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RESUMEN

En México, existe una amplia diversidad de variedades nativas de maiz que
poseen genes que podian generar nuevas variedades mejoradas, desarrollar y mejorar
la calidad nutricional de los alimentos, por lo que se requiere la conservacion y

caracterizacion de estas variedades.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y evaluar la calidad nutricional,
contenido nutracéutico y capacidad antioxidante de genotipos nativos pigmentados
colectados en el sur del Estado de Nuevo Ledn y su aplicacidén en alimentos formulados

a partir de estos maices.

Las semillas de maiz colectadas en los municipios de Galeana, Aramberri,
General Zaragoza, Dr. Arroyo, Mier y Noriega del estado de Nuevo Leodn, México, se
sembraron en la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leo6n
en la Unidad Académica la Ascensién. Esto para incrementar la semilla, evaluar y
caracterizar las diferencias en el contenido nutricional y calidad nutracéutica de los 15
genotipos bajo las mismas condiciones agronémicas. Cada genotipo fue nombrado en
base a la localidad de procedencia o al nombre proporcionado por el agricultor. Los
parametros evaluados en estos maices fueron las caracteristicas cromaticas (L*, C*y

h) del grano y harina, analisis proximal (humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra cruda
XV



y carbohidratos), contenido de minerales (macronutrientes y micronutrientes),
cuantificacion de compuestos polifendlicos (flavonoides totales, antocianinas totales y
taninos condensados totales) por espectrofotometria y HPLC-DAD (acidos fendlicos,
catequina, quercetina y cianidina-3-glucésido) y capacidad antioxidante (DPPH, ABTS,
FRAP y ORAC) en extractos libres y ligados. Por otro lado, para evaluar las
caracteristicas fisicoquimicas y contenido nutraceutico del grano después de procesos
térmicos, los parametros considerados fueron: caracteristicas cromaticas (L*, a*, b*
C*y h) en grano crudo y tostado, harina de grano crudo y tostado, y en bebidas;
caracteristicas fisicoquimicas (°Brix, pH, acidez titulable), microbiolégicas (mesofilos
aerobios, lactobacilos, enterobacterias, hongos y levaduras, y esporas), minerales
(macronutrientes y micronutrientes), asi como la cuantificacion de compuestos
polifendlicos (compuestos polifendlicos totales, flavonoides totales, antocianinas
totales y taninos condensados totales) por espectrofotometria y HPLC-DAD
compuestos polifendlicos (acidos fendlicos, catequina, quercetina), capacidad
antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) entre tratamientos y tipo de bebida, y analisis

sensorial de preferencia en la bebida de maiz morado tostado.

Los analisis de varianza mostraron que existen diferencias estadisticas
significativas entre todos los parametros evaluados de los 15 genotipos de maiz. Los
resultados mostraron que el menor contenido de proteina y mayor de grasa se detecté
en los granos del maiz blanco. La mayor acumulacién de sodio se detecté en los
morados y pintos, y la menor acumulacién de fésforo en algunos de los genotipos
morados. El contenido de flavonoides totales fue superior en el maiz de color rojo,

mientras que las antocianinas totales y taninos condensados totales mostraron los
XVi



valores mas altos en los genotipos de color morado. Entre ellos, el mayor contenido se
encontro en el genotipo Morado La Soledad. En todos de los genotipos de maiz la
capacidad antioxidante fue mayor en los extractos ligados y s6lo en ORAC en los

extractos libres.

El andlisis de correlacidn mostrd significancia en el contenido de antocianinas
totales con valores de h, luminosidad en la harina de maiz y contenido de flavonoides
totales libres y taninos condensados totales con valores de r =-0.78, -0.75, 0.91 y 0.82,
respectivamente. Los resultados mostraron que el color del grano vari6 de las
tonalidades rosa, rojo y naranja, en harina sélo rojo a naranja y caracteristicas
nutricionales similares a las de los maices blanco y amarillo. En cuanto a las variables
quimicas, los maices morados mostraron los mayores valores de antocianinas totales
y diferentes concentraciones de cianidina-3-glucosido, ademas de otras ocho
antocianinas glucosiladas. En los extractos ligados se encontré la mayor concentracion
de compuestos polifendlicos totales y mediante cromatografia en estos extractos se
identificaron los acidos p-cumarico y ferulico. Los extractos polifenolicos ligados
mostraron una mayor actividad antioxidante, con excepciéon de ORAC que mostrd

mayor capacidad antioxidante en extractos libres.

En las bebidas de maiz blanco y morado, los andlisis de varianza mostraron
diferencia en el color del grano, harina y del tipo de bebida después del tostado del
grano y de los tratamientos térmicos de pasteurizacion. La bebida de maiz blanco
mostr6 el mayor contenido de flavonoides totales y acido ferulico con diferencia entre

las bebidas después de cada uno de los tratamientos de pasteurizacion. La bebida de
XVii



maiz morado mostré el mayor contenido de mesdéfilos aerobios y enterobacterias,
minerales (P y Ca), compuestos polifendlicos (compuestos polifenélicos totales y
antocianinas totales), acido clorogénico, cafeico y capacidad antioxidante (DPPH,
ABTS y FRAP) con diferencia entre las bebidas después de cada uno de los
tratamientos de pasteurizacion. No se detectaron diferencias estadisticas en los
parametros fisicoquimicos de cada tipo de bebida, tampoco en el contenido de
microorganismos después de los tratamientos térmicos de pasteurizacion, ni en el

analisis sensorial.

Se concluyd que hubo diferencias estadisticas significativas entre los genotipos
de maiz, sin embargo, en las comparaciones de medias se demostrd que los maices
de color fueron diferentes entre si, pero con caracteristicas nutricionales y
nutracéuticas similares a las del maiz amarillo y blanco. Las diferencias en los
parametros analizados, se atribuy6 a la variacion genética entre genotipos del mismo
color. Estos resultados, demuestran la diversidad presente en los genotipos del sur de
Nuevo Leon, y que estos pueden ser utilizados para generar nuevas variedades o

producir productos alimenticios con valor nutracéutico.

La bebida de maiz morado posee excelentes propiedades fisicoquimicas y
nutraceuticas, y los estudios mostraron que estas propiedades no se afectaron por los
tratamientos tradicionales de pasteurizacion a 63, 73 y 85 °C, por lo que cualquiera de

estos resulta eficiente para la conservacién de la bebida de maiz formulada.
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SUMMARY

In Mexico, there is a wide diversity of native corn that has genes that could
generate new improved varieties, develop and improve the nutritional quality of food,

which requires the conservation and characterization of these varieties.

The objective of this work was to characterize and evaluate the nutritional quality,
nutraceutical content and antioxidant capacity of natives colorful genotypes collected
in the south of the State of Nuevo Ledn and their application in foods formulated from

these corn grains.

The corn seeds collected from rural communities of Galeana, Aramberri, General
Zaragoza, Dr. Arroyo, Mier y Noriega of Nuevo Ledn, México, were planted in the
Facultad de Agronomia of the Universidad Auténoma de Nuevo Leon in the Unidad
Académica la Ascension. This to increase seed, evaluate and characterize differences
in the nutritional content and nutraceutical quality of the 15 genotypes under the same
agronomic conditions. Every genotype was named using the name of community in
which it was collected, or the name provided by the farmer. The parameters evaluated
in these corn were the chromatic characteristics (L*, C*and h) of the grain and flour,
proximate analysis (humidity, ash, protein, fat, crude fiber and carbohydrates), minerals

(macronutrients and micronutrients), polyphenolic compounds (total polyphenolic
XiX



compounds, total flavonoids, total anthocyanins and total condensed tannins) by
spectrophotometry and HPLC-DAD polyphenolic compunds (phenolic acids, catechin,
quercetin and cyanidin-3-glucoside), and antioxidant capacity (DPPH, ABTS, FRAP
and ORAC) in free and bound extracts. So, to evaluate the physicochemical
characteristics and nutraceutical content of the grain after thermal processes, the
parameters considered were: chromatic characteristics (L%, a* b*, C*and h) in raw and
roasted grain, raw and roasted grain flour, and in beverages; physicochemical
characteristics (°Brix, pH, titratable acidity), microbiological (aerobic mesophilic,
lactobacilli, enterobacteria, fungi, yeasts, and spores), minerals (macronutrients and
micronutrients), as well as the quantification of total polyphenolic compounds (total
polyphenolic compounds, total flavonoids, total anthocyanins and total condensed
tannins) by spectrophotometry and HPLC-DAD polyphenolic compounds (phenolic
acids, catechin, quercetin), antioxidant capacity (DPPH, ABTS and FRAP) between
treatments and type of beverage, and sensory analysis in the roasted purple corn

beverage.

The analysis of variance showed that there are significant statistical differences
between all the parameters evaluated of the 15 corn genotypes. The results showed
that the lowest protein and fat content was detected in the white corn grains. The
greatest accumulation of sodium was detected in the purple and pinto, and the lower
accumulation of phosphorus in some of the purple genotypes. Total flavonoid content
was higher in red corn, while total anthocyanins and total condensed tannins showed

the highest values in purple genotypes. Among these, the highest content was found

XX



in the La Soledad purple genotype. In all of the corn genotypes the antioxidant capacity
was higher in the bound extracts and only in ORAC in the free extracts.

The correlation analysis showed significance in the total anthocyanin content with
h values, luminosity in cornmeal and content of free total flavonoids, and total
condensed tannins with values of r = -0.78, -0.75, 0.91, and 0.82, respectively. The
results showed that the color of the grain varies from pink, red, and orange tones in
only red to orange flour and nutritional characteristics similar to those of white and
yellow corn. Regarding the chemical variables, purple corn showed the highest values
of total anthocyanins and different concentrations of cyanidin-3-glycoside, in addition
to eight other glycosylated anthocyanins. In the bound extracts the highest
concentration of total polyphenolic compounds was found, where p-coumaric and
ferulic acids were identified by chromatography. The bound extracts also showed a
greater antioxidant activity, with the exception of ORAC which showed greater

antioxidant capacity in free extracts.

In the white and purple maize beverages, the analysis of variance showed
differences in the color of the grain, flour, and the type of beverage after roasted of the
grain and thermal treatments of pasteurization. The white maize beverage showed the
highest content of total flavonoids and ferulic acid with the difference between the
beverages after each of the pasteurization treatments. The purple maize beverage
showed the highest content of aerobic mesophiles and enterobacteria, minerals (P and
Ca), polyphenolic compounds (total phenolic compounds and total anthocyanins),
chlorogenic acid, caffeic and antioxidant capacity (DPPH, ABTS, and FRAP) with the

difference between drinks after each of the pasteurization treatments. No statistical
XXi



differences were detected in the physicochemical parameters of each type of beverage,
neither the content of microorganisms after thermal treatments of pasteurization, not in

the sensory analysis.

It was concluded that the characterized maize color genotypes were shown to be
different from each other, in terms the nutritional and nutraceutical characteristics,
similar to those of yellow and white maize. The differences in the parameters analyzed
were attributed to the genetic variation between genotypes of the same color. These
results demonstrate the diversity present in the genotypes of southern Nuevo Leon,
and that these can be used to generate new varieties or produce food products with

nutraceutical value.

The purple corn beverage has excellent physicochemical and nutraceutical
properties, and the studies showed that these properties were not affected by the
traditional pasteurization treatments at 63, 73, and 85 °C, so that any of these is efficient

for the conservation of the formulated corn beverage.
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1. INTRODUCCION

El cultivo del maiz (Zea mays L.) es uno de los mas importantes del mundo, su
produccion se utiliza principalmente en la alimentacion humana en México y a partir de
la nixtamalizacién del grano se elaboran productos para consumo humano como
tortillas y tamales, aunque a nivel mundial se utiliza en la alimentacion de ganado.
Ademas, es utilizado a nivel industrial para produccion de aceites e insumos para la
fabricacion de barnices, pinturas, cauchos artificiales, jabones y almidén. En México,
la superficie que se siembra con maiz supera los 8 millones de ha con un rendimiento

de 22.7 millones de t al afio (CONANP, 2016).

México es considerado el centro de origen de este cultivo, actualmente se declara
la existencia de 59 razas nativas o criollas (Turrent et al., 2012). Estas razas estan
adaptadas a regiones especificas o clima y son conocidas como nativas, y actualmente
se cultivan gracias al proceso de seleccion realizado por los antiguos pueblos
indigenas de México, practicas realizadas desde hace mas de 6000 anos cuando el
maiz fue domesticado (Fernandez et al., 2013; Salinas-Moreno et al., 2013; PEPMA,

2014).



Las diferentes razas de maiz “nativo”, han sido resguardadas por los pobladores
de las comunidades rurales de México, generalmente cultivadas para autoconsumo,
sustento econémico o por tradicidn. Estos agricultores las distinguen por color, textura,
forma del grano, o mazorca, ciclo de cultivo y uso (Gaytan-Martinez et al., 2013;
PEPMA, 2014). Este tipo de maices producidos en pequefias localidades se utilizan
para la elaboracién de platillos tipicos, regionales y tradicionales por los pobladores de
diferentes lugares de la Republica Mexicana (Hellin et al., 2013; Bello-Pérez et al.,
2016). Desde hace tiempo se conoce el aporte de proteina, vitaminas Ay C y minerales
del maiz, por lo que se convirtié en la base de la alimentacion del pueblo mexicano y
gracias a ese aporte hoy en dia se obtienen productos como botanas con calidad de
exportacion para paises como Australia y China (Salinas-Moreno et al., 2013; Bello-

Pérez et al., 2016).

El maiz tiene alta importancia como fuente de alimentacion en el mundo y el
pueblo mexicano y para cubrir la demanda de este cultivo en la actualidad existe la
necesidad de contar con variedades mas productivas. Sin embargo, esta necesidad
del mundo moderno lleva al descuido del material nativo o especies emparentadas,
debido a que las variedades que actualmente se comercializan a nivel mundial
descienden de tan so6lo una pequefa fraccibn de las razas existentes. Las
organizaciones gubernamentales de México consideran fundamental el resguardo,
proteccién y conservacion de los maices nativos (Staller, 2010; Fernandez et al.,
2013). Por lo anterior, trabajan por mantener la diversidad genética del maiz, brindando
apoyos para que los pequenos productores continien sembrando los maices nativos

y generando semillas de los mismos. Asimismo, apoyan en la proteccion de las



especies silvestres emparentadas para evitar su erosion genética y mantener sus
caracteristicas de distincion (Gaytan-Martinez et al., 2013). Esto, debido a que en ellos
pueden existir los genes que den solucion a problemas futuros como resistencia a
sequia, enfermedades, plagas, etc., ocasionados por el cambio climatico, (Polanco y

Puente, 2013).

Las caracteristicas de distincion en los maices nativos son muchas, sin embargo,
debido a las necesidades del mundo actual y a la busqueda de producir alimentos con
propiedades benéficas a la salud, en el maiz sobresale su alto contenido de
antioxidantes, entre los cuales se encuentran los acidos hidroxicinamicos, los cuales
son los mas abundantes en la naturaleza, porque cualquier planta, posee al menos
tres de los seis existentes (acido cinamico, p-cumarico, cafeico, feralico, hidroxiferulico
y sinapico) (Vermerris y Nicholson, 2006; Goleniowski et al., 2013). En algunos casos
estos pueden encontrarse de forma libre o ligada y un ejemplo de esto es el acido
ferdlico que en maiz existe principalmente de forma ligada, y se encuentra formando
parte de la estructura de la pared celular del pericarpio el cual brinda una barrera fisica
y quimica de proteccidn contra la oxidacion, patdgenos, ataque de insectos, animales

y microorganismos (Salinas-Moreno et al., 2012a Serna-Saldivar et al., 2013).

Ademas del alto contenido de acido ferulico en el pericarpio del grano de maiz,
estudios recientes en maices nativos pigmentados, con colores rojo, azul, morado y
negro, han reportado que esta pigmentacién se debe a la existencia compuestos
polifendlicos antioxidantes como las antocianinas, flavonoides y taninos condensados.

Estos compuestos polifenélicos presentan fuerte actividad antioxidante y potencial



para producir alimentos funcionales y nutraceuticos que ayuden a la poblacién mas
vulnerable a enfrentar los problemas de salud (Salinas-Moreno et al., 2012a; Mex-

Alvarez et al., 2013; Serna-Saldivar et al., 2013; Urias-Lugo et al., 2015).

Algunos productos elaborados a partir de maiz son considerados como
antioxidantes, por elaborarse a partir del grano de maiz pigmentado (Mex-Alvarez et
al., 2013; Serna-Saldivar et al., 2013; Urias-Lugo et al., 2015). En algunas regiones se
elaboran bebidas tradicionales o ceremoniales a partir del grano de maiz crudo o
totado, y gracias a su aporte nutrimental, las bebidas de maiz son muy aceptadas

como alimento (Akonor et al., 2014; Chaves-Lopez et al., 2014).

Esta investigacion pretende generar informacién relevante mediante la
caracterizacion de los maices pigmentados nativos colectados en diferentes
localidades del sur del Estado de Nuevo Ledn, con el fin de generar informacién para
que los genotipos colectados puedan utilizarse en programas de mejoramiento
genético y ampliar sus aplicaciones en la industria para generar alimentos

nutracéuticos.

Existen muchos productos alimenticios derivados del maiz, sin embargo, muchos
de estos son elaborados con desconocimiento de la calidad nutricional y nutracéutica,
porque son elaborados en comunidades de forma tradicional y artesanal, por lo qu
utilizan el maiz disponible en la regién (Gadaga et al 1999; Ade-Omowaye et al., 2006).
Ademas, existe poca informacion respecto a la formulacion de estos productos, el

efecto de los tratamientos térmicos de conservacion sobre la calidad nutracéutica.



Debido a lo anterior, en este trabajo se pretende formular productos alimenticios de
harina de maiz blanco y maiz morado, con el fin de evaluar y comparar los aspectos
fisicoquimicos, calidad nutracéutica después de tratamientos térmicos de

conservacion.

1.1. Hipétesis
Existe una amplia variacion en el color del grano de los maices nativos
pigmentados; por lo tanto, su contenido nutricional, compuestos polifendlicos y
actividad antioxidante varia entre genotipos, y la harina obtenida de estos genotipos
hara posible la elaboracion de alimentos nutraceuticos que mantengan sus

caracteristicas nutracéuticas después de procesos térmicos de conservacion.

1.1.1. Hipotesis especificas
Las caracteristicas cromaticas, calidad nutricional y nutracéutica varian entre

genotipos de maiz pigmentado.

Los parametros fisicoquimicos, contenido de microorganismos, calidad
nutricional y nutracéutica de productos alimenticios elaborados de harina de grano de

maiz tostado varian después de ser sometidos a procesos de conservacion.

El contenido de compuestos polifendlicos: acido galico, catequina, clorogénico,
ferdlico, p-cumarico, ferulico, sindpico, quercetina, y cianidina-3-glucésido varian entre
genotipos de maiz pigmentado y en productos alimenticios sometidos a procesos de

conservacion.



1.2. Objetivo general
Caracterizar el color, contenido nutricional y nutracéutico de 15 genotipos vy
productos alimenticios elaborados de maiz pigmentado nativos de la zona sur del

Estado de Nuevo Ledn

1.2.1. Objetivos especificos

Realizar analisis proximal (humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra cruda y
carbohidratos), minerales macroelementos (magnesio, calcio, potasio, sodio, fosforo y
azufre) y microelementos (cobre, fierro, zinc y manganeso) de los maices pigmentados

nativos colectados en la zona sur de Nuevo Leon.

Evaluar las caracteristicas cromaticas, contenido de compuestos polifendlicos
(compuestos polifendlicos totales, flavonoides totales, antocianinas totales, taninos
condensados totales) en extractos solubles y ligados, y capacidad antioxidante (DPPH,

ABTS, FRAP y ORAC) de maices pigmentados nativos de la zona sur de Nuevo Ledn.

Evaluar el efecto de los tratamientos de pasteurizaciéon en las caracteristicas
cromaticas, parametros fisicoquimicos, microbioldgicos, compuestos polifendlicos
(compuestos polifendlicos totales, flavonoides totales, antocianinas totales y taninos
condensados totales) y actividad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) en cada tipo de
bebida de maiz blanco y morado elaborada de maices nativos de la zona sur de Nuevo

Leodn.



2. REVISION DE LITERATURA

El cultivo del maiz fue domesticado a partir de su antepasado silvestre el
Teocintle (Zea mays spp. parviglumis) hace mas de 6000 afos por los pobladores de
Mesoamérica; es considerado el promotor cultural y socioecondémico de la antigua
civilizacién americana. Sin embargo, este cultivo era desconocido por el resto del
mundo y fue hasta el descubrimiento de América en el siglo XVI que los espafioles se
encargaron de distribuirlo al continente europeo; gracias a ello, hoy en dia es conocido

como uno de los principales legados de América al mundo moderno (Staller, 2010).

Actualmente, el maiz es el segundo cultivo de mayor importancia en el mundo y
es la especie agricola mas diversa (CONANP, 2016), esto debido a que posee una
alta adaptabilidad, reproductibilidad y se desarrolla en una amplia variedad de
situaciones ambientales y se cultiva en regiones con temperaturas superiores a 20 °C
con alta exposicion a la luz solar. Debido a estas caracteristicas, desde finales del siglo
XIX hasta nuestros dias, los cientificos han buscado la forma de crear variedades de
maices mas productivas. Sin embargo, las practicas de mejoramiento genético han
favorecido la formacion de hibridos utilizados sélo en un sector dedicados a la
produccién de alimentos o diferentes productos industriales como: almidones, aceites,
barnices, pinturas, cauchos artificiales, jabones, y en la alimentacién de ganado (Tykot

y Staller, 2002; Staller, 2010; Lim, 2013). Estas practicas de mejoramiento genético



han dejado de lado a otro sector productivo en México y que, gracias a esto, se ha

conservado la variabilidad genética del maiz (Raven 2005; Staller, 2010).

México posee la mayor diversidad genética del maiz y es considerado como el
centro de origen de este cultivo. Anualmente se siembran mas de 8 millones de ha con
una produccion promedio anual de 22.7 millones de t (Turrent et al., 2012). En México,
se han encontrado 59 razas nativas de maiz y esto significa que existen variedades
adaptadas a cada regién o clima y condiciones edéficas, esto se debido al proceso de
seleccion realizado por los antiguos pueblos indigenas mexicanos hace mas de 6000
anos (Fernandez et al.,, 2013; Salinas-Moreno et al., 2013). El maiz desde su
domesticacion se ha convertido en el grano imprescindible en alimentacion de la
poblacion mexicana, ya que mediante la nixtamalizaciébn del grano se preparan

diversos platillos tradicionales como tortillas y tamales (PEPMA, 2014).

Generalmente, los maices nativos se cultivan para autoconsumo y brindan
sustento a miles de familias en zonas rurales (PEPMA, 2014), ademas estos maices,
son parte del patrimonio biocultural que México ha regalado al mundo, por lo que su
proteccidon y conservacion resulta fundamental (Fernandez et al., 2013). Para
preservar la variabilidad genética, organizaciones gubernamentales en la actualidad
realizan programas de apoyo a los productores para que sigan sembrando los maices
nativos y generando colectas de las semillas. Por lo que, la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) por conducto de la Comisiéon Nacional
de Areas Naturales Protegidas (CONANP), ha desarrollado el Programa de

Conservacién de Maiz Criollo (PROMAC) (CONANP, 2016). Estos programas son de



vital importancia, ya que, con el tiempo, los maices nativos podrian perder el caracter
de maices especializados y no tendrian caracteristicas propias que los distingan de
los demas maices, lo que causaria una importante pérdida de diversidad genética

(Gaytan-Martinez et al., 2013).

La conservacidon de la diversidad genética del maiz mexicano es importante,
porque existen maices nativos pigmentados que van de los colores: rojo, azul, morado
y negro, con pigmentos vegetales en donde se encuentran diferentes compuestos
polifendlicos, como son: &cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y taninos
condensados con alto poder antioxidante (Abdel-Al et al., 2006; Serna-Saldivar et al.,

2013; Urias-Lugo et al., 2015).

Los compuestos antioxidantes tienen diversas funciones y una de ellas es la de
atrapar los radicales libres, los cuales son responsables de la oxidacién de la
membrana causando dafo al ADN, y ademas producen enfermedades como cancer,
fibrosis, problemas cardiovasculares y envejecimiento prematuro (Serna-Saldivar et
al., 2013; Mex-Alvarez et al., 2013). El consumo de alimentos con alto contenido de
antioxidantes, ofrecen efectos benéficos a la salud, ademas de mejorar la estabilidad
frente a la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), proceso que ha sido
asociado de forma significativa con la génesis de aterosclerosis y enfermedades del
corazén (Garcia et al.,, 2011). Por lo que a la industria de alimentos se refiere,
actualmente se ha generado interés en el uso de los compuestos polifendlicos, esto

por su capacidad antioxidante, uso como conservador de alimentos, para mejorar la
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calidad nutricional y su uso como pigmento natural (Serna-Saldivar et al., 2013;

Goleniowski et al., 2013; Magsood et al., 2014).

Debido a los compuestos polifendlicos presentes en los maices pigmentados,
estos pueden utilizarse para mejorar la calidad nutricional de los alimentos; por lo que
en los ultimos afos existen estudios de la caracterizacion de los maices mexicanos, la
medicidbn de su capacidad antioxidante y la cuantificacion de estos compuestos

polifendlicos (Yang et al., 2007; Salinas-Moreno et al., 2012b).

2.1. Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos, son compuestos que tienen uno o0 mas grupos
hidroxilo unidos a uno o méas anillos aromaticos (fenol), cada anillo aromético se
encuentra formado por una molécula de 6 atomos de carbono llamada benceno. Los
compuestos polifendlicos se conforman por largos y diversos compuestos quimicos y
son clasificados por el numero de carbonos o el nimero de anillos de benceno
presentes en su molécula, como simples (acidos fendlicos) o complejos (estilbenos,
cumarinas, flavonoides, antocianinas, taninos condensados, etc.) (Vermerris vy
Nicholson, 2006). Los compuestos polifendlicos, asi como todos los demas
compuestos de las células basados en el carbono, provienen de los carbohidratos
generados durante la fotosintesis y se producen en las plantas como metabolitos
secundarios en respuesta a la interaccién con el medio que los rodea. Uno de los
precursores de estos compuestos, como el &cido shikimico, se derivan de dos
procesos catabdlicos dentro de la célula de la planta: la glucdlisis y la via de la pentosa

fosfato (Vermerris y Nicholson, 2006; Ghosh et al., 2012).
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2.1.1. Ruta del acido shikimico

La ruta del &cido shikimico o shikimato es exclusiva en plantas y
microorganismos, esto es porque los mamiferos no pueden sintetizar la L-fenilalanina
y L-tirosina, y dependen de fuentes vegetales o bacterianas para proveerse estos
compuestos esenciales (Seigler, 1998; Maeda y Dudareva, 2012). La fenilalanina y
tirosina son componentes esenciales de las dietas de los mamiferos, aunque los
mamiferos pueden sintetizar tirosina a partir del consumo de fenilalanina (Herrmann,
1995; Maeda y Dudareva, 2012). En cambio, en las plantas la ruta del shikimato es
capaz de producir aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y tirosina derivados
del corismato, producto final de la ruta metabdlica del shikimato (Weaver y Herrmann,

1997).

