acervo cultural. En el momento de la conquista, la distribucion del cultivo del
maiz en América era distinta a la de hoy. Se destacaban las concentraciones en México y
Guatemala, en América del Norte y Central y la de Perti, Ecuador y Bolivia en Sudamérica,
en estrecha correspondencia con las civilizaciones azteca, maya e inca. Ademas de estas
concentraciones, el maiz era cultivado en todas aquellas regiones donde las condiciones del
suelo y el clima permitian su desarrollo con medios primitivos como eran el fuego y los

implementos de madera (Parodi, 1964).



La difusion del maiz a partir de su centro de origen, a varias partes del mundo ha sido tan
notable y rdpida como su evolucidon a planta cultivada y productora de alimentos. Los
habitantes de varias tribus indigenas de América Central y México llevaron esta planta a
otras regiones de América Latina, al Caribe y después a Estados Unidos de América y
Canada. Los exploradores europeos llevaron el maiz a Europa y posteriormente los

comerciantes lo llevaron a Asia y Africa. (Paliwal y col., 2001).

Aunque existen variadas hipotesis sobre el origen del maiz, muchos investigadores creen
que éste se habria originado en México, donde el maiz y el teosinte (nombre comun que se
le da a varias especies del género Zea, que crecen como maleza del maiz) han coexistido
desde la antigiiedad y donde ambas especies presentan una diversidad muy amplia
(Wheatherwax, 1955; Iltis, 1983; Galinat, 1988; Wilkes, 1989). El hallazgo de polen fosil y
de mazorcas de maiz en cuevas en zonas arqueologicas, apoyan seriamente la posicion de
que el maiz se habia originado en México. Otra hipdtesis sostiene que el maiz se habria
originado en los Andes de Bolivia, Ecuador y Pert (Mangelsdorf y Reeves, 1959). La
principal justificacion para esta hipdtesis fue la presencia de maiz reventador en América
del Sur y la amplia diversidad genética presente en los maices andinos, especialmente en
las zonas altas de Pert. Una seria objecion a esta hipotesis es que no se conoce ningin
pariente salvaje del maiz, incluyendo teosinte, en esa region (Wilkes, 1989).

Es generalmente aceptado el hecho de que el teosinte o teocintle es el antecesor silvestre o
allegado al maiz, y que ha participado directamente en el origen del maiz cultivado. La
hipotesis de Beadle de que el maiz es una forma domesticada de teosinte ha encontrado
considerable apoyo (Iltis, 1983; Mangelsdorf, 1986; Galinat, 1988, 1995; Goodman, 1988;
Doebley, 1990).
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Figura N°1: El origen del maiz a partir del teocintle, es el mayor
logro de fitomejoramiento reconocido a la especie humana. (A)
teocintle, el antepasado salvaje. (B) Mazorca arqueoldgica mas
antigua de 5500 afios de antigiiedad (Long y col. 1989). (C) Mazorca
actual de maiz. (Adaptado de Galinat 1992).

Los granos de teosinte estan encastrados en envolturas rigidas. Los componentes de esas
envolturas rigidas también estdn presentes en el maiz, pero su desarrollo estd alterado de
modo tal que los granos no estan encastrados como en el teosinte, sino que estdn expuestos
en la mazorca. Doebley y Stec (1991, 1993), Doebley y col. (1990) y Dorweiler y
col. (1993) han identificado, descripto y mapeado genéticamente un locus de caracteristicas
cuantitativas (QTL), el #gal (arquitectura de gluma teosinte 1) el cual controla esta
diferencia fundamental entre maiz y teosinte. Cuando este QTL de maiz, el fgal, fue

transferido al teosinte, su grano no fue retenido fuertemente dentro de la ctipula y quedd



parcialmente expuesto. En el experimento contrario, cuando el QTL de teosinte fue
transferido al maiz, la gluma se endurecid y desarrolld caracteristicas similares a las del
teosinte. Este descubrimiento del #gal explica uno de los posibles pasos de Ia

transformacion del teosinte en maiz.

Ya sea que el maiz se haya originado del teosinte o que el teosinte y el maiz se originaron
separadamente, hay un hecho indiscutido y es que el germoplasma del teosinte ha
introgredido extensivamente en el del maiz durante su evolucion y domesticaciéon en
México. A partir de las evidencias disponibles es posible concluir que el origen del maiz
involucro6 la mutacion de varios loci importantes en las formas antiguas de teosinte y de ahi
esos genes se trasladaron a estructuras genéticas favorables bajo el efecto de
numerosos /oci menores (Galinat, 1988; Doebley, 1994). La notable transformacion de una
graminea maleza a planta altamente productiva con una mazorca llena de granos
comestibles y en tan corto tiempo, ya sea por seleccion natural o con la participacion de

agricultores, es sin embargo dificil de comprender (Paliwal y col.,, 2001).

En lo que respecta a su hdébitat, el maiz se siembra en una gran variedad de regiones
agroecologicas que van de altitudes desde 0 metros hasta cerca de los 4000 metros (Roberts
y col., 1957; Ortega-Paczka y col., 2003), se cultiva desde el Ecuador hasta altas latitudes
en los dos hemisferios, se siembra en suelos y climas muy variables. De acuerdo a la
literatura revisada la mejor produccion se logra en climas en donde las temperaturas medias
en los meses calurosos varian entre 21°C y 27°C, con un periodo libre de heladas en el ciclo

agricola variable de 120 a 180 dias (Reyes, 1990).

El maiz es un cultivo exigente en agua donde las necesidades hidricas van variando a lo
largo del cultivo; cuando la semilla germina se requiere menos cantidad de agua
manteniendo una humedad constante. En la fase del crecimiento vegetativo es cuando se
requiere una mayor cantidad de agua, siendo la fase de floracion el periodo mas critico
porque de ella depende el desarrollo, la polinizacion y el llenado de los granos influyendo
asi en el rendimiento de granos de las plantas. Se adapta muy bien a todo tipo de suelo

(Reyes, 1990).



Una caracteristica fisiologica particular del maiz que favorece su adaptacion a zonas
tropicales en donde en ocasiones la evapotranspiracion es alta, es la estructura anatomica de
sus hojas, en ellas existen dos tipos de células (epidérmicas y estomaticas) con diferente
organizacion bioquimica y estructural, que durante el proceso fotosintético les permite fijar
el CO;, en diferentes compuestos intermediarios que contienen cuatro atomos de carbono,
con un gasto menor de energia y menor pérdida de agua en evapotranspiracion, por esta
caracteristica se le denomina planta C4. El resultado final es una mayor eficiencia
fotosintética neta, al lograr la sintesis de la hexosa mas rapidamente por unidad de
superficie de hoja, crecen mas de prisa y funcionan eficazmente con intensidades luminicas
mas altas, que las plantas C3 (compuestos de tres carbonos). Las plantas C4 crecen bien en
condiciones de escasez de agua, perdiendo solamente 250 - 400 g de agua. (Lehninger,

1978).

Bajo estas condiciones, la cantidad y distribucion de la lluvia son fundamentales para la
produccion de este cereal (Aragén y col., 2006). Su facil adaptacion a variadas condiciones
ambientales abre la pauta para el despliegue de una amplia gama de tecnologias

tradicionales que han sido experimentadas y enriquecidas por milenios (Olivo y col., 2001).



EL “MAIZ MORADOQO?”

1.2. CLASIFICACION BOTANICA

La clasificacion taxondmica actual sitia al “maiz morado” en el siguiente ordenamiento:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Maydeae
Género: Zea
Especie: Zea mays L.

Raza: “Culli”

1.3. DESCRIPCION BOTANICA

Para la caracterizacion del material utilizado en este estudio, se tomd como referencia los
trabajos de Camara-Hernandez sobre maices nativos. Se pudo corroborar efectivamente que
las muestras adquiridas pertenecen a la raza “Culli”. A continuacién se presenta una

descripcion de la planta.

La planta de “maiz morado” mide 165 cm de altura con 13 hojas de 65 cm de longitud y 8
cm de anchura, macollos casi ausentes, con tallos y hojas frecuentemente de color purpura
en las partes mas expuestas a la luz; 2 o 3 espigas por planta, la superior ubicada en el
centro de la cafia, panoja de longitud mediana con pedunculo de 20,8 cm de longitud, 39,9

% de espacio ramificado, mediano niimero de ramificaciones primarias y secundarias, y

6



ausencia de terciarias, espiga de 10 cm de longitud, delgada, con 10 o 12 hileras, a veces
irregulares, de granos cortos, medianamente anchos y gruesos, poco dentados, con
endospermo harinoso, blanco, aleurona incolora y pericarpio negro; el didmetro de la espiga
es de 35 mm, el del marlo 21,Imm, raquis de 11,2 mm y médula de 4,8 mm, marlo y
glumas de color purpura; raquilla corta y grano bastante cubierto por las glumas. (Camara-
Herndndez y col, 2011). A continuacién se presenta una breve descripcion de la

infrutescencia femenina (Figura N°2).

Figura N°2: Zea mays L. “Culli” (“maiz morado™)

Granos: cada uno de los granos se encuentra en un caliz cascareo (gluma), estan
dispuestos en el marlo en hileras dobles, separados durante las primeras etapas de
desarrollo por ranuras marcadas que desaparecen cuando alcanzan su tamafio completo.

Presentan intensa coloracion del pericarpio (Foto N°1).

Marlo: provee el soporte para los granos, cada dobles hileras de granos est4d soportada
por una banda longitudinal lefiosa, cada tira separada de su vecino por un delgado
tabique de tejidos blandos. Dentro de la zona lefiosa, existe una zona mas estrecha que
contiene haces fibrovasculares, corriendo longitudinalmente a través del marlo, a partir
del cual los vastagos se extienden a través de la zona lefiosa a cada céliz cascareo
(gluma) con su grano. En la superficie del marlo, separando cada par de granos en una
doble fila de su vecino, hay depresiones transversales revestidos de pelos. (Winton y

Winton, 1932) (Foto N°I).
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Foto N°1: Marlo y granos de “maiz morado”

1.4. HABITAT

El “maiz morado” crece entre los 500 a 4 000 m.s.n.m., en suelos profundos que no
acumulen mucha humedad, ya que este factor seria adverso a la acumulacién de pigmentos
en la mazorca, pueden adaptarse a distintos climas y zonas geograficas.

Como se vio anteriormente, una de las principales caracteristicas del maiz es la variedad de
regiones donde puede ser cultivado; lo mismo sucede con la raza “Culli”, que a pesar de ser
originaria de las regiones altiplanicas del Pert, Bolivia y Argentina, es cultivada en
distintas partes del mundo, como por ejemplo China, Brasil y México entre otros paises

europeos.
1.5. COMPOSICION QUIMICA DEL “MAIZ MORADO” (ZEA MAYS L.)
El “maiz morado” es ampliamente empleado como un componente basico de la

alimentacion de diversas culturas, tanto en América como en el resto del mundo debido a la

presencia de almidon entre otros componentes.



La tabla N°1 muestra la composicion del “maiz morado”.

MAIZ MORADO * (100 gr)

Energia 355 Kcal/1487 Kj
Agua 11,4 gr
Proteinas 7,30 g
Grasa total 34¢
Carbohidratos totales 76,2 g
Carbohidratos disponibles 76,2 g
Fibra cruda 1,8 g
Cenizas 1,7¢
Calcio 12 mg
Fosforo 328 mg
Hierro 0,20 mg
Retinol 8,00 ug
Tiamina B1 0,38 mg
Riboflavina B2 0,22 mg
Niacina B3 2,84 mg

Vit. C 2,10 mg

*sin coronta Fuente: INS 2009

Tabla N°1: Composicion nutricional del “maiz morado”
p

Ademas, entre otros compuestos relacionados con las actividades biologicas atribuidas al
. ” ) . . .

maiz morado”, podemos mencionar a los polifenoles, constituidos principalmente por
antocianos y en menor medida los acidos hidroxicinamicos y los flavonoides, compuestos

que seran tratados especialmente a continuacion.

1.5.1. Antocianos
Los antocianos representan los principales polifenoles presentes en el “maiz morado”. En la
planta de maiz se encuentran en el tallo, vaina, hojas e inflorescencias; en la mazorca se
pueden encontrar en bracteas, marlo y grano. En el grano se ha reportado la presencia de
antocianos principalmente en el pericarpio, en la capa de aleurona, o en ambas estructuras

(Salinas y col., 1999; Cui y col., 2012). Nakata y col. (1979) aislaron e identificaron los
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antocianos de granos de “maiz morado” peruano, y encontraron como el principal
compuesto a la cianidina-3-glucésido.