En las plantas, la ruta del shikimato se lleva cabo a partir de los sustratos
fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato, estos dos precursores se derivan de la glicélisis
y la via de la pentosa fosfato, respectivamente, y estdn condensadas a 3-desoxi-D-
arabino-heptulosonato-7-fosfato por la enzima DAHP sintasa. Los pasos siguientes
dan como resultado la formacion de 3-dehidroquinato por la enzima 3-DHQ sintasa, la
3-deshidroshikimato por la enzima DHQ deshidratasa, y finalmente en el &cido
shikimico por la enzima shikimato deshidrogenasa (Figura 1) (Vermerris y Nicholson,

2006; Ghosh et al., 2012; Maeda y Dudareva, 2012).
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Figura 1. Ruta del acido shikimico. Formacién del acido shikimico a partir de glucosa.
Fuente Ghosh et al. (2012).

2.1.2. Ruta del corismato

El corismato es la fase final de la ruta metabdlica del acido shikimico. El pacido
shikimico se convierte a shikimato-3-fosfato por la shikimato quinasa y posteriormente
a 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) por la enzima EPSP sintasa. La EPSP es
entonces convertido en corismato por corismato sintasa (Figura 2) (Weaver y

Herrmann, 1997; Vermerris y Nicholson 2006; Ghosh et al., 2012).

Acido Shikimico
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OH

5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
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‘ Corismato sintasa
COOH

CH,
7
Yo

OH COOH
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Figura 2. Ruta del corismato. Formacion de corismato a partir del acido shikimico.
Fuente: Weaver and Herrmann 1997; Fuente Ghosh et al. (2012).
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2.1.3. Ruta de la fenilalanina y tirosina

La fenilalanina y tirosina se derivan del corismato, el producto final de la ruta del
acido shikimico. Por lo tanto, para llevar a cabo la biosintesis, se requiere la conversion
de corismato a prefenato, catalizado por corismato mutasa y arogenato, catalizado por
prefenato aminotransferasa. La enzima arogenato deshidratasa convierte el arogenato
en fenilalanina, mientras que la enzima arogenato deshidrogenasa genera tirosina
(Vermerris y Nicholson, 2006; Maeda y Dudareva, 2012). Sin embargo, el conocimiento
de las rutas metabdlicas de fenilalanina y tirosina de las plantas todavia no han sido
descritas completamente y los genes que codifican la rutas de las enzimas han sido
identificadas en las ultimas dos decadas, por lo que, para la produccién de fenilalanina
y tirosina existen dos posibles rutas alternativas (Figura 3) (Siehl, 1998).

Corismato

COOH
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COOH  NADPH NADP*

COOH
o)

OH
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Prefenato
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R . _— PPA-AT
4-hidroxifenilpiruvato K€‘+/ Fenilpiruvato
&
o COOH Glu
aKG {
COOH

NADPH NADP* COOH

NH,

co, Arogenato

OH
. Fenilalanina
Tirosina

Figura 3. Formacion de fenilalanina y tirosina a partir de corismato. Fuente: Maeda y
Dudareva, 2012.
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En la otra ruta (fenilpiruvato o via 4-hidroxifenilpiruvato), las reacciones ocurren
en orden inverso: primero el prefenato es sometido a deshidratacion/descarboxilacion
por prefenato deshidratasa o para deshidrogenacion/descarboxilacién por prefenato
deshidrogenasa, seguido de transaminacion de los productos correspondientes,
fenilpiruvato y 4-hidroxifenilpiruvato, a fenilalanina o tirosina, respectivamente (Figura
3). Los estudios recientes sefalan que los microorganismos realizan la ruta de
fenilpiruvato para la biosintesis de fenilalanina y tirosina y en las plantas la ruta
predominante para la biosintesis de fenilalanina es la del arogenato y la ruta de la
tirosina aun no ha sido definida con precision. Aunque las dos vias difieren sélo en la
secuencia de aromatizacion y transaminacion, la determinacién de la ruta biosintética
real, permitird comprender la particion del flujo de carbono y su regulacién dentro de

las rutas de fenilalanina y tirosina en plantas (Maeda y Dudareva, 2012).

2.2. Fenilpropanoides
Los fenilpropanoides, compuestos originados por la fenilalanina genera
compuestos como los acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y cumarinas.
En general esta ruta inicia con la fenilalanina derivada del &cido p-cumarico, un

derivado del &cido shikimico (Vermerris y Nicholson, 2006).

2.2.1. Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos son originados de un anillo de benceno generados por la
fenilalanina, a la cual se le sumé un grupo carboxilo para formar un &cido
fenilcarboxilico o fendlico, y dependiendo de su lugar en el anillo aromatico, se dividen

en Ce-C1 acidos hidroxibenzoicos, Ce-C2 fenonas (compuestos muy raros en la
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naturaleza) y Ce-Cs acidos hidroxicinamicos (Goleniowski et al., 2013). Los acidos
hidroxicinamicos son los mas abundantes en el reino vegetal y cualquier planta
contiene al menos tres de los seis que existen: acido cinamico, p-cumarico, cafeico,
ferdlico, hidroxiferdlico y singpico (Vermerris y Nicholson, 2006; Goleniowski et al.,

2013).

Los acidos fendlicos tienen diversas funciones, ademas de brindar proteccion
sirven para: absorcidn de nutrientes, sintesis de proteinas, actividad enzimatica,
componentes estructurales, alelopatia y proteccién a la radiacién UV (Goleniowski et
al., 2013). Debido a las cualidades antioxidantes de los acidos fendlicos, existe el
interés por diferentes tipos de industrias como la de alimentos, para aplicarlos como
conservadores en las grasas de origen animal, por su eficiencia para retardar el
enranciamiento de las grasas o peroxidacion lipidica. En la industria farmaceéutica, son
deseables por los efectos benéficos a la salud, como atrapar radicales libres que
ocasionan dafos en células, por disminuir la absorcién de glucosa de la sangre,
tratamiento contra enfermedades degenerativas como las vasculares vy
cardiovasculares, tratamiento contra el cancer y por sus efectos contra
microorganismos causales de enfermedades en humanos como Salmonella, E. Coli,
Listeria 'y Clotridium (Irakli et al., 2012; Gawlik-Dziki et al.,2012; Goleniowski et al.,

2013; Magsood et al.,2014; Boz, 2015).
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2.2.1.1. Ruta de acidos fendlicos

Los acidos fendlicos derivados de la fenilalanina en plantas, hongos y bacterias
son producidos a través de la eliminacién del grupo amino (deaminacién) de la
fenilalanina por la accién de la enzima fenilalanina amoniaco-liasa, que forma el
esqueleto del fenilpropanoide, para producir el acido cindmico. Las reacciones
siguientes en esta ruta catalizan la adicion de mas grupos hidroxilo y metilo para la
produccién de los acidos hidroxicinamicos (p-cumarico, cafeico, ferulico, 5-
hidroxiferalico y sinapico) (Figura 4), los cuales son precursores de compuestos mas
complejos como cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides (Humphreys

y Chapple, 2002).

'

PAL Fenilalanina
0

0 NN S coMT comr 3
[ /
W°” - C Ho@ﬁ @_H @_ﬂ‘ @f‘w

Acido cinamico Acido p-cumarico Ho Acido cafeico Acido ferlico AC'dfO 5- Ihldm’“ HCO Acido sinapico
erilico

Figura 4. Formacion de acidos hidroxicinamicos a partir de fenilalanina. Fuente:
Humphreys and Chapple (2002).

2.2.1.2. Ruta de p-cumaril-CoA

Los pasos iniciales en las plantas que poseen la ruta fenilpropanoide, ocurren por
tres transformaciones enzimaticas que redireccionan el flujo del carbono del
metabolismo primario, para transformarlo de fenilalanina en la p-cumaril-CoA, esta
transformaciéon de la fenilalanina se lleva a cabo por la hidroxicinamoil-CoA ligasa,
capaz de hidrogenar el p-cumarico (fenilpropanoide), y después formar un enlace

tioéster con el p-cumarico, que sera capaz de catalizar la biosintesis de flavonoides.



17

En otros casos como puede ocurrir en monocotiledoneas y algunas especies de
hongos y bacterias, que poseen la tirosina amoniaco liasa, estos pasos pueden
reducirse de tres a sélo dos (Figura 5) (Hwang et al., 2003; Ferrer et al., 2008).

OH

TAL
0 NH,
O L-tirosina
e N
OH OH
PAL C4H 4CL
| I |
& = A
0 NH, 0 (o) CoAS
0

L-fenilalanina Acido cinamico Acido p-cumarico p-cumaril-CoA

\ J

Figura 5. Ruta de fenilpropanoides, formacion p-cumaril-CoA a partir de la fenilalanina.
Fuente: Ferrer et al., 2008.

2.2.1.3. Ruta de acido clorogénico

En las plantas la mejor clase de compuestos polifendlicos son los acidos
fendlicos, porque son encontradas en casi todas ellas. EI mejor ejemplo de esto es el
acido cafeico, el cual puede encontrarse unido a otros acidos como el acido quinico,
shikimico y tartarico mediante un enlace éster. Un ejemplo comun encontrado en la
naturaleza es el 4cido clorogénico, que consiste en un acido cafeico esterificado con
un acido quinico (Figura 6), que se forma mediante reacciones enzimaticas con la
hidroxicinamoil-CoA quinato hidroxicinamoil transferasa y la éster p-cumaril 3-
hidrogilasa (Olthof et al,, 2001; Lafay et al, 2006; Vermerris y Nicholson, 2006;

Gramazio et al., 2014).
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Figura 6. Formacién de &cido clorogénico a partir de p-cumaril-CoA. Fuente: Gramazio
et al. (2014).

2.2.2. Flavonoides

Los flavonoides o también llamados fitonutrientes son pigmentos naturales que
se encuentran en la mayoria de los vegetales. Son compuestos de 15 atomos de
carbono, con bajo peso molecular y un esqueleto difenilpirano (Ce-Cs3-Cs). Estan
formados por una estructura de dos anillos de benceno unidos a una cadena de tres
carbonos. Los principales grupos en que se dividen los flavonoides son: chalconas,
auronas (ambos encontrados en las hojas amarillas de las flores y en las hojas del
arbol de manzana), flavonas, isoflavonoides, flavononas y antocianinas (Vermerris y

Nicholson, 2006).

2.2.2.1. Ruta de los flavonoides

Los flavonoides se sintetizan en el citosol, a partir de una molécula de fenilalanina
y 3 de malonil-CoA. Se ha propuesto que las enzimas biosintéticas forman un complejo
supermolecular (metabolén) a través de la interaccion proteina-proteina y se anclan
en la membrana del reticulo endopldsmico. Las enzimas biosintéticas pertenecen a
varias familias de enzimas, como las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato,

los citocromos P450 y las glucosiliransferasas, o que sugiere que las plantas
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reclutaron estas enzimas de vias metabdlicas preexistentes. El analisis filogenético
indica que los genes que codifican las enzimas con la misma o similar actividad

divergieron antes que la especiacion de las semillas (Tanaka et al., 2008).

La chalcona sintasa, que en maiz se codifica por el gen c2, es un policéetido
sintasa (Figura 7), es la primera enzima que cataliza la sintesis de tetahidroxychalcona
a partir de una molécula de 4-cumaroil CoA y tres moléculas de malonil CoA, para
producir la chalcona 2,4’.4’6-tetahidroxychalcona (THC). A partir de la 2,4’,4°6-
tetahidroxychalcona, mediante la enzima tetahidroxychalcona-2-glucosiltransferasas,
para producir la chalcona isosalipurposido, y la enzima 2,4’,4’6-tetahidroxycholcona-4-
glucosiltransferasas e inmediatamente después la aurosidina sintasa, dan origen a la
aurona aurosidina-6-glucosido que producen la coloracion amarilla en los pétalos de
las flores o en la aleurona de grano de maiz amarillo (Vermerris y Nicholson, 2006;

Tanaka et al., 2008; Sharma et al., 2012).

Otra ruta que puede seguir la THC, codificado en maiz por el gen chil, consiste
en la isomerizacion por la enzima chalcona isomerasa, para producir la flavonona
naringenina incolora. La naringenina, mediante la enzima flavona sintasa introduce una
ligadura insaturada entre el carbono 2 y 3 del anillo ciclico de que flavonona para
producir la flavona apigenina (Fliegmann et al., 2010), o también puede ser hidroxilado
en la posicién 3 por la flavonona-3-hidroxilasa, que es codificada en maiz por el gen
f3h para producir el flavonol dihidrokaempferol (Vermerris y Nicholson, 2006; Tanaka

et al., 2008; Sharma et al., 2012).
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El dihidrokaempferol puede transformarse en la flavona kaempferol, mediante la
enzima flavona sintasa o puede ser hidroxilado mediante las enzimas 3’-hidroxilasa
(F3’H), codificada en maiz por el gen pr1, y 3’ 5hidroxilasa (F3'5’'H), en
dihidroquercetina y dihidromiricetina, respectivamente. Las enzimas F3'H y F3'5'H
determinan el patrdn de hidroxilacion del anillo B de flavonoides y antocianinas, y son
necesarios para la produccién de cianidina y delfinidina, respectivamente. estas
enzimas con clave que determinan las estructuras de las antocianinas y, por lo tanto,
su color. F3"H y F3'57H catalizan la hidroxilacion de flavononas, flavonoles y flavonas

(Vermerris y Nicholson, 2006; Tanaka et al., 2008; Sharma et al., 2012).

Los flavonoles también pueden dar lugar a las antocianinas. El primer paso
consiste en transformar los flavonoles mediante la enzima dihidroflavonol-4-reductasa
a leucoantocianidinas, codificado en maiz por el gen at, para el color de la aleurona.
El segundo paso consiste en la deshidratacion de las leucoantocianidinas mediante la
enzima antocianidina sintasa, codificado en maiz por el gen a2, para producir las
antocianidinas (Vermerris y Nicholson, 2006; Sharma et al., 2012). El tercer paso
consiste inicialmente en la glucosilacién de las antocianidinas mediante la accién de la
enzima UDP-glucosa flavonoide-3-O-glucosiltransferasa, codificada en maiz por el gen
bz1, para producir las antocianinas. Otras enzimas que dan origen a las antocianinas
son las 3’ 5 7’ glucosil transferasas que forman grupos separados, la enzima
antocianina 3’, 5’ aciltransferasa, que generan unas antocianinas glucoaciladas o
aciladas y la enzima antocianina 3’, 5’manoloniltransferasa para generar antocianinas

unidas a un acido malénico (Vermerris y Nicholson, 2006; Tanaka et al., 2008).
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Figura 7. Ruta metabdlica de los flavonoides. Fuente: Tanaka et al. (2008).

2.2.3. Antocianinas

Las antocianinas son una clase de flavonoides de 15 atomos de carbono con una
estructura Ce-C3-Cs y son compuestos polifendlicos solubles en agua (glucésidos de
antocianidinas) que proveen de color, naranja, rojo, azul o morado a las frutas y
vegetales (Lao y Guisti, 2016). Las antocianinas pertenecen al grupo de los
flavonoides, y su estructura basica es un nucleo de flavon, el cual consta de dos anillos
aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos. El nivel de hidroxilacion y
metilacién en el anillo “B” de la molécula determina el tipo de antocianidina, que es la
aglicona de la antocianina. El glucésido comun es el 3-glucésido. Si hay un segundo
azucar presente, es casi siempre en la posicidén 5-hidroxilo, y casi siempre una glucosa

residuo. Tales compuestos se llaman 3,5-dimonosidos. Ademas, hay unas pocas
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sustituciones raras en los carbones 3y 7. Si bien la glucosa es el azicar mas comun,
a veces se observan sustituciones de otros azucares, como la arabinosa (Vermerris y

Nicholson, 2006; Salinas-Moreno et al., 2010).

Algunas de las antocianinas mas comunes encontradas en los frutos son
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Salinas-
Moreno et al., 2010). Por otro lado, en reportes de caracterizacién de antocianinas en
maiz morado, Lao y Guisti (2016) reportaron antocianinas entre las que se encuentran

algunas de forma acilada mostradas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Antocianinas identificadas en el grano de maiz morado y azul (Salinas-
Moreno et al., 2010)
Color del grano Ubicacion del pigmento  Antocianina identificada

Morado Aleurona Cianidina-3-glucésido

Azul Aleurona Cianidina-3-rutindsido

Morado Aleurona Pelargonidina-3-glucdsido
Peonidina-3-glucoésido

Morado Aleurona _ . o
Peonina-3-(6”-malonilglucésido)
Cianidina-3-succinilglucésido

Morado Aleurona Pelargonidia-3-(6"-malonilglucésido)

Peonidina-3-(6"-malonilglucésido)

2.2.3.1. Color de las antocianinas

El color de las antocianinas cambia segun el pH, los compuestos incoloros
coexistentes (co-pigmentos, normalmente flavonoides y flavonoides) e iones
metalicos. En condiciones in vitro, las antocianinas son mas rojas y mas estables ya

gue los cationes del flavilio se forman a pH mas bajo (pH <3), incoloros en condiciones
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ligeramente acidas (pH 3-6) y mas azules e inestables que la base quinonoidal a pH 6
o superior. El apilamiento intermolecular por autoasociacion con flavonas o flavonoles
(a menudo denominados co-pigmentos) estabiliza las antocianinas y causa un cambio
batocromico (azulado e intensificacion del color). Los iones metélicos, como Al3* y
Fe3+, desempefian un papel critico en la generaciéon de flores azules en hortensias
(Hydrangea macrophylla) y tulipanes (Tulipa gesneriana), respectivamente. Un
equilibrio estequiométrico sutil de una antocianina basada en cianidina, un flavonol,
Fed* y Mg?* es critico para la generacion de los pétalos celestes de Meconopsis
grandis. En aciano (Centaurea cyanus), un complejo supermolecular de seis moléculas
de cianidina-3-(6-succinilglucésido)-5-glucésido y apigenina-7-glucuronido-4-(6-
malonilglucésido), un ion férrico, un ion de magnesio y dos iones de calcio son
responsables del color de la flor azul. Sin embargo, todavia estd por determinarse
cémo las plantas logran tales sutiles equilibrios de cada componente para generar

colores apropiados (Tanaka et al., 2008).

2.2.4. Taninos condensados

Los taninos condensados (TC) también se conocen como proantocianidinas. Los
taninos condensados son una mezcla compleja de flavonoides poliméricos de alto
peso molecular de unidades de flavan-3-oles (catequina) con un alto grado de
variabilidad de la estructura, dependiendo de sus mondémeros constituyentes
(propelargonidinas, procianidinas, prodelfinidinas, profisetinidinas y
prorobinetinidinas), no hidrolizables y unidos entre si por enlace interflavénico C-C
(covalente) (tipo Ay tipo B proantocianidinas) (Chai et al., 2012; Navarro-Hoyos et al.,

2017). Son compuestos polifendlicos realizados a partir del metabolismo secundario
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de las plantas, que sirven de proteccidn contra insectos, enfermedades, depredadores.
Ademas de propiedades bioldgicas como antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas (Khanbabaee y van Ree, 2001; Vermerris y Nicholson, 2006; Dixon

et al., 2013; Navarro-Hoyos et al., 2017).

Los taninos se utilizaron por las tribus prehistoricas para llevar a cabo el curtido
de la piel de los animales. También, son utilizados en la medicina tradicional de Asia,
y recientemente en la industria de alimentos para precipitar proteinas y aclarar
bebidas. Los taninos pueden encontrarse en diferentes partes de las plantas como en
las hojas, frutos y corteza (Khanbabaee y van Ree, 2001; Vermerris y Nicholson,

2006).

2.2.4.1. Ruta metabdlica de taninos condensados

El mecanismo de polimerizacién para la formacion de los TC no ha sido definido
con exactitud (Dixon et al., 2013). La biosintesis de las antocianidinas se ha descrito
con anterioridad en la ruta metabdlica de los flavonoides (Figura 7). En la ruta de los
TC (Figura 8) se describe la enzima antocianidina reductasa, la cual participa en la
formacién de los flavan-3-oles (catequina), los cuales mediante acidos o enzimas no
definidas promueven el trasporte, polimerizacién y oxidacién de la catequina para la

sintesis de los taninos condensados (Vermerris y Nicholson, 2006; Dixon et al., 2013).
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Figura 8. Formacion de taninos condesados a partir de antocianidinas. Fuente: Dixon
et al. (2013).

2.3. Extraccion y cuantificacion de compuestos polifenélicos

2.3.1. Acidos fendlicos, flavonoides y taninos condensados

La extraccidbn de los compuestos polifendlicos totales libres se realiza con
solventes organicos como metanol o etanol. Para la liberacibn de compuestos
polifendlicos ligados, los sélidos resultantes son hidrolizados con una solucion de
NaOH, y la reaccion es detenida con HCI, después los compuestos liberados son
extraidos mediante éter etilico o acetato de etilo (Chiremba et al., 2012; Goleniowski
et al., 2013; Pedersen et al., 2015). Finalmente, los solventes se evaporan con
rotavapor o gas nitrégeno, y la muestra se diluye en metanol (Gawlik-Dziki et al., 2012;

Nicoletti et al., 2013).
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La cuantificacién de compuestos polifendlicos totales se realiza por método de
Folin-Ciocalteu. La reaccién consiste en que los compuestos polifendlicos reaccionen
con el reactivo en condiciones basicas, lo que provoca la disociacion de un protén
fendlico para producir un anion fenolato, el hidrogeno liberado del grupo fenol reduce
el reactivo Folin-Ciocalteu y genera una coloracién azul (Huang et al., 2005; Hsu et al.,
2017). Para la curva de calibracion se utiliza acido galico o clorogénico en
concentraciones de 6.25,12.5, 25, 50, 100, 200, and 400 mg mL™" (Vermerris y
Nicholson, 2006; Liu et al., 2011; Lopez-Martinez et al., 2011; Butkhup et al., 2012;

Salinas-Moreno et al., 2012a; Hsu et al., 2017).

Para determinar flavonoides totales se utiliza la técnica de cloruro de aluminio
(AICls,) leyendo la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm (Butkhup et al., 2012;
Zili¢ et al., 2016; Hsu et al., 2017), y en la curva de calibracién se utiliza catequina en
concentraciones que oscilan de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 ug mL' (Butkhup et

al., 2012; Hsu et al., 2017).

La cuantificacion de taninos condensados se basa en un método colorimétrico
que consiste en la reaccion de vainillina-HSO4. La absorbancia se lee a 500 nm
(Khattab et al., 2010; Turkyilmaz y Ozkan, 2014). En esta técnica pueden existir
interferencia por otros flavonoles monoméricos como la catequina y la epicatequina
(Vermerris y Nicholson, 2006). La curva de calibraciéon se realiza con catequina en
concentraciones de van de 0 a 200 mg (Khattab et al., 2010; Tiirkyilmaz y Ozkan, 2014;

Lépez-Contreras et al., 2015).
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2.3.2. Antocianinas

Las antocianinas son extraidas con metanol o etanol acidificado con HCI, CHs
COOH, CF3 COOH vy acido citrico, con bajas temperaturas y oscuridad (Vermerris y
Nicholson, 2006; Yang et al., 2008; Salinas-Moreno et al., 2012a). El método mas
utilizado para la extraccion de antocianinas consiste en el método reportado por Abdel-
Al y Hucl (1999) con etanol acidificado con HCL ajustado a pH1 (Rodriguez-Saona y
Wrosltad, 2001; Yang et al., 2009; Lao y Giusti, 2016). El contenido de antocianinas se
obtiene leyendo absorbancia medida a 535 nm y se calcula mediante la férmula de
Abdel-Al 'y Hucl (1999):

Calculo:

C =(A/e) x (V/1000) X PM X% (1/ peso de muestra) X 106

Donde:

C = es concentracién de antocianinas (mg kg™')

A = es la absorbancia registrada

€ = coeficiente de extincion molar cianidina-3-glucésido (25 965 cm™ M)
V = es el volumen total del extracto

PM = es el peso molecular de cianidina-3-glucésido (449 g M)

Los resultados se expresan en miligramos equivalente de cianidina-3-glucésido

por kg de muestra (mg ECG kg''), como blanco se usa etanol acidificado a pH 1.

2.4. ldentificacion y cuantificacion de compuestos polifenélicos por HPLC
La identificacion y cuantificacion de los compuestos polifendlicos se realiza
principalmente por High Performance Liquid Chromatography (HPLC) con una
columna C-18 de fase de reversa (Hsu et al., 2017). Generalmente se combina con luz

ultravioleta (UV), arreglo de diodos (DAD) o deteccién de fluorescencia-UV (Butkhup
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et al., 2012; Irakli et al., 2012). En HPLC los solventes mas utilizados son: metanol o
acetonitrilo con bajas concentraciones de acido acético, formico o fosférico

(Goleniowski et al., 2013).

2.4.1. Acidos fenélicos, flavonoides y antocianinas (HPLC)

Para la identificacién y cuantificacion de compuestos polifendlicos se utilizan
estandares externos de &acidos fendlicos (galico, 4-hidroxibenzoico, p-cumarico,
clorogénico, cafeico, ferulico y sinapico), flavonoides (catequina y quercetina) y
antocianinas (cianidina-3-glucésido), en concentraciones de 0-200 mg L, y un
monitoreo a las longitudes de onda de 280 y 520 nm, que representa la maxima
longitud de onda de absorcién de la mayoria de los compuestos polifendlicos y
antocianinas, respectivamente (Abdel-Aal et al., 2006; Sait et al., 2015; Lao y Giusti

2016; Hsu et al., 2017).

2.5. Capacidad antioxidante

Los métodos antioxidantes se llevan a cabo para medir la capacidad antioxidante
que tiene un compuesto, mezcla o alimento. Los compuestos polifendlicos de las
plantas brindan una barrera quimica de proteccion contra las condiciones ambientales
como la radiacion UV que provoca la oxidacién celular (Salinas-Moreno et al., 2012a
Serna-Saldivar et al., 2013; Taylor et al., 2013; Acosta-Estrada et al., 2014). Los
métodos mas utilizados para evaluar la capacidad antioxidante son los métodos
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Acido 2-2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

(ABTS), poder de reduccién del ion férrico (FRAP, por sus siglas en inglés), y
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capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés)

(Benzie y Strain, 1996; Gonzalez-Munoz, et al., 2013; Chaiittianan et al., 2016).

2.5.1. DPPH

El ensayo se fundamenta en la estabilidad del radical libre dada por el un electron
desapareado de un atomo de nitrégeno (Figura 9) que genera una coloracién morada
intensa (medida a 515nm) y que se pierde al ser estabilizada por una sustancia capaz
de donar un hidrégeno (H) o un radical (R) para formar una forma reducida de DPPH-
H o DPPH-R (Mishra et al., 2012; Alam et al., 2013). Las concentraciones pueden
calcularse mediante una curva de calibracién de calibracién con Vitamina C o Trolox

en concentraciones de 0 a 500 umol kg' (Kuskoski et al., 2005; Chaiittianan et al.,

" Q ¢ D
. H
O2N N—N O,N N—N
Noz D Noz D
Color morado oscuro Perdida de color

DPPH* + Phe-OH — DPPH(H) + Phe-O*
DPPH"® + Phe-O~ — DPPH™ +Phe-O°

DPPH"* + Phe-OH — DPPH~ + Phe-O~

Figura 9. Estructura del radical DPPH en color morado oscuro y pérdida de color por
reaccion con otros radicales, electrones y/o atomos de hidrégeno. Fuente:
Schaich et al. (2015).
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2.5.2. ABTS

El ensayo consiste en reducir el ABTS+ a ABTS (Figura 10) y lo decolora de igual
manera que en el DPPH; la reaccion consiste en la transferencia de atomos de
hidrégeno o electrones al reactivo para estabilizarlo. La técnica mejorada para la
generacién del radical cation ABTS-, implica la produccién directa del cromoéforo
ABTS++ verde-azul a través de la reaccion entre ABTS vy el persulfato de potasio
(K2S20s). La adicion de los antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS. De
esta manera, el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicidn del radical catién
ABTS* esta determinado en funcion de la concentracion y el tiempo. La absorbancia
se mide a 734 nm y la curva de calibracion de calibracién puede realizarse por Trolox
(Zulueta et al., 2009; Yang y Zhai, 2010; Gonzalez-Mufioz et al., 2013; Alam et al.,

2013).

N—< U 03 + antioxidante
}N - KgSOs
\ Csz

CzHs
ABTS" (Amax = 734 nm)

CoHs

ABTS2" perdida de color

Figura 10. Estructura del radical ABTS generado oxidacién por adicion de persulfato
de potasio y pérdida de color por la presencia de un antioxidante. Fuente:
Huang et al. (2005).
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2.5.3. FRAP

El ensayo consiste en el poder que presenta la sustancia antioxidante para
reducir el ion fierro (Fe3+ a Fe?*), simulando la capacidad de reduccion del plasma,
pero lleva a cabo en condiciones acidas (pH 3.6). A diferencia de otras reacciones
(TEAC, ABTS), cuando un complejo férrico-tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) se reduce a la
forma ferrosa (Fe?*), produce un color azul intenso que se mide a una longitud de onda
de 593 nm (Figura 11). FRAP es un examen razonable de la capacidad antioxidante
para mantener el estado redox en células o tejidos. Ademas, el poder reductor de
FRAP se relaciona con el grado de hidroxilacion y el grado de conjugacion en los
compuestos polifendlicos (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005). La curva de
calibracién puede realizarse por Vitamina C, TROLOX, FeSO4, (Benzie y Strain,1996;
Chai et al., 2012; Butkhup et al., 2012; Alam et al., 2013; Rodriguez et al., 2013;

Chaiittianan et al., 2016).

X N
l N [
N | =
Fek) + antioxidante Fe(ll) ~N
AN
g *O
« l

[Fe(lll)(TPTZ)]** [Fe()(TPTZ)5]2*, Amax = 593 nm

Figura 11. Estructura del radical FRAP Felll-TPTZ y reduccion a Fell-TPTZ en
presencia de un antioxidante. Fuente: Huang et al. (2005).
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2.5.4. ORAC

El ensayo fue desarrollado originalmente por Glazer (1990) y refinado por Ghiselli
et al. (1995) (Wu et al., 2004). El ensayo consiste en generar los radicales calentando
un compuesto de azida, la cual se descompone, eliminando el gas nitrégeno y dejando
atras dos atomos de radical carbono, R. En presencia de oxigeno, R se convierte casi
instantdneamente, a radicales reactivos de peréxido, ROO que puede atacar a las
moléculas objetivo y que tienen color o fluorescencia o reaccionan con antioxidantes
(Schaich et al., 2015). La fluoresceina es el objetivo mas comunmente utilizado y
cuando es atacado por radicales peroxilo, la fluorescencia se pierde (Figura 12). Un
antioxidante reduce la pérdida de fluorescencia al apagar los radicales peroxilo a
través de la transferencia del atomo de hidrégeno al radical (Prior et al., 2005; Schaich
et al., 2015). Ademas, el valor ORAC no sélo se relaciona con el contenido de los
compuestos polifendlicos presentes en una muestra, sino también de la interaccion
con todos ellos (SAT y HAT), conocido como efecto aditivo (Zulueta et al., 2009). La
lectura de la fluorescencia se debe medir a 37 °C, se mide en un detector de
fluorescencia a una longitud de onda de 490 nm de excitacion y 515 nm de emision.
La curva de calibracion se realiza con Trolox (Nkhili y Brat et al., 2011; Bentayeb et al.,

2014; Grajeda-Iglesias et al., 2016.



33

H. +H
LN ><‘/N N I -
S S + 2
N/‘x N N NTCe
H R € o™
AAPH ‘( o
H. +H cI
N
sonda de 2 |
Producto estable (perdida fluorescencia N
de fluorescencia) O—-0e

l antioxidantes

productos estables

Figura 12. Reaccion del radical AAPH durante el método ORAC. Fuente: Zulueta et al.
(2009).

2.6. Elaboracién de bebidas

Las bebidas son aceptadas por sus propiedades refrescantes, quitar la sed,
proporcionar la energia necesaria para el cuerpo y tienen la ventaja de ser rapidas de
consumir y de ser un producto de rapida disposicidén (Kreisz et al., 2008). Las bebidas
pueden producirse a partir de una amplia variedad de materias primas de origen animal
y vegetal. En estas ultimas se incluyen las frutas, verduras y los granos de cereales,
los cuales proporcionan un alto contenido de proteinas, vitaminas y minerales (Salinas-
Moreno et al., 2007). Las bebidas producidas a partir de granos de cereales tostados,
tanto las variantes alcohdlicas como no alcohdlicas y fermentadas, son ampliamente

consumidas a nivel mundial (Chaves-Lopez et al., 2014; Serna-Saldivar et al., 2013).
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2.6.1. Elaboracion de bebidas a base de maiz

En México se elaboran una amplia variedad de productos alimenticios con calidad
de exportacion a partir del grano maiz (Salinas-Moreno et al., 2013; Bello-Pérez et al.,
2016). Pero el maiz también se utiliza en la elaboracién de productos menos
conocidos, como bebidas tradicionales. Mas alla del tipico atole, existen otras bebidas
alcoholicas, fermentadas y no fermentadas elaboradas de forma tradicional, cultural o
regional. Estas bebidas generalmente son elaboradas de forma artesanal con el tipo
de maiz y las materias primas disponibles en el lugar donde se elabore. Por tanto,
existe poca informacién respecto formulaciones, procesos de elaboracidn, procesos
de conservacion y contenido de compuestos nutracéuticos presentes en los diferentes
tipos, formas y colores de granos de maiz utilizados en su elaboracién (Gadaga et al

1999; Ade-Omowaye et al., 2006).

Los productos elaborados a partir del grano de maiz, ya sea blanco o pigmentado
son considerados como antioxidantes (Serna-Saldivar et al., 2013; Akonor et al., 2014;
Chaves-Lopez et al., 2014; Urias-Lugo et al., 2015). Debido a que los cereales son
componentes vitales de la nutricion humana (Kreisz et al., 2008) y a que en afos
recientes la preocupaciéon de los consumidores en las relaciones entre nutricion y el
consumo de productos con efecto benéfico en la salud (Grunert, 2005), las bebidas a
base de cereales tienen un enorme potencial como alimento funcional, ya que pueden
servir como portadores de una gama de compuestos funcionales, por ejemplo
minerales, fibra dietética, probidticos, vitaminas y antioxidantes. Sin embargo, se

necesita ampliar la investigacion para comprender el comportamiento de algunos de
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los componentes antioxidantes presentes en las bebidas a base de cereales, después

de los procesos de transformacion o conservacion (Kreisz et al., 2008).

La conservacidon de los alimentos, en especial en bebidas, es importante para
evitar problemas de salud publica. Para el caso de bebidas elaboradas a partir de
cereales, ya que estos poseen alto contenido de azucares, son susceptibles al
deterioro por microorganismos que pueden reducir su vida util, a través de la
produccién de sabores desagradables, turbidez y produccidén de gas. Por lo tanto, es
necesario utilizar algun tipo de tratamiento de conservacion para incrementar la vida

util (Suarez-Jdacobo et al., 2010).

2.6.2. Pasteurizacion y su efecto en la calidad nutracéutica

Uno de los métodos tradicionales mas utilizados para la conservacion de bebidas,
es la pasteurizacion (Charles-Rodriguez et al., 2007). El proceso térmico tradicional de
pasteurizacion consiste en consiste en elevar la temperatura por un periodo de tiempo.
Este proceso es considerado muy seguro, ya que tiene un efecto letal sobre
microorganismos y enzimas causales del deterioro de alimentos, es muy efectivo y se
ha reportado que no tienen efecto en las variables fisicoquimicas de las bebidas
(Charles-Rodriguez et al., 2007; Jiménez-Sanchez et al., 2017). Por otro lado,
estudios han mencionado que debido a las altas temperaturas se producen cambios
bioquimicos y nutricionales indeseables que pueden afectar la calidad general del

producto final (Choi y Nielsen, 2005; Suarez-Jacobo et al., 2010).
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Algunos cambios reportados debido a las temperaturas de pasteurizacién son:
pérdida de vitaminas, cambio de color y disminucion de compuestos con capacidad
antioxidante como los fendlicos (flavonoides, carotenoides y antocianinas). Esta
disminucién en los compuestos polifendlicos puede superar el 40% con temperaturas
superiores a los 80 °C (Jiménez-Sanchez et al., 2017; Petruzzi et al., 2017). Ademas,
las altas temperaturas provocan la aceleracion de la reacciéon de Maillard, el cual
produce cambio en la coloracion al generar sustancias de coloracion oscura, conocidas
como melanoidinas, que requieren un azucar reductor y un grupo amino disponible. La
sacarosa utilizada generalmente en las formulaciones con endulzante puede actuar
como reductor mediante un proceso de hidrolisis, liberacion de glucosa vy fructosa, esto
ocasionado por temperaturas de pasteurizacion (Oboh et al 2010; Pérez-Hernandez

etal., 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material de trabajo
Las semillas de las variedades de maiz nativo pigmentado se colectaron
mediante un programa de apoyo de la “Fundacion PRODUCE Nuevo Leén A.C. La
colecta se realizd en diferentes localidades del Distrito de Desarrollo Rural (DDR)
Galeana, conformado por los municipios de Galeana, Aramberri, General Zaragoza,
Dr. Arroyo y Mier y Noriega en el estado de Nuevo Ledn. En el cuadro 2 se muestran
las colectas de maiz de color con su respectivo codigo para la identificacion en este

estudio.

3.1.1. Incremento de la Semilla

El material vegetal fue sembrado e incrementado en el campo experimental de la
Unidad Académica la Ascensién de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leodn, localizada en el municipio de Aramberri, Nuevo Leon,
ubicada geograficamente en las coordenadas 24° 19' 16.71" L. N. y 99° 54' 58.06" L.
O., a una altitud de 1960 msnm y con una precipitaciéon pluvial anual promedio de

493.4 mm.
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Cuadro 2. Colectas de variedades de maiz de color con

su cédigo.
Genotipo Cadigo
Morado Pefa Nevada MPN
Morado Maria Berrones MMB
Morado La Siberia MLSI
Morado La Sabanilla MLSA
Morado La Soledad MLSO
Morado La Ascension MLAS
Morado Puerto Pifiones MPP
Morado Refugio MRE
Morado Tepozanes MTE
Pinto Carpinteria PCA
Pinto La Siberia PLSI
Pinto Tepozanes PTE
Rojo Refugio de Cedillo RRC
Amarillo AM
Tremes Blanco TRB

La siembra se realiz6 el 16 de junio del 2016, a una distancia entre surcos de
0.8 m y con separacion entre plantas de 0.2 m, con una densidad de 62 500 plantas
ha'. Para incrementar las poblaciones, las inflorescencias femeninas se cubrieron con
una bolsa de papel glassine antes de emerger los estigmas y se mantuvieron cubiertas

hasta su emergencia.
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Después de la aparicién de los estigmas, se identificaron cinco plantas al azar,
de la misma variedad, que sirvieran como donadoras de polen, se retir6 la bolsa de los
estigmas para recortarlos, asegurandose que no quedaran al descubierto y colocar el
polen de la bolsa para realizar cruzamientos fraternales. La inflorescencia femenina ya

polinizada, se cubrié con una bolsa de papel hasta la maduracién del grano.

3.1.2. Cosecha

La cosecha de las variedades de maiz de color, se realiz6 el 26 de diciembre del
2016, cuando la humedad del grano disminuy6 entre el 12y 16 %. El grano de maiz
obtenido de cada variedad se agrupd y mezcl6é en una bolsa de papel (Pool); cada

bolsa represento la semilla de una poblacién de maiz nativo pigmentado.

3.1.3. Toma de muestras de grano

La producciéon de semilla proveniente de cada uno de los maices nativos, se
obtuvo de al menos 30 plantas de cada genotipo, obteniéndose en promedio una bolsa
con 500 g de semilla. Posteriormente se tomaron tres muestras de 100 g para los
analisis de laboratorio. Las muestras se llevaron al Laboratorio de Quimica de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, ubicado en el
Campus Ciencias Agropecuarias en el municipio de General Escobedo, Nuevo Ledn,
donde las variables evaluadas fueron: color del grano y harina, analisis proximales de
harina, compuestos polifenélicos (compuestos polifendélicos totales, flavonoides totales
antocianinas totales, taninos condensados totales) cuantificacion de compuestos
polifendlicos y antocianinas por HPLC-DAD, y capacidad antioxidante en extractos

libres y ligados.



40

3.1.3.1. Evaluacion de parametros de color
Color del grano

El color del grano se determin6 colocando 100 g de grano de cada genotipo en
una caja Petri (4.73 cm x 1.5 cm) y se medi6 el color con un colorimetro (CR-20, Konica
Minolta, Japoén) con iluminante D/65 y un angulo de 10°. Se obtuvieron las
coordenadas cromaticas basado en escala CIELAB (L* a* b*)y CIELCH (L* C*y h),
realizando cinco mediciones por muestra. La expresion del color visual fue obtenida

con el software en linea ColorHexa (http://www.colorhexa.com/).

Color de harina

Para hacer las determinaciones del color de la harina las muestras, se tomaron y
molieron en un molino eléctrico 100 g del grano de cada genotipo y tamizaron hasta
obtener un tamano de particula menor a 0.59 mm (malla 30). La medicién de color de
realizé llenado una caja Petri con la harina de cada genotipo y se determiné el color

como en la metodologia descrita para la medicidén de color de grano.

3.1.3.2. Evaluacion de calidad nutricional
El analisis de calidad nutrimental de las harinas de los maices nativos se realiz6
con los analisis proximales: humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra cruda,

carbohidratos y contenido de minerales.
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Humedad

El analisis de humedad se realiz6 mediante los métodos de la Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) por el método 925.09. Primeramente, una capsula
de aluminio se coloc6 en una estufa de secado a 100-110 °C por 24 h. Posteriormente,
se transfirid a un desecador dejandose enfriar a temperatura ambiente por 15 min e
inmediatamente en una balanza analitica se registré el peso; después, 1 g de muestra
se agrego a la capsula dejandola en la estufa a 100-110 °C por toda la noche.
Finalmente, la cdpsula se retird de la estufa, se dej6 enfriar en un desecador por
15 min y se registré el peso.

Calculo:

peso de capsula + peso de muestra — peso de capsula

% de humedad = e ——— con muestras seca % 100

% de materia seca = 100 — % de humedad

Ceniza

El analisis de cenizas se realizdé segun la metodologia descrita por la AOAC por
el método 923.03. En un crisol, previamente pesado, se agregd 1 g de muestra, la cual
se carbonizé colocando el crisol sobre una plancha eléctrica hasta que no hubo
desprendimiento de humo. La muestra se calcind en una mufla durante toda la noche
a 550 °C. Finalmente, se sacé el crisol de la mufla y se dej6 enfriar en un desecador
por 15 min y se registrd el peso. Los resultados se expresaron en concentracion de

ceniza por cada 100 g en base humeda.
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Calculo:

) peso del crisol con ceniza — peso del crisol
% de ceniza en base seca = X 100
gramos de muestra

% de ceniza en base seca X % de materia seca
100

% de ceniza en base hiimeda =

Proteina

La determinacion de proteina se realizé por el método Kjendalh descrito en la
AOAC por el método 960.52. El procedimiento de preparacion de la muestra consistio
en pesar 1 g de muestra, 3 g de sulfato de cobre (CuSO4) y 8 g de sulfato de potasio
(K2S04) que actuan como catalizadores de la digestion, los cuales se colocaron en un
matraz Kjendalh con seis perlas de vidrio e inmediatamente se agregaron 25 mL de
H2SO4 concentrado. El matraz con la muestra preparada se calentd en una hornilla por
1 hy se rotdé cada 15 min; después se agregaron 250 mL de agua destilada, 100 mL
de NaOH al 40 % y 5 lentejas de zinc (actuan como catalizador), y se coloc6 en una
hornilla para destilarlo. En otro matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 100 mL de
H3BOs al 4 % y 6 gotas e indicador mixto, y se coloco en la parte inferior del destilador.
Finalmente, se destilaron y recolectaron 150 mL del matraz Kjendalh al matraz
Erlenmeyer titulandose con el HCI 0.1 N hasta que se obtuvo una coloracién violeta.
Los resultados se expresaron en concentracion de proteina por cada 100 g en base

himeda.
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Calculo:

mL HCl gastados X factor del HCI

% de nitrégeno =
° & peso de la muestra

% de proteina en base himeda = % de nitrégeno x 6.25

% de proteina en base seca X % de materia seca

% de proteina en base humeda = 100

Grasa

La determinacidén de grasa se realizdé segun la metodologia de la AOAC por el
método 920.39. El procedimiento consistid en dejar los vasos de Goldfish en estufa de
secado a 100-110 °C por toda la noche, hasta obtener peso constante registrandose
el peso. Posteriormente por separado en un dedal se agregaron 3 g de muestra
envuelto en papel higiénico y el dedal en un porta dedal, el cual se insert6 en el aparato
Goldfish. A cada uno de los vasos de Goldfish se agregaron 60 mL de éter etilico, se
conectaron al aparato y dejaron en reflujo por 4 h. Después, se evaporo el éter de los
vasos dejando soélo la grasa; inmediatamente después los vasos se introdujeron a la
estufa de secado a 100-110 °C por 24 h. Finalmente, el peso se registr6 en una balanza
analitica. Los resultados se expresaron en concentracién de grasa por cada 100 g en
base humeda.

Calculo:

peso del vaso con extracto (grasa) — peso del vaso
% de grasa en base seca = X 100
gramos de muestra

% de grasa en base seca X % de materia seca
100

% de grasa en base humeda =
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Fibra cruda

La metodologia utilizada para la determinacion de fibra cruda fue la descrita por
la AOAC por el método 920.86 con ligeras variantes, la cual consistio en la utilizacion
de una muestra desgrasada que fue sometida a una hidrélisis acida-base. El
procedimiento consistio en colocar la muestra desgrasada y seca en un vaso de
Berzelius a la que se le agregaron 200 mL de H2SO4 al 0.255 N y después se colocd
en digestor LABCONCO, donde se dejé en reflujo por 30 min. La muestra digerida en
acido se filtr6 con ayuda de una malla agregando 600 mL de agua caliente para
eliminar el pH acido. El residuo de la muestra filtrada se vacié totalmente al vaso
Berzelius original y se agregaron 200 mL de NaOH al 0.313 N. Posteriormente, se
coloco de nuevo en el digestor por 30 min, después se volvié a filtrar con la malla y
600 mL de agua para eliminar el pH alcalino. El residuo filtrado se vacié en un crisol y
se llevé a la estufa de secado a 100-110 °C por toda la noche. Finalmente, el crisol se
enfrid en un desecador y el peso se registré en una balanza analitica. Los resultados
se expresaron en concentracién de fibra cruda por cada 100 g en base humeda.

Calculo:

! peso seco del crisol con fibra — peso seco del crisol
% de fibra cruda en base seca = x 100
gramos de muestra

9% de fibra cruda en base seca X % de materia seca
100

% de fibra cruda en base hiimeda =
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Carbohidratos

El extracto libre de nitrégeno que corresponde a los carbohidratos solubles o
disponibles se calculé por diferencia utilizando la siguiente férmula:

Célculo:

% carbohidratos = 100 — % humedad — % ceniza — % proteina — % grasa — % fibra cruda

Minerales

El contenido de minerales se determin6 segun la metodologia descrita por Nifio-
Medina et al. (2014) con ligeras variantes. El método de obtencién de la muestra
consistié en colocar 1 g de harina en un crisol de porcelana e incinerarlo a 550 °C por
8 h. La muestra de ceniza obtenida se traté con 5 mL de HCI concentrado, se pasé a
través de un filtro Whatman 1 y se diluyé con 100 mL. Los andlisis de minerales se
realizaron en un espectrofotometro de absorcion atémica Agilent technologies, modelo
240FS AA/SPS20 (Santa Clara, EUA). Los minerales de potasio (K), sodio (Na) fueron
detectados por emision a 589.6, y 769.6 nm, respectivamente, mientras que calcio
(Ca), magnesio (Mg), fierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso (Mn) fueron
detectados por absorcion en las longitudes de onda de 422.7, 285.2, 248.3, 213.9,
324.7 y 279.5 nm, respectivamente. Las curvas de calibracion se prepararon con
soluciones estandar para cada mineral, para Na y K fueron de 0 a 100 mg L', Ca, Mg,
Fe,yMndeOa10mgL"', Zny Cude0a5mgL". Los resultados se expresaron en

miligramos por cada 100 g de materia seca (mg 100 g')
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La determinacion de fésforo (P) y azufre (S), se realizaron en un
espectrofotometro Jenway, 6705 UV/VIS (Staffordshire, RU). Para el P, a 1 mL de
muestra se le agreg6é 1 mL de una solucion de (NH4)Mo7024:4H20 al 5 % en H2SO4 5
N, a los 5 min se adicioné 1 mL de hidroquinona al 0.5 % e inmediatamente 1 mL de
Na2S0s, por ultimo, se agregaron 6 mL de H20 y después de 30 min se determiné
absorbancia a 650 nm. Para determinar S, a 2.5 mL de muestra se agregaron 0.5 mL
de HCI 3 N, seguido de 5 mL de BaClz al 10 % y se ley6 a una longitud de onda de
405 nm. Las curvas de calibracién de P y S se realizaron con estandar de P y de
Na2S04 en concentraciones de 0 a 10 mg y 0 a 100 mg, respectivamente. Los

resultados se expresaron en miligramos por cada 100 g de materia seca (mg 100 g°').

3.1.3.3. Evaluacion de calidad nutracéutica

Para realizar la evaluacion de la calidad nutracéutica de los genotipos nativos de
maiz, se realizd la extraccibn de compuestos polifendlicos libres, ligados vy
antocianinas totales. En los extractos libres y ligados se determiné el contenido de
compuestos polifendlicos totales, flavonoides totales, taninos condensados totales y
en la extraccion dirigida a antocianinas, se determiné el contenido de antocianinas
totales. Para realizar la identificacién y cuantificacion de los compuestos polifendlicos
en las muestras, los extractos de compuestos polifendlicos libres, ligados vy
antocianinas, se analizaron mediante cromatografia HPLC-DAD. El valor de capacidad
antioxidante de las muestras se midié de los extractos de compuestos polifenélicos

libres y ligados.
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Extraccién de compuestos polifendlicos libres

La extraccion de los compuestos polifendlicos libres consistié en el pesado de
200 mg de harina de maiz en un tubo de ensayo. Después, se agregaron 3 mL de
metanol al 80 % (80:20 metanol:agua v/v) y se purgaron con flujo de nitrégeno por
30 s, se agitaron por 1 h protegidos de la luz en una plancha de calentamiento a 200
rpom. Finalmente se centrifugaron (centrifuga, Z400K, HERMLE, Labortechnik GmbH,
Alemania) a 5750xg por 5 min, se recuper6 el sobrenadante y almacené a -20 °C

protegido de la luz hasta su posterior analisis.

Extraccion de compuestos polifendlicos ligados

Los compuestos polifendlicos ligados se extrajeron agregando 9 mL de NaOH
2 M al tubo que contenian el residuo de los extractos libres, el tubo se purgo con flujo
de nitrégeno por 30 s y agitdé en una plancha de calentamiento a 200 rpm por 2 h
protegidos de la luz. La reaccion alcalina se detuvo agregando 2 mL HCI concentrado
hasta que se disminuyd a un pH = 2. Después de detener la reaccion, el extracto se
paso a un tubo corning de 50 mL, donde se agregaron 6 mL de dietil éter, se agitdé de
forma manual por 1 min y centrifugd a 5750xg por 5 min y se recolectd el sobrenadante
en un tubo de ensayo con rosca, realizando el procedimiento dos veces, el
sobrenadante recolectado se evapord con flujo de nitrégeno. Finalmente, el residuo
fue diluido en 3 mL de metanol (80%), el extracto se almacend a -20 °C protegido de

la luz hasta su posterior analisis.



48

Extraccion de Antocianinas totales

La extraccion de antocianinas totales se realizd por la metodologia descrita por
Abdel Al'y Hucl (1999) con ligeras variantes. Se pesaron 200 mg de harina de maiz en
un tubo de ensayo, y se agregaron 10 mL de una solucion de etanol acidificado (etanol
y HCI 1 N, 85:15 v/v) ajustado a pH = 1 a 4 °C y se purgo con flujo de nitrégeno por
30 s. Después, se coloco en una plancha de agitacién a 200 rpm por 30 min protegidas
de la luz. Finalmente, se centrifugd a 7759xg por 15 min a 4 °C y se recuperé el

sobrenadante.

Compuestos polifendlicos totales

Los compuestos polifendlicos totales (CP) se cuantificaron por método de Folin-
Ciocalteu, reportado por Lépez-Contreras et al. (2015) con ligeras variantes; 200 uL
del extracto se agregaron a un tubo de ensayo y se diluyeron en 2600 uL de agua
destilada, después se agregaron 200 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, seguido de 2000
UL de una solucion de Na2COs al 7 %. Posteriormente se dejo reposar por 1.5 h en
obscuridad. Finalmente, la absorbancia de midié a una longitud de onda de 750 nm.
El contenido de CP se calcul6 en base a una curva de calibracion de acido galico de 0
a 200 mg L'y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico
por cada 100 g de materia seca (mg EAG 100 g'), como blanco fue usado metanol al

80 %.
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Flavonoides totales

Los flavonoides totales (FL) se cuantificaron de acuerdo con Lopez-Contreras et
al. (2015) con ligeras variantes; 200 uL del extracto se diluyeron en 3500 pL de agua
destilada y se agregaron 150 uL de una solucién de NaNos al 5 %, dejandose
reaccionar por 5 min. Después, se agregaron 150 ulL de AICIs al 10 % y al pasar 5 min
mas, se agregaron 100 uL de NaOH 1 M. Por ultimo, se dej6 reaccionar por 15 min en
obscuridad y la absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 510 nm. Los resultados
se calcularon en base a una curva de calibracion de catequina de 0 a 200 mg L. Los
resultados se expresaron mg equivalentes de catequina por cada 100 g de materia

seca (mg EC 100 g).

Antocianinas totales
Las antocianinas totales se cuantificaron midiendo la absorbancia del extracto de
antocianinas a una longitud de onda de 535 nm y se calcularon mediante la férmula:
Calculo:

C=(A/e) x (V/1000) X PM x (1/ peso muestra) X 10"6

Donde:

C = concentracion de antocianinas (mg kg™')

A = absorbancia registrada

€ = coeficiente de extinciéon molar cianidina-3-glucésido (25,965 cm™ M)
V = volumen total del extracto

PM = peso molecular de cianidina-3-glucésido (449 g M)

Los resultados se expresaron en mg equivalente de cianidina-3-glucésido por
cada 100 g de materia seca (mg EC3G 100 g''), como blanco se usé etanol acidificado

apH=1.
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Taninos condensados

Los taninos condensados totales (TC) se cuantificaron de acuerdo con la
metodologia mencionada por Lopez-Contreras et al. (2015) con ligeras variantes. Una
alicuota de 250 L del extracto se mezcld con 650 uL de solucion de vainillina al 1 %
y 650 uL de H2SO4 al 25 % ambos disueltos en metanol. Después, se dejo reaccionar
por 25 min a 30 °C y se leyd absorbancia a una longitud de 500 nm. Los resultados se
calcularon con base a una curva de calibracién de catequina de 0 a 250 mg L'y se
expresaron como mg equivalentes de catequina por cada 100 g de materia seca

(mg EC 100 g''), como blanco se usé metanol al 80 %.