También se ha sugerido la presencia de antocianos en el gérmen de ciertas variedades de
maiz (Betran y col., 2001). Posteriores investigaciones han caracterizado las siguientes
antocianinas para el “maiz morado” incluyendo a: cianidina-3-glucoésido, pelargonidina-3-
glucosido, peonidina-3-glucésido y sus respectivos homologos malonados (Harborne y

Self, 1997; Aoki y col, 2001; Pascual-Teresa y col., 2002) (Figura N°3)

R, R, Antocianidina

H H Pelargonidina
OH H Cianidina
OCH3 H Peonidina

Figura N°3: Estructura quimica de las antocianidinas mas comunes

presentes en el “maiz morado”. Adaptado de Harborne (1967)

1.5.2. Acidos hidroxicinamicos y flavonoides
Como se destacara anteriormente, entre los compuestos polifenolicos de interés podemos
mencionar la presencia de derivados de los acidos hidroxicinamicos y de flavonoides, entre
los que se pueden mencionar: acido p-cumadrico, acido vanilico, acido protocatéquico,
derivados de hesperidina y quercetina y formas de 4cidos hidroxicinamicos compuestas de

p-cumarico y acido fertlico (Pedreschi y Cisneros-Zevallos, 2007).
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Estos compuestos polifendlicos contenidos en el “maiz morado™ actian principalmente
como antioxidantes, secuestrando especies reactivas de oxigeno e inhibiendo las enzimas

productoras de radicales libres (Atmani y col., 2011) (Figura N° 4).

OH Ox oM
| = OH
HO O P
CH,
OH o~
OH O oLl
Quercetina Acido Vanilico
O OH
OH
OH

Acido p-cumarico Acido protocatéquico

Figura N°4: Compuestos fenolicos presentes en el “maiz morado”

11



1.6. USOS DEL MAIZ MORADO

1.6.1. Usos alimenticios
El “maiz morado” al igual que otros maices, se destaca como alimento por su alto
contenido en almidon, cercano al 80%, que lo hace una fuente rica en carbohidratos, util

para diversos usos culinarios segun la region.

En Peru, se consume una bebida tipica hecha de “maiz morado” llamada "chicha morada"
que se cree por folclore que su consumo es beneficioso para el mejoramiento de la salud
(Brack-Egg, 1999). También en Pert existe un postre llamado "mazamorra morada" que
surgid en la época colonial al mezclarse el “maiz morado” y la harina de batata, con aztcar
y con una variedad de frutas secas venidas de Espafia (guindones, guindas, orejones,

abridores, manzana, y membrillo) (Coloma, 2004).

En Bolivia y el noroeste Argentino, existe una preparacion denominada “api”, elaborada
con harina de “maiz morado” y agua, la cual se hierve hasta obtener una bebida mas o
menos espesa, de color plrpura, a la que se agrega azucar y cascara de naranja o clavo de

olor (Camara Hernandez, 2007).

En México los maices pigmentados son utilizados para la elaboracion de una gran variedad
de productos (tortillas, botanas, atoles, entre otros), tradicionalmente previa
nixtamalizacion lo que involucra cambios quimicos, estructurales y nutricionales en los
diversos constituyentes del grano (Gomez y col., 1989; Bressani, 1990; Serna-Saldivar y

col., 1990).

1.6.2. Usos medicinales relacionados con el “maiz morado”
Actualmente se dispone de una vasta bibliografia referente a los usos medicinales
atribuidos al “maiz morado”. Estos usos terapéuticos estan relacionados con diversas
actividades bioldgicas, mediadas principalmente por compuestos polifendlicos,
especialmente antocianos. A continuaciéon se presenta un somero relevamiento de las

actividades biologicas relacionadas con el uso o consumo de “maiz morado”.
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1. Efecto quimio-preventivo. Fukamachi y col. (2008) estudiaron el efecto supresor de la
cianidina-3-glucosido sobre el 7,12-dimethilbenzoantraceno, el cual induce la
carcinogénesis mamaria, lo que indica que puede ser un agente quimioterapéutico
prometedor.

Hagiwara y col. (2001) observaron que la suministracién de “maiz morado” en la dieta,
produce inhibiciéon de la carcinogénesis colon-rectal por efecto de la cianidina-3-
glucosido.

En el 2013 Long y col. realizaron un estudio sobre los posibles efectos del “maiz
morado” en la quimio prevencion contra el cancer de prostata. Se utilizaron ratas
transgénicas para el adenocarcinoma de prostata las cuales fueron alimentadas con una
dieta control o dieta a base de “maiz morado” durante 8 semanas. Los resultados
mostraron una inhibicion de la proliferacion de células LNCaP por disminucion de la
expresion de ciclina D1 y la inhibicion de la fase G1 del ciclo celular en las ratas
alimentadas en base a “maiz morado”. El “maiz morado” disminuy¢ la incidencia de
adenocarcinoma de la prostata lateral y se enlentecidé la progresion del cancer de
prostata. Los resultados sugirieron que la cianidina-3-glucosido y pelargonidina-3-

glucosido son los compuestos activos.

2. Efecto sobre el sistema circulatorio. Arroyo y col. (2008) describieron el efecto
hipotensor de un extracto hidroalcohodlico de “maiz morado” en ratas hipertensas
inducidas con L-NAME. Se utilizaron cinco grupos de ratas: control positivo, control
negativo y tres grupos para las dosis 250, 500 y 1000 mg/kg, El tratamiento se realiz6
por via oral una vez por dia durante 25 dias. Las mediciones de la presion arterial media
(PAM), presion arterial sistolica (PAS) y presion arterial diastélica (PAD) se realizaron
en forma interdiaria. Al dia 18 se observaron los mayores niveles de presion arterial
tanto en el grupo control positivo como en los tres grupos anteriormente mencionados.
La reduccion de la presion arterial fue dosis dependiente, observandose un mayor efecto
con 1000 mg/kg, obteniéndose en promedio una disminuciéon de 20,1% de la PAM,
20,7% de la PAS y 15,7% de la PAD, en relacion con el grupo control positivo en el dia
25.
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La hipertension por L-NAME disminuye la sintesis de 6xido nitrico lo que genera
vasoconstriccion, mientras que la cianidina-3-glucosido induce la expresion de la
sintasa de Oxido nitrico endotelial con un aumento de la liberacidon de 6xido nitrico,
efectos que mejoran la disfuncion endotelial y normalizan la presion arterial.

Shindo y col. (2007) estudiaron el efecto inhibitorio del “maiz morado” sobre el
aumento de la presion arterial. Moreno-Loaiza y Paz-Aliaga (2010) determinaron el

efecto vasodilatador del “maiz morado” mediado por sintesis de 6xido nitrico.

Efecto antiinflamatorio. Castafieda y col. (2004) realizaron estudios en ratas, en cinco
grupos de 10 animales cada uno: control negativo, control positivo (diclofenaco,
10mg/kg) y tres grupos a los que se les administrd extracto atomizado de “maiz
morado” a las dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg de peso, respectivamente. Se inyectd un
agente irritante (carragenina al 1 % en solucion salina) en la bolsa de aire en el lomo de
la rata. Al exudado de la bolsa de aire se le realizd el recuento leucocitario y la
determinacion de proteinas totales. La administracion del extracto atomizado resultd en
un efecto inhibidor de Ila inflamacion (menor recuento leucocitario, menor
concentracion de proteinas) dosis dependiente, obteniéndose el 28,95%, 38,21% vy
54,15% de inhibicidon respectivamente, para las diferentes dosis ensayadas, efecto
comparable al presentado por el diclofenaco (53,02 %).

Kang y col. (2012) estudiaron el efecto antiinflamatorio del extracto de “maiz morado”,
el cual bloquea la expresion génica del mecanismo inflamatorio mediado por la IL-8
(interleuquina). Terra y col. (2009) observaron el incremento de la produccion de
citoquinas antiinflamatorias y el descenso de marcadores proinflamatorios como la IL-6

y ademas del factor de necrosis tumoral y la proteina reactiva C.

Efecto anti-obesidad. La ingesta de “maiz morado”, aun en dietas altas en grasa,
proporciona menores signos de desarrollo de obesidad, ademas de prevenir el aumento
de la produccién de insulina. Tsuda y col. (2003) realizaron un estudio en el que se
emplearon cuatro dietas: control, una dieta rica en antocianos de “maiz morado” (PCC),

una alta en grasas (HF) y una cuarta alta en grasas que incluia antocianos de “maiz

morado” (HF-PCC).
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Los resultados mostraron que los ratones del grupo HF-PCC mostraron
significativamente menos signos de desarrollar de obesidad, cuando se compara con los
tratados con dieta HF. El grupo dieta-HF desarrolld un estado de hiperglucemia,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia. Esta situacion no se observo en el grupo dieta-HF-
PCC en el que las patologias eran completamente normalizadas. En conclusion, los
investigadores sefialaron que las dietas ricas en antocianos de “maiz morado”
proporcionan una base nutricional y bioquimica para su uso como "alimento funcional”,

que puede ser beneficioso para ayudar a prevenir la diabetes y obesidad

Fruebis y col. (2001) determinaron los posibles mecanismos de accion la cianidina-3-
glucosido (presente en el “maiz morado”) sobre la disfuncion de grasa celular, la
expresion genética de células especificas de la grasa y la regulacion de los mensajeros
quimicos (adipocitoquinas), tales como la hormona adiponectina. Se observo que la
adicion de este pigmento en la dieta regula los niveles de adiponectina, hormona que se
encuentra disminuida en los casos de obesidad.

Tsuda (2008) realiz6 un estudio sobre el efecto preventivo de las antocianinas del “maiz
morado” sobre la disfuncion de los adipocitos y su relacion con el desarrollo de

obesidad y el sindrome metabolico.

Efecto hipocolesteromiante. Arroyo y col. (2007) determinaron la actividad
hipocolesterolémica del consumo cronico del extracto hidroalcohdlico atomizado del
“maiz morado” en ratas hipercolesterolémicas. Se utilizaron cinco grupos de seis ratas
cada uno, un control negativo y cuatro grupos con ratas hipercolesterolémicas: control
positivo y tres grupos para las dosis de extracto de “maiz morado” (250, 500 y 1000
mg/kg, respectivamente). En el dia 60 se determinaron los niveles séricos de colesterol
total, triglicéridos y colesterol HDL (mg/dL) y adicionalmente se realizaron cortes
histologicos de la arteria aorta donde se observo la ausencia de ateromas. Se determin6
una disminucion del colesterol total en las ratas hipercolesterolémicas que consumieron
extracto de “maiz morado” en las dosis de 250 y 500 mg/kg en relacion con el grupo
control positivo (reduccion de 21,5 y 11,2 % respectivamente), la dosis de 1000 mg/kg

no tuvo efecto sobre el nivel de colesterol. No se observaron cambios para los niveles
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de triglicéridos y colesterol HDL. Se observo una disminucion notable de formaciones
ateromatosas en los grupos tratados con dosis incrementales 250 mg/kg y 500 mg/kg
existiendo una ausencia en la dosis de 1000 mg/kg. Ronceros y col. (2012) observaron
la disminucion de triglicéridos y aumento de colesterol HDL, en el tratamiento de
pacientes dislipidémicos que consumieron “maiz morado”. Guzman-Gerénimo y col.
(2012) determinaron el efecto positivo para disminuir entre otros parametros colesterol

total, triglicéridos y el aumento de colesterol HDL.

6. Efecto antioxidante. Bolivar y col. (2003) estudiaron el potencial antioxidante del
“maiz morado”, el cual estaria relacionado con la presencia de compuestos que
presentan en su estructura varios grupos hidroxilos responsables de la capacidad de
reaccion frente a los radicales DPPH.

Arroyo y col. (2007, 2008) realizaron estudios de actividad antihipertensiva y
antioxidante de extractos hidroalcoholicos de “maiz morado”. En dichos estudios se
observa un marcado efecto antioxidante de dichos extractos, medidos como la
disminucién de la produccion de malondialdehido en estudios de lipoperoxidacion.

Yang y Zhai (2010) evaluaron la capacidad antioxidante de los granos y marlo de “maiz
morado” utilizando los métodos de DPPH, FRAP y TEAC, y a su vez comparandolos
con BHT. Se encontré que la mayor capacidad antioxidante fue aquella presentada por

el marlo, seguida por los granos y por ultimo el BHT.