Analisis cromatografico (HPLC-DAD)

Compuestos polifendlicos. La cuantificacion de compuestos polifendlicos se
realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Santos et al. (2014) con ligeras variantes.
Se utilizd un equipo HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity (Santa Clara, CA, EUA)
con un detector con arreglo de diodos (DAD) Agilent 1260 (G4212B) y bomba
cuaternaria Agilent 1260 (G1311B), con una columna analitica Supelco Nucleosil®
C-18 de fase de reversa (100 mm x 3 mm de i.d., 5 um). La fase mévil consistié de
agua acidificada al 1 % de HCI (solvente A) y metanol al 1 % de HCI (solvente B), con
flujo de 0.7 mL min" a 25 °C, con un tiempo de corrida de 60 min. El gradiente utilizado
fue: 0 min, 95 % A; 4 min, 95 % A; 20 min, 73 % A; 50 min, 5 % A; 57 min, 99 % A;
58 min 99 % A; 60 min 95 % A. Se utilizd una inyeccién de 10 L con un tiempo de
post-corrida de 5 min. Se obtuvo el espectro de compuestos polifenélicos en la region

UV (200 a 400 nm). Las muestras de compuestos polifendlicos libres y ligados se
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filtraron con un acrodisco de 0.25 mm y se almacenaron protegidos de la luz hasta su

posterior andlisis.

La curva de calibracion se prepard con estandares externos (Sigma Aldrich) de
acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido
ferdlico, acido sinapico, y quercetina diluidos en metanol al 80 % en concentraciones
de 0 a 160 mg L'y los resultados se expresaron como miligramos por cada 100 g' de

muestra (mg 100 g'') para cada compuesto (Cuadro 3).

Antocianinas totales. Para la extraccion de antocianinas totales, se utilizé la
metodologia de Lao y Guisti (2016) con modificaciones. Se pesaron 200 mg de harina
de maiz y se agregaron 2 mL de etanol acidificado con HCL 1 N a pH = 1 en relacion
85:15 (v/v) a 4 °C, se purgaron con flujo de nitrégeno por 30 s y agitaron en una plancha
a 200 rpm por 30 min a 4 °C. Después, el extracto se centrifug6 a 7759xg por 15 min
a 4 °C, el sobrenadante se recolectd y pasé a través de un cartucho C-18 Sep-Pack
previamente activado. Finalmente, las antocianinas retenidas se extrajeron con agua
acidificada 0.01 % HCI 6N y recolectaron en un vial para su andlisis inmediato en

HPLC-DAD con el fin de evitar la degradacién de las antocianinas.
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Cuadro 3. Estandares utilizados, valor de R?2, tiempo de retenciéon (TR) y
ecuaciones de prediccion generado por el equipo HPLC-DAD para el
analisis de compuestos polifendlicos.

Andlisis Estandar TR (min) R2 Ecuacion de prediccién
Acido galico 5.50y 5.98 1.0 y=257.07x +48.22
Catequina 17.75y17.95 1.0 y=59.93x — 12.04
Acido clorogénico 20.03 0.99 y=137.89x —381.17
Acido cafeico 20.63 0.99 y=25827x +213.74

Compuesto polifendlico
Acido p-cumarico 25.26 0.98 y=2329.44x + 2182.40
Acido ferulico 26.78 0.99 vy =241.45x +974.20
Acido sinapico 27.37 0.99 y=122.72x + 98.40
Quercetina 35.11 0.99 y=98.34x-411.69

Antocianina Cianidina-3-glucésido 14.35 0.99 y=2325.38x —218.47

La cuantificacion de cianidina-3-glucosido (C3G) se realizd con base en la
metodologia descrita por Lao y Guisti (2016) con ligeras modificaciones, en un equipo
HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity con un detector con arreglo de diodos (DAD)
Agilent 1260 (G4212B) y bomba cuaternaria Agilent 1260 (G1311B), con una columna
analitica ZORBAX Eclipse Plus C-18 de fase de reversa (100 mm x 3 mm de i.d., 5
um). La fase movil agua acidificada 4.5 % con acido férmico (solvente A) y acetonitrilo
(solvente B). El gradiente utilizado fue: 0 a 1 min 97 % de Ay 3 % de B; 1-51 min 60
% Ay 40 % de B; 51-53 min 50 % Ay 50 % B; 53-60 min 97 % Ay 3 % B. El tiempo
de post-corrida fue de 5 min. El flujo utilizado fue de 0.8 mL min-' con una inyeccién
de 50 L, la longitud de onda se monitoreo a 520 nm. Se obtuvo el espectro de los
compuestos en la regién UV (200 a 400 nm). El estdndar externo de cianidina-3-

glucésido (Sigma Aldrich) utilizado para la curva de calibracién (Cuadro 3), se diluy6
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en una solucién de etanol acidificado con HCI 1 N vy filtro con un cartucho C18 Sep-

Pack previamente activado y se suspendié en agua acidificada 0.01 % HCI 6 N.

3.1.3.4. Capacidad antioxidante

La medicidon de capacidad antioxidante se realizé por los métodos DPPH (2,2-
difenil-1 picrilhidrazil), ABTS (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) y FRAP (ferric
reducing ability of plasma) con un espectrofotometro (SP-830 Plus, Barnstead, Turner,
EUA). La capacidad antioxidante ORAC se midié en un lector de microplacas (Synergy

HTX Bio-tek, Inc, EUA).

DPPH

La metodologia utilizada se baso en lo descrito por Lépez-Contreras et al. (2015);
para preparar la solucion DPPH 60 uM se pesaron 0.0024 mg del reactivo DPPH en
un matraz de 100 mL, se agregd metanol al 80 % hasta obtener una absorbancia de 1
a una longitud de onda de 517 nm. El método consistié en mezclar una alicuota de 50
L de extracto con 1.5 mL de la solucién DPPH. Después, se dej6é en reposar por 30
min en obscuridad. Finalmente se midié la absorbancia de las muestras a 517 nm.

Como blanco se utilizé metanol al 80 %.

ABTS

El radical ABTS se prepar6 con la mezcla de 1 mL del reactivo ABTSa7.4mMy
1 mL de K2S20sa 2.6 mM, reaccionando por 12 horas en oscuridad; la solucién ABTS
se prepard diluyendo el radical ABTS en metanol al 80 % hasta obtener una

absorbancia de 1 a una longitud de onda de 734 nm. EIl método consistié en mezclar
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una alicuota de 50 uL del extracto con 1.5 mL de la solucion ABTS y se dej6 por
30 min en oscuridad. Posteriormente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda

de 734 nm. Como blanco se us6 metanol al 80 %.

FRAP

La solucién FRAP se preparé con 0.155 g de acetato de sodio trihidratado con
0.8 mL de &cido acético aforados en 50 mL de agua destilada, 0.0156 g de TPTZ en
5 mL de HCI 40 mM (0.073 mL de HCI al 34% aforados en 50 mL de agua) y 0.027 g
de cloruro de hierro hexahidratado en 5 mL de agua. El procedimiento consistio en
realizar la mezcla de los reactivos a 37 °C, agregando primeramente el TPTZ (10 mM)
al acetato de sodio (300 mM) agitando ligeramente, posteriormente a esta mezcla se
agrego lentamente el cloruro de hierro hexahidratado. EI método consistié en mezclar
50 uL del extracto con 1.5 mL del reactivo FRAP. Después, se incuba 37 °C por
30 min alejado de la luz. Por ultimo, se medi6 absorbancia a una longitud de onda de

593 nm. Para el ajuste a cero se utilizé el reactivo FRAP.

ORAC

La capacidad antioxidante ORAC se realizd en una microplaca de 96 pozos con
paredes oscuras y fondo claro (Costar, EEUU). El procedimiento consistié en depositar
225 ul de agua destilada en los pocillos de alrededor de la placa como barrera térmica
y en la primera hilera de la microplaca se agreg6 a cada pocillo 25 uL de un blanco
(buffer fosfatos pH 7.4), en la segunda hilera se colocé la curva de calibracién Trolox
(6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100 y 125 uM) utilizando un pocillo para cada concentracion

(Cuadro 3). El analisis de las muestras se llevo a cabo agregando a cada pocillo 50 pL
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de los extractos libres y 150 uL para los extractos ligados. Se utilizé una temperatura
de incubacién de 37 °C. El procedimiento de lectura consistié en que el equipo lector
dispenso6 a cada pozo de la placa 150 uL de Fluoresceina 0.96 uM y 50 uL de 2,2-
azobis, 2-amidino-propano dihidrocloro (AAPH) 95.8 uM; la reaccidn se inicié una vez
agregado el AAPH y se midio la pérdida de fluorescencia por un tiempo total de 70 min
con lecturas cada 70 s. Las longitudes de onda fueron de excitacién 485 y emisién 528

nm.

Las curvas de calibracion se realizaron con Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) en concentraciones de 0 a 500 umo/ L'y los
resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por 100 g de muestra
seca (umol ET 100 g'), esto para los métodos antioxidantes DPPH que presentd una
R? de 0.9926 con una ecuacion de prediccion y= -0.0005x + 0.9387, ABTS una R? de
0.9927 con una ecuacioén de prediccion y=-0.0001x + 0.9376 y FRAP una R? de 0.9967

con una ecuacion de prediccion y=0.1733x + 0.0272.

Para el método ORAC la curva de calibracion también se realiz6 por Trolox (6.25,
12.5, 25, 50, 75, 100 y 125 uM) y los calculos se realizaron usando la ecuacién de
regresion lineal obtenida de la curva y el area bajo la curva de la pérdida de
fluorescencia. El andlisis presentd una R2 de 0.993 con una ecuacién de prediccion y
= 0.244x + 3.56, y los resultados se expresaron en micro moles equivalente de Trolox

por cada 100 g de materia seca (umol/ ET 100 g).
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3.2. Bebidas de maiz blanco y morado

Se formularon y prepararon dos bebidas con harina de maiz Tremes Blanco y la
segunda con maiz Morado La Soledad (Cuadro 4). La harina de maiz se obtuvo
después de tostar 500 g de grano de cada genotipo en un comal de acero a 14515 °C
por 30 min, la temperatura se monitoreo cada 5 min con un termdémetro infrarrojo.
Después, el grano tostado se molié y tamizd hasta obtener un tamaro de particula de
0.59 mm (malla 30) y la harina de maiz obtenida se mezcldé con el resto de los
ingredientes en polvo. En otro recipiente con agua se agrego la vainilla liquida y
finalmente se mezclaron todos los ingredientes. Las bebidas de genotipos de maiz
blanco y morado se envasaron en frascos de vidrio y se sometieron a diferentes
procesos de pasteurizacién 63 °C por 30 min, 73 °C por 15 min y 85 °C por 5 min

(Cuadro 5).

Cuadro 4. Formulacion de bebida de maiz.

Bebida Y%

Harina de maiz 2.37
Stevia 0.14
Goma xantana 0.09
Carboximetil celulosa (CMC) 0.05
AzUcar estandar 1.90
Canela en polvo 0.14
Extracto de vainilla 0.47
Agua 94.83

Total 100.00
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Cuadro 5. Procesos de pasteurizacién de bebidas de maiz blanco y morado.
Genotipo Cédigo Proceso de pasteurizacion

BSP  Bebida de maiz blanco sin pasteurizar (control)

B63 Bebida de maiz blanco pasteurizada 63 °C por 30 min

Blanco
B73 Bebida de maiz blanco pasteurizada 73 °C por 15 min
B85 Bebida de maiz blanco pasteurizada 85 °C por 5 min
MSP  Bebida de maiz morado sin pasteurizar (control)
M63  Bebida de maiz morado pasteurizada 63 °C por 30 min
Morado

M73  Bebida de maiz morado pasteurizada 73 °C por 15 min

M85  Bebida de maiz morado pasteurizada 85 °C por 5 min

3.2.1. Evaluacion de parametros de color

Para la medicién del color del grano crudo (GC), grano tostado (GT), harina de
grano crudo (HC) y harina de grano tostado (HG) y bebidas de maiz se obtuvieron los
valores de las coordenadas cromaticas CIELAB Y CILECH L, a*, b*, C*y h, con el
colorimetro (CR-20, Konica Minolta, Japon), descrito anteriormente en los genotipos

nativos de maiz.

3.2.2. Evaluacion de calidad de bebidas de maiz
La evaluacion del analisis de calidad de las bebidas de maiz se realizé mediante
el andlisis de los pardmetros fisicoquimicos y analisis microbioldgicos de las bebidas

de maiz sometidas a diferentes procesos de pasteurizacion.
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3.2.2.1. Parametros fisicoquimicos
Los parametros fisicoquimicos de las bebidas de maiz se evaluaron con los
valores de pH, contenido de sélidos totales (°Brix) y la determinacién de la acidez

titulable.

pH

El pH de las bebidas de maiz blanco y morado se midié con un potenciémetro
(Corning, 440) el procedimiento consistio en colocar el electrodo dentro de 20 mL de
la bebida de maiz y después de un minuto cuando se estabilizé la lectura se tomé el

dato proporcionado en la pantalla.

Contenido de sélidos solubles totales (°Brix)
Los solidos solubles totales (reportados como grados Brix) se midieron de forma
manual agregando una gota de la bebida en un refractometro portatil (Master-M 2313,

ATAGO, Japodn).

Acidez titulable

La acidez titulable de la bebida de maiz se determind agregando 2 mL de la
bebida en una probeta y se afor6 a 10 mL con 8 mL de agua destilada. Después, se
agregaron 5 gotas de fenolftaleina como indicador. Finalmente, se titul6 con NaOH
(0.1 N) hasta obtener una coloracién rosa. La acidez se expreso en porcentaje de acido

malico (Akonor et al., 2014).
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Calculo:

mL gastados de NaOH * N * meq
*

% At = 100

mL de bebida analizados

Donde:
N = normalidad del NaOH
Meq = miliequivalentes del acido malico (0.067)

3.2.2.2. Analisis microbiolégicos

Los andlisis microbiologicos de la bebida se realizaron con base a lo descrito por
Suarez-Jacobo et al. (2010) con diluciones en agua peptona, para la obtencién de
conteos decimales. Los mesofilos aerobios fueron enumerados en agar PCA (Plate
Count Agar), incubadas a 37 °C por 48 h. Los lactobacilos en agar MRS (Man-Rogosa-
Sharpe), incubadas a 37 °C por 48 h con inyeccién del 5 % de COx2. Las enterobacterias
en agar VBRG (“Violet Red Bile Glucose”), a 37 °C por 24 h. Los hongos y levaduras
en agar PDA con &cido tartarico al 10% (Potato Dextrose Agar) a 25 °C por 5 d. Se
realiz6 la prueba de esporulacion llevando la bebida a calentamiento extremo de 95 °C
y después se realizd un choque térmico en agua con hielo a 0 °C, la muestra se incubo
en agar PCA (Plate Count Agar), a 37 °C por 48 h. Los resultados se expresaron en
unidades logaritmicas de unidades formadoras de colonia por mililitro de bebida (log

UFC mL").

3.2.2.3. Evaluacion de calidad nutricional
La evaluacién nutricional de las bebidas de maiz se realiz6 analizando el
contenido de minerales, descrito anteriormente en los genotipos de maiz. Los

resultados se expresaron en miligramos por litro de bebida (mg L).
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3.2.2.4. Evaluacion de calidad nutracéutica

La evaluacion nutracéutica de las bebidas de maiz se determin6 con el contenido
de compuestos polifendlicos, midiendo el contenido de compuestos polifendlicos
totales, flavonoides totales, antocianinas totales y taninos condensados totales; se
identifico y cuantificd por HPLC-DAD el contenido de compuestos polifendlicos (acidos

fendlicos, catequina, quercetina y antocianinas).

Extraccion dirigida a compuestos polifendlicos

Debido a la viscosidad de la muestra se realizd6 una extraccién dirigida a
compuestos polifendlicos siguiendo la metodologia descrita en extraccidon de
compuestos polifendlicos ligados, con ligeras modificaciones. Las modificaciones
consistieron en agregar 10 mL de hidréxido de sodio 2 M a 5 mL de la bebida y después
de suspendi6é en 1 mL de metanol al 80 %. Los extractos obtenidos se filtraron con un
acrodisco de 0.25 mm de didmetro con un tamafno de poro de 45 um y se almacenaron

protegidos de la luz hasta su posterior analisis.

Cuantificacion de compuestos polifendlicos

Las condiciones de analisis de compuestos polifendlicos de las bebidas de maiz
se describieron en el apartado de los genotipos de maiz, s6lo se realizaron ligeras
modificaciones en la concentracién y tipo de acido; el 4cido clorhidrico se sustituyd por
acido acético en concentracion del 0.1 % en ambas fases méviles. Los resultados se

expresaron en mg por litro de bebida (mg L™).
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3.2.2.5. Evaluacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midié6 por DPPH, ABTS y FRAP en la bebida de
maiz. Las pruebas se describieron anteriormente en el analisis de los genotipos de
maiz. Los resultados se expresaron en la forma correspondiente en mg por litro de

bebida (mg L 7).

3.2.2.6. Analisis sensorial

El andlisis sensorial de la bebida formulada se llevé a cabo con panel de 50
jueces no entrenados mediante una evaluacién sensorial afectiva de comparacion
pareada por preferencia, para la seleccion de la férmula de mayor preferencia (Garcia
y Pacheco-Delahaye, 2010). Los datos obtenidos se analizaron con una prueba de
Chi-cuadrada (X?) para analisis no paramétricos con el Software FIZZ (Biosyntemess,

Coutenon, Francia) (Olivas-Gastélum et al., 2009; Tao et al., 2012).

3.3. Anadlisis estadistico

Las muestras analizadas de los 15 genotipos de maiz en el analisis de color
consistieron de cinco repeticiones y tres repeticiones para el analisis de compuestos
polifendlicos, proximal, minerales y cuantificacion de compuestos polifendlicos por
HPLC-DAD. En el caso de las muestras de bebidas de maiz blanco y morado se
realizaron cinco repeticiones. Todos los resultados obtenidos fueron sometidos a un
andlisis de varianza (ANOVA) y las medias se sometieron a la prueba de Tukey
(P<0.05) analizadas mediante el paquete estadistico Minitab (Versién 17). En las
bebidas de maiz los resultados del analisis de varianza indicaron que las bebidas

fueron muy diferentes entre si, por lo que se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
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de un factor de forma independiente para cada tipo de bebida y las medias sometidas
a una prueba de Tukey (P<0.05) para encontrar diferencia estadistica entre

tratamiento.
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4. RESULTADOS

4.1. Genotipos de maiz de color
4.1.1. Coordenadas cromaticas del grano
Los valores de luminosidad (L*) en los granos variaron de 25.13 a 63.64 (Cuadro
6). En los maices de color morado oscilé de 25.13 a 42.75. En los pintos de 34.71 a
51.26. El valor de luminosidad en el maiz de color rojo fue 38.22, mientras que en el
maiz amarillo fue 54.80, en el maiz de color blanco fue 63.64. El analisis de varianza

mostro diferencia estadistica (P<0.05) entre variedades.

Los valores de cromaticidad (C*) de las variedades de maiz también mostraron
diferencia estadistica (P<0.05) con valores de 2.41 a 33.58. Los maices de color
morado oscilaron de 2.41 a 22.17, en los maices pintos variaron de 5.29 a 10.62, el

maiz de color rojo 16.54, el de maiz amarillo fue 33.58 y en el maiz blanco 24.23.

Para los valores de tono (h) en los maices se observaron variaciones de 14.36 a
359.19. En los maices de color morado predominaron las mayores variaciones de h,
siendo el mas bajo de 14.36 y alto de 359.19. En los maices pintos fue de 45.24 a
72.05, en el maiz de color rojo 23.78, en el maiz amarillo 77.71 y en el maiz de color
blanco 85.71. El andlisis de varianza realizado a los valores de h mostré diferencia

estadistica (P<0.05) entre los maices.
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Cuadro 6. Color visual y coordenadas cromaticas de los granos de genotipos de maiz

de color.

Color L* c* h
Genotipo

visual Coordenadas cromaticas
MPN B 34.52+0.35¢ 22.17+0.21> 15.20+0.24"
MMB B 31.67+0.80f 11.14+2.40% 26.49+2.529
MLSI B 40.66+0.81¢ 4.68+0.77% 25.22+9.149
MLSO B 42.51+1.71¢ 6.12+1.39f 359.19+0.812
MLSA B 05.13+1.16 3.63+0.32% 67.76+4.80¢
MLAS B 29.60+0.979 14.00+0.25¢4 38.35+1.28¢f
MPP B 42.75+0.17¢ 8.80+0.42¢f 29.81+7.771
MRE B 31.93+2.56 4.34+1.619 14.36+4.89
MTE B 05.83:0.74N 2.41+0.16" 352.90+1.752
PCA I 51.26+0.99° 8.40+0.26¢f 45.24+1 558
PLSI B 37.47+0.57¢% 10.62+0.41¢ 45.58+0.98¢
PTE B 34.71+4.80¢ 5.29+0.989" 72.05+7.33¢d
RRC B 38.00+1.820 16.54+1.92¢ 23.78+1.119
AM I 54.80+2.440 33.58+3.432 77.71+0.28b°
TRB 63.64+1.772 24.23+0.51b 85.71+0.48°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05), Media +
desviacién estandar.

4.1.2. Coordenadas cromaticas de la harina

Los analisis de coordenadas cromaticas en la harina de los genotipos de maiz de

color se basaron en lo reportado por Yang y Zahi (2010) y Salinas-Moreno et al.

(2012b), los cuales mostraron valores en L*de 72.85 a 88.78 (Cuadro 7). Los valores

en maices morados variaron de 72.85 a 79.64, en maices pintos 81.03 a 84.50, en el

maiz de color rojo 78.34, el valor de h en el maiz amarillo fue de 85.45 y para la

variedad de maiz blanco 87.05. El analisis de varianza realizado a los valores de L*de

las variedades de maiz de color mostraron diferencia estadistica (P<0.05).
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Cuadro 7. Color visual y coordenadas cromaticas de la harina de genotipos de maiz

de color.
Genotipo Color L” C* h
visual Coordenadas cromaticas

MPN 77.30+0.659 8.23+0.18¢ 27.31+1.71
MMB 78.89+0.87¢f 6.24+0.24¢° 37.40+0.87'
MLSI 79.6410.41d¢ 4.64+0.39f 64.40+2.82°
MLSO 79.00+0.20¢f 3.78+0.08¢ 19.63+3.36!
MLSA 74.31+1.39" 5.26+0.32f 40.73+1.417
MLAS 76.18+0.509 7.79+0.05¢% 33.9240.759"
MPP 73.28+1.57" 4.88+0.29f 32.08+1.72"
MRE 72.85+0.87" 5.28+0.38' 46.80+1.88¢°
MTE 73.94+1.72" 3.24+0.23¢9 56.07+2.154
PCA 82.05+0.26° 7.18+0.18¢ 65.41+0.71¢
PLSI 81.03+0.37¢¢ 8.3210.17¢ 79.38+0.29°
PTE 84.50+0.31° 8.33+0.36°¢ 80.22+0.82°
RRC 78.34+0.22¢f 8.24+0.14¢ 36.01+0.799
AM 85.45+0.37° 32.10+0.442 85.16+0.072
TRB 88.78+0.132 12.41+0.57° 87.05+2.292

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05), Media *

desviacion estandar.

En cuanto a la C*de la harina, el andlisis de varianza también mostrd diferencia

estadistica (P<0.05) entre variedades con valores que oscilaron de 3.24 a 32.10. Los

valores en los maices morados fueron de 3.24 a 8.23, en los pintos de 7.18 a 8.33, en

la variedad de maiz rojo 8.24 y en el maiz de color blanco fue 12.41.
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Para h en harina, los valores variaron de 19.63 a 87.05. En los maices morados
los valores fueron de 19.63 a 64.40, en los maices pintos fueron de 65.41 a 80.22, en
el maiz de color rojo 36.01, mientras que en el maiz amarillo 85.16 y en el maiz blanco

87.05. El analisis de varianza mostré diferencia estadistica (P<0.05) entre los maices.

4.1.3. Calidad nutricional
4.1.3.1. Analisis proximal
Humedad

Los resultados de humedad en el grano de las variedades de maiz de color
realizados por el método descrito por la AOAC (925.09), mostraron que la humedad
varié de 7.98 a 9.67 % (Cuadro 8). En los maices morados los valores fluctuaron entre
7.98 y 8.47 para MTE y MMB, respectivamente, en los maices pintos los valores
fluctuaron entre 8.01 y 8.64 para PCA y PTE, respectivamente, para el rojo 9.04,
amarillo 9.67 y en el blanco 9.11. El anadlisis de varianza no mostré diferencia

estadistica (P<0.05) entre genotipos.

Ceniza

Los analisis de ceniza mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre
variedades, los cuales se realizaron con base al método descrito por la AOAC (923.03).
Los porcentajes de ceniza en las variedades de maiz variaron de 1.00 a 1.46 %
(Cuadro 8. En los morados el menor valor fue para MPP con 1.19 y la mayor para MRE
con 1.46, en los maices pintos el menor fue para PTE con 1.16 y la mayor PLSI con
1.21, para el rojo el valor fue de 1.10, en amarillo 1.00 y en el maiz de color blanco

1.02.
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Proteina

Los valores de proteina encontrados en las variedades de maiz de color con base
al método reportado por la AOAC (960.52) mostraron valores que variaron de 9.72 a
12.57 % (Cuadro 8). En los maices morados el menor valor fue en el MLSO con 10.16
y el mayor en MLSA con 12.31 %, en los maices pintos el mayor fue para PLSI con
11.44 y la mayor en PCA con 11.66 %, en el maiz de color rojo 12.57, en amarillo 12.12
y en el blanco fue de 9.72 %. El andlisis de varianza mostrd diferencia estadistica

(P=<0.05) entre variedades.

Grasa

Las variedades de maiz de color mostraron diferencia estadistica (P<0.05) para
los valores de grasa. Los analisis de grasa se llevaron a cabo con base en el método
de la AOAC (920.39) con valores que oscilaron de 3.38 a 6.15 % (Cuadro 8). En los
maices morados la menor fue para MLSA con 3.50 y la mayor en MRE con 5.40, en
los maices pintos la menor en PCA con un valor de 3.38 y la mayor en PLSI con 4.50,

para el maiz rojo el valor fue de 4.52, en el amarillo 3.67 y en blanco 6.15 %.

Fibra Cruda

La determinacién de fibra cruda para las muestras de maiz se basé6 en el método
de la AOAC (920.86), el cual consistié en una hidrélisis acido-base. Los resultados
obtenidos en las muestras variaron de 1.20 a 1.76 % (Cuadro 8). En los maices
morados el menor valor fue para MMB con 1.20 y la mayor en MLSA con 1.63, en los

maices pintos la menor fue para PTE con 1.29 y la mayor en PCA con 1.73, en el rojo
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1.41, en amarillo 1.76 y en blanco 1.69 %. El analisis de varianza mostré diferencia

estadistica (P<0.05) entre las muestras.

Carbohidratos

Se mostré diferencia estadistica (P<0.05) para carbohidratos entre los genotipos,
los cuales se realizaron mediante el calculo descrito por Nifio-Medina et al. (2017). Los
valores fluctuaron entre 71.30 al 74.88 % (Cuadro 7). En los maices morados el menor
valor fue en MRE con 71.30 y el mayor en MLSO con 74.88, para los maices pintos el
menor fue para PTE con 73.19 y el mayor en PCA con 74.05, mientras que el maiz de

color rojo obtuvo un valor de 71.36, el amarillo de 71.77 y blanco 72.31 %.

4.1.3.2. Minerales
Macroelementos

El contenido de los macroelementos magnesio (Mg), calcio (Ca), potasio (K),
sodio (Na), fésforo (P) y azufre (S) (Cuadro 8) se realizaron en base a la metodologia

descrita por Nifilo-Medina et al. (2014) con ligeras variantes.

Magnesio (Mg). Los resultados obtenidos del contenido de Mg en las variedades
de maiz de color variaron de 116.24 a 146.75 mg 100 g' (Cuadro 9). En los maices
morados el menor valor se presentd en el MPP con 126.86 y el mayor en MLSI con
146.75 y en los maices pintos el menor fue para PCA con 116.24 y el mayor en PLSI
con 146.27. El maiz rojo obtuvo un valor de 138.46, el amarillo de 134.58 y el blanco
de 118.07 mg 100 g™'. El andlisis de varianza mostré diferencia estadistica (P<0.05)

entre las variedades.



Cuadro 8. Analisis proximal en genotipos de maiz de color.

Humedad Ceniza Proteina Grasa Fibra cruda Carbohidratos

Genotipo
%

MPN 8.46+0.082®  1.39%0.112 10.5040.01%h 4.43+0.30¢ 1.26£0.01¢ 73.96+0.313
MMB 8.47+0.672®  1.1720.013  11.29+0.190%f 4.01+0.13%"  1,20+0.03¢ 73.86+0.58%
MLSI 8.19+0.16° 1.22+0.05%  11.49+0.1Qbcde 4.58+0.09% 1.30+0.01d 73.21+0.020bcd
MLSA 8.23+0.19° 1.26+0.012>  12.31+0.23% 3.50+0.21f9 1.63+0.172bcd 73.08+0.41bcde
MLSO 8.23+0.11° 1.24+0.022>  10.16+0.179" 4.05+0.03%"  1.43+0.04abcde 74.88+0.042
MLAS 8.20+0.09° 1.27+0.012>  10.76+0.10¢°f0 4.33+0.27¢ 1.37+0.2Qbcde 74.06+0.28%
MPP 8.41+0.21° 1.19+£0.10%  10.58+0.04 4.54+0.18¢% 1.53+0.053bcde 73.74+0.373>¢
MRE 8.36+0.31° 1.46+0.022 11.94+0.33abcd 5.40+0.03 1.54+0.023abcde 71.30+0.09'
MTE 7.98+0.07° 1.39+0.012 11.79+0.15abed 5.07+0.06° 1.30+0.08d 72.47+0.080def
PCA 8.01+0.77° 1.17+£0.04%  11.66+0.19bcd 3.38+0.219 1.73+0.10% 74.05+0.813
PLSI 8.27+0.01° 1.214£0.143%°  11.44+0.22¢de 4.50+0.04¢d 1.37+0.01¢cde 73.20+0.39bcd
PTE 8.64+0.0128%  1.16+0.04%  11.53+0.21bcde 4.20+0.02% 1.29+0.069% 73.19+0.220bcd
RRC 9.04+0.092®  1.10+0.223  12.57+0.252 4.52+0.12¢°d 1.41+0.09abcde 71.36+0.16f
AM 9.6710.052 1.00+0.15P 12.12+0.328ab¢ 3.67+0.04%'9  1.76+0.142 71.77+0.02¢
TRB 9.11+0.33%  1.02+0.08° 9.72+0.25" 6.15+0.022 1.69+0.03a¢ 72.31+0.019f

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacion estandar.
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Calcio (Ca). Los resultados del andlisis de varianza para el contenido de Ca
mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre las variedades con valores que
fluctuaron entre 24.58 y 32.63 mg 100 g'. En los maices morados el menor valor se
presenté en MMB con 24.58 y el mayor en MPN con 29.17 y en los maices pintos el
menor fue en el PTE con 29.73 y el mayor en PCA con 30.45. El valor del maiz rojo

fue de 29.08, en el amarillo de 28.49 y en el blanco de 31.62 mg 100 g

Potasio (K). Los valores de K en las variedades de maiz oscilaron de 314.20 a
397.18 mg 100 g'. En los maices morados el menor fue en el MLAS con 325.72 y el
mayor en MLSI con 397.18 y en los maices pintos el menor valor fue para PTE con
325.58 y el mayor 355.09. los maices en el rojo, amarillo y blanco obtuvieron valores
de 314.20, 338.65, 321.85 mg 100 g', respectivamente. El analisis de varianza mostr6

diferencia estadistica (P<0.05) entre los maices.

Sodio (Na). Los valores del contenido de Na en las variedades de maiz
pigmentado mostraron diferencia estadistica (P<0.05), los valores variaron de 24.08 a
70.3 mg 100 g'. En los maices morados el menor valor fue para MRE 41.19 y el mayor
para MLAS 70.30, en los maices pintos el menor fue en PCA con 25.77 y el mayor en
PLSI con 53.37, en el de color rojo fue de 28.62, en el amarillo de 28.01 y en el blanco

de 24.08 mg 100 g™".



Cuadro 9. Analisis de macroelementos en genotipos de maiz de color.
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Magnesio (Mg)  Calcio (Ca) Potasio (K) Sodio (Na) Foésforo (P) Azufre (S)

Genotipo
mg 100 g

MPN 145.97+2.132 29.1741.120¢ 348.40+1.27°¢  48.35+3.17° 368.17+12.14/ 2.06+0.092¢
MMB 136.52+1.130° 24.58+0.12' 339.14+1.91°d  45.75+0.18b¢ 334.40+20.50' 2.29+0.012
MLSI 146.75+0.292 32.63+1.692 397.18+0.212 50.42+1.52b 499.00+15.60'9  2.08+0.073¢
MLSA 130.05 £0.53%  28.10+0.21¢d 350.34+4.93 48.30+3.13° 419.84+3.87" 1.98+0.110¢c
MLSO 128.95+0.19% 25.04+0.15¢ 326.66+4.54%"  42.96+2.32bcd  361.30+24.50! 1.99+0.04b°
MLAS 132.72+0.60° 25.25+0.30%"  325.72+3.60°"  70.30+14.502 373.00+14.70' 2.13+0.092b¢
MPP 126.86+0.74¢ 27.76+£0.37°%  326.1840.16°"  42.75+4.90%d  463.75+1.029 1.91£0.02¢
MRE 145.39+0.402 27.91+0.91%% 358 56+1.35P 41.19+2.360cdet  568.41+0.69¢ 2.00+0.09v¢
MTE 138.31+0.32b 28.50+0.37¢ 355.0945.45P 42.32+0.87P%4 524 59+3.30° 2.15+0.063¢
PCA 116.24+0.689 30.45+0.143<  333.0742.94%  25.77+0.15°¢ 549.82+3.83% 2.11+0.028abc
PLSI 146.27+0.7142  30.31+0.06%¢  355.45+0.88P 53.37+0.83% 719.99+4.812 2.01+0.020¢
PTE 122.39+0.106' 29.73+1.453¢ 325 58+2 10  43.62+1.220cd 613.72+4.72° 2.11+0.02abe
RRC 138.46+0.446°  29.08+1.0b¢ 314.20+0.40¢ 28.62+2.630def 619.71+2.34 2.21+0.022b
AM 134.58+2.20° 28.49+0.20¢ 338.65+2.95%¢  28.01%3.13%" 596.15+4.74¢ 2.18+0.022°
TRB 118.07+0.949 31.6240.23%>  321.85+0.12'9  24.08+0.04f 416.35+0.95" 2.18+0.022°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media * desviacion estandar.
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Fésforo (P). Los resultados del analisis de P entre genotipos de maiz mostraron
valores que fluctuaron entre 334.40 y 719.99 mg 100 g'. En los maices de color
morado el menor valor se observo en el MMB con 334.40 y el mayor fue para MRE
con 568.41, en los maices pintos el menor fue para PCA con 549.82 y el mayor para
PLSI con 719.99, en el rojo de 619.71, en el amarillo 596.15, en el blanco 416.35 mg
100 g'. El analisis de varianza mostré que hubo diferencia estadistica (P<0.05) entre

los valores de P de los genotipos de maiz.

Azufre (S). Entre las variedades de maiz se encontré diferencia estadistica
(P=<0.05) en cuanto a los valores del contenido de S. EI S varié de 1.91 a 2.21 mg 100
g'; en los maices morados el menor valor se observé en el MPP con 1.91 y el mayor
en MTE con 2.15, los maices pintos el menor fue para PLSI con 2.01 y el mayor fue
en PTE y PCA ambos con el valor de 2.11, el rojo 2.21, el amarillo 2.18 y el maiz de

color blanco 2.18 mg 100 g™'.

Microelementos
El contenido de los microelementos cobre (Cu), fierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso
(Mg) (Cuadro 10) se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Niflo-medina

et al. (2014) con ligeras variantes.

Cobre (Cu). El Cu en las variedades de maiz de color varié de 0.20 a 0.53 mg
100 g! (Cuadro 10). En los maices de color morado el menor valor fue en MPP con
0.20 y la mayor en MLSI con 0.53, en los maices pintos el menor valor fue para PTE

con 0.25 y el mayor para PLSI con 0.49, mientras que para el rojo 0.21, amarillo 0.24
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y el blanco 0.36 mg 100 g'. El andlisis de varianza mostrd diferencia estadistica

(P<0.05) entre los genotipos de maiz.

Fierro (Fe). En las variedades de maiz de color se encontro diferencia estadistica
(P=<0.05) en cuanto a los valores de contenido de Fe. Los valores de Fe variaron de
0.77 a2.53 mg 100 g'. En los maices de color morado el menor valor fue para MPP
con 0.77 y el mayor para MLSI con 2.03. En los maices pintos el menor valor fue para
PLSI con 1.32 y el mayor para PTE con 2.20, en el rojo 1.34, en el amarillo 1.47 y en

el maiz blanco 2.53 mg 100 g~'.

Zinc (Zn). Los valores de Zn en los maices de color mostraron valores que
oscilaron de 2.80 a 4.50 mg 100 g™'. En los maices morados el menor valor se present6
en el MLSA con 2.80 y el menor en MLSI con 4.50, en los maices pintos el menor valor
fue para PCA con 2.83 y el mayor PLSI con 3.92, en el maiz de color rojo 3.88, en el
amarillo 3.39 y en el blanco 4.49 mg 100 g'. El analisis de varianza mostré diferencia

estadistica (P<0.05) entre maices.

Manganeso (Mn). El andlisis de varianza para los valores de Mn en los maices
de color mostro diferencia estadistica (P<0.05). Los valores de Mn en las variedades
de maices de color variaron de 0.30 a 0.73 mg 100 g'. En los maices morados el
menor valor se observé en el MLSA con 0.47 y el mayor en MTE con 0.73, para los
pintos el menor fue en PCA con 0.45 y el mayor para PLSI con 0.55, en el rojo fue de

0.54, en amarillo 0.54 y en el maiz blanco 0.30 mg 100 g~'.



Cuadro 10. Andlisis de microelementos en genotipos de maiz de color.
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Cobre (Cu) Fierro (Fe) Zinc (Zn) Manganeso (Mn)
Genotipo
mg 100 g™

MPN 0.25+0.03¢d 1.91+0.573bcd 3.75+0.03¢ 0.48+0.02°¢
MMB 0.23+0.01¢d 1.70+0.11bcd 3.66+0.08¢ 0.48+0.01¢
MLSI 0.53+0.042 2.03+0.28abc 4.50+0.012 0.67+0.012
MLSA 0.29+0.01bcd 1.55+0.16bcde 2.80+0.01 0.54£0.01¢
MLSO 0.23+0.02¢d 1.16+0.01d 2.84+0.019N 0.52+0.05°¢
MLAS 0.31+0.01%¢ 1.49+(.21bcde 3.00+0.049 0.47+0.03¢
MPP 0.20+0.02¢ 0.77+0.09¢ 2.97+0.059 0.52+0.01¢
MRE 0.25+0.01¢d 1.33+0.07¢de 3.64+0.01° 0.66+0.042°
MTE 0.22+0.01¢d 1.36+0.09¢0de 4.1740.04° 0.73£0.012
PCA 0.26+0.01b5cd 1.57+0.06°< 2.83+0.02" 0.45+0.01¢
PLSI 0.49+0.022 1.32+0.020de 3.92+0.04¢ 0.55+0.01%¢
PTE 0.25+0.04¢d 2.20+0.1920 3.67+0.02° 0.51£0.03¢
RRC 0.21+0.01¢ 1.34+0.04¢cde 3.88+0.01¢ 0.54£0.01¢
AM 0.24+0.01¢d 1.47+0.07bcde 3.3940.03f 0.54£0.02°¢
TRB 0.36+0.02° 2.53+0.092 4.49+0.062 0.30+0.01¢

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media * desviacion estandar.
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4.1.4. Calidad nutraceutica
4.1.4.1. Compuestos polifendlicos totales

La cuantificacidén de los compuestos polifendlicos totales (CP) en las variedades
de maiz se llevo a cabo por el método de Folin-Ciocalteu y se basé en la metodologia
reportado por Lépez-Contreras et al. (2015) con cambios. Los resultados de CP
variaron de 104.71 a 138.62 en libres, de 238.82 a 360.06 en ligados y 349.31 a 471.65
mg EAG 100 g en total (Cuadro 11). En los maices morados los CP variaron de
105.50 a 138.62 en libres, 238.81 a 360.06 en ligados y 349.31 a 485.71 mg EAG 100
g en total, para los maices pintos fue de 111.43 a 120.34 en libres, 250.06 a 296.93
en ligados y 361.50 a 413.53 mg EAG 100 g' en total, en la variedad de maiz rojo
123.93 en libres, 303.50 en ligados y 427.43 mg EAG 100 g en total, en el maiz
amarillo 128.00 en libres, 339.12 en ligados y 467.12 mg EAG 100 g en total y en
maiz blanco fue 104.71 en libres, 305.37 en ligados y 410.09 mg EAG 100 g en total.
Los analisis de varianza se realizaron de forma independiente para los extractos libres
y extractos ligados, estos analisis mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre las

variedades de maiz.

4.1.4.2. Flavonoides totales

En cuanto a la cuantificacién de los flavonoides totales (FL) de los maices de
color los analisis se realizaron en base a la metodologia descrita por Lépez-Contreras
et al. (2015) con ligeras variantes. Los valores de los FL en los maices variaron de
8.25 a 48.00 en libres, 3.75 a 86.25 en ligados y 22.50 a 105.75 mg EC 100 g total
(Cuadro 12). En los maices morados los valores variaron de 18.75 a 48.00 en libres,

3.75 a 63.75 en ligados y 22.50 a 96.00 mg EC 100 g' en total, en los maices pintos
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variaron de 14.25 a 20.25 en libres, 33.00 a 50.25 en ligados y 53.25 a 64.50 mg EC
100 g™' en total, para en el maiz rojo el valor fue de 19.50 en libres, 86.25 en ligados y
105.75 mg EC 100 g en total, en el color amarillo fue de 10.50 en libres, 48.75 en
ligados y 59.25 mg EC 100 g en total, en el maiz blanco 8.25 en libres, 15.75 en
ligados y 24 mg EC 100 g en total. Los andlisis de varianza realizados de forma
independiente para los extractos libres y extractos ligados mostraron diferencia

estadistica (P<0.05) entre maices.

Cuadro 11. Compuestos polifendlicos totales (CP) de genotipos de maiz de

color.
CP libres CP ligados
Genotipo Total
mg EAG 100 g™

MPN 114.87+3.530 238.81+2.20" 353.68
MMB 105.50+2.65' 243.81+ 6.629" 349.31
MLSI 109.8746.62¢ 316.00+ 7.073abcde 425.87
MLSA 138.62+3.092 332.87+ 3.503°d 471.50
MLSO 125.65+3.3130d 360.06+14.582 485.71
MLAS 120.03+5.52bcdef 276.31+10.16°"" 396.34
MPP 134.71+4.19% 309.12+16.7030cde 443.84
MRE 115.50+2.20°%" 352.5+15.462° 468.06
MTE 124.71+6.4(030cde 346.93+10.163° 471.65
PCA 120.34+2.430c0ef 293.18+13.70d%f¢ 413.53
PLSI 111.43+3.09%f 250.06+17.35"" 361.50
PTE 112.68+4.86°%" 296.93+16.35%% 409.62
RRC 123.93+2.203bcde 303.50+20.32bcde 427.43
AM 128.00+1.76%° 339.12+15.0230cd 467.12
TRB 104.71+2.43f 305.37+9.7(Qbcde 410.09

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media
+ desviacion estandar.



Cuadro 12. Concentracion de flavonoides totales (FL) de genotipos de maiz de

color.
FL libres FL ligados
Genotipo Total
mg EC 100 g-*
MPN 34.50+2.12b¢ 5.25+1.069 39.75
MMB 27.75+1.069 12.00+2.12% 39.75
MLSI 36.00+2.12b¢ 20.25+1.06°f 56.25
MLSA 48.00+2.122 21.75+1.06¢ 69.75
MLSO 38.25+1.06° 34.50+2.124 72.75
MLAS 18.75+3.18¢ 3.75+1.069 22.50
MPP 35.25+1.06%¢ 33.75+1.06¢ 69.00
MRE 30.00+2.12¢d 61.50+2.12b 91.50
MTE 32.25+1.060cd 63.75+3.18° 96.00
PCA 20.25+1.06°f 33.00+2.124 53.25
PLSI 18.75+1.06° 34.50+2.124 53.25
PTE 14.25+1.06 50.25+3.18¢ 64.50
RRC 19.50+2.12¢ 86.25+3.182 105.75
AM 10.50+2.129h 48.75+1.06° 59.25
TRB 8.25+1.06" 15.75+3.18¢f 24.00

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media *
desviacién estandar.

4.1.4.3. Antocianinas totales
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Los analisis de las antocianinas totales se realizaron con base a la metodologia

reportada por Abdel-Al y Hucl (1999) con ligeras variantes. Los resultados presentaron

valores en las variedades de maiz de color que variaron de 1.38 a 74.52 mg EC3G

100 g' (Cuadro 13). En los maices morados variaron de 22.01 a 74.52, los maices

pintos variaron de 8.21 a 31.18, en el maiz de color rojo 24.69, en el amarillo 2.94 y en

el maiz de color blanco 1.38 mg EC3G 100 g™'. Los resultados del analisis de varianza

mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre las variedades.
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4.1.4.4. Taninos condensados totales

La cuantificacion de los taninos condensados totales (TC) de las variedades de
maiz de color se realizé en base a la metodologia reportada por Lépez-Contreras et
al. (2015) con variantes. Los resultados de TC en los maices mostraron valores que
variaron de 33.70 a 158.55 mg EC 100 g en libres (Cuadro 14). En los maices
morados los valores fueron de 39.00 a 158.55 en libres, en los maices pintos de 33.70
a 37.67 en libres, en el rojo 67.67, en el maiz pinto PLSI, amarillo y blanco, asi como
en los extractos ligados de todas las variedades los TC no fueron identificados. El
andlisis de varianza realizados a los extractos libres de las variedades donde si se

identificaron TC mostré diferencia estadistica (P<0.05) entre variedades.

4.1.5. Analisis cromatografico (HPLC-DAD)
4.1.5.1. Compuestos polifendlicos

La metodologia para identificacién de los compuestos polifendlicos (Figura 13)
basada en lo escrito por Santos et al. (2014) con ligeras variantes, mostraron en los
estandares utilizados para la curva de calibracidn los tiempos de retencion para acido
galico en el minuto 5.50 y 5.98; catequina 17.75 y 17.95; clorogénico, 20.03; cafeico,
20.63; p-cumarico, 25.26; ferulico, 26.78; sinapico, 27.37; quercetina, 35.11 a una

longitud de onda de 280 nm.



79

Cuantificacion de acidos fendlicos

Los extractos fendlicos totales libres de los 15 genotipos pigmentados no
mostraron contenido de acido galico, catequina, clorogénico, p-cumarico, ferulico,
cafeico, sindpico y quercetina, por otro lado, en los extractos de compuestos
polifendlicos ligados sélo se identificd el acido p-cumarico y ferulico con diferencia

estadistica (P<0.05) entre genotipos (Cuadro 15).

Cuadro 13. Antocianinas totales de genotipos de maiz de color.
Antocianinas totales

Genotipo
mg EC3G 100 g

MPN 42.08+1.03¢
MMB 22.01+0.18"
MLSI 21.79+0.24"
MLSA 61.89+0.30°
MLSO 74.52+0.672
MLAS 33.25+0.79¢
MPP 61.54+0.18P
MRE 43.51+0.124
MTE 52.85+0.85°¢
PCA 31.18+0.30'
PLSI 8.21+0.12
PTE 14.92+0.55
RRC 24.69+0.679
AM 2.94+0.12%
TRB 1.38+0.12%

Letras diferentes en la misma columna indican
diferencia estadistica (P<0.05). Media =+
desviacion estandar.
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Cuantificacion de acido p-cumarico. La concentracion del &cido p-cumarico el
andlisis de varianza mostro diferencia estadistica (P<0.05) entre valores que oscilaron
de 5.57 a 15.52 mg 100 g' (Cuadro 15). En los maices morados el menor valor se
presenté en MMB con 5.57 y el mayor en MLSA con 11.70 mg 100 g, en los pintos el
menor en PLSI con 9.00 y el mayor en PCA con 14.85, en el rojo fue 12.27, en amarillo

15.52 y en blanco 12.32 mg 100 g'.

Cuadro 14. Concentracion de taninos condensados totales (TC) en
genotipos de maiz de color.

. TC libres TC ligados
Genotipo
mg EC 100 g-*

MPN 129.88+7.48° ND
MMB 70.32+4.36% ND
MLSI 39.00+1.249 ND
MLSA 122.38+11.85P ND
MLSO 158.55+1.872 ND
MLAS 84.44+4.36% ND
MPP 127.23+3.74b ND
MRE 57.52+3.74¢f ND
MTE 98.55+4.36° ND
PCA 33.70+4.999 ND
PLSI ND ND
PTE 37.67+£3.119 ND
RRC 67.67+3.11de ND
AM ND ND
TRB ND ND

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05).
Media + desviacion estandar. ND= no detectado.
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Cuantificacion de acido ferulico. La concentracién del acido ferulico (Cuadro
15) en los 15 genotipos de maiz varié de 994.8 a 1649 mg 100 g™'. En los morados el
menor fue en MMB con 99.48 y el mayor en MPP con 144.86, en pintos el menor fue
para PTE con 130.05 y el mayor en PCA con 164.90, en el genotipo de color rojo el
valor fue de 12.27, en amarillo 15.52 y en blanco 135.64 mg 100 g-'. Encontrando

diferencia estadistica (P<0.05) entre los genotipos de maiz.
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Figura 13. Cromatograma HPLC-DAD de mezcla de 8 estandares con la identificacion
de los picos a una longitud de onda de 280 nm.

Cuantificacion de cianidina-3-glucésido

La metodologia para cuantificacion de cianidina-3-glucésido (Figura 14) basada
en lo escrito por Lao y Giuti (2016) con ligeras variantes, mostrd que el estandar de
antocianina C3G utilizado en la curva de calibracién obtuvo un tiempo de retencion de
14.35 a una longitud de onda de 520 nm. La antocianina presenté una R? de 0.9997

con una ecuacion de prediccion de y = 325.38x - 218.47.



Cuadro 15. Cuantificacién de acido p-cumarico y ferulico en maices de color por

HPLC-DAD.
p-cumarico Ferulico
Genotipo Total
mg 100 g™

MPN 6.73+0.971 103.34+15.48% 110.07
MMB 10.38+1.24bcd 99.48+6.85¢ 109.86
MLSI 5.57+0.249 118.72+3.230de 124.29
MLSA 11.70£0.69° 129.57+8.63¢% 141.27
MLSO 9.51+0.48¢cde 124.30+5.92¢de 133.81
MLAS 10.69+0.40b 132.9948.97¢ 143.68
MPP 10.82+0.35b 144.86+3.05%¢ 155.68
MRE 9.46+1.020de 143.32+12.733¢ 152.78
MTE 8.03+0.16°f 140.30+4.773¢ 148.33
PCA 14.85+0.512 164.90+0.802 179.75
PLSI 9.00£0.739%" 131.56+7.62¢% 140.56
PTE 11.1241.19bcd 130.05+8.69¢%¢ 141.17
RRC 12.27+0.64° 144.78+15.103°¢ 157.05
AM 15.52+0.722 162.51+10.22% 178.03
TRB 12.32+0.87° 135.64+15.04¢ 147.96

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media +
desviacién estandar.
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Identificacion de antocianinas. Con la extraccién y purificacion de antocianinas

en los cromatogramas generados a 520 nm para los genotipos de maiz pigmentado se

detect6 la presencia de 9 antocianinas glucosiladas (Figura 15). el pico 1, corresponde

a cianidina-3-glucésido, el pico 2 a pelargonidina-3-glucésido, pico 3 cianidina-3-

malonylglucosido, pico 4 a un isémero de cianidina-3-malonilglucésido, el pico 5 a

peonidina-3-glucosido, el pico 6 a cianidina-3-(-6"-malonilglucésido), el pico 7 a

cianidina-3-succinilglucésido, el pico 8 a pelargonidina-3-(6”-malonilglucésido) y el pico

9 a cianidina-3-dimaloniglucésido.
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Figura 14. Cromatograma HPLC-DAD de estandar cianidina-3-glucésido a en longitud
de onda 520 nm.
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Figura 15. Cromatograma HPLC-DAD de genotipos de maiz con identificacion de 9
antocianinas glucosiladas presentes a una longitud de onda 520 nm.
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Cuantificacion de cianidina-3-glucésido. El contenido de C3G (Cuadro 16)
entre genotipos mostro diferencia estadistica (P<0.05), el contenido varié de 1.24 a
10.75 mg EC3G 100 g, en los maices morados el menor contenido se observo en el
maiz MLSI con 1.90 y el mayor en MLSO con 10.75 mg EC3G 100 g-', en los maices
pintos el menor valor fue en PLSI con 1.46 y el mayor en PTE con 2.80 mg EC3G 100
g, en el maiz rojo en contenido fue de 1.24 mg EC3G 100 g' y en el maiz amarillo y

blanco no se detecté C3G.

Cuadro 16. Cuantificacion de cianidina-3-glucésido en genotipos de maiz de color por

HPLC-DAD.

Antocianina
Genotipo

mg EC3G 100 g
MPN 2.3410.22%
MMB 1.46+0.019"
MLSI 1.90+0.11f9"
MLSA 5.24+0.149
MLSO 10.75+0.022
MLAS 4.20+0.61¢
MPP 6.97+0.34°¢
MRE 6.04+0.04cd
MTE 8.42+0.55P
PCA 2.65+0.04
PLSI 1.46+0.049"
PTE 2.80+0.23f
RRC 1.2440.14"
AM ND
TRB ND

Letras diferentes en la misma columna indican
diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacion
estandar.