1.6.3. Usos etnomedicinales
Ademas de los usos mencionados, el “maiz morado” es empleado en numerosos paises para
una amplia diversidad de afecciones (Castafieda y col., 2004):
- En Cuba y Haiti, las semillas molidas, son utilizadas como cataplasmas para golpes,
torceduras y fracturas.
- En Filipinas para el tratamiento de edemas de las embarazadas.
- En Taiwan para el tratamiento de la hepatitis.
- En Trinidad y Tobago, las semillas son usadas como anti diarreicas, analgésicas,

antisépticas y diuréticas.
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Otras alteraciones tratadas tales como dismenorrea y colicos menstruales, para los cuales se

toma infusion de estigmas de “maiz morado” y ramas de Chenopodium ambrosioides

(Pliego, 2011).

1.7. CARACTERISTICAS QUIMICAS E IMPORTANCIA DE LOS
POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos son caracteristicos de las plantas y se encuentran generalmente
en forma de esteres o glucosidos en lugar de como compuestos libres (Vermerris, 2006),
son sintetizados en gran cantidad, como producto de su metabolismo secundario. Algunos
son indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales. Otros participan en funciones
de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.)

(Quinones y col., 2012).

Haslam (1998) define a los polifenoles como compuestos solubles en agua, que tienen una
masa molecular comprendido entre 500 a 3 000 y 4 000 Da y poseen de 12 a 16 grupos
hidroxilos fendlicos sobre 5 o 7 anillos aromaticos por cada 1 000 Da de masa molecular.

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcion del nimero de
anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos.
Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del 4cido hidroxicindmico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y

flavonoides (Quifiones y col., 2012).

Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia,
dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de
origen vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del
grupo fenol (Robbins, 2003; Kidhkonen y col., 2003). La actividad antioxidante de los
fenoles es el origen de funciones bioldgicas tales como la antimutagénica, anticancerigena

y antienvejecimiento (Velioglu y col., 1998; Proestos y col., 2005).
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Altas ingestas de frutas y verduras estan asociadas con el mantenimiento de la salud y la
prevencion de enfermedades. El pensamiento vigente vincula el alto contenido de
antioxidantes con la inhibicion de las enfermedades provocadas por el dafio oxidativo, tales
como la enfermedad cardiaca, las hemiplejias y el cancer (Robbins, 2003). Entre otras
propiedades conocidas podemos destacar la actividad antiviral, antiinflamatoria, efectos
sobre la fragilidad capilar, inhibicion de la agregacion plaquetaria, entre otros. (Siddhuraju

y col., 2003).

En el presente trabajo el enfoque se realizé sobre el estudio de antocianos en particular y
secundariamente se cuantificaron los fenoles totales presentes en muestras vegetales de Zea

mays L. “Culli” y de productos industrializados en base a “maiz morado”.

1.7.1. Antocianos o Antocianinas
Los antocianos, son un grupo de compuestos fenélicos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, cuyo espectro de colores va desde el naranja hasta el azul. Representan el grupo
mas importante de pigmentos hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo

humano (Strack y Wray, 1994).

Todos los antocianos se derivan de la estructura basica del cation flavilo. Se conocen 20
antocianidinas, pero solo seis: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y
malvidina, son importantes en los alimentos. Los pigmentos de antocianina se componen de
una aglicona (antocianidina) esterificada con uno o mas azucares. Solamente se han hallado
cinco azucares como partes de las moléculas de antocianinas. Son en orden de abundancia

relativa, glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa y arabinosa (Fennema, 2009).

La ruta de biosintesis de las antocianinas estd muy bien definida a nivel genético y
enzimatico, con secuencias de genes disponibles para todos los pasos de la biosintesis para
las principales antocianinas, como para las actividades secundarias de modificacion.

El ntcleo de la antocianidina es una estructura de 15 de carbonos (C5-C3-C5) de dos

anillos aromaticos (los anillos A y B) unidas por un tercer anillo (anillo C) (Figura N°5).
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Aglicona Substitucion % maxkllll])

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura N°5: Estructura y sustituyentes de las antocianinas

(Durst y Wrolstad, 2001)

El grado de oxidacion del anillo define varios tipos de flavonoides. Las antocianidinas
tienen dos dobles enlaces en el anillo C, por lo tanto tienen carga positiva. La estructura
basica de la antocianidina, se modifica por la adicion de una amplia gama de grupos
quimicos, en particular mediante hidroxilacion, acilacion y metilacion. Usualmente la
hidroxilacion y metilacion, ocurren antes de futuras modificaciones. Por lo tanto, hay un
pequefio numero de tipos de antocianidinas que se han identificado como la base de la gran
cantidad de antocianinas posteriores, con diferentes patrones de glicosilacion y acilacion.

(Gould y col., 2009).

La biosintesis de los antocianos es activada por la exposicion a la radiacion UV (Takahashi
y col., 1991; Méndez y col., 1999; Singh y col., 1999; Markham, 1982; Giusti y col., 1999),

y sus funciones en los 6rganos vegetativos son la de amortiguar el dafio por radiacion UV

19



de los tejidos vegetales (Takahashi y col., 1991; Koostra, 1994) y la captacion de radicales
libres actuando como agentes antioxidantes (Tsai y col., 2002; Weisel y col., 2006; Noda y
col., 2000; Kdhkonen y Heinonen, 2003; Halliwell y Gutteridge, 1999). Estos radicales
pueden aumentar su produccion en las células por factores de estrés ambientales, como la

saturacion de flujo de luz o altos niveles de radiacion UV (Gould, 2003).

En general, en medio acido (pH 1-2), las antocianinas tienen un intenso color rojizo, que
corresponde al equilibrio entre el cation flavilo y una estructura conocida como carbinol
pseudobase. Aumentando el pH a 6,5 - 8, se produce la formacion de una estructura de
color violeta denominada anhidrobase. Los pigmentos derivados de pelargonidina y
cianidina producen un color que va del rosa al rojo-purpura, mientras que los de delfinidina

muestran un color purpura-azulado (Goto y Kondo, 1991).

Las antocianinas son responsables de un amplio espectro de actividades bioldgicas, entre
las que se pueden mencionar: antioxidante, anticancerigena y antimutagénica (Bomser y
col., 1996; Kéhkonen y Heinonen, 2003; Remeuf 'y col., 1983; Kamei y col., 1995; Katsube
y col., 2003; Yoshimoto y col., 1999; Yoshimoto y col., 2001).

Ademas, los antocianos se han utilizado en el tratamiento de diversos trastornos de la
circulacion de la sangre resultante de la fragilidad capilar (Wang y col., 1997) en estudios
vaso-protectores y antiinflamatorios (Lietti y col., 1976; He y Giusti, 2010), en la
inhibicion de la agregacion plaquetaria (Morazzoni y Magistretti, 1986), y en el
mantenimiento de la permeabilidad vascular normal (Wang y col., 1997), prevencién la
isquemia-reperfusion en el corazon y en trastornos de hiperlipidemia (Toufektsian y col.,

2008), ademas de prevenir la obesidad y reducir la hiperglicemia (Tsuda y col., 2003).

1.7.2. Otros polifenoles de interés
Como se mencionara anteriormente, entre los compuestos fenolicos presentes en el “maiz
morado” pueden mencionarse los flavonoides y los acidos hidroxicindmicos, metabolitos
que son cuantificados en la mediciéon de fenoles totales junto a otros compuestos de

naturaleza fenolica.
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Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos polihidroxilados que constan de dos
anillos aromaticos unidos a través de tres atomos de carbono, constituyendo una
estructura base denominada C6-C3-C6. Se pueden clasificar de acuerdo a la
estructura del anillo C3, quien determina la naturaleza de los compuestos (Bohm,
1998), que incluyen a las flavonas (apigenina, luteolina, etc.), los flavonoles
(quercetina, miricetina), las flavanonas (naringenina y hesperidina), las catequinas
(catequina y galocatequina), las antocianidinas (cianidina y pelargonidina), y las

isoflavonas (genisteina y daidezina), entre otros (Ross y Kasum, 2002) (Figura N°6).

Apigenina Catequina
OH
OH O
HO O
Genisteina

Figura N°6: Estructura de algunos flavonoides
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Existen dos rutas biosintéticas que dan como resultado la biosintesis de los
flavonoides, estas son la ruta del 4cido shikimico (o via aromatica) y la ruta del
acetato (via malonato), y han sido estudiadas extensamente en una amplia gama de
plantas (Winkel, 2001; Marles y col., 2003; Broun, 2005; Dixon y col., 2005; Koes y
col., 2005).

Estdan ampliamente distribuidos en alimentos y bebidas de origen vegetal, como
frutas, verduras, té, cacao y vino (Kelm y col., 2005; Schreier, 2005). Realizan una
amplia variedad de funciones fisiologicas y ecologicas y son conocidos por ser
sintetizados por las plantas como compuestos de defensa contra microorganismos
patogenos, insectos, animales herbivoros, entre otros. Su actividad es probablemente
debido a su capacidad para formar complejos con proteinas y con las paredes
celulares bacterianas (Marjorie, 1999). Ademads intervienen en la atraccion de
insectos para la polinizacion y dispersion de semillas, proteccion contra la radiacion
UV (Wiseman y col., 1996), como reguladores de la actividad hormonal (Nicholson y
Hammerschmidt, 1992; Dixon y Steele, 1999; Koes y col., 1994; Winkel, 1996) y
pueden actuar ademds como potentes agentes antioxidantes.

Entre otras funciones también se ha demostrado que los flavonoides inhiben la
carcinogénesis in vitro y hay pruebas fehacientes de que también lo hacen in vivo
(Caltagirone y col., 2000; Miyagi y col., 2000). Esta inhibicion se produce al afectar
los eventos moleculares en la iniciacion, promocion y etapas de progresion del cancer
(Deschner y col., 1991; Makita y col., 1996; Tanaka y col., 1999; Kandaswami y col.,
1991), como por ejemplo el papel de las isoflavonas en la prevencion del cancer de
mama y de prostata (Cornwell y col.,, 2004; Dixon, 2004; Adlercreutz, 2002;
Greenwald, 2004; Holzbeierlein y col., 2005; Magee y Rowland, 2004).
Adicionalmente, su empleo cobra importancia en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la edad. La mayoria de estos informes se centran en las
caracteristicas antioxidantes de las dietas ricas en flavonoides y su mejora en la salud

cardiovascular (Mitchell y col., 1998; Wiseman y col., 2000).
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Acidos hidroxicindmicos

Los fenilpropanoides son compuestos naturales que tienen un anillo aromatico al que
estd unido una cadena lateral de tres atomos de carbono. Biosintéticamente derivan
del aminoacido aromatico fenilalanina y pueden contener uno o mas residuos C6-C3.
Dentro de este grupo de compuestos, los mas destacados son los dacidos
hidroxicindmicos, que son importantes en la planta no solo como elementos
esenciales en la constitucion de la lignina, sino también en relacion con la regulacion
del crecimiento y resistencia a las enfermedades, ya que poseen actividad
antimicrobiana (Padmavati y col., 1997; Werlein y col., 2005).

Los mas comunes en la naturaleza son: fertlico, sinapico, cafeico y p-cumarico. Su
separacion es simple mediante el empleo de técnicas de cromatografia planar (por
ejemplo TLC) y son facilmente detectados por su fluorescencia azul-verdosa a la luz
UV de 366 nm. Estos compuestos se presentan normalmente en las plantas bajo la
forma de ésteres, como el acido clorogénico, formado por los acidos cafeico y quinico

(Figura N°7).

Sustiluyantes

C3 c4 c5

H OH H p-CUMATico
OH OH H cafeico
OCH3 OH H feralico

QCHZ OH  OCHs  sinapico

HO""

OH
acido clorogénico

OH

OH

Figura N°7: Estructura y sustituyentes de los principales acidos

hidroxicinamicos
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Los 4acidos hidroxicinamicos en general son agentes antioxidantes (Richelle y col.,
2001; Young y Woodside, 2001; Langley, 2005), prevencion del cancer de estobmago
(Ferguson y col., 2005), reducciéon de la glucosa e insulina (van Dijk y col., 2009),

efecto antibacterial (Herald y Davidson, 1983), entre otros.