85

4.1.6. Capacidad antioxidante
4.1.6.1. DPPH

La medicion de la capacidad antioxidante DPPH en las variedades de maiz de
color se llevo a cabo siguiendo la técnica reportada por Lépez-Contreras et al. (2015)
con variantes. Los resultados de los maices presentaron valores que variaron de 470
a 749.10 en libres, 749.10 a 1136.10 en ligados y 1127.70 a 1865.70 umol ET 100 g°*
en total (Cuadro 17). En los maices morados los valores variaron de 470.10 a 749.10
en libres, 768.60 a 1136.10 en ligados y 1286.70 a 1865.70 umol/ ET 100 g™ en total,
en los maices pintos vario de 497.10 a 626.10 en libres, 501.60 a 836.10 en ligados y
1127.70 a 1444.20 umol ET 100 g en total, mientras que en el maiz de color rojo
623.10 en libres, 749.10 en ligados y 1372.20 umol ET 100 g' en total, para amarillo
581.10 en libres, 956.10 en ligados y 1537.20 umol/ ET 100 g' en total y en el blanco
620.10 en libres, 987.60 en ligados y 1607.70 umol ET 100 g ' en total. El andlisis de
varianza se realiz6 de forma independiente para cada tipo de extracto y se encontrd

diferencia estadistica (P<0.05) entre variedades.

4.1.6.2. ABTS

La medicién de la capacidad antioxidante ABTS se bas6 en la metodologia
descrita por Lopez-Contreras et al. (2015) con cambios. Los resultados en las
variedades de maiz mostraron valores que oscilaron de 687.90 a 940.65 en libres, de
2138.25 a 3345.75 en ligados y 2826.90 a 4263.90 umol ET 100 g en total (Cuadro
18). Los valores en los maices morados oscilaron de 687.90 a 935.40 en libres,
2655.75 a 3345.75 en ligados y 3439.65 a 4263.90 umol/ ET 100 g en total, en las

variedades de maiz pinto de 688.65 a 800.40 en libres, 2138.25 a 2978.25 en ligados
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y 2826.90 a 3763.65 umol ET 100 g en total, en el maiz de color rojo fue de 877.65
en libres, 2708.25 en ligados y 3585.90 umol ET 100 g en total, en el maiz amarillo
769.65 en libres, 3263.25 en ligados y 4032.90 umol/ ET 100 g' en total y para el maiz
blanco 719.40 en libres, 3034.50 en ligados y 3753.90 umol/ ET 100 g en total. El
analisis de varianza realizado para cada tipo de extracto mostr6 diferencia estadistica

(P<0.05) entre las variedades.

Cuadro 17. Capacidad antioxidante DPPH en genotipos de maiz de color.

Libres Ligados
Genotipo Total
umol ET 100 g

MPN 594.60+6.36°% 824.10+46.66'9" 1418.70
MMB 470.1048.48f 816.60+31.81%" 1286.70
MLSI 543.60+19.09d%f 1050.60+19.093¢ 1594.20
MLSA 729.60+19.092 1136.10+£12.722 1865.70
MLSO 749.10+16.972 1091.10+£33.94% 1840.20
MLAS 642.60+14.84 909.60+14.84df 1552.20
MPP 693.60+19.09% 768.60+10.609" 1462.20
MRE 522.60+19.09¢f 1022.10+4.245¢ 1544.70
MTE 627.60+31.81.9b¢ 861.60+31.81¢f9 1489.20
PCA 608.10+8.48¢ 836.10+42.42%h 1444.20
PLSI 626.10+33.94¢ 501.60+£19.09' 1127.70
PTE 497.1048.48f 773.10+25.459" 1270.20
RRC 623.10+25.45 749.10+21.21h 1372.20
AM 581.10+8.48¢d% 956.10+16.97¢% 1537.20
TRB 620.10+4.24¢ 987.60+10.60 1607.70

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media +
desviacion estandar.
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Cuadro 18. Capacidad antioxidante ABTS en genotipos de maiz de color.

Libres Ligados
Genotipo Total
umol ET 100 g

MPN 800.40+4.24cde 2727.00+190.91b¢ 3527.40
MMB 720.15+35.009%f 2719.50+74.24k¢ 3439.65
MLSI 687.90+16.97° 3060.75+68.9430¢ 3748.65
MLSA 918.15+£15.902 3345.75+217.432 4263.90
MLSO 908.40+6.36%° 3053.25+68.9430c 3961.65
MLAS 809.40+4.24bcd 2704.50+31.81¢ 3513.90
MPP 935.40+12.722 2655.75+58.33°¢ 3591.15
MRE 770.40+14.849f 3087.00+137.883¢ 3857.40
MTE 940.65+60.452 3177.00+137.88% 4117.65
PCA 800.40+8.48¢cde 2963.25+5.30%¢ 3763.65
PLSI 688.65+24.39' 2138.25+100.764 2826.90
PTE 704.40+23.33¢f 2978.25+143.183¢ 3682.65
RRC 877.65+7.423b¢ 2708.25+143.18¢ 3585.90
AM 769.65+45.60%f 3263.25+37.122 4032.90
TRB 719.40+16.979%f 3034.50+106.06%°¢ 3753.90

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). Media +
desviacién estandar.

4.1.6.3. FRAP

La capacidad antioxidante FRAP se basado en lo descrito por Lopez-Contreras
et al. (2015) con variantes. Los resultados obtenidos fueron de 283.06 a 512.47 en
libres, de 447.88 a 952.59 en ligados y 730.94 a 1340.65 umol ET 100 g en total
(Cuadro 19). En los maices morados los valores oscilaron de 317.91 a 512.47 en libres,
553.76 a 856.41 en ligados y 898.59 a 1340.65 umol/ ET 100 g™' en total, en los maices
pintos los valores variaron de 283.06 a 350.56 en libres, 447.88 a 665.82 en ligados y

730.94 a2 989.03 umol/ ET 100 g' en total, en el maiz de color rojo el valor fue de 351.00
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en libres, 648.18 en ligados y 999.18 umol ET 100 g en total, para el amarillo 328.94
en libres, 952.59 en ligados y 1281.53 umol ET 100 g en total y en la variedad de
color blanco 349.68 en libres, 777.00 en ligados y 1126.68 umol/ ET 100 g™ en total. El
analisis de varianza realizado de forma independiente para los extractos libres y los

extractos ligados mostro diferencia estadistica (P<0.05) entre los genotipos de maiz.

Cuadro 19. Capacidad antioxidante FRAP en genotipos de maiz de color.

Libres Ligados
Genotipo Total
umol ET 100 g

MPN 358.50+9.36°d¢ 564.35+22.46° 922.85
MMB 317.9149.361 639.35+33.69% 957.26
MLSI 345.7149.989%" 718.76+21.21¢d 1064.47
MLSA 496.59+12.482 708.18+8.73¢ 1204.76
MLSO 512.47+11.232 828.18+26.20° 1340.65
MLAS 344.82+9.989%" 553.76+39.93¢ 898.59
MPP 433.06+7.49° 556.41+13.73° 989.47
MRE 375.7116.24° 856.41+33.69% 1232.12
MTE 394.68+£10.61¢ 797.29+24.96 1191.97
PCA 350.56+8.119%f 638.47+19.97d 989.03
PLSI 283.0616.249 447.88+14.97" 730.94
PTE 288.79+9.369 665.82+36.194 954.62
RRC 351.00+11.23df 648.18+3.74% 999.18
AM 328.94+2.50° 952.59+29.952 1281.53
TRB 349.6816.86%" 777.00+18.72%¢ 1126.68

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05).
Media + desviacion estandar.
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4.1.6.4. ORAC

En cuanto a la capacidad antioxidante ORAC, los analisis de varianza realizados
de forma independiente para cada tipo de extracto, libres y ligados, mostraron valores
con diferencias estadisticas (P<0.05) entre maices (Cuadro 20). La metodologia se

realizé en base a lo reportado por Gaxiola-Cuevas et al. (2017) con ligeras variantes.

Cuadro 20. Capacidad antioxidante ORAC en genotipos de maiz de color.

Libres Ligados
Genotipo Total
umol ET 100 g
MPN 3290.20+22.3% 1097.0+28.3bcdef 4387.20
MMB 3267.00+142.0°° 1032.30+23.90%f 4299.30
MLSI 3161.40+51.9bcd 1155.50+52. Qbcdef 4316.90
MLSA 4400.70+75.12 1191.90+65.0abcde 5592.60
MLSO 3141.60+83.0bcde 1021.72+12.07¢f 4163.30
MLAS 3336.20+74.1° 1389.20+26.72 4725.40
MPP 2953.10+25.19ef9 983.30+42.7" 3936.40
MRE 3381.04+2.7° 1250.20+79.02b¢ 4631.20
MTE 2874.0+20.5%' 1044.55+13.5%f 3918.50
PCA 2960.07+6.29%9 1293.70+124.0% 4253.70
PLSI 2494.50+44.6" 990.30+47.8 3484.80
PTE 2854.01+9.0f9 1227.10+17.0abcd 4081.10
RRC 2871.40+94.8¢f 1080.60+30.0¢d%f 3952.00
AM 3059.10+71.9cdef 1157.40+16.3bcdef 4216.50
TRB 2752.80+110.79" 1191.0436.13bcde 3943.80

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05).
Media + desviacion estandar.
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Los resultados presentaron valores de 2494.50 a 4400.70 en extractos libres,
983.30 a 1389.20 g en extractos ligados y 3484.80 a 5592.60 umol/ ET 100 g en total
y en los maices morados los valores variaron de 29.53.10 a 4400.70 en libres, 983.30
a 1389.20 en ligados y 3918.50 a 5592.60 umol/ ET 100 g en total, en los maices
pintos los valores variaron de 2494.50 a 2960.07 en libres, 990.30 a 1293.70 en ligados
y 3484.80 4253.70 umol ET 100 g' en total, mientras que en el maiz de color rojo el
valor fue de 2871.40 en libres, 1080.60 en ligados y 3952.00 umol ET 100 g' en total,
en el amarillo de 3059.10 en libres, 1157.40 en ligados y 4216.5 umol ET 100 g en
total y en el blanco 2752.80 en libres, 1191.00 en ligados y 3943.80 umol ET 100 g

en total.

4.2. Bebidas de maiz blanco y morado

4.2.1. Coordenadas cromaticas de grano y harina

Los resultados obtenidos en L* en el color del grano crudo y tostado, y harina
cruda y tostada, mostraron variacion entre 31.56 y 88.58 (Cuadro 21), para el color del
grano de maiz blanco GBC y GBT con valores de 69.16 y 51.58 y harina de maiz
morado HMC y HMT con valores de 74.28 y 56.32, respectivamente, ademas de que
mostraron diferencia estadistica (P<0.05). En el color de la harina de maiz blanco HBC
y HBT con valores de 88.58 y 77.32 y el grano de maiz morado GMC y GMT con
valores de 31.5 y 35.7, respectivamente, no mostraron diferencia estadisticamente

(P=0.05).
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Los valores de a* b*y C*con valores que variaron de 1.24 a 8.32, 1.56 a 25.63
y 3.38 a 26.68 respectivamente en el maiz blanco y morado mostraron diferencias
estadisticas (P<0.05) en cada uno de los parametros evaluados en el grano y harina
crudo y tostado. Los mayores valores con diferencia estadistica se encontraron en

todos los tratamientos de tostado.

Con respecto al hlos valores variaron de 23.80 a 85.44. Entre el grano de maiz
blanco crudo y tostado, harina de maiz blanco cruda y tostada, y harina de maiz
morado cruda y tostada con valores de 84.20 y 71.80, 85.44 y 74.06, y 23.80 y 64.20,
respectivamente, encontrandose diferencias estadisticas (P<0.05). Pero en el grano
de maiz morado crudo y tostado con valores de 68.48 y 64.20, respectivamente, no se

encontrd diferencia estadistica (P<0.05).

Cuadro 21. Color visual y coordenadas cromaticas del grano y harina de genotipos de

maiz utilizada en preparacion de bebida antes y después del tostado.
Color L* a* b* Cc” h

Genotipo  Muestra
visual Coordenadas cromaticas
GBC 69.16+2.84a 228+0.810 22.28+2.01° 22.42+2.05° 84.20+1.682
GBT P 51.58+4.49° 8.32+1.592 25.36+3.522 26.68+3.642 71.80+2.53
Blanco HBC 88.58+0.222 1.24+0.08> 15.70+0.31> 15.78+0.30° 85.44:+0.332
HBT 77.3240.642 6.78+0.27° 23.66+0.582 24.60+0.612 74.06+0.27°
amc [ 31.56:0.65% 1.38+1.03> 3.10+1.65° 3.38+1.90° 68.48+8.183
vorage CT B 35.78:1.33° 3.44+1.63% 8.36:0.742 9.32+0.562 64.20+6.24
HMC 74.28+1.292 3.58+0.08° 1.56+0.13° 3.92+0.13° 23.80+1.55°
HMT P 56.32+0.63° 6.08+0.132 12.58+0.282 13.98+0.282 64.20+0.182

Letras diferentes en el tipo de grano, y tratamiento del grano y harina en la misma columna
indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacién estandar. GBC, grano blanco crudo.
GBT, grano blanco tostado.HBC, harina blanca cruda. HBT, harina blanca tostada. GMC, grano
morado crudo. GMT, grano morado tostado. HMC, harina morada cruda. HMT, harina morada
tostada.
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4.2.1.1. Coordenadas cromaticas de bebidas

Los valores de L* en las bebidas variaron de 31.10 a 36.98. Cada una de las
bebidas mostraron diferencia estadistica entre tratamientos. En la bebida de maiz
blanco los valores variaron de 35.20 a 36.98 y el menor valor de luminosidad se
encontré en B85 y las mayores en BSP y B63 (Cuadro 22). En la bebida de maiz

morado L*varié de 31.10 a 33.92 con el menor en M85 y el mas alto en MSP.

El andlisis de varianza para a* con valores entre 2.50 y 2.84, mostraron diferencia
estadistica (P<0.05) entre los tratamientos del tipo de bebida. El valor de a* en la
bebida de maiz blanco varioé de 2.50 a 2.74, los mas altos valores se mostraron en los
tratamientos B73 y B85, y el menor en tratamiento BSP. En la bebida de maiz morado,
a*oscilé de 2.44 a 2.84, el valor mas alto fue para el tratamiento MSP y el menor para
M63. En la de maiz blanco se observd que el valor de a* se incrementd al aumentar la

temperatura y en la de morado sélo se observd que disminuyd en el proceso a 63 °C.

Los valores de b* en las debidas variaron de 7.24 a 11.04. La bebida de maiz
blanco los valores variaron de 10.74 a 11.04, sin encontrarse diferencia estadistica
entre tratamientos. Para la bebida de maiz morado los valores de b* con 7.24 a 9.00
mostraron los valores mas altos en el tratamiento MSP. Los valores de C* en las
bebidas de maiz variaron de 7.68 a 11.32 y en la de blanco variaron de 11.04 a 11.32.

Estos resultados no mostraron diferencias estadisticas (P=0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 22. Color visual y coordenadas cromaticas de bebida de genotipos de maiz
en proceso de pasteurizacion.

Tipo de Color L* a* b* Cc* h
. Muestra —
Bebida visual Coordenadas cromaticas
Bebid BSP B 36.26+0.472% 2.50+0.12> 11.04+0.522 11.32+0.562 77.20+0.122
epliaa
g ~ B63 B 36.98+0.542 2.60+0.122> 11.00+0.282 11.30+0.282 76.70+0.332
e maiz
B73 B 35.32+0.72° 2.72+0.102  10.74+0.302 11.12+0.262 75.82+0.39°
blanco
B85 B 35.20+1.31b 2.74+0.052 10.80+0.452 11.04+0.542 75.62+0.46°
MSP B 33.92+0.132 2.84+0.052 9.00+0.072 9.42+0.042 72.44+0.202
Bebida
g ~ Me3 B 32.26:0.15° 2.44+0.11¢ 7.42+0.08° 7.84+0.11° 71.80%0.692
e maiz
M73 I 31.10+0.67¢ 2.58+0.16tc 7.24+0.25° 7.68+0.27° 70.40+0.60°
morado
M85 B 31.20+0.18° 2.66+0.08% 7.32+0.08> 7.80+0.10° 70.10+0.40P

Letras diferentes en las columnas del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05).
Media + desviacion estandar.

Por otro lado, en la bebida de maiz morado C* mostr6 valores de 7.68 a 9.42
siendo los mas altos con diferencia en el tratamiento MSP. Para h de las bebidas de
maiz, los valores fluctuaron entre 70.10 y 77.20. En la bebida de maiz blanco h oscil6
entre 75.62 y 77.20 y los valores mas altos presentaron en los tratamientos BSP y B63.
En cuanto a la bebida de maiz morado los valores variaron de 70.11 a 72.44, siendo

los mas altos estadisticamente los de tratamientos MSP y M63.

4.2.2. Calidad de las bebidas de maiz
4.2.2.1. Parametros fisicoquimicos

Los valores de los parametros fisicoquimicos para °Brix (Cuadro 23) en las
bebidas de maiz variaron de 2.03 a 2.23. En la bebida de maiz blanco después de los
tratamientos térmicos de pasteurizacion no mostraron diferencia (P=0.05) con valores
de 2.03 a 2.06. En la bebida de maiz morado sélo se observé diferencia entre el

tratamiento a M85 y M63 con valores de 2.03 a 2.23, respectivamente.
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Los valores de pH en las bebidas variaron de 6.10 a 6.37 (Cuadro 23). En la
bebida de maiz blanco variaron de 6.21 a 6.31 con diferencia (P<0.05) entre
tratamientos y con el menor valor de pH en BSP, entre el resto no hubo diferencias.
En la bebida de maiz morado los valores de pH oscilaron entre 6.21 a 6.29 sin

diferencia estadistica entre tratamientos ni tipo de bebida.

El parametro de acidez titulable (Cuadro 23) en todas las muestras de las bebidas
de maiz blanco y morado mostraron en todos los casos valores de 0.033 % de

equivalentes de acido malico, sin diferencia estadistica (P=0.05) entre tratamientos.

4.2.2.2. Analisis microbiolégicos

Los resultados de analisis microbiolégicos en las bebidas de maiz mostraron
diferencia estadistica (P<0.05) en el tipo de bebida (Cuadro 24). Los mesofilos
aerobios, lactobacilos y enterobacterias en las bebidas de maiz blanco y morado sélo
se detectaron en el tratamiento sin pasteurizar para BSP los valores fueron de 6.96,
1.61 5.45 log UFC mL™", respectivamente, y en MSP los valores de 7.31, 1.58 y 7.07
log UFC mL, respectivamente. En el resto de los tratamientos de las bebidas de maiz

blanco y morado los hongos, levaduras y esporas no se detectaron.

4.2.2.3. Analisis de minerales
Macroelementos

El contenido de los macroelementos Magnesio (Mg), Calcio (Ca), Potasio (K),
Sodio (Na), Fosforo (P) y Azufre (S) (Cuadro 25) se realizaron en base a la metodologia

descrita por Nifio-Medina et al. (2014) con ligeras variantes.



Cuadro 23. Andlisis fisicoquimicos de °Brix, pH y acidez titulable en bebidas de maiz blanco y morado.
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Bebida de maiz blanco

Bebida de maiz morado

Parametros

BSP B63 B73 B85 MSP M63 M73 M85
°Brix 2.06+0.052 2.03+0.052 2.03+0.052 2.03+0.052 2.17+0.0620 2.23+0.062 2.13+0.056%>  2.03+0.06°
pH 6.10+0.05P 6.34+0.022 6.3710.022 6.36+0.192 6.29+0.082 6.22+0.032 6.24+0.012 6.21+0.042
%acidez 0.033+0.0012  0.033+0.0012 0.033+0.0012  0.033+0.0012 | 0.033+0.0012 0.033+0.0012 0.033+0.0012 0.033+0.0012

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05). Media * desviacion estandar.

Cuadro 24. Analisis microbiol6gicos en bebidas de maiz blanco y morado.

Bebida de maiz blanco

Bebida de maiz morado

Grupode BSP B63 B73 B85 MSP M63 M73 M85
microorganismos
log UFC mL""

Mesobfilos aerobios 6.96+0.052 ND ND ND 7.31+0.042 ND ND ND
Lactobacilos 1.61+0.022 ND ND ND 1.58+0.022 ND ND ND
Enterobacterias 5.45+0.032 ND ND ND 7.07£0.042 ND ND ND
Hongos ND ND ND ND ND ND ND ND
y levaduras

Esporas ND ND ND ND ND ND ND ND

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacidén estandar. ND = no

detectado.
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Calcio (Ca). El contenido de Ca con valores de 163.60 a 209.65 mg L' (Cuadro
25) en las bebidas de maiz mostré diferencia estadistica (P<0.05) entre el tipo de
bebida con el mayor contenido de Ca en la bebida de maiz morado. Los valores del
contenido de Ca en la bebida de maiz blanco oscilaron de 163.60 a 177.52 mg L' en
B73 y BSP, respectivamente. En la de maiz morado de 189.55 a 209.65 mg L' M63 y
MSP respectivamente, no mostraron diferencia estadistica entre tratamientos térmicos

del tipo de bebida.

Magnesio (Mg). Los resultados Mg en las bebidas de maiz mostraron valores de
33.91 a 41.03 mg L. En la bebida de maiz blanco vario de 33.91 a 39.52 mg L' en
los tratamientos BSP y B63, respectivamente. En la bebida de maiz morado estos
valores de Mg oscilaron de 34.84 a 41.03 mg L' en MSP y M73, respectivamente. Los
analisis de varianza mostraron que no existe diferencia estadistica (P=0.05) entre el

tipo de bebida, ni entre tratamientos térmicos.

Potasio (K). En K los valores de 97.39 a 129.60 mg L' en el andlisis de varianza
no mostraron diferencia estadistica (P=0.05) entre el tipo de bebida ni en los
tratamientos de cada bebida. Los valores en la bebida de maiz blanco variaron de
99.01 a 113.64 mg L' en BSP y B63, y con respecto a la bebida de maiz morado se
observaron valores que oscilaron entre 97.39 y 129.60 mg L' en M85 y MSP,

respectivamente.
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Sodio (Na). Los resultados de Na con valores de 200.43 a 254.27 mg L en las
bebidas de maiz blanco y morado no mostraron deferencia estadistica entre tipo de
bebida; en la bebida de maiz blanco los valores variaron de 211.21 a221.85mg L' en
BSP y B63, respectivamente, sin diferencia estadistica entre tratamientos. En la bebida
de maiz morado los resultados mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre los
tratamientos con valores de oscilaron de 200.43 a 254.27 mg L', con el menor valor

en el tratamiento M85 y el mayor en MSP.

Fésforo (P). El contenido de P en las bebidas de maiz con valores de 145.74 a
205.04 mg L' fue estadisticamente (P<0.05) superior en la bebida de maiz blanco. El
contenido de P en la bebida de maiz blanco mostré diferencia estadistica (P<0.05) con
el menor valor de 163.69 en el tratamiento de B85 y el mayor con 205.04 mg L' para
el tratamiento de BSP. En la bebida de maiz morado, los valores obtenidos variaron
de 145.74 a 169.60 mg L' en los tratamientos M63 y MSP, respectivamente, sin

diferencia estadistica entre los tratamientos.

Azufre (S). Los resultados de S con valores de 77.40 a 91.73 mg L' obtenidos
para en las bebidas de maiz blanco y morado no mostraron diferencia estadistica
(P=0.05) en el tipo de bebida ni tratamientos. En la bebida de maiz blanco los
resultados fueron de 77.40y 88.63 mg L ''en BSP y B73, respectivamente. En la bebida
de maiz morado los valores fueron de 83.76 a 91.73 mg L' en M85 y M73,

respectivamente.
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Microelementos
El contenido de los microelementos cobre (Cu), fierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso
(Mg) (Cuadro 25), se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Nifo-medina

et al. (2014) con ligeras variantes.

Manganeso (Mn). El andlisis de varianza mostré que no existe diferencia
estadistica en el contenido de Mn entre las bebidas de maiz blanco y morado con
valores de 0.15 a 0.47 mg L'. Asimismo, en los tratamientos de la bebida de maiz
blanco tampoco se encontro diferencia estadistica con valores que fluctuaron entre
0.23y 0.47 mg L'en B63 y BSP, respectivamente. Por otro lado, en la bebida de maiz
morado el analisis mostrd diferencia (P<0.05) entre tratamientos con valores que
oscilaron entre 0.15y 0.36 mg L™", el menor valor correspondié al tratamiento M63 y el

mayor al M85.

Cobre (Cu). Con respecto al contenido de Cu con valores de 0.18 a2 0.34 mg L
en las bebidas de maiz (Cuadro 25) se observé un comportamiento similar qué en Mn,
no se encontré diferencia estadistica entre bebidas ni tampoco en los tratamientos
térmicos aplicados a la bebida de maiz blanco con valores de 0.23 2 0.31 mg L' en los
tratamientos BSP y B63. Sin embargo, en los tratamientos de la bebida de maiz
morado los valores de 0.18 a 0.34 mg L' con el menor valor en M73 y el mayor en

MSP, mostraron que son diferentes (P<0.05) entre ellos.
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Zinc (Zn). El contenido de Zn entre las bebidas de maiz blanco y morado no
mostré diferencia estadistica con valores que variaron entre 0.13 y 0.74 mg L. Sin
embargo, en la bebida de maiz blanco el anadlisis de varianza mostré diferencia
estadistica (P<0.05) entre tratamientos con valores que oscilaron entre 0.13 y 0.74 mg
L', con el menor valor en el tratamiento M63 y el mayor en M73. Para la bebida de
maiz morado también se encontré diferencia con valores de 0.25 a 0.72 mg L' con el

menor valor en M73 y el mayor en MSP.

Fierro (Fe). El contenido de Fe con valores de 2.11 a 3.87 mg L' en las bebidas
de maiz blanco y morado fue estadisticamente igual en el caso del tipo de bebida y
entre los tratamientos de pasteurizacion. En la bebida de maiz blanco los valores
fueron de 2.81 a 3.80 mg L' en B63 y BSP, respectivamente, mientras que en morado

fueron de 2.11 a 3.87 en M85 y MSP, respectivamente.

4.2.3. Contenido nutracéutico
4.2.3.1. Contenido de compuestos polifendlicos totales

Los CP con valores de 103.51 a 125.83 mg EAG L' mostraron diferencia
estadistica en el tipo de bebida, con mayor valor en la bebida de maiz morado y en
cada uno de los tratamientos aplicados a las bebidas. En la de maiz blanco variaron
de 103.51 a 115.10 mg EAG L' (Cuadro 26) el menor fue en el tratamiento BSP y el
mayor en B85, respectivamente. En la bebida de maiz morado los valores variaron
entre 103.51 y 125.83 mg EAG L' con el menor valor en MSP y el mayor para M63,

respectivamente.



Cuadro 25. Andlisis de macroelementos y microelementos en bebidas de maiz blanco y morado.
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Bebida de maiz blanco

Bebida de maiz morado

Minerales BSP B63 B73 B85 MSP M63 M73 M85

mg L
Macroelementos
Ca 177.52+1.72%  174.60+0.382 163.60+8.042 167.59+0.272 | 209.65+2.29%2  189.55+10.68% 206.15+1.512  204.96+6.422
Mg 33.914£0.072  39.52+0.252 34.81+£2.972 35.0410.24% | 34.84+0.142 38.71+5.582 41.03+0.272 37.58+1.262
K 99.01£10.402 113.64+7.782 100.48+13.602 103.124£3.132 | 129.60+16.702 100.52+1.482  97.89+34.022  97.39+3.492
Na 211.21+8.462 221.85+1.612 221.30+2.872 214.92+0.112 | 254.27+10.412 226+.57+1.02> 219.24+5.24% 200.43+1.32¢
P 205.04+4.708 179.28+10.96%°>  188.10+11.022®  163.69+2.00° | 169.60+8.512  145.74+4.532  149.39+7.152  160.97+16.772
S 77.40+10.432 86.06+1.272 88.63+2.212 84.51+1.092 | 86.83+1.302 91.73+0.572 87.41+0.572 83.76+5.082
Microelementos
Mn 0.47+0.082 0.23+0.012 0.42+0.162 0.2940.012 0.28+0.02% 0.15+0.01° 0.1940.07° 0.36+0.012
Cu 0.23+0.032 0.31+0.022 0.26+0.062 0.25+0.012 0.34+0.012 0.26+0.012 0.18+0.06° 0.1940.042
Zn 0.48+0.0120 0.13+0.06° 0.7410.212 0.3410.02% 0.72+0.092 0.57+0.042 0.25%0.03° 0.56+0.022
Fe 3.80+0.142 2.81+0.272 2.95+0.522 2.9940.402 3.87+0.222 2.96+0.482 3.6410.722 2.1140.342

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05).

100

Media * desviacion estandar.
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4.2.3.2. Flavonoides y taninos condensados totales

La concentracidn de FL totales (Cuadro 26) con valores de 41.58 a 72.58 mg EC
L-" no mostro diferencia en el tipo de bebida. En la bebida de maiz blanco vari6é de
41.58 a 72.58 mg EC L' el menor valor fue en BSP y el mayor valor en B63,
respectivamente con diferencia entre tratamientos. En la bebida de maiz morado se
encontr6 un rango entre 51.4 y 64.7 mg EC L', el menor valor fue para tratamiento
MSP y el mayor en el tratamiento M85, respectivamente, con diferencia entre

tratamientos. Los taninos condensados en las bebidas no fueron detectados.

4.2.3.3. Cianidina3-glucésido

La concentracion de cianidina-3-glucésido (Cuadro 26) con valores de 1.02 a
1.28 mg EC3G L' mostr6 diferencia estadistica (P<0.05) entre tipo de bebida, con
mayor contenido en la bebida de maiz morado. Los valores de la bebida de maiz
blanco variaron entre 1.02y 1.14 mg EC3G L' y en la de maiz morado de 1.20 a 1.27
mg EC3G L, los andlisis de varianza realizados a cada tipo de bebida no mostraron

diferencia estadistica entre tratamientos.

4.2.4. Analisis cromatografico (HPLC-DAD)
4.2.4.1. Compuestos polifendlicos
Estandares de compuestos polifendlicos
Los estandares de compuestos polifendlicos utilizados para la curva de
calibracién para el andlisis de la bebida de maiz, mostraron los tiempos de retencion

para acido galico en el minuto 4.81; 4-hidroxibenzoico, 13.39; catequina, 16.48y 16.74;
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clorogénico, 18.09; cafeico, 18.78; p-cumarico, 23.50; ferulico, 25.58; sinapico, 26.54;
quercetina, 34.41 a una longitud de onda de 280 nm (Figura 16).
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Figura 16. Cromatograma HPLC-DAD de mezcla de 9 estandares con la identificacion
de los picos y tiempo de retencion a longitud de onda de 280 nm.

Cuantificacion de acidos fendlicos

El acido clorogénico sblo se detectd en los tratamientos sin pasteurizar y el
analisis de varianza mostré diferencia (P<0.05) entre bebidas (Cuadro 27), el menor
valor del 4cido se encontrd en la bebida de maiz blanco con un valor de 20.29 y el

mayor en la bebida de maiz morado con un valor de 37.14 mg L.

Los valores de acido cafeico entre 13.85 y 33.26 detectados sélo en los
tratamientos a 63, 73 y 85 °C mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre tipo de
bebida, con los mayores valores para la bebida de maiz morado. En la bebida de maiz

blanco los valores fluctuaron entre 13.85 y 17.13 mg L sin diferencia estadistica
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(P=0.05) entre tratamientos, mientras que para la bebida de maiz morado, los
tratamientos mostraron diferencia con valores que oscilaron entre 27.38 a 33.26 con

el menor en M63 y el mayor en M85, respectivamente.

El contenido de acido ferulico, con valores entre 34.70 y 49.74 mostré diferencia
estadistica (P<0.05) entre el tipo de bebida y los tratamientos. El mayor contenido de
acido se encontrd en la bebida de maiz blanco cuyos valores fluctuaron entre 45.77 y
49.74 mg L', con el menor valor en el tratamiento BSP y el mayor en B73,
respectivamente. En la debida de maiz morado los valores fluctuaron entre 34.70 y
40.57 mg L', el menor valor fue en M73 y el mayor en M85, respectivamente. En
ambas bebidas los tratamientos sin pasteurizar mostraron el menor valor de acido

ferulico.

4.2.5. Capacidad antioxidante
4.2.5.1. DPPH

La capacidad antioxidante DPPH (Cuadro 28) con valores de 163.67 a 384.78
fueron mayores en la bebida de maiz morado. La bebida de maiz blanco mostré
valores que variaron entre 163.67 y 267.56 umol ET L' con diferencia estadistica
(P=<0.05) entre tratamientos, el menor valor correspondié al tratamiento BSP y el mayor
al B85, respectivamente. En la de maiz morado, los resultados mostraron una variacion
entre 312.00 y 384.78 umol ET L', los menores valores se encontraron en el
tratamiento MSP y M73 y el mayor valor en el M85, respectivamente, con diferencia

estadistica entre tratamientos.



Cuadro 26. Contenido de compuestos polifendlicos en bebidas de maiz con procesos de pasteurizacion.
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Bebida de maiz blanco

Bebida de maiz morado

Parametros
BSP B63 B73 B85 MSP M63 M73 M85
CcP
EAG L 103.51+2.99> 108.93+3.71" 106.73+2.29° 115.10+1.442 |103.51£3.56> 125.83+2.232  124.53+2.232 124.36+6.142
mg -
FL
EC Lt 41.58+4.22¢ 72.58+7.612 58.08+2.17° 70.25+4.732 51.41+5.79° 56.75+8.4620 57.58+6.3720 64.75+8.092
mg -
TC
ND ND ND ND ND ND ND ND
mg EC L
AT
1.14+0.162 1.05+0.202 1.10+0.192 1.02+0.212 1.20+0.172 1.28+0.212 1.26+0.132 1.27+0.14a
mg EC3G L*

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacion estandar. ND = no

detectado.
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4.2.5.2. ABTS

En la capacidad antioxidante ABTS con valores que fluctuaron entre 367.18 y
511.90 en las bebidas de maiz, mostraron diferencia estadistica (P<0.05) entre el tipo
de bebida y los tratamientos, siendo mayor en la bebida de maiz morado. Los valores
de la bebida de maiz blanco variaron entre 367.18 y 455.90 y en maiz morado los
valores fluctuaron entre 423.18 y 511.90 umol ET L' (Cuadro 28). El comportamiento
de los tratamientos en ambas bebidas fue similar. Los menores valores de capacidad
antioxidante se obtuvieron en las bebidas con pasteurizacion a 85 °C B85 y M85, y los

mayores en las bebidas sin pasteurizar BSP y MSP.

4.2.5.3. FRAP

Los resultados de capacidad antioxidante FRAP (Cuadro 28) en las bebidas de
maiz variaron entre 815.00 y 1566.67, siendo estadisticamente mayores en la bebida
de maiz morado y diferentes entre los tratamientos. En la bebida de maiz blanco, los
valores estuvieron entre 815.00 y 1283.33 umol ET L, con el menor valor en el
tratamiento BSP y el mayor en B85, respectivamente. En la bebida de maiz morado
los resultados oscilaron entre 1093.33 y 1566.67 umol ET L' con el menor valor en
MSP y el mayor en M85, respectivamente. En ambas bebidas se observé un
comportamiento similar al aumentar la capacidad antioxidante con el incremento de la

temperatura.



Cuadro 27. Cuantificacion de acidos fendlicos en bebida de maiz.
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Bebida de maiz blanco

B63 B73 B85

Parametros BSP

MSP

Bebida de maiz morado

M63 M73 M85

mg

L-1

ND
16.46+0.962

ND
13.85+1.822
49.52+0.212

ND
17.13+1.502
49.74+2.322

Clorogénico 20.29+1.252
ND
45.77+1.07°

Cafeico

Ferulico

48.90+0.41%

37.14+3.772
ND
36.46+0.55°

ND
33.26%0.442
40.57+0.68?

ND
27.93+1.98°
35.72+2.05°

ND
29.3840.79°
34.70+1.95°

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacion estandar. ND = no

detectado.

Cuadro 28. Capacidad antioxidante en bebida de maiz con procesos de pasteurizacién.

Bebida de maiz blanco Bebida de maiz morado
Parametros BSP B63 B73 B85 MSP M63 M73 M85
umol ET L
DPPH 163.6746.01¢  241.44+5.09° 254.22+3.47° 267.56+5.092 312.00+11.66° 360.89+10.712  313.1119.17° 384.78+6.302
ABTS 455.90+32.002 433.54+35.808 435.54+33.662  367.18+37.10° |511.90+12.682 454.63+47.35% 448.63+41.70% 423.18+41.41b
FRAP 815.00+25.00° 1176.67+40.41° 1216.67+25.173 1283.33+55.752 | 1093.33+85.20° 1478.33+58.382 1530.00+13.232 1566.67+80.362

Letras diferentes en las hileras del tipo de bebida indican diferencia estadistica (P<0.05). Media + desviacién estandar.
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4.2.6. Analisis sensorial

El analisis sensorial realizado a las bebidas de maiz morado (Figura 17) no
mostro diferencia estadistica (P=0.05), lo que nos indica que no hubo diferencia en las
caracteristicas organolépticas de las bebidas por el nivel de preferencia, por lo que,
podemos asumir que los tratamientos térmicos de pasteurizacion aplicados a las

bebidas de maiz no alteran el sabor.

ERank 1

Rank 2

ERank 3

mRank 4

Porcentaje (%)

MSP Me63 M73 M85
Bebidas de maiz morado

Figura 17. Niveles de preferencia de bebida de maiz morado.
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5. DISCUSION

5.1. Color del grano

Los valores en las coordenadas cromaticas de luminosidad (L*), cromaticidad
(C* y hue (h) en el grano de los genotipos de maiz variaron con el color del grano.
Para los valores de L* diversos autores (Yang y Zahi, 2010; Salinas-Moreno et al.,
2012b) mencionaron que la L* en maices claros (amarillo y blanco) son altos debido a
la claridad de su color y reflectancia de luz, y en maices oscuros (morado, pinto y rojo)
la L* es menor debido a que reflejan menos la luz; para C* los resultados en las
variedades MMB, MLAS, PLSI concuerdan con lo reportado por Yang y Zahi (2010) y
Salinas-Moreno et al. (2012b), quienes reportaron valores promedio de 12.00. En el
resto de los maices morados nuestros resultados fueron menores y en el rojo, amarillo
y blanco fueron mayores. Los valores de h que estan relacionados con la percepcion
visual del color (Salinas-Moreno et al., 2012b), los maices mostraron valores de 14.36
hasta 359.19, los valores bajos que variaron de 14.36 a 38.35 su tonalidad
corresponde a un color rojo, los valores que van de 45.24 a 77.71 a color naranja y los

de 352.90 a 359.19 a color rosa.



109

5.1.1. Color de la harina

Los valores en las coordenadas cromaticas de L*, C*y h en la harina de los
genotipos de maiz a diferencia del grano presentd colores claros y como consecuencia
mayor luminosidad. Los resultados encontrados son superiores a los de Moreira et al.
(2015) quienes reportaron valores de 51.82 a 69.49 para maices de color, asimismo
en L* el valor en harina del maiz blanco TRB fue superior a lo reportado por Bolade y
Adeyemi (2012), quienes reportaron valores que variaron de 67.7 a 71.8. En valores
de C” los resultados encontrados son similares a los reportados por Moreira et al.
(2015), con valores de C*de 34.15 en maiz amarillo 10.37 en maiz blanco y 3.37 a
6.77 en maiz de color. En el angulo h las variedades registraron valores de 19.63 a
87.05. Los valores mas bajos que van de 19.63 hasta 37.40 corresponden al color rojo
y los valores mas altos que van de 46.80 hasta 87.03 corresponden al color naranja

(Salinas-Moreno et al. 2012b).

5.1.2. Calidad nutricional

El porcentaje de humedad en la harina es bajo y esto favorece a su conservacion,
ya que por la baja actividad del agua no existe peligro de contaminacion por
microorganismos. El contenido de ceniza en los maices fue mayor en los morados, por
lo que se puede establecer que su consumo aporta mayor contenido de minerales
(Cuadro 29). Estos resultados de humedad y ceniza en las variedades concuerdan con
los valores reportados por Bello-Pérez et al. (2016) y Camelo-Méndez et al. (2017) con

un promedio de 8.4 y 1.4 %, respectivamente.
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Cuadro 29. Ingesta diaria recomendada de consumo de minerales para una persona
adulta de promedio 70 kg de peso.

Mineral IDR mg dia*
Proteina 56000
Carbohidratos 130000
Fibra 25000
Potasio (K) 4700
Sodio (Na) 2400
Calcio (Ca) 800
Azufre (S) 800
Fosforo (P) 700
Magnesio (Mg) 350
Zinc (ZN) 9.4
Hierro (Fe) 6
Manganeso (Mn) 2
Cobre (Cu) 0.7
Fuente: Mir-Marqués et al. (2012); FAO/WHO
(2005).

En cuanto al contenido de carbohidratos, son requeridos diariamente 130000 mg
0 130 g y el consumo de 100 g de harina de maiz equivaldria al consumo promedio de
73000 mg o 73 g, por lo que la harina de maiz aporta un 56% de los carbohidratos
requeridos por dia (Cuadro 29). El aporte de fibra recomendado diariamente es de
25000 mg 0 25 g y el consumo de 100 g de harina de maiz contienen en fibra 1.5%, lo
que equivale al 6.4% del consumo de fibra sugerido por dia (FAO/WHO, 2005). En
fibra cruda nuestros resultados concuerdan con Nuss y Tanumihardjo (2010) y
Sumczynski et al. (2015) con un promedio de 2 %. Por otro lado, en el porcentaje de
carbohidratos Bello-Pérez et al. (2016) y Camelo-Méndez et al. (2017) mencionaron
que los carbohidratos del grano de maiz constituidos de almiddén se encuentran en
mayor proporcion en el endospermo en una concentracién promedio de 80 %. Ademas,

las variaciones de nuestros resultados en las variedades de maices de color se



111

explican por estos mismos autores debido a la variabilidad genética, que influye en la

composicién quimica del grano de maiz

La ingesta diaria recomendada de proteina oscila entre los 56000 mg o 56 g por
dia y el consumo de 100 g de harina de los genotipos de maiz analizados en este
estudio en promedio aporta 12.4 %, lo que equivaldria a 12400 mg o0 12.4 g, lo que da
un aporte del 22 % de la ingesta diaria recomendada. Nuestros valores son
comparables a los reportados por Vazquez et al. (2010) y Bello-Pérez et al. (2016),
quienes reportaron porcentajes que van de 6.9 a 12.5 % de proteina en diferentes

variedades nativas de maiz.

En cuanto al porcentaje de grasa, la harina de maiz aporta acidos grasos
insaturados, entre los que se encuentran antioxidantes naturales como la vitamina A'y
E. Ademas, el mayor contenido de grasa se observé en el maiz blanco, lo que
concuerda con Vazquez et al. (2010), quienes mencionaron que los maices de color
blanco son los mas utilizados en la elaboracidn de tortillas y en la extraccion de aceite,
debido a que su mayor contenido de grasa favorece la textura en las tortillas y calidad
nutricional. Los valores de grasa de los genotipos concordaron con los reportados por
Salinas-Moreno et al. (2013); Bello-Pérez et al. (2016) y Camelo-Méndez et al. (2017)

con valores del 3.7 a 5.6 %.
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Minerales

El consumo de 100 g de harina de maiz aportaria en promedio de potasio 341.70
mg, lo que equivaldria al 38 % de la ingesta diaria recomendada (IDR). El promedio de
sodio 43 mg equivale al 1.79 %, calcio con 29.7 mg equivale al 3.7 %, azufre 2.1 mg
equivale al 0.2 %, con respecto al fésforo 499.3 mg equivale al 71.3 %, el magnesio
con promedio de 133.4 mg equivale al 38.1 %, el zinc con 37 mg equivale al 39 %, el
hierro 1.8 mg con un 29.8 %, el manganeso con 0.54 mg al 27 % y cobre con 0.3 mg

equivale al 43.1% de la IDR.

El contenido de Mg de los genotipos de maiz concuerda con Nuss y Tanumihardjo
(2010) y Kahriman et al. (2015) con un contenido de 138.78 mg 100 g y difieren de
Shah et al. (2010) con 113.32 mg 100 g' en maices nativos. Para Ca, K y Na se
concordo con algunos autores (Shah et al., 2010; Nuss y Tanumihardjo, 2010; Sokrab
et al., 2014; Obinna-Echem et al., 2015) con valores promedio de 27.31, 315y 31.5
mg 100 g, respectivamente. En cuanto a P y S los valores obtenidos fueron mayores
a los reportados por autores (Shah et al., 2010; Sokrab et al., 2014; Suri et al., 2016;
Klikocka et al., 2016), quienes reportan valores promedio de 260 mg 100 g'y 1.2 mg

100 g, respectivamente.

En cuanto al contenido de microelementos los resultados de Cu, Fe, Zn y Mn
concuerdan con diversos autores (Sokrab et al., 2014; Obinna-Echem et al., 2015; Suri
et al., 2016; Prasanthi et al., 2017), quienes reportaron valores promedio de 0.11 a
0.45, 2, 3.5y 0.56 mg 100 g, respectivamente. Estas variaciones de minerales entre

los genotipos pueden explicarse con lo mencionado por Salinas-Moreno et al. (2013)
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y Bello-Pérez et al. (2016) quienes mencionaron que la genética afecta la composicion

quimica del grano.

Los resultados de los genotipos morados mostraron que en estos se encontraron
los menores contenidos de fésforo y entre los mas altos de carbohidratos y minerales
como calcio, potasio, sodio, cobre, zinc y manganeso. Los genotipos pintos obtuvieron
altos valores de carbohidratos, y minerales como calcio, sodio, fosforo y cobre. Los
genotipos de color rojo y amarillo mostraron los menores valores de carbohidratos y
los mayores de proteina; el genotipo de maiz blanco mostré los menores valores de
proteina, y minerales como Mg, Na, y Mn y los mayores de grasa y minerales como
Ca, Fe y Zn. Con base en estos contenidos podemos mencionar que el maiz es fuente
de nutrientes esenciales en la nutricibn humana, ya que es fuente rica de K, P, Mg, Zn,
Fe, Mn, Cu, proteina y un alto contenido de carbohidratos, y gracias a la
caracterizacion los genotipos y su variacion del contenido nutricional estos pueden ser
utilizados en futuras pruebas para la generacién de nuevas variedades o materiales

hibridos.

5.1.3. Calidad nutracéutica

El mayor contenido de compuestos polifendlicos se encontré en los extractos
ligados, esto se debe a un efecto natural en cereales, y a que la mayoria de los
compuestos polifendlicos se encuentran esterificados a las paredes de las células
vegetales (Salinas-Moreno et al., 2007; Serna-Saldivar et al., 2013; Taylor et al., 2013;
Acosta-Estrada et al., 2014). Los resultados aqui encontrados, son similares a las

reportados por Salinas-Moreno et al. (2012b) y Lao et al. (2017) con valores reportados
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de 145.24 a 175.6 mg EAG 100 g' en extractos libres; en extractos ligados, los
resultados concuerdan con lo reportado por Salinas-Moreno et al. (2007) y Oboh et al.
(2010) quienes reportaron valores de 249.22 a 320.62 mg EAG 100 g en extractos
ligados. En flavonoides se concordé con lo reportado por diversos autores (Zilié et al.,
2012; Taylor et al., 2013; Gonzéalez-Munoz et al., 2013; Acosta-Estrada et al., 2014),

quienes obtuvieron concentraciones de 24.86 a 33.75 mg EC 100 g

En antocianinas, los resultados encontrados son superiores a lo reportados por
Mendoza-Diaz et al., (2012) y Serna-Saldivar et al., (2013) con valores de 0.57 a 1.74
mg EC3G 100 g'; el maiz blanco con 1.38 mg EC3G 100 g' concordando con Serna-
Saldivar et al. (2013) quienes encontraron 1.30 mg EC3G 100 g' de antocianinas en
maiz blanco y a su vez es diferente de Mendoza-Diaz et al., (2012) quienes reportaron
ausencia de antocianinas en maiz blanco; en los maices morados, pintos y rojo los
valores encontrados en cuanto al contenido de antocianinas concuerda con diversos
autores (Yang y Zhai, 2010; Salinas-Moreno et al., 2012ab; Mendoza-Diaz et al., 2012,
Serna-Saldivar et al., 2013) los cuales reportan valores que van de 9.75 hasta 90.40

mg EC3G 100 g™'.

Correlacion de antocianinas totales con variables cromaticas. El contenido
de antocianinas totales mostré una correlacién significativa entre los valores de hy L*
en la harina con r = -0.78 y -0.75, respectivamente (Cuadro 30); esto indica que,
mientras menores sean los valores h y L* mayores valores de antocianinas son

encontrados. Los resultados coinciden con Zili¢ et al. (2012) y Salinas-Moreno et al.
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(2013) quienes encontraron una relacién similar en cuanto a parametros de color y el

contenido de antocianinas.

Los taninos condensados totales (TC) sélo fueron detectados en los extractos
libres, los valores de las concentraciones encontradas concuerdan con lo reportado
por Khattab et al. (2010), Kaur et al. (2011) y con Taylor et al. (2013) en cereales de
color, cuyos valores en las concentraciones variaron de 75.00 a 153.00 mg 100 g,
ademas, estos autores mencionaron que la concentracion de TC en cereales
representa un alto porcentaje de los compuestos polifendlicos en el grano. Entre los
maices PLSI, AM y TRB no se detectaron TC, al igual que en todas las muestras de
TC ligados. La ausencia de TC en extractos ligados se explica con lo reportado por
Ricco et al. (2006) y Vazquez-Flores et al. (2012), quienes mencionaron que, debido a
la naturaleza quimica de los TC, estos pueden ser extraidos por disolventes organicos
como: agua, metanol, etanol, acetona, etc., sin necesidad de realizar una hidrolisis
alcalina y por tanto se obtiene su presencia solo en los extractos libres y ausencia en

los extractos ligados.

Correlacion de antocianinas, taninos condensados y flavonoides. El analisis
de correlacién present6 significancia con el contenido de antocianinas con TC libres y
FL libres con una r = 0.91 y 0.82, respectivamente (Cuadro 30). Esta correlacion
concordé con algunos autores (Pozo-Insfran et al., 2007; Hu y Xu, 2011; Zili¢ et al.,
2012) quienes mencionaron que en maiz de color existen compuestos polifendlicos en

forma libre.
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Cuadro 30. Correlacion lineal entre el contenido de antocianinas (AT), parametros de color, compuestos polifendlicos
totales (CP) flavonoides (FL), taninos condensados (TC) y capacidad antioxidante.

Y c* h CP_CP FL FL __TC _ DPPH DPPH ABTS ABTS FRAP FRAP ORAC
grano grano grano harina harina  harina libres ligados libres ligados libres ligados libres ligados libres ligados libres
L 048
grano ’
¢ 054" 059"
grano
h . .
bano 0477 0507 0.26
ﬁ*. 075" -0.49" 053" -0.06
arina
O . 059" 034 080" -0.18 0566
D e 078 060" 027 014 0738° 0536
CP 061" -021 -0.13 024 -0439° 0044 -0.369
libres
cp . . .
fiados 039 000 023 0547 0127 0049 0005 0459
I'i:tl;res 0.83° -0.59" -058" 0.23 -0.751" -0.605" -0.692" 0.444° 0.219
FL .
foados 001 003 015 023 0085 0072 0116 0250 0493 -0.138
Ibores 092" -053" -035 038 -0701" -0.538" -0.894" 0502° 0156 0.786" -0.133
I'?bF:gH 060" -001 -031 043" -0244 -0155 -0.373 674" 0358 0385 -0.062 0.526"
Iling;ng 037 006 -009 026 -0101 -0.004 -0.199 229 0649° 0384 -0.176 0.293 .228
I’ifrlss 0.80° -0.30 -020 049" -0568" -0.269 -0.610" .808" 0.471" 0533° 0.268 0.742° 731" 237
ﬁ\gzzis 022 0116 -008 034 0044 0179 078 301 0713° 0192 0.146 0104 .065 815" .253
ESQE 0.87° -018 -031 050" -0.0493" -0.338 -0.602° .660° 0573° 0.729" -0.029 0.773" 761" 619" 778" 427
If:;'zzs 004 031 012 042" -0.166 0410 0191 134 0777° -0040 0.350 -0.086 -048 .692° .117 800" 287
ﬁ;?:so 049 -046" -011 -0.11 -0.467° -0.154 -0.448" 0.430" 0.200 0.642" -0.300 0.480° 0.230 0.649" 0.312 0.487° 0.558" 0.160
%zg\(c):s 0138 013 -028 -0.28 0131 0079 0199 -0030 0052 -0.240 -0.164 -0.244 -0.103 0.288 -0.140 0300 -0.121 0.077 0.243

*Significancia (P < 0.05); **significancia (P < 0.01)
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Analisis cromatografico (HPLC-DAD)

En las muestras analizadas de los extractos libres de los genotipos de maiz no
se identificaron compuestos polifendlicos que concordaran con los estandares
utilizados, en los extractos ligados solo se identificaron los acidos p-cumarico y ferulico.
Los resultados obtenidos en la cuantificacién de los acidos p-cumarico y ferulico
concuerdan con Cuevas et al. (2011) y Salinas-Moreno et al. (2003), quienes reportan
que en maices pigmentados los dos acidos dominantes son el p-cumarico en
concentraciones que pueden variar de 12.3 a 107 mg 100 g' y ferllico en
concentraciones promedio de 136.65 mg 100 g™, recalcando que estos valores pueden
variar de pendiendo del genotipo. Estos mismos autores reportaron que el método de
extraccion es importante, debido a que los compuestos polifendlicos como el acido
ferulico se encuentra principalmente esterificado a las paredes celulares o de forma
glucosilada y formando complejos fendlicos como dimeros y trimeros, por lo que, es
necesaria una hidrolisis alcalina fuerte para cuantificarlos de una manera eficiente. Por
otro lado, Santos et al. (2014) mencionaron que también la disponibilidad de los
diversos compuestos polifendlicos esta influenciada por la genética y el periodo de

almacenaje

Las antocianinas totales so6lo se detectaron en los extractos de los maices
pigmentados, por otro lado, las antocianinas glucosiladas identificadas en los
cromatogramas de los genotipos de maiz concuerdan en el orden de deteccidn con los
reportados por Lao y Guisti (2016) y Guisti (comunicado personal). La variacion en los
tiempos de retencion se debe principalmente a las modificaciones en la técnica y las

condiciones utilizadas en la que influye la longitud de la columna utilizada en este
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estudio. Por otro lado, con respecto al contenido de C3G en los genotipos de maiz
analizados los valores que fluctuaron entre 1.24 y 10.75 mg EC3G 100 g'; estos
resultados concuerdan con diversos autores (de Pascual-Teresa et al., 2002; Lopez-
Martinez et al., 2009; Zili¢ et al., 2012; Lao y Guisti, 2016), quienes reportaron que los
valores de C3G en el grano de maiz de color presentan variaciones que oscilan entre
los 0.25 hasta 850.90 mg EC3G 100 g' siendo esta antocianina una de las
predominantes. La diferencia del presente trabajo con los autores citados es que ellos
reportan el conjunto areas de todos los picos encontradas en los cromatogramas de
las diferentes antocianinas a diferencia de este trabajo que sélo cuantificd el contenido

de C3G con respecto al estandar utilizados.