1.8. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Un radical libre es un atomo o molécula con uno o mas electrones desapareados, como por
ejemplo: radical hidroxilo, radical peroxido, anién superoxido, oxido nitrico, oxigeno
singulete entre otros (Kalyanaraman, 2013). Son capaces de existir en forma independiente

generando reacciones en cadena.

Las reacciones que afectan a los radicales libres se dividen normalmente en tres categorias:
iniciacion: se generan los primeros radicales libres a partir de moléculas estables. Puede
ser inducido por cualquiera de las siguientes formas: térmica, fotoquimica, radioquimica o
por oxido reduccion, propagacion: un nuevo radical se genera a expensas de otro, de tal
manera que no se pierde en ningun momento el caricter de radical y el proceso continia y
terminacion: se consumen radicales y no se generan nuevos radicales, por lo que se pierde
el caracter de radical en el proceso. Normalmente es cuando dos radicales reaccionan entre

si y forman moléculas estables.

Los radicales libres son conocidos por ser importantes contribuyentes a las enfermedades
degenerativas asociadas al envejecimiento (Atoui y col, 2005). Los seres humanos estan
expuestos a un gran numero de agentes oxidantes producto de la contaminacion ambiental,
compuestos quimicos que se afiaden a los alimentos o simplemente como productos de las
reacciones bioquimicas que se llevan a cabo en el organismo, resultando en la formacion de
radicales libres que seran los responsables del dafio oxidativo a las moléculas de las células

con efectos negativos en el metabolismo celular (Venereo, 2002).
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Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas, mediado por la transferencia de electrones a un agente oxidante, se encuentran
naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos. Los antioxidantes dietéticos
incluyendo flavonoides, carotenoides y vitamina C (Howard y col., 2003), pueden conferir
beneficios para la salud mediante la proteccion contra el estrés oxidativo, mediante la
prevencion del dafo a las proteinas, el ADN y los lipidos (Huang y col., 2005).

El maiz es una buena fuente de antioxidantes naturales tales como vitaminas, carotenoides,

flavonoides y otros compuestos fendlicos (Lopez-Martinez y col., 2009; Montilla y col.,
2011).
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2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general planteado abarca el estudio de ésta especie desde distintas areas del
conocimiento: farmacobotanica, fitoquimica y actividad bioldgica.

Se realizara el andlisis de materiales vegetales provenientes de muestras del comercio, y de
muestras industrializadas, con el objeto de evaluar la autenticidad de las muestras desde el
punto de vista botanico (cuando corresponda), el de fenoles totales, contenido de antocianos
y su actividad antioxidante.

El estudio aqui planteado se realiza en el marco de un laboratorio de baja complejidad, que
permitird la realizacién de estudios y técnicas que implican bajo costo, poco tiempo de

desarrollo y equipamiento estdndar presente en un laboratorio de control de calidad.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer los parametros farmacobotanicos relevantes para el control de calidad de las
muestras vegetales analizadas (infrutescencias: granos y marlo). Estos parametros seran de
gran utilidad al momento de analizar muestras trituradas y reducidas a polvo.
Se procederd ademds al analisis de algunos productos industrializados que destaquen la
presencia de “maiz morado” en su composicion.
2. Realizar el analisis de los polifenoles presentes.
Dicho anélisis comprendera:
Obtencion de extractos acuosos (cocimientos), alcoholicos y metanolicos, sobre los

que se realizaran:

2.1. Cuantificacion de fenoles totales

2.2. Cuantificacion de los antocianos.

2.3. Obtencion del perfil de antocianos
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Se propone un estudio comparativo entre diferentes tipos de extractos, con el objeto de
determinar el poder de extraccidon para cada uno de ellos y su relacion con el contenido de
polifenoles (fenoles totales y antocianos).

3. Determinar la actividad antioxidante para los extractos anteriormente mencionados.

4. Analizar la presencia de antocianos como parametro de control de calidad en productos

industrializados a base de “maiz morado”.

2.3.  HIPOTESIS Y JUSTIFICACION GENERAL DE LA METODOLOGIA
DE TRABAJO

Como hipdtesis de trabajo se plantea que los caracteres microscopicos presentes pueden ser
empleados en el control de calidad de diferentes tipos de muestras de “maiz morado” o que

lo incluyan en su composicion.

Entre los compuestos principales presentes se encuentran los antocianos, responsables del
color violeta-oscuro del “maiz morado”, compuestos que estaran presentes en los extractos
acuosos empleados para obtener la “chicha morada”. Pero dada la estructura quimica de
estos compuestos, se propone el estudio de extractos hidroalcohoélicos, donde se prevé la
presencia de altas concentraciones de antocianos, constituyendo una interesante fuente de

estos metabolitos.
Ademas se propone determinar el perfil de antocianos presente para las distintas muestras y
extractos. Las variaciones esperadas se veran reflejadas en la actividad antioxidante que

puedan presentar los extractos aqui obtenidos.

La metodologia empleada es la actualmente utilizada en los diversos estudios

farmacoboténicos, de andlisis de polifenoles y de actividad antioxidante.
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3. MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental comprendi6 el analisis farmacobotanico, fitoquimico y de capacidad
antioxidante de las distintas muestras vegetales. Con estos resultados como parametro, se

realizaron los mismos protocolos de analisis para muestras industrializadas.

3.1. MATERIAL A ANALIZAR

El disefio experimental estd basado en el analisis farmacobotdnico, fitoquimico y de
actividad antioxidante, de muestras comerciales de Zea mays L. “maiz morado”.
En el caso de las muestras industrializadas, se tuvo en cuenta la composicion de estas para

la realizacion de los analisis antes mencionados.

Muestras vegetales
Todas las muestras (muestras N°1 a N°7) fueron compradas en el mercado de Liniers
(Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina) entre los meses de agosto del 2014 y

marzo del 2015.

Foto N°2: Muestras de “maiz morado”
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Muestras industrializadas
Las muestras industrializadas fueron compradas en la ciudad de Lima, Peri. A continuacion

se detalla la composicion de cada una, segun lo detallado en el rotulo o empaque.

Muestra N°8: bebida lista para tomar de chicha morada. Ingredientes: agua tratada, azlcar,
“maiz morado”, manzana, ananda, membrillo, acido citrico (E-330), canela y clavo de olor,

benzoato de sodio, y sorbato de potasio (E-202).

Foto N°3: “Chicha morada”

Muestra N°9: chips de “maiz morado”. Ingredientes: “maiz morado”, aceite vegetal,

ajonjoli (sésamo) y sal marina.

F

Foto N°4: Chips de “maiz morado”
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Muestra N°10: mezcla en polvo para preparar mazamorra morada. Ingredientes: azicar,

espesantes (fécula de papa y almidon de maiz), acidulante (acido fumarico), sabor idéntico

al natural a “maiz morado” y frutas, edulcorantes (aspartame y acesulfame K) y colorantes

artificiales (rojo allura y azul brillante).

-

whead|

Foto N°5: Mezcla para preparar “mazamorra morada”

Muestra N°11: mezcla en polvo para preparar bebida instantanea sabor a chicha morada

Azucar, acidulante (acido malico), edulcorantes artificiales (aspartame y acesulfame K),

regulador de acidez (citrato trisddico y sal), antthumectante (fosfato tricalcio), estabilizante

(carboximetilcelulosa) y colorantes artificiales (rojo allura, azul brillante, azul indigotina y

rojo carmoisina). Contiene fenilalanina.

Foto N°6: Mezcla para preparar “chicha morada”

30



Muestra N°12: mezcla en polvo para preparar bebida instantdnea sabor a chicha morada
Azucar, acidulante (acido citrico), edulcorantes artificiales (ciclamato de sodio , sacarina de
sodio, aspartame), espesantes (gomas de celulosa E-446,goma xéntica E-415), sabor a
chicha morada idéntico al natural, sabor a canela idéntico al natural, sabor a limon natural,
antiaglomerante (fosfato tricalcio), colorantes (rojo N° 40, indigotina E-132), regulador de

acidez (citrato de sddico), vitamina C (0,30% m/m). Contiene fenilalanina.

Foto N°7: Mezcla en polvo para preparar “chicha morada”

3.2. ANALISIS FARMACOBOTANICO

El analisis farmacobotanico comprende el andlisis macroscopico y microscopico de las
muestras vegetales. Podra ser realizado sobre las muestras industrializadas en los casos

donde pueda ser viable.

3.2.1. Analisis Macroscopico
El andlisis macroscopico involucra la descripcion macroscopica y la determinacion de
materia extrafa.
La descripcion macroscopica incluye a su vez el estudio de la forma de presentacion
(material entero, triturado, etc.); la determinacion de los caracteres organolépticos (color,

olor y sabor) y de la materia extraina (presencia de elementos extrafios a la muestra).
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3.2.2. Analisis Microscopico
El analisis microscopico llevado a cabo incluy6 la obtencion y observacion de disociados y

de cortes.

Obtencion de disociados
Se realizaron disociados leves y disociados fuertes, para poder determinar los caracteres

microscopicos relevantes empleados en el andlisis del control de calidad.

El método de disociado leve consistid en someter el material vegetal a la acciéon de una
solucion acuosa de hidroxido de sodio al 5 %, durante 5 min, a ebullicion. Luego se enftrio
y se lavd el material disociado con agua destilada y se observaron al microscopio. El

disociado se observé mediante el empleo de microscopia de campo claro (IRAM, 1993).

El método de disociado fuerte consistio en someter el material a la accion de una solucion
acuosa de hidroxido de potasio al 10%, durante 5 minutos, a ebullicion. Luego se enfrid y
se enjuagd con agua repetidas veces. Posteriormente se agregd una solucion acuosa de
acido cromico al 25% la cual se dej6 actuar por 30 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién se lavo el material disociado con agua destilada y se observaron al
microscopio (IRAM, 1993).

Los disociados se observaron mediante el empleo de microscopia de campo claro. Se
empled un microscopio Zeiss Axioscop 2 Plus provisto de una camara digital Sony

Exawave HAD.

Obtencion de cortes

La obtencion de cortes se trata practicamente de un procedimiento artesanal que involucra
la siguiente secuencia de pasos: hidratacion o ablandamiento del material, la obtencion de
cortes (transversales o longitudinales), el vaciado y el posterior montaje para su
observacion.

La hidratacion y ablandamiento consiste en colocar una pequefia cantidad de material en un
vaso de precipitado con 20-30 veces su volumen de agua. Se coloca sobre una plancha

calefactora y se lleva el agua a ebullicion durante cinco minutos.
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El material previamente ablandado se corté a mano alzada o con un micré6tomo manual. Se
obtuvieron de esta manera cortes transversales del marlo y longitudinales de los granos.
Estos cortes fueron posteriormente vaciados empleando una solucion al 50% de hipoclorito
de sodio. Los cortes asi vaciados se lavaron con agua y se montaron entre porta y cubre

objeto para su observacion microscopica (D’ Ambrogio, 1986; Zarlavsky, 2014).

3.2.3. Test de Viabilidad de semillas.
Demuestra la capacidad germinativa de las semillas. Consiste en colocar cortes
longitudinales o transversales de semillas en contacto con una solucion acuosa al 0,1 % de
cloruro de trifeniltetrazolio (TFT). Después de una hora de incubaciéon a 30°C, los
embriones vivos, respirantes, se colorean de rojo debido a la formacion de

trifenilformazano (TFF) (Moore, 1962).
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3.3. ANALISIS FITOQUIMICO

Sobre el material vegetal y las muestras de productos industrializados se llevaron a cabo las
extracciones correspondientes, que consistieron en extractos acuosos (cocimientos),
etanolicos y metanolicos.

Se trabaj6 utilizando material vegetal entero (choclo) y marlos; se pesaron dos porciones de
5 g de choclo, la primera porcidon se utilizd en su totalidad y la segunda porcion se
desgrano, de esta manera poder obtener el aporte del marlo a contenido de fenoles totales y

antocianos.
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Para cada extracto se cuantificaron el contenido de fenoles totales, el de antocianos y
capacidad antioxidante y se determind el perfil cromatografico de antocianos.
En el caso de los productos industrializados se efectuaron los mismos analisis teniendo en

cuenta la composicion de los mismos.

Obtencion del Extracto Acuoso (Cocimientos)

Se realizaron cocimientos al 10%. Se pesaron 5 gr del material vegetal, se colocaron en un
vaso de precipitados y se adicionaron 50 ml de agua destilada. Se llevo a ebullicion durante
30 min, se dejo enfriar y posteriormente se filtro. El extracto se llevo con agua destilada

hasta volumen final de 50 ml.

Obtencion del Extracto Etandlico
Se pesaron 5 g del material vegetal, se colocaron en un recipiente con tapa y se adicionaron
50 ml de etanol 50%. La extraccion se llevd cabo a temperatura ambiente, durante 48 h.

Posteriormente se filtr6 y se llevo a volumen.

Obtencion del Extracto Metandlico
Se pesaron 5 g de material vegetal, se colocaron en un recipiente con tapa y se adicionaron
50 ml de metanol absoluto. La extraccion se llevo cabo a temperatura ambiente, durante 48

h. Posteriormente se filtr6 y se llevo a volumen.

3.3.1. CUANTFICACION DE POLIFENOLES

Cuantificacion de Fenoles Totales

Se determin6 mediante el método de Folin—Ciocalteu de acuerdo con Makkar y col. (1993).
Alicuotas (50 pl) de los extractos fueron transferidas a tubos de ensayos y el volumen
llevado a 500 pl con agua desionizada. Se adicionaron a continuacion 250 ul de reactivo de
Folin-Ciocalteu y 1250 pl de solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 %. Luego de 40
minutos se midi6 la absorbancia a 725 nm. Se realiz6 una curva de calibracion con acido

galico. El contenido de los fenoles totales se expresd6 como equivalentes de 4cido galico
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(EAG: mg acido galico/g material seco) (Scalbert y col., 1989). Todas las mediciones se

efectuaron por triplicado.

Cuantificacion de antocianos

Se realiz6 mediante la técnica de cuantificacion por espectroscopia diferencial, segiin una
modificacion de la técnica de Lee y colaboradores (2005). Brevemente, a una alicuota del
extracto se le adicion6 una solucion buffer KCI pH 1,0. Se realizaron las lecturas a 510 nm
y 700 nm. Luego se efectuaron nuevamente las lecturas en buffer acetato de sodio
(CH3CO;Na.3H,0) pH 4,5. Para estas mediciones se utilizd6 un espectrofotometro UV-
visible Hewlett Packard 8452A (Diode Array Spectrophotometer). Se calcularon las

diferencias de absorbancia por la siguiente ecuacion:

A= (As1o nm — A790 nm)pu1 — (Asio nm — Az00 NM),H45

Los resultados obtenidos se expresaron como equivalentes de cianidina-3-glucésido (ECG:

mg de cianidina-3-glucosido/g material seco).

ACt (mg de Cian.-3-glu/gr M.S.) = A*PM*FD*V
&*1

Donde:

ACt: Antocianinas totales

A: Cambio en la absorbancia

PM: Peso molecular para cianidina-3-glucésido (449.2 g/mol)

FD: Factor de dilucion

V: Volumen de la muestra

€: Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucosido (26 900)

1: Longitud de paso de celda (1cm)
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3.3.2. ESTUDIO DE LOS ANTOCIANOS

Perfil de antocianos

El perfil de antocianos se llevd a cabo mediante la realizacion de cromatografias en capa
delgada (TLC/CCD) en silica gel empleando como fase movil el sistema de solventes
acetato de etilo-acido acético-acido foérmico-agua (100:11:11:26). Los cromatogramas se
observaron a la luz visible.

Debido a que cada compuesto tendra una forma unica de interactuar con la matriz y el
solvente, algunos compuestos se moveran mas rapido que otros. Se toma el valor de Rf que
es la relacion entre la distancia de migracion del compuesto dividido por la distancia que el
disolvente ha migrado (frente de solvente) y que tiene por definicion un valor maximo de 1.
El valor de Rf tiende a ser constante para una combinacién dada de compuesto, solvente y

la matriz.

Identificacion de las antocianidinas
La identificacion de las antocianidinas se realizd mediante los siguientes procedimientos:

Hidrdlisis dacida. Se realiza la separacion de los azucares presentes en los antocianos

mediante una hidrdlisis acida, obteniéndose asi las antocianidinas correspondientes. Una
alicuota de los extractos se somete a la accion de una solucion de HCI 2N a 100° C, durante
60 minutos. El hidrolizado se deja enfriar, se filtra y se extrae el aglicon utilizando alcohol
amilico, permaneciendo los azlcares en la fase acuosa 4cida. La fraccion amilica se

evapora hasta sequedad y el residuo se redisuelve en HCI 0.1% en metanol.

Determinacion de los valores de Rf en distintos sistemas de solventes. El estudio

cromatografico se lleva a cabo en TLC de celulosa, unidireccional ascendente. Se emplean
las siguientes fases moviles:

Forestal: 4cido acético — 4cido clorhidrico — agua, 30:3:10.

Formico: 4cido férmico — acido clorhidrico — agua, 5:2:3.

BAA: n-butanol — &cido acético — agua, 6:1:2.
Se emplearon como sustancias de referencia cianidina y pelargonidina. También se
efectian co-cromatografias con esos testigos.

Este estudio permite detectar las diferentes antocianidinas presentes en el extracto.
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Aislamiento y purificacion. Se realizd mediante el empleo de cromatografia en capa

delgada descendente, empleando celulosa (papel) como fase estacionaria y Forestal como
fase movil, ya que resultd ser el solvente que permitid las mejores separaciones de los
compuestos presentes. Se obtuvieron asi tres bandas cuyos Rf corresponden a cianidina,
peonidina y pelargonidina. Las bandas se cortaron y eluyeron en MeOH/HCI1 0,01 %.

Estudios de espectroscopia UV-visible: Se realizan los espectros de absorcion entre 220 y

800 nm de las antocianidinas aisladas. Se realizaron los shifts con reactivo de AlCl; al 5 %

en metanol.

3.3.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se estudio la actividad antioxidante total hidrosoluble de los extractos anteriormente

mencionados, empleando el ensayo de DPPH.

Ensayo del DPPH

Este método se basa en la medicion de la habilidad de compuestos antioxidantes para
reducir el radical DPPH el cual se encuentra en medio metandlico, a partir del decremento
en absorbancia de la reaccion, en funcion del tiempo (Prior y col., 2005). Esta reaccion
produce un cambio de color en la solucion y se monitorea espectrofotométricamente a
517nm.

Se utilizaron alicuotas de cada extracto de 10, 30 y 50 ul y fueron llevadas a 1 ml con
metanol absoluto; y luego se incorpor6 2 ml de la solucion de DPPH. Luego de 30 minutos
a oscuridad y temperatura ambiente, se determind la disminucién de la absorbancia a

517nm también en oscuridad.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los casos, los resultados cuantitativos se expresaron como valor promedio =+

desvio estandar. El analisis entre extractos se efectué mediante el analisis comparativo de

las medias (t-test), mediante el empleo del programa SigmaStat 3.5®.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS FARMACOBOTANICO

Como se mencionara en el capitulo de materiales y métodos, el analisis farmacobotanico
comprende una serie de estudios macroscopicos y microscopicos. A continuacion se

detallan los resultados obtenidos.

4.1.1. Analisis Macroscopico
Muestras vegetales
El material vegetal se presentd bajo la forma de choclo (marlo y granos) sin desgranar y
desgranado. Todas las muestras presentaron color y olor caracteristico.
Las mediciones de tamafios presentaron los siguientes valores promedio:
Choclo: 12,0 cm de longitud, didmetro de 4,0 cm,
Grano: 13,2 mm de largo, ancho de 11,4 mm y espesor de 4,9 mm.

Marlo: 25,0 mm de diametro.

En uno de los materiales se observo la presencia de una posible contaminacion por hongos.
El resto de los materiales analizados se presentd sin modificaciones macroscopicas

aparentes.

Foto N°8: Choclo entero y granos de Foto N°9: Grano de “maiz morado”
“maiz morado”
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Muestras industrializadas

Las muestras comerciales industrializadas se presentaron bajo tres diferentes formas: polvo,
“chips”, y liquida.

La muestra N° 8 corresponde a un liquido de color violeta intenso, de sabor y olor dulce.

La muestra N°9 se presentd bajo la forma de “chips”, de color pardo-violaceo, de sabor
salado y levemente aromatico.

Las muestras en polvo (N° 10, 11 y 12) se presentaron bajo la forma de un polvo fino, de
color violeta, de olor y sabor dulce y aromatico, que responde a los componentes de cada

muestra.

Presentacion de las muestras: liquido, “chips” y polvo.

4.1.2. Analisis Microscopico
Muestras vegetales
Anadlisis de los disociados
El andlisis de las muestras vegetales consistio del estudio de 7 muestras, donde se
determinaron los caracteres microscopicos relevantes presentes en el marlo y el grano.

A continuacion se detallan dichos caracteres:

Elementos presentes en el grano. En el grano puede observarse la presencia de esclereidas,

células que contienen aleurona, parénquima de reserva amilifero y tricomas eglandulares,

simples y unicelulares.
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1. Esclereidas:

Foto N°10: Esclereida del pericarpio (400x)

2. Células con aleurona:

Foto N°11: C¢lula con aleurona (400x)
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3. Almidon:

Q
q
d

Foto N°12: A: Granos de almidén en campo claro (400x). B: Granos de almidon bajo luz

Foto N°13: Reaccion de lugol en granos de almidon (400x)

polarizada (400x)
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4. Tricomas:

Foto N°14: Tricomas eglandulares unicelulares (100x)

Elementos del marlo. El andlisis microscopico permitid determinar la presencia de

esclereidas de diferente formas, tricomas eglandulares de diferentes tipos y traqueas

anilladas.

1. Esclereidas:

Foto N°15: Esclereidas. A, B: 400x
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C D

Foto N°16: Esclereidas. C, D: 400x

2. Tricomas

Foto N°17: A: Tricoma eglandular unicelular (200x), B: Tricoma eglandular bicelular

(400x), C: Tricoma eglandular tricelular (400x)
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3. Traqueas

Foto N°18: Traqueas anilladas (200x)

Andalisis de los Transcortes

Transcorte del pericarpio del grano

Se pudo observar que el grano de “maiz morado” presenta las mismas caracteristicas
microscopicas que se pueden encontrar en otras variedades de Zea mays L. El pericarpio
estd constituido por el epicarpio (ep) de células alargadas, punteadas y sin pelos, el
mesocarpio (m) de células iguales al epicarpio pero de paredes mas gruesas y el endocarpio

(e) de células cruzadas y tubulares. (Figura N°8 y Foto N°19).

v
3

A 4

Figura N°8: Esquema de referencia de pericarpio de maiz ( Zea mays L.).
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ep

Foto N°19: Pericarpio del grano de “maiz morado” (100x)

Transcorte del marlo

El analisis del transcorte del marlo permite apreciar las siguientes estructuras:

Epidermis de células pequeiias, de paredes delgadas, con pelos articulados unicelulares y
en punta y pelos de puntas romas, esclerénquima con células de formas alargadas,
paralelas a la superficie y células isodiamétricas en las capas interiores, zona vascular con
vasos anillados, espiralados y contrapuestos y parénquima de células redondeadas de
paredes delgadas y con abundante espacio intercelular (Figura N°9) (Winton y Winton,

1932).

v

epidermis

esclerénquima

v

zona vascular

v

parénquima

Figura. N°9: Esquema de referencia del transcorte del marlo de Zea mays L
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Estas mismas estructuras fueron observadas en el material analizado donde pueden

observarse los distintos tejidos anteriormente mencionados (Foto N° 20 a Foto N° 23).

Foto N°20: Transcorte del marlo (50x)

Foto N°21: Tricomas de la epidermis. A: (50x); B: (400x)
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Foto N°22: Esclerénquima (400x) Foto N°23: Células del parénquima y
haz vascular (400x)

Transcorte de la gluma

Las glumas estan formadas de a pares, una gluma inferior y una gluma superior y son de
textura delgada y rugosa. Las células de la gluma presentan bordes un tanto irregulares
debido a que estan relacionadas a tejido epidérmico y se pueden encontrar tricomas en su

base. (Foto N° 24, N° 25 y N° 26).

Foto N°24: Gluma y porcion de marlo (10x)
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Foto N°25: Células de la gluma (100x) Foto N°26: Células de la gluma (400x)

Test de viabilidad de semillas

Se embebid la semilla en una solucion incolora de 2,3,5-trifenil tetrazolio por pocos
minutos y se incubd a 37 °C. Se observo una coloracion rojiza (formazan) como resultado
de la reaccion quimica de oxido reduccion caracteristica de las células vivas. La viabilidad
medida a través de esta prueba es una caracteristica unica y distintiva de una semilla latente

(Foto N° 27).

» pericarpio

» endospermo

v

escutelo

» embrion

Foto N°27: Corte transversal en grano de “maiz morado” (4x)
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Muestras industrializadas

El analisis microscépico fue viable en las muestras N° 9: chips de “maiz morado” y N° 10:

mezcla para preparar “mazamorra morada”.

o Muestra N°9: chips de “maiz morado”, se pudo evidenciar la presencia de
células con oxalato de calcio y aceite (Foto N° 28-A), se observd ademas polen
(espiculado) proveniente de una flor probablemente perteneciente a la familia

Asteraceae (Compuestas) (Foto N° 28-B).

Foto N°28: A: Células con aceite. Reaccion de Sudan (400x). B: Grano de polen (400x)
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Muestra N°10: “mezcla para preparar mazamorra morada”, se comprobo la
presencia de almidon de Zea mays (almidon poliédrico) y almidon de Solanum

tuberosum (de forma ovoidal y estriaciones concéntricas bien marcadas) (Foto N° 29)
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Foto N° 29. A: Granos de almidon de Zea mays y Solanum tuberosum bajo luz blanca.
B: Granos de almidon de Zea mays y Solanum tuberosum bajo luz polarizada (200x)

C: Reaccion de Lugol en granos de almidon de Zea mays y Solanum tuberosum (400x)
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4.2. ANALISIS FITOQUIMICO

Para el andlisis fitoquimico se realizaron las cuantificaciones de los polifenoles, éstas
comprenden el estudio de fenoles totales, y antocianos. Se analizaron 7 muestras vegetales

(N° 1 aN°7)y 5 muestras industrializadas (N° 8 a N° 12).

4.2.1. CUANTIFICACION DE POLIFENOLES
CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Muestras Vegetales
Los siguientes graficos muestran los resultados de la cuantificacion de fenoles totales de los
extractos acuoso, etanolico y metanoélico, correspondientes a las muestras N° 1 a N° 7

(Grafico N° 1 a N° 3).

FENOLES TOTALES - EXTRACTO ACUOSO
" 12
= 10 I i
& 8 I I n
M. I if
%) T = CHOCLO
g 4 +— — — — & — I
< MARLO
«» 2THE R0 R B R R R
B

0 _

1 2 3 4 5 6 7
MUESTRAS

Grafico N°1: Cuantificacion de fenoles totales en el extracto acuoso, expresados como

EAG (EAG: mg acido galico/g material seco)
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Grafico N°2: Cuantificacion de fenoles totales en el extracto etanolico, expresado como

EAG (EAG: mg acido galico/g material seco)
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Grafico N°3: Cuantificacion de fenoles totales en el extracto metandlico, expresado como

EAG (EAG: mg acido galico/g material seco)
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Muestras Industrializadas

El siguiente grafico muestra los resultados de la cuantificacion de fenoles totales para la
muestras N°8 a N°12. En el caso de la N°8, al tratarse de una muestra liquida de base
acuosa, se analizd sin realizar extracto alguno y el valor expresado corresponde a mg de

acido galico / ml de muestra (Grafico N°4).

FENOLES TOTALES
10
v
= 8
- I
&
S o6 B
3 M Ext. Acuoso
g 4T =l
< I m Ext. Etanolico
5
nén 2 - 1 N Ext. Metanolico
o - -—- o
& 9 10 11 12
MUESTRAS

Grafico N°4: Cuantificacion de fenoles totales, expresado como EAG (EAG: mg acido
gélico/ml).

Nota. Muestra N° 8: mg de 4cido gélico/ml de muestra.

CUANTIFICACION DE ANTOCIANOS

Muestras Vegetales
Los siguientes graficos muestran los resultados de la cuantificacion de antocianos en el
extracto acuoso, etandlico y metandlico, correspondientes a las muestras N° 1 a N° 7

(Grafico N°5 a N°7).
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ANTOCIANOS - EXTRACTO ACUOSO

mg deCianidina-3-glucdsido/gr M.S.

MUESTRAS

m CHOCLO

= MARLO

Grafico N° 5: Cuantificacion de antocianos totales, expresado como ECG (ECG: mg de

cianidina-3-glucosido / g material seco)

ANTOCIANOS - EXTRACTO ETANOLICO
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Grafico N° 6. Cuantificacion de antocianos totales, expresado como ECG (ECG: mg de

cianidina-3-glucosido / g material seco)
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Grafico N° 7: Cuantificacion de antocianos totales, expresado como ECG (ECG: mg de

cianidina-3-glucésido / g material seco)

Muestras Industrializadas

Se realizo la cuantificacion de antocianos de las muestras N°8 a N°12.

En lo que respecta a las muestras N° 9 a N° 12, no se detectaron cantidades cuantificables
de antocianos por éste método.

La muestra N°8 fue el inico material en que pudo cuantificarse los antocianos. Por tratarse
de una muestra liquida de base acuosa, valor promedio corresponde a 8,77 mg de cianidina-

3-glucosido / ml de muestra.
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4.2.2. ANALISIS CUALITATIVO DE POLIFENOLES
PERFIL CROMATOGRAFICO DE ANTOCIANOS

El analisis del perfil cromatografico de antocianos presentes en las muestras vegetales, se
realiz6 mediante cromatografias en capa delgada (TLC) de silica gel, utilizando como fase

movil el sistema de solventes acetato de etilo - acido acético - acido formico - agua,

100:11:11:26.

Muestras vegetales

El perfil de antocianos queda determinado principalmente por la presencia de cuatro bandas
(compuestos) para todas las muestras analizadas. Dos de las principales bandas se
corresponderian con los compuestos cianidina-3-glucosido y pelargonidina-3-glucoésido,
cuyas posiciones en el cromatograma concuerdan con los correspondientes testigos (Foto
N°30).

Las dos bandas restantes corresponderian a peonidina-3-glucdsido y/o a los derivados
malonados de los antocianos presentes, teniendo en cuenta los antocianos conocidos para

esta especie, segun trabajos realizados por otros autores (Pascual-Teresa y col., 2002; Aoki
y col., 2001).

(b R e
aan L= C_ 2
g2 B B 5 8 B e
A pic> SEm =
B e B & = EJUG
=
A A E [ 4 M M

Foto N°30: Perfil cromatografico de las muestras vegetales P3G: pelargonidina-3-
glucdsido; C3G: cianidina-3-glucésido
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Muestras industrializadas

En el caso de las muestras industrializadas, se pudo apreciar que solo la muestra N°8

presentd cianidina-3-glucosido. El resto de las muestras no presentaron las antocianinas

caracteristicas del “maiz morado”, las que fueron apreciadas en el caso de

vegetales (Foto N°31).

EtAc - HOAc - Férmico - Agua

Chicha . Mazaworra
. Chips Polvo 1

c D R e

Testigo

Foto N°31: Perfil Cromatografico de las Muestras Industrializadas

Aislamiento e identificacion de las antocianidinas

Muestras vegetales

las muestras

Como se mencionara en la seccion de metodologia, cada extracto fue sometido a una

hidrolisis acida con posterior extraccion en alcohol amilico. Para determinar la mejor fase

movil se efectuaron diversas cromatografias en capa delgada, resultando el solvente

Forestal como el mas adecuado para la separacion de las antocianidinas. Se observaron tres

bandas cuyos Rf corresponden con los compuestos cianidina (47), peonidina (63) y

pelargonidina (68) (Foto N°32).
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Foto N°32: Perfil de antocianidinas

El aislamiento de los compuestos se efectué mediante una cromatografia de particion,
descendente, empleando celulosa (papel Whatman 3 MM) y como solvente de corrida
Forestal. Se observan tres bandas correspondientes a las antocianidinas cianidina, peonidina

y pelargonidina (Foto N°33).

Foto N°33: Aislamiento de los productos de hidrdlisis acida

1: cianidina; 2: peonidina; 3: pelargonidina
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Para la identificacion de los compuestos, cada banda presente fue recortada y eluida en

metanol/HCI. Luego se filtrd y concentr6 cada extracto en un evaporador rotatorio (Foto
N°34).

Foto N°34: Elucion de las antocianidinas

Posteriormente se determinaron los valores de Rf en tres sistemas de solventes y se

efectuaron los espectros UV-Visible correspondientes (Tabla N°2 y Figura N°10)

Rf (x100) Cambio de
V. mdx. (nm) | color con
Forestal Férmico BAA Color MeOH-HCL AlCl;
Cianidina 49 22 68 magenta 535 +
Pelargonidina 68 33 80 rojo 520 -
Peonidina 63 30 71 magenta 532 -

Tabla N°2: Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos aislados
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Figura N°10: Espectros correspondientes a las antocianidinas de “maiz morado”:
p p

cianidina, pelargonidina y peonidina.
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Muestras industrializadas

Se realiz6 un analisis comparativo los hidrolizados (extracto amilico) de las muestras
industrializadas y de una muestra vegetal y de los testigos cianidina y pelargonidina.

Como puede observarse en el cromatograma, la muestra N°8 (chicha morada) fue la tinica
de las muestras industrializadas que presentd antocianidinas, la cual corresponde a la

cianidina (Foto N°35).

Forestal ) -~ - ez
IR
&

SRR
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f‘ j f
: Pelvo Polvo ‘ LA
Muesttra Chicha Mazamorra & v Chips de Pelargonidina
wegetal morada morada Chicha chicha maiz movedo  Ciamidina

Foto N°35: Perfil Cromatografico de las Muestras Industrializadas

Como se menciond anteriormente, mediante el empleo de una técnica sencilla pudo
determinarse el perfil cualitativo de las antocianidinas, caracterizado por la presencia de
tres compuestos principales, que corresponden a cianidina, pelargonidina y peonidina,
segun resulta del andlisis cromatografico y espectroscopico y que concuerdan con los datos

observados en bibliografia.
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4.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para el analisis de actividad antioxidante se emple6 el método de DPPH. Se analizaron 7
muestras vegetales correspondientes a las muestras N°1 a N°7, y 5 muestras

industrializadas correspondientes a las muestras N° 8 a N° 12.

Muestras vegetales
Los siguientes graficos muestran los resultados de la cuantificacion de la actividad

antioxidante mediante el método de DPPH en los extractos acuoso, etanolico y metanolico,

correspondientes a las muestras N° 1 a N° 7 (Grafico N°8 a N°10).
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Grafico N°8. Cuantificacion de la actividad antioxidante empleando el método de DPPH

del extracto acuoso para muestras vegetales
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Grafico N°9. Cuantificacion de la actividad antioxidante empleando el método de DPPH

del extracto etandlico para muestras vegetales
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Grafico N°10. Cuantificacion de la actividad antioxidante empleando el método de DPPH

del extracto metandlico para muestras vegetales
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Muestras Industrializadas
El siguiente grafico muestra los resultados de la cuantificacion de la actividad antioxidante
mediante el método de DPPH en la muestra lista para tomar (N°8) y en los extractos

acuoso, etandlico y metanolico correspondientes a las muestras N° 9 a N° 12 (Grafico N°
11).
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Grifico N°11. Cuantificacion de la actividad antioxidante empleando el método de DPPH

en muestras industrializadas

64



5. DISCUSION

5.1. ANALISIS FARMACOBOTANICO
5.1.1. ANALISIS MACROSCOPICO

Muestras vegetales

Las muestras vegetales se trabajaron de dos maneras, choclo (marlo y granos) y marlo
desgranado. La longitud promedio de la espiga de “maiz morado” fue de 12,0 cm, con un
diametro promedio de 4,0 cm. Los granos presentaron valores promedios de 13,2 mm de
longitud, 12,4 mm de ancho y 4,9 mm de espesor. El color que presentaron las muestras fue
violeta intenso, abarcando la totalidad del grano y del marlo. Tanto las dimensiones como
el color se corresponden a las caracteristicas macroscopicas del “maiz morado” raza

“Culli”, descripto por Camara Hernandez (2011).

Al realizar un corte transversal del grano, se observa un embrion lanceolado, endosperma
de color blanco y textura harinosa (Foto N°27). En lo que respecta al marlo, éste es de
consistencia dura.

Macroscopicamente no se observo material extrafio, que pueda interferir con los resultados

de los analisis.

Muestras industrializadas

Como se mencionara en la seccion de materiales y métodos, las muestras analizadas
abarcaron tanto a muestras en polvo, chips y una muestra liquida.

Todas las muestras presentaron sabor dulce (muestra liquida N°8 y muestras en polvo N°10
a N°12), debido a la adicion de ingredientes edulcorantes y sabores particulares,
dependiendo de las diferentes formulaciones.

La muestra N°8 present6 un color violeta intenso, similar a la preparacion artesanal, y sabor
complejo determinado por la presencia de extractos de manzana, anand, membrillo, canela

y clavo.
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La muestra N° 9 presenta color violeta palido y sabor caracteristico de un snack de maiz,
ligeramente salado, caracteristico de las tortillas de maiz.

Las muestras N° 10 a N° 12 se presentaron bajo la forma de un polvo de dilucién
instantanea, la muestra N°10 corresponde a un postre con caracteristicas de la “mazamorra
morada” y las muestras N°11 y N°12 corresponden a mezclas para preparar “chicha

morada”.

5.1.2 ANALISIS MICROSCOPICO

Muestras vegetales

Con el objeto de determinar los caracteres anatomicos relevantes en el analisis de muestras
vegetales de “maiz morado”, se analizaron, mediante el empleo de diferentes técnicas, tanto
los granos como el marlo.

Cabe destacar que todas las muestras vegetales analizadas presentaron los mismos

caracteres anatomicos.

Caracteristicas del grano. Se determiné la presencia almidon caracteristico de Zea mays,
grano poliédrico con hendidura central triradiada (Foto N°12), células con contenido de
aleurona (Foto N°11), moderada presencia de esclereidas (Foto N°10), asi como tricomas
(Foto N°14), estos ultimos provienen de la zona de la pilorriza que une la base del grano y

el marlo.

Caracteristicas del marlo. Principalmente constituido por esclereidas de distintos tipos
(Foto N°15 y N°16), tricomas unicelulares, bicelulares y tricelulares (Foto N°17), ademas

de traqueas anilladas (Foto N°18).

Este estudio permitid6 obtener informacion relevante respecto de los caracteres
microscopicos. Es asi que la presencia de almidoén triradiado, los tricomas en su conjunto y
los diferentes tipos de esclereidas podrian ser considerados elementos principales para la

caracterizacion de muestras de maiz, que en éste caso involucra al “maiz morado”.
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En lo que respecta al analisis de los transcortes, el analisis comprendi6 el estudio del
pericarpio del grano, glumas y marlo.

En el grano se evidencian las tres capas que comprenden el pericarpio: epicarpio
(constituido por células alargadas, punteadas y sin pelos), el mesocarpio (de células iguales
al epicarpio pero de paredes mas gruesas) y el endocarpio (formado por células cruzadas y
tubulares). Para su correcta visualizacion se realiz6 la técnica de vaciado donde se elimind
el pigmento del epicarpio (Foto N°19).

No se encontraron estructuras distintas a las que se pueden encontrar en otras razas de Zea

mays, resultados que concuerdan con lo detallado por Winton y Winton (1932).

En el caso del marlo, este estd constituido por una epidermis de células pequefias de
paredes delgadas (Foto N°20), presentando pelos articulados unicelulares agudos y pelos de
puntas romas (Foto N°21). Hacia el interior se observa un tejido esclerenquimatico
ampliamente desarrollado, constituido por células alargadas, paralelas a la superficie y
células isodiamétricas en las capas interiores (Foto N°22). Una zona vascular con vasos
anillados, espiralados y contrapuestos y por ultimo una médula constituida por células
paarenquimaticas redondeadas de paredes delgadas y con abundante espacio intercelular
(Foto N°23). Estas observaciones concuerdan con la descripcion de Winton y Winton

(1932).

Las glumas estan formadas de a pares, una gluma inferior y una gluma superior y son de
textura delgada y rugosa. Las células de la gluma presentan bordes un tanto irregulares
debido a que estan relacionadas a tejido epidérmico y se pueden encontrar tricomas en su

base (Foto N°24).

Por lo expuesto, la realizacion de transcortes aporta informacion valiosa al momento de

contar con elementos de diagndstico aplicables al control de calidad farmacobotanico.

Muestras Industrializadas
En lo que respecta a las muestras industrializadas, cabe sefialar que solo las muestras N°8,

N°9 y N°10 presentaron algun caréacter vegetal en su composicion.
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En el caso de la muestra N° 8, si bien presentd restos de material vegetal, no pudo
determinarse que pertenezca a “maiz morado”, ya que las células presentes pertenecen al

tejido parenquimatico, tejido poco diferenciado.

En la muestra N°9 se pudo apreciar almidon caracteristico de Zea mays L., y ademas,
células con oxalato de calcio y células con gotas de aceite (Foto N°28-A), lo cual
coincidiria con el agregado de sésamo (Sesamum indicum L.) y aceite vegetal usado para su

coccion.

En el caso de la muestra N°10 se encontré almidon de maiz (grano poliédrico con una
hendidura central triradiada) y almidon de papa (Solanum tuberosum L.) constituido por
granos ovoides, con hilio excéntrico y estrias (Foto N°29 A-C), tal cual se indica en su

composicion.

Como puede observarse, para aquellas muestras que presentaron algun elemento vegetal en
su composicion, el almidon constituyo un elemento de diagndstico que nos informara sobre
la presencia de material vegetal proveniente de maiz. No se observo la presencia de otros
elementos caracteristicos, como esclereidas y tricomas, lo que nos indica que solamente se

empled la fécula de maiz para la formulacion de las muestras N° 9 y N° 10.
La no deteccion de esclereidas en las muestras analizadas nos indica la ausencia de otros
elementos provenientes del grano y del marlo, éste ultimo presente normalmente en la
elaboracion de micropulverizados de “maiz morado”.

5.2. ANALISIS FITOQUIMICO

5.2.1. CUANTIFICACION DE POLIFENOLES

El anélisis fitoquimico de las muestras de “maiz morado” comprendio, entre otros estudios,

la cuantificacion de fenoles totales y antocianos.
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Se realizaron tres tipos de extractos: acuosos (cocimientos), etandlico y metandlico en los
que se realizé un anélisis comparativo.
De la misma forma se procedi6 con las muestras industrializadas, salvo la muestra N°8, que

debido a su presentacion liquida, se analiz6 directamente.

FENOLES TOTALES

Muestras vegetales

La cuantificacion de fenoles totales en el extracto acuoso permitio determinar valores
comprendidos entre 3,44 y 10,11 EAG con un promedio de 8,16 £ 2,28 EAG para la
extraccion en el choclo y valores ente 2,21 y 9,70 con un promedio de 6,05 + 2,59 EAG
para la extraccion en el marlo, con un aporte del 74 % por parte del marlo al total de
polifenoles. Puede observarse una gran variacion en la concentracion de fenoles totales
entre el valor inferior y el superior (muestras N° 1 y N° 6, respectivamente).

La muestra N° 1 presenta valores muy por debajo del promedio de fenoles totales,
traduciéndose en una disminucion del valor promedio y alto valor para el desvio estandar

(Gréafico N° 1).

Para el extracto etanolico se determinaron valores comprendidos entre 3,82 y 9,19 EAG,
con un promedio de 5,90 £ 2,55 EAG para la extraccion en el choclo y en el caso del marlo
se determinaron valores comprendidos entre 2,36 y 6,14 EAG, con un promedio de 4,11 +
1,59 EAG. El aporte del marlo fue del 70% al total de polifenoles.

Las muestras con mayores aportes fueron las N° 6 y N° 7. Se destaca que las muestras N° 1

y N°2 presentaron los valores mas bajos de fenoles totales (Grafico N° 2).

En el extracto metanélico los valores se encontraron entre 1,27 y 6,42 EAG, con un
promedio de 3,06 £ 1,71 EAG para la extraccion en el choclo y 0,47 a 5,58 EAG para la
extraccion en el marlo con un promedio de 2,41 + 1,65 EAG. El aporte del marlo al total de
polifenoles fue del 79%.

La muestra N°1 presentd el valor mas bajo de fenoles totales, encontrandose las mayores

concentraciones en la muestra N° 4 (Grafico N° 3).
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Si bien los extractos acuoso y etandlico (provenientes del choclo) presentaron
concentraciones minimas y maximas similares, en los acuosos se observé un valor
promedio mayor, constituyéndose en el extracto de eleccidbn para la extraccion de
compuestos polifendlicos.

En lo que respecta al extracto metandlico, €ste presentd el menor poder de extraccion de los
tres analizados, por lo que no constituiria un solvente adecuado para la obtencion de

extractos enriquecidos en polifenoles (Graficos N°12 y N° 13).
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Grafico N° 12: Comparacion entre los diferentes tipos de extractos para cada muestra de

choclo analizada
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Grafico N° 13: Comparacion entre los diferentes tipos de extractos para cada muestra de

marlo analizada
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En todos los casos, si se evalua el aporte del marlo, se observan valores del 74 al 79 %
respecto del total de polifenoles presentes, constituyendo una importante fuente de éstos

compuestos.

Muestras Industrializadas

En la muestra N°8 (muestra liquida) fue imposible determinar la masa seca de la misma,
dando como resultado de los procesos de secado y liofilizado, una muestra gomosa, debido
a la alta higroscopicidad y presencia de azucares. El promedio de fenoles totales para esta
muestra fue de 8,77 mg acido galico equivalente / ml de extracto (Grafico N° 4).

En el resto de las muestras, la cuantificacion de los fenoles totales en el extracto acuoso

presento6 valores comprendidos entre 0,32 y 6,40 mg acido gélico equivalente / g de muestra

(Gréafico N° 4).

Para el extracto etanoélico los valores estan comprendidos entre 0,24 y 6,17 mg acido

galico equivalente / g de muestra (Grafico N° 4).

Para el extracto metanélico los valores se encuentran entre 0,47 y 7,50 mg acido gélico

equivalente / g de muestra (Grafico N° 4).

Dada la gran diferencia entre los diferentes tipos de muestras analizadas, es inviable un
analisis comparativo entre las mismas. Los resultados solamente expresan los contenidos
equivalentes de fenoles totales para cada muestra analizada.

Las muestras N°9 y N°10 presentaron los menores valores de fenoles totales, que esperarian
determinarse, dada sus composiciones: aceite vegetal, sésamo, sal y “maiz morado” para la
muestra N°9 y azlcar, fécula, acidulante, frutas, edulcorantes y colorantes para la muestra
N°10.

En las muestras N°11 y N°12 se determinaron los mayores de fenoles totales (Grafico N°4).
Estas muestras declaran en su composicion la presencia de colorantes sintéticos, que
podrian ser los responsables de los altos valores de fenoles totales. El andlisis quimico de

estas muestras evidencio la presencia de una alta concentracion de colorantes sintéticos.
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Estructura de algunos colorantes sintéticos presentes en las muestras analizadas.

ANTOCIANOS
Muestras vegetales
La cuantificacion de antocianos para el extracto acuoso permitid determinar valores
comprendidos entre 1,49 y 5,37 ECG con un valor promedio de 3,12 + 1,59 ECG para la
extraccion en el choclo.
Para los extractos proveniente de los marlos, los valores estan comprendidos entre 0.39 y
3,21 ECG con un promedio de 1,67 = 0,9 ECG. El aporte del marlo al total de antocianos
fue del 53%.
Las muestras con mayores valores de antocianos fueron las N°3 y N°4, mientras que los

menores valores se observaron en las muestras N°5 y N°6 (Grafico N°5).

Para el extracto etandlico se determinaron valores comprendidos entre 1,25 y 5,02 ECG
con un promedio de 2,96 + 1,50 ECG para la extraccion en el choclo.
En el marlo los valores van de 0,66 a 3,29 ECG con un promedio de 1,98 + 1,08 ECG. El

aporte del marlo al total de antocianos fue de 67%.
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Las muestras con mayores valores de antocianos fueron las muestras N°3 y N°4, el menor

valor lo present6 la muestra N°5 (Grafico N°6).

Para el extracto metandlico se determinaron valores comprendidos entre 0,61 y 3,92 ECG
con promedio de 1,85 + 1,16 ECG para la extraccion en el choclo.

Para el marlo, los valores van de 0,35 a 3,87 ECG con un valor promedio de 1,48 + 1,25
ECG, constituyendo el aporte del marlo al total de antocianos del 80%.

Las muestras con mayores valores de antocianos fueron las muestras N°3 y N°4, el menor

valor lo presentaron las muestras N°1 y N°2 (Grafico N°7). .

Si se comparan los diferentes extractos entre si, puede observarse que las muestras N°3 y
N°4 presentaron las mayores concentraciones en los tres extractos analizados, tanto para el

choclo como para los marlos (Graficos N°14 y N°15).
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Grifico N°14: Comparacion entre los diferentes tipos de extractos

para cada muestra de choclo analizada
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Grifico N°15: Comparacion entre los diferentes tipos de extractos

para cada muestra de marlo analizada

Por otro lado, si bien es de esperar una correlacion entre contenido de fenoles totales y
antocianos, en el presente estudio no se ha podido establecer en términos generales dicha
correlacion.

En algunas muestras, si se ha presentado una correlacion entre contenido de fenoles y
antocianos, como puede observarse en los extractos acuosos de las muestras N°3 y N°4,
donde altos valores de fenoles se correlacionan con altos valores de antocianos. Por otro
lado, esta condicion se invierte para los extractos acuosos de las muestras N°6 y N°7.

En los extractos metandlicos es donde se observa una mayor correlacion entre contenido de
fenoles y antocianos, donde bajos valores de fenoles para las muestras N°1 y N°2 se
acompaifian de bajos valores de antocianos, mientras que en las muestras N°5, N°6 y N°7
valores medios de fenoles se correlacionan con concentraciones medias de antocianos.
Salinas y col. (1999) postulan que las caracteristicas fisicas del grano como tamafio y color
pueden afectar la concentracion de antocianinas. El tamafio influye por un efecto de
dilucién de las antocianinas en la harina del grano, dado que las antocianinas se localizan

en el pericarpio y en la capa de aleurona. Bhornchai y col. (2014) determinaron los cambios
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que se producen en el contenido de antocianos por la coccidn tradicional, encontrando que

el agua de coccion presenta cantidades significativas de antocianos.

Muestras Industrializadas

Para el analisis de antocianos en las muestras industrializadas, la muestra N°8 fue la tinica
que presentd concentraciones cuantificables de antocianos, cuyo valor fue de 8,77
cianidina-glucosido equivalente / ml de muestra, compatible con la presencia de “chicha
morada” segin se detalla en su formulaciéon. Como se mencion6 anteriormente, fue
imposible determinar la masa seca de la muestra debido al alto contenido de aztcar, por lo
que las concentraciones mencionadas se expresan por ml de extracto original.

En el caso de la muestra N°9 (“chips de maiz morado™), no presenté cantidades
cuantificables de antocianinas, lo cual puede deberse a que durante la molienda del grano
de “maiz morado”, para la obtencion de harina, se elimina el pericarpio y el germen, para
obtener solamente el almidén, eliminandose en dicho proceso aquellas partes del grano que
contiene los antocianos.

De igual manera para la muestra N°10 la cantidad de antocianos cuantificables fue nula,
debido a que para su elaboracion se utiliza como ingrediente el almidon de maiz.

Las demas muestras N°11 y N°12 no aportaron valores significativos de antocianos,
situacion que responde a la ausencia de “maiz morado” en sus formulaciones, detallandose

la presencia de “saborizante a chicha morada”.

5.2.2. ESTUDIO DE LOS ANTOCIANOS

Muestras vegetales

El estudio de antocianos permitié determinar la presencia de antocianos basados en
cianidina, pelargonidina y peonidina en todas las muestras vegetales, resultados que
concuerdan con diversas investigaciones que han reportado dichos compuestos (Figura
N°10).

Asi, los estudios realizados por Pascual-Teresa y col., 2002; Cértes y col., 2006; Pedreschi

y Cisneros-Zevallos, 2007 y Yang y col., 2010, entre otros, determinaron, mediante el
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empleo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), los antocianos cianidina-3-

glucosido, pelargonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucosido, entre otros (Figura N°11).
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Figura N°11: Espectros de antocianidinas “maiz morado” por HPLC (1: Cianidina-3-
glucdsido, 2: Pelargonidina-3-glucosido, 3: Peonidina-3-glucdsido, 4-6: no identificados
con los estandares disponibles. Tomado de Pedreschi y Cisneros-Zevallos (2007).

La determinacion en el presente estudio de cianidina, peonidina y pelargonidina, como
resultado de la hidrolisis acida de los extractos, concuerda con los estudios previos
realizados por Aoki y col. (2001), Pascual-Teresa y col. (2002), Pedreschi y Cisneros-
Zevallos (2007), quienes observaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-
DAD), empleando la técnica de hidrélisis acida, la presencia de cianidina, pelargonidina y

peonidina. (Figura N°12).
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Figura N°12: Espectros de antocianidinas. Cianidina (7); Pelargonidina (8); Peonidina (9)
Tomado de Pedreschi y Cisneros-Zevallos (2007).
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Muestras Industrializadas

Como se menciond anteriormente, solo las muestras N° 8 y N° 9 provienen de fuentes
vegetales y sefialan en su composicion la presencia de “maiz morado”, pero solo la N°8
presentd antocianos (cianidina-3-glucédsido), que es el antociano presente en mayor
proporcion en el “maiz morado”.

En el caso de las muestra N° 9 (chips de “maiz morado”), no se determiné la presencia de
antocianinas, posiblemente a que estas son eliminadas durante la molienda del grano de
“maiz morado”. Ademas se ha reportado que los procesos como el de nixtamalizacion,
ocasiona una elevada degradacion de las antocianinas del grano por el pH alcalino de la
solucion acuosa del cocimiento, estimandose que entre el 40 y el 70% de las antocianinas se
pierden al transformar el grano a masa y tortilla (Salinas y col., 2003). Si se elaboran

frituras, el porcentaje de pérdidas aumenta atin un poco més (De la Parra y col., 2007).

Las demas muestras analizadas no presentaron antocianos. El color caracteristico de los
productos a base de “maiz morado” es aqui imitado por la presencia de colorantes

artificiales.

5.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La metodologia empleada en la determinacion de la actividad antioxidante, es la mas
utilizada en laboratorios de baja complejidad, debido a la facilidad con que puede llevarse a

cabo, ya que s6lo se requiere de un espectrofotdmetro UV-Visible para su determinacion.

Muestras vegetales

El extracto acuoso present6 valores altos de capacidad antioxidante para las muestras
analizadas, siendo las muestra N°3, N°4 y N°6 las que presentaron los valores més altos de
actividad antioxidante. La muestra N°l presentd los valores mas bajos de capacidad
antioxidante, con un ICsy de 0,84 mg/ml para el choclo y 1.63 mg/ml para el marlo (Grafico
N°g).

Si se realiza un analisis que contemple conjuntamente las concentraciones de fenoles totales

y actividad antioxidante, puede observarse una gran correlacion entre ellas, donde altos
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valores de fenoles totales se traducen en una alta actividad antioxidante (bajos valores de
ICsp). Si bien es de esperar que esta correlacion se mantenga al momento de analizar el

contenido de antocianos y la actividad antioxidante, esta relacion no siempre es observable.

En el caso de los extractos etandlicos las muestras N° 1 y N° 2 presentaron los valores mas
bajos de actividad antioxidante (ICsy entre 1,00 mg/ml y 2,49 mg/ml), resultados que
pueden ser explicados teniendo en cuenta las concentraciones de fenoles totales, donde se
observaron para dichas muestras los niveles mas bajos. Para el resto de las muestras se
determinaron altos valores de actividad antioxidante, con (ICsy entre 0,21 mg/ml y 0,51
mg/ml), (Grafico N°9), valores que en lineas generales se correlacionan con altos niveles de

fenoles totales (Grafico N°2).

Los extractos metanolicos presentan valores inferiores de capacidad antioxidante
comparados con los de los extractos acuoso y etandlico, siendo las muestras N°1y N°2 las
que presentan los menores valores (ICsy entre 2,26 mg/ml y 8,94 mg/ml) Grafico N°10) .
Estas muestras presentaron los mas bajos niveles de fenoles totales (Grafico N°3).

Si se tienen en cuenta ademas los niveles de antocianos, en el extracto metanodlico se
observa una correlacion entre niveles de antocianos y actividad antioxidante, donde altos
niveles de antocianos se correlacionan con una alta actividad antioxidante. Esto puede

observarse en las muestras N° 3, N° 4, N° 5, N° 6 y N° 7 (Grafico N°7).

Muestras Industrializadas

En el caso de las muestras industrializadas, las Unicas que presentaron cierta actividad
antioxidante fueron las muestras N° 8 y N° 11.

Como se ha demostrado en el estudio de los antocianos, la muestra N°8 presenta cianidina-
3-glucdsido y ademéds declara la presencia de acido citrico, clavo de olor y canela, los
cuales poseen cierta capacidad antioxidante, y que posiblemente actien en forma sinérgica.
En el caso de la muestra N°11, que present6 una capacidad antioxidante considerablemente
alta, esta podria ser atribuida al agregado de acido citrico, aunque se desconocen las
proporciones exactas de este ingrediente en la composicion de la muestra. Es de destacar

que esta muestra no presentd antocianos en su estudio.
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Las muestras N°9, N°10 y N°12 no presentaron valores significativos de ICsy (Grafico
N°11). Si bien la muestra N° 12 present6 altos valores de fenoles totales (Grafico N°4) y
declara en su rotulo la presencia de acido ascorbico, su actividad antioxidante resultd casi
nula. Muy probablemente los altos valores de fenoles totales respondan a la presencia de
colorantes con grupos fendlicos en su molécula, pero de escasa o nula actividad

antioxidante.
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6. CONCLUSIONES

El presente estudio se bas6 en el uso de técnicas de facil y rapida realizacion, asi como
de bajo costo, las cuales son posibles de emplear en un laboratorio de baja complejidad.
Estas técnicas permiten obtener informacién relevante, constituyendo un punto de
partida para la validacién de distintos pardmetros empleados en el andlisis del control
de calidad de muestras vegetales, extractos, micropulverizados y harina de “maiz

morado”.

El material vegetal analizado, aunque se encuentra seco debido al proceso de secado
“artesanal” bajo el sol, no fue sometido a ningin proceso adicional de secado o
remocion de agua, resultando en muestras con diferente contenido de humedad, que se
traduce en un efecto de diluciéon al momento de la cuantificacion de antocianos y

fenoles totales.

Las técnicas de disociado son de gran utilidad para el control de calidad de muestras de
“maiz morado” y cobra especial importancia en el analisis de muestras industrializadas

que lo adicionen en su composicion.
La presencia de los caracteres botanicos distintivos de Zea mays, como almidén, y de
los diversos tricomas hallados (glandulares y eglandulares), pueden constituir una

valiosa herramienta para el control de calidad de muestras comerciales.

El presente estudio indica que tanto los extractos acuosos como etanolicos de “maiz

morado” tienen importantes contenidos de polifenoles y actividad antioxidante.

Los antocianos son los principales metabolitos de “maiz morado”, constituyéndose en

compuestos utiles en el control de calidad de esta especie.
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El perfil de antocianos, determinado por TLC, se present6 sin modificaciones entre las
diversas muestras vegetales analizadas. Los compuestos principales correspondieron a
glucosidos de cianidina, peonidina y pelargonidina. Los compuestos mayoritarios estan

representados por los antocianos basados en cianidina.

En el andlisis cuali-cuantitativo de antocianos en las muestras industrializadas, pudo
observarse que solo aquella proveniente de la coccion de la materia prima (“chicha
morada”), presento cianidina-3-glucosido. Las otras muestras no presentaron antocianos
debido a que estan compuestos basicamente por colorantes, o bien como resultado del

proceso industrial se eliminaron estos componentes.

Si bien el “maiz morado” es empleado tradicionalmente como alimento bajo la forma
de “chicha morada” y “mazamorra morada”, la realizacion de extractos etanolicos-
acuosos presentaria una alternativa interesante como fuente de compuestos fenolicos

bioactivos (antioxidantes), o como fuente de colorantes naturales (antocianos).

La determinaciéon de la actividad antioxidante, empleando la técnica de DPPH,
evidencia una relacion compleja que incluye tanto al contenido de fenoles totales como

al de antocianos, actuando ambos metabolitos en forma sinérgica.

La mayoria de las muestras industrializadas analizadas no proporcionan ningun tipo de
antociano o compuesto antioxidante de origen vegetal. La presencia de colorantes
sintéticos en sus formulaciones pueden afectar la salud, ya que pueden ser

potenciadores de patologias como asma, hiperactividad y alergias.
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