5.1.4. Capacidad antioxidante

Nuestros resultados en capacidad antioxidante por DPPH, ABTS y FRAP
concuerda con Zili¢ et al. (2012) y Gonzélez-Mufoz et al. (2013) que reportaron que la
mayor actividad antioxidante se observé en el extracto ligado. Sin embargo, en ORAC
se observé el efecto contrario, esto se puede explicar con lo mencionado por Lao y
Giusti (2016) quienes declaran que las antocianinas son una fuente rica en
antioxidantes y como se encuentran de forma libre brindan una mejor capacidad

antioxidante por el método ORAC.

En estudios de capacidad antioxidante por el método DPPH, los resultados
obtenidos en los extractos libres son diferentes a los reportados por Gonzalez-Mufioz
et al. (2013) con valores de 31.9 a 171.1, pero concuerdan con estos mismos autores

para extractos ligados con 471.1 a 923.0 umol ET 100 g'. En ABTS los valores son
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mas altos a los reportados por Gonzalez-Munoz et al. (2013) con valores que variaron
de 76.9 a 343.8 en extractos libres y 1095.7 a 1696.4 umol ET 100 g ' extractos ligados.
En FRAP los resultados obtenidos en extractos libres concuerdan con los reportados
por Oboh et al. (2010) con valores medios de 1294 calculados en umol EAA 100 g
(equivalentes de &cido ascorbico), Rodriguez et al. (2013) con valores 1292.10 y
Capocchi et al. (2017) con 517.0 umol ET 100 g'; en ORAC los resultados son
mayores a los reportados por Urias-Lugo et al. (2014) y Urias-Orona et al. (2016) con
2032y 1050 umol ET 100 g' respectivamente, en total de la suma de extractos libres

y ligados.

5.2. Bebidas de maiz

5.2.1. Color del grano y harina

Los valores de las coordenadas cromaticas de L* a* b*, C*y h obtenidos en el
analisis de color del grano y harina de maiz blanco morado antes y después del tostado
muestran que existe un oscurecimiento en el color del grano y la harina efecto
producido por el tostado; este efecto produce un aumento en las melanoidinas, las
cuales se generan como producto de la reaccion de Maillard, las cuales se definen
como un oscurecimiento no enzimatico ocasionado por la caramelizacion de los
azucares que indica la presencia de glucosa o sacarosa en la muestra (Krings y Berger

2001; Tacora et al., 2010; Pérez-Hernandez et al., 2012).
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5.2.2. Color en bebidas

La L* en las bebidas de maiz blanco y morado mostraron para ambas bebidas
que la luminosidad disminuyé con el incremento de la temperatura. Ademas, los
valores de a* en las bebidas de maiz blanco y morado se incrementaron al subir la
temperatura y en la de morado, so6lo se observd que disminuy6 en el tratamiento M63.
En cuanto a los valores de b*y C*en la bebida de maiz blanco no se afectaron por la
temperatura de pasteurizacién y en el maiz morado se observd que estos valores
disminuyeron con el incremento de la temperatura. En el angulo h fueron encontradas
diferencias estadisticas y se observd que su valor disminuyé al aumentar la
temperatura en ambas bebidas de maiz. Los resultados de oscurecimiento después
de los tratamientos de calentamiento se deben a la reaccion de Maillard, que como es
descrita por Salinas-Moreno et al. (2007), esta se debe a que, en productos
alimenticios sometidos a tratamientos térmicos, pueden presentar oscurecimiento,
esta reaccidn se debe a una reaccidon quimica entre azucares reductores como la
D-glucosa con un aminodcido libre. Asimismo, estos autores declaran que existe poca
relacion entre el oscurecimiento debido a compuestos polifendlicos en productos

derivados de maiz.

5.2.3. Calidad de las bebidas
5.2.3.1. Parametros fisicoquimicos

Los resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos indicaron que los
tratamientos térmicos de pasteurizacion térmico aplicados a la bebida no representan
un efecto en la alteracién de los °Brix, pH y acidez titulable, por lo que se puede

mencionar que los tratamientos no tienen efecto en estas variables, estos resultados
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concuerdan con algunos autores como: Yusof y Chiong (1997), Suarez-Jacobo et al.
(2010) y Zulueta et al. (2012), quienes reportaron que los tratamientos térmicos no

afectaban las variables fisicoquimicas de °Brix, pH y acidez titulable.

5.2.3.2. Analisis microbiolégicos

Los resultados de analisis microbioldgicos en las bebidas de maiz blanco y
morado mostraron que los procesos de pasteurizacion con temperaturas de 63, 73 y
85 °C hubo inactivacion total de los microorganismos, los cuales fueron detectados en
el tratamiento control obteniendo una letalidad igual y/o mayor a la encontrada de
mesofilos aerobios, lactobacilos y enterobacterias. Por otro lado, los hongos, levaduras
y esporas no fueron detectados en ninguno de los tratamientos. Estos resultados
demuestran que el tratamiento térmico en cualquiera de sus variantes tiene un efecto
letal en los microorganismos de la bebida, y como es mencionado por Suarez-Jacobo
et al. (2010) y Rico et al. (2007), que los tratamientos térmicos como la pasteurizacidn
son efectivos para la conservacion e inactivacion de microorganismo patdégenos y

microorganismos responsables del deterioro de los alimentos.

5.2.4. Calidad nutricional

El contenido de los macroelementos (Ca, Mg, K, Na, P y S) y microelementos
(Mn, Cu, Zn y Fe) demuestra que la bebida de maiz es una excelente fuente de
minerales, los cuales son esenciales como ingesta diaria y como parte importante de
la nutricion humana porque son elementos inorganicos requeridos para la regulacion
de los procesos metabdlicos, funcién estructural y bioquimicas en el organismo (Pedro

et al., 2006; Mir-Marqués et al., 2012; Obinna-Echem et al 2015).
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5.2.5. Calidad nutracéutica
Compuestos polifendlicos totales

Los valores de los compuestos polifendlicos totales en las bebidas aumentaron
de 103.51 a 125.83 mg EAG L' con el incremento de la temperatura, estos resultados
son atribuidos a que los tratamientos térmicos generan la hidrolisis de compuestos
polifendlicos ligados a la pared celular, como el acido ferulico, por otro lado, también
se atribuye a la reaccidon de Maillard, ya que tiene un efecto importante en los alimentos
que se exponen a procesos térmicos, ya que los azucares reductores presentes en
estos alimentos al unirse a los aminoacidos libres, generan melanoidinas (Krings y
Berger, 2001; Oboh et al, 2010). Las melanoidinas, son sustancias que pueden
incrementar la deteccion de compuestos polifendlicos totales debido a que son
compuestos capaces de ceder electrones y con alto poder antioxidante (Tacora et al.,

2010; Pérez-Hernandez et al., 2012).

Flavonoides totales

El incremento del contenido FL de 41.58 a 72.58 mg EC L' en las bebidas es
explicado con lo reportador por Caristi et al. (2006) y Gattuso et al. (2007), quienes
explicaron que los flavonoides pueden encontrarse de forma glucosilada, lo que impide
que sean detectados por los métodos comunes de cuantificacién, por lo que un
proceso de hidrélisis como en este caso un tratamiento térmico con alta temperatura,
genera una solubilizacion o hidrélisis de los azucares lo que permite que los

flavonoides sean identificados.
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Antocianinas totales

Los resultados obtenidos en AT de 1.02 a 1.28 mg EC3G L' no mostraron
diferencia estadistica entre tratamientos de cada una de las bebidas de maiz, las bajas
concentraciones de antocianinas pueden deberse a la dilucion de la harina de maiz en
la bebida. Sin embargo, a pesar de la dilucién, fueron identificadas en bajas
concentraciones o los tratamientos térmicos las hayan degradado, esto es explicado
por autores quienes reportaron que las antocianinas de bebidas formuladas son
degradadas con mayor rapidez al aumentar la temperatura de los tratamientos

térmicos (Harbourne et al., 2008; Mishra et al., 2008).

Cuantificacion de acidos fenélicos (HPLC-DAD)

En las bebidas de maiz blanco y morado sin pasteurizar, se detecté la presencia
del &cido clorogénico con valores de 20.29 y 37.14 mg L', respectivamente; el acido
cafeico con valores de 13.85 a 33.26 mg L', respectivamente, se detectd en las
bebidas con tratamientos térmicos, y mostré una relacién de incremento al aumentar
la temperatura, esto ocurrié en todos los tratamientos térmicos y en los dos tipos de
bebida. Como se podra observar existe una relacion con la ausencia de acido
clorogénico en las muestras sometidas a tratamientos térmicos, ya que este consiste
en una esterificacion del 4cido cafeico con un acido quinico (Olthof et al., 2001; Lafay
et al., 2006), este enlace éster se puede romper por causa de un tratamiento térmico
(Variyar et al., 2003), esto explica por qué el acido clorogénico es detectado en el
tratamiento MSP y porque sélo se detecta acido cafeico en los tratamientos a M63,
M73 y M85. Ademas, como se observd existe mayor concentraciéon de acido cafeico al

incrementarse las temperaturas.
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Los resultados obtenidos en la cuantificacién del acido ferulico con valores de
34.70 a 49.74 mg L' indicaron que el incremento de la temperatura de los tratamientos
tuvo un efecto en la liberacion del acido ferulico que puede encontrarse formando parte
de la estructura de la pared celular u otros compuestos glucosilados, los cuales, como
en el caso del acido cafeico, un proceso de hidrolisis por alta temperatura promueve

la liberacion del acido ferulico (Saulnier et al., 2001; Kim et al., 2006).

5.2.6. Capacidad antioxidante

DPPH. En el caso de DPPH se observé que los tratamientos térmicos
incrementaron la capacidad antioxidante de 163.67 a 384.78 umol ET L', estos
resultados pueden explicarse con lo descrito por Tacora et al. (2010) y Pérez-
Hernandez et al. (2012), quienes mencionaron que los productos generados en la
reaccion de Maillard tiene una alta capacidad antioxidante, este incremento también
se atribuye al 4cido ferulico de la muestras, debido a que se observo que se incremento
después los tratamientos térmicos (Kim et al., 2006; Lopez-Martinez et al., 2009;

Gonzélez-Munoz et al., 2013).

ABTS. Los resultados ABTS con valores de 367.18 a 511.90 umol ET L' para
las bebidas de maiz, mostraron que al incrementar la temperatura disminuyé la
capacidad antioxidante, esta disminucién es debida a que existen diversos factores
que afectan a los compuestos polifendlicos. Autores (Rhim, 2002; Rico et al., 2007;
Patras et al., 2010; Jang y Moon 2011; Rawson et al., 2011) declaran que los
compuestos polifendlicos son oxidados durante procesos térmicos utilizados en la

preparacion de alimentos, en los que puede influir el pH, luz, iones metalicos,
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temperatura, oxigeno presente y azicar, ademas de otros compuestos con capacidad

de ceder electrones.

FRAP. Los resultados en FRAP con valores que variaron de 815.00 a 1566.67
umol ET L' se incrementaron en las bebidas de maiz con el incremento de la
temperatura, estos resultados son explicados por Krings y Berger (2001) y Oboh et al.
(2010), quienes reportaron que después de un tratamiento térmico como la coccion en
granos de maiz, se increment6 su capacidad antioxidante y mejoré su efecto en la
reduccion de ion férrico Fe*3/Fe*2 en la prueba de FRAP, este resultado lo atribuyeron
al sinergismo de fitoquimicos y melanoidinas también conocido como reaccion de
Maillard. Nuestros resultados difieren de los reportados por algunos autores como
Harbourne et al. (2008) y Mishra et al. (2008), quienes reportaron que la capacidad
antioxidante disminuye al incrementarse la temperatura a mas de 50 °C, estos por la
degradacion de que algunos compuestos polifendlicos como el &cido ferulico y

antocianinas.
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6. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 el contenido nutricional y nutracéutico de los 15 genotipos de maiz
colectados en el sur del estado de Nuevo Ledn, y se encontr6 que existe una
correlacion con en el color del grano y el contenido de compuestos polifendlicos,

principalmente en antocianinas.

Se identifico y cuantifico el contenido de los principales compuestos polifendlicos
totales, a los cuales se les atribuye su calidad nutracéutica. Ademas, se confirmé que
en el sur de Nuevo Leén México existen genotipos, que podria ser utilizada para

producir nuevas variedades y producir alimentos con alto valor nutracéutico.

Se encontrd que los procesos de pasteurizacion en las bebidas de maiz no
afectan los parametros fisicoquimicos (°Brix, pH y acidez titulable) y contribuyen a la

inhibicidn de microorganismos causales del deterioro de los alimentos.

Se encontré que la bebida desarrollada de maices pigmentados puede ser una
excelente fuente de minerales esenciales en la nutricion humana. Ademas, se encontrd
que se incrementd el contenido de compuestos polifendlicos totales, asi como la
capacidad antioxidante por efecto de aumento de la temperatura en los procesos de

pasteurizacion.
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Abstract

The aim of this study was the characterization of chromatic, nutritional and nutraceutical properties of fifteen native maize
genotypes of the races: conico nortefio, elotes cnicos, raton, conico nortefio X elotes cénicos, raton X elotes cénicos, Cel-
aya Xelotes conicos, elotes conicos X conico nortefio from the northeast of Mexico. The results showed that the values of
the color parameters L*, C* and h in genotypes range from 25.13 to 63.64, 2.41 to 33.58 and 14.36 to 359.19, respectively.
The percentage of nutritional component varied from carbohydrates (71.30-74.88), protein (9.72-12.57) and moisture
(7.98-9.67). The samples were rich in P, K, Mg, Zn and Fe. The total phenols content (free + bound) ranged from 349.39
to 485.71 mgGAE/100 g, showing bound fractions higher content than free fractions. The total flavonoids (free + bound)
were from 24.00 to 105.75 mgCE/100 g, and for eight of the genotypes the bound fractions were higher than free fractions.
Condensed tannins were only found in free fractions with values ranging from 33.70 to 158.55 mgCE/100 g. Total antho-
cyanins ranged from 1.38 to 74.52 mgC3GE/100 g. In HPLC analysis, ferulic acid (103.34-164.90 mg/100 g) was the main
phenolic compound followed by coumaric acid (5.57-15.52 mg/100 g) and they were only identified in bound extracts.
Finally, the antioxidant capacity (free +bound) expressed in umolTE/100 g was from 1127.70 to 1875.70, 2826.90 to 4263.90,
730.94 to 1340.65 and 3484.80 to 5592.60 in DPPH, ABTS, FRAP and ORAC, respectively, and IC50 to DPPH and ABTS
were expressed in mg/mL. In conclusion, significant correlation was found between chromatic versus antioxidant capacity,
and anthocyanin content. In addition, higher phenolic content were found in bound extracts, and a genetic diversity was
observed between maize genotypes.

Keywords Color parameters - Chemical composition - Phenolic compounds - Antioxidant capacity - Zea mays L.

1 Introduction

Mexico is the center of origin, domestication and diversifi-
cation of maize (Zea mays L.), because of that maize crop
is important in diet, society, culture and economy of this
country. According to the most recent classification based
on the morphological and isoenzymatic characteristics,
Mexico has between 41 and 65 races among the 300 maize
races identified in the American continent [1]. Some of the
Mexican identified maize races are native genotypes that
produce pigmented grains in yellow, black, purple, blue, red
and orange colors. Due to their content in phenolic com-
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pounds and their antioxidant capacity levels, nutraceutical
properties have been attributed to those pigmented native
genotypes [2]. Phenolics are secondary metabolites syn-
thesized by the plant during growth and reproduction, and
also, they are produced as a response to environment stress
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conditions, defense against infection by pathogens and UV
radiation [3, 4]. Different groups of phenolic compounds
have been classified according to the number of phenol rings
and moieties attached to these rings, and the most common
phenolic compounds in plants are phenolic acids and flavo-
noids [5]. The outer tissues of cereals are rich in phenolic
acids [6], and also, the bran of maize has been shown to be
one of the most abundant sources of ferulic acid [7]. In addi-
tion, the maize pigmented genotypes are rich in flavonoids
compounds, especially anthocyanins [8] which give them
their particular pigmentation and have beneficial effects on
human health [9]. Also it is suggested that some of the native
Mexican pigmented maize genotypes have a better protein
quality, higher content of phenolic compounds and higher
levels of antioxidant capacity than some commercial hybrids
pigmented maize genotypes [10, 11]. In Mexico, there is a
great diversity of native pigmented maize genotypes and
generally they are produced for self-supply feeding of the
rural communities and because of that their nutritional and
nutraceutical properties are unknown. For this reason, the
aim of this work was to evaluate the chromatic, nutritional
and nutraceutical properties of fifteen native maize geno-
types from the northeast of Mexico.

2 Materials and Methods
2.1 Malze Genotypes and Fleld Experiment

Seeds of maize genotypes were collected in January—Febru-
ary 2016 from rural communities of Nuevo Leon, Mexico.
Every genotype was named using the color of the grain
and the name of the community in which it was collected.
The characterization and description of maize genotypes
races was done by Dr. Juan Manuel Hernandez-Casillas
(Table 1). The seeds of the fifteen maize genotypes col-
lected were grown in the experimental field of the Agron-
omy Faculty of Universidad Auténoma de Nuevo Leén
located in 24°1916.71"N and 99°54'58.06"W during 2016
spring—summer cycle. The sowing was performed on June
16 on a clay soil (49.6% clay, 34.7% silt and 15.7% sand)
with pH 8.1 and 3.64% of organic matter. In addition, the
soil had an electrical conductivity of 0.58 dS/m, and it was
rich in nitrogen (0.187%) and had optimum levels of phos-
phorus (30 ppm) and potassium (1.39 meg/100 g). The
experimental units were distributed on a homogeneous field
and involved three rows per treatment (considering every
row as a repetition). Each row was 100 m long with a space
of 0.8 m between rows, and it was established using 0.2 m
distance between plants with a plant density of 6.25 plants/
m’, distributed in a completely random experimental design.
Four irrigations were carried out during whole cycle: June
17 (a day after sowing), July 9 (V8 stage), August 5 (VT
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stage) and August 25 (R2 stage). All maize genotypes were
harvested at harvest maturity stage on December 26.

2.2 Sampling

The samples were obtained from a balance mixture of fra-
ternal crosses, using pollen mixture of at least 10 plants into
the same a row. A mixture of grains of at least 30 plants per
row was obtained, and the total sample from every row was
around of 500 g. Finally, 80 g from every row sample was
used for analyzes.

2.3 Grain Color

A Petri dish (4.73 cmx 1.5 cm) was filled with 100 g of
grains of each genotype, and color was determined using a
CR-20 Konica Minolta Color Reader (Tokyo, Japan). Chro-
matic parameters were obtained using CIELAB (L*, a*, b*)
and CIELCH (L*, C*, h) color systems according to Com-
mission Internationale De L'ecleirage (CIE) [12]. L* defines
lightness (0= black, 100= white), a* indicates red (positive
a*) or green value (negative a*) and b* indicates yellow
(positive b*) or blue value (negative b*), C* (chromaticity
saturation level of ) and h (hue angle: 0°=red, 90°=yel-
low, 180°=green, 270°=blue). Color view was obtained
by online software ColorHexa [13] color converter using
L*, C*and h values.

2.4 Flour Color

One hundred grams of grains from every genotype were
ground in an electric mill and sieved to obtain a particle
size < 0.5 mm (using standard mesh size 35). A Petri dish
was filled with the flour obtained from grains of every geno-
type, and color was determined as described previously.

2.5 Chemical Composition

The flour of every genotype was used to determine mois-
ture (method 925.09), protein (method 960.52), ash (method
923.03), fat (method 923.03) and crude fiber (method
920.86) according to the methods of Association of Offi-
cial Analytical Chemists (AOAC) [ 14]. Carbohydrates con-
tent was obtained as follows: carbohydrates = 100% — (%
water + % protein + % ash+ % fat+ % crude fiber).

2.6 Mineral Content

Mineral analysis was done based on AOAC [14] methods
using an Agilent Atomic Absorption 240FS spectrometer
(Santa Clara, United States). The ash sample obtained in
chemical composition was treated with 5 mL of 3 M HCl,
filtered through Whatman 1, diluted to 50 mL and used for
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Table 1 Pigmented native maize (Zea mays 1..) genotypes from the northeast of Mexico

Morado La Sabanilla Morado La Soledad

Mornado Pefia Nevada Morado Maria Berrones Morado La Siberia

(MPN) (Purple), Doctor (MMB) (Purple), Doctor (MLSA) (Purple), (MLSI) (Purple), (MLSO) (Purple),
Arroyo, N.L. Arroyo, N.L. General Zaragoza, N.L. General Zaragoza, NL. Aramberri, N.L.
Altitude 1484 msnm. Altitude 1596 msnm. Altitude 2620 msnm. Altitude 1460 msnm. Altitude 1595 msnm.
Race: conico nortefio x Race: conico nortefio x Race: conico nortefio x Race: elotes conicos Race: ratén x elotes
elotes conicos elotes conicos clo_ta' CONic 08 1

Modo La Ascencion Morado Puerto Pifiones Monado Rcfug
(MLAS) (Purple), (MPP) (Purple), (MRE) (Purple),

Anmamberr, N.L., Aramberri, N.L. Doctor Arroyo, N.L,
Altitude 1960 msnm. Altitude 2367 msnm. Altitud de 1920 msnm.
Race: Celaya x elotes Race: elotes conicos Race: elotes conicos x
coni cos coni co nortefio

o

Momdo Tepozanes Pinto Carpinteria (PCA)
(MTE) (Purple), (Purple, White, Ydlow),
General Zaragoza, NL. Aramberri, N.L.

Altitud de 2304 msnm. Altitude 1160 msnm.
Race: elotes conicos Race: conico nottefio

/i‘\

Pinto La Siberia (PLSI) Pinto Tepozanes (PTE) Rojo Refugio de Cedillo

(Purple, White, Yellow), (Purple, White, Ydlow), (RRC) (Red, Purple),

Aramberri, N.L. General Zamgoza,N.L. Doctor Arroyo, N.L,

AltitudE 1160 msnm. Altitude 2304 msnm. Altitude 1920 msnm.

Race: conico nortefio Race: raton Race: conico nortefio x
elotes conicos

- |

Amarillo (AM) Tremes Blanco (TRB)

(Yellow), General (White), General
Zaragoza, N.L. Zaragoza, N.L.
Altitude 2304 msnm. Altitude 2304 msnm.
Race: ND advanced Race: conico nortefio

genemtion of hybrid

T
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mineral analysis. Potassium and sodium were detected by
emission at wavelengths of 589.6 and 769.9 nm, respec-
tively, while calcium, magnesium, iron, zinc, copper and
manganese were determined by absorption at wavelengths of
4227, 285.2,248.3,213.9, 324.7 and 279.5 nm, respectively.
The results were expressed as milligrams per liter of sample
(mg/L) based on calibration curves prepared with standards
of each mineral (0 to 100 mg/L for sodium and potassium;
0 to 10 mg/L for calcium. magnesium, iron, and manganese;
and 0 to 5 mg/L for zinc and copper).

2.7 Extraction of Free and Bound Phenolics

The extraction of free and bound phenolics was performed
according to Nifio-Medina et al. [15] with small modifica-
tions. For the extraction of free phenolics, 200 mg of sample
was suspended in 3 mL of 80% methanol, purged for 30 s
with argon and stirred for 2 h at 200 rpm. After that, sample
was centrifuged at 5750xg (25 °C, 5 min) and supernatant
was recovered and stored at — 20 °C. Bound phenolics were
obtained from the solid residue of free phenolics by treating
sample with 5 mL of NaOH 2 M for 2 h in stirring. After
that, the pH of the sample was adjusted to 2.5 with 1 mL of
concentrated HCI and phenolics were extracted with 5 mL
of diethyl ether twice. Diethyl ether extracts were combined
and evaporated to dryness, and finally samples were dis-
solved in 80% methanol.

2.8 Total Phenols, Total Flavonolds, Condensed
Tannins and Total Anthocyanins

Total phenols, total flavonoids and condensed tannins of
free and bound phenolic extracts were evaluated according
to Lopez-Contreras et al. [16]. The total phenolics content
was determined using a colorimetric method based on the
reaction of Folin—Ciocalteu reagent. Briefly, 0.2 mL of
phenolic extract was placed in 2.6 mL of distilled water,
oxidized with 0.2 mL of Folin—Ciocalteu reagent and after
5 min neutralized with 2 mL of 7% Na,COj, solution. The
reaction was left for 90 min, and finally absorbance of
samples was measured at 750 nm. Gallic acid was used
as the standard for calibration curve (0, 40, 80, 120, 160
and 200 mg/L), and results were expressed as milligrams
of gallic acid equivalent per one hundred grams of sam-
ple (mgGAE/100 g). The total flavonoids content was
evaluated based on the reaction of aluminum chloride.
Briefly, 0.2 mL of phenolic extract was placed in 3.5 mL
of distilled water, followed by 0.15 mL of 5% NaNO2,
after 5 min 0.15 mL of 10% AICI; was added. and finally
5 min later 1.0 mL of 1 M NaOH was added. Reaction
was left for 15 min, and finally the absorbance of samples
was measured at 510 nm. The condensed tannins content
was determined based on the reaction of vanillin-H,S0,.
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Briefly, 0.25 mL of phenolic extract was mixed with
0.65 mL 1% vanillin solution and 0.65 mL of 25% H,50,
(vanillin and H,80; dissolved in methanol). Reaction was
left for 15 min at 30 °C, and finally the absorbance of
samples was measured at 500 nm. Catechin was used as
standard for calibration curves (0, 50, 100, 150, 200 and
250 mg/L), and results were expressed as milligrams of
catechin equivalents per one hundred grams of sample
(mgCE/100 g). Total anthocyanins content was evaluated
according to Abdel-Aal and Hucl [17]. For the extraction
of anthocyanins, 200 mg of maize flour was mixed with
10 mL of ethanol-HCI 1 N (85:15 v/v, pH 1, 4 °C), purged
for 30 s with argon and stirred for 30 min at 200 rpm.
Afterward, the sample was centrifuged at 7759xg (4 °C,
15 min) and finally, 3.5 mL of sample was measured at
535 nm. The content of anthocyanins was reported as mil-
ligrams of cyanidin-3-glucoside equivalents (C3GE) per
one hundred grams of sample (mgC3GE/100 g) as fol-
lows: C= (A/e)*(V/1000*MW*(1/weight of sample)* 10°,
where: C = concentration in mgC3GE/L, A= absorbance
of sample, £ = molar absorptivity (mgC3GE=26,965 l/cm
1/mol), V= volume of sample, MW = molecular weight of

C3G (449.2 g/mol).

2.9 Phenolics by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Analysis

The extracts of free and bound phenolics were used to
quantify phenolic compounds by HPLC according to the
method reported by Santos et al. [18] with minor modifica-
tions. The phenolic compounds were identified in an Agi-
lent 1260 Infinity chromatograph equipped with autosam-
pler (G1329B), quaternary pump (G1311C), thermostatted
column compartment (G1316A) and diode array detector
(G4212B) (Agilent, Santa Clara, CA, United States). The
separation was carried out in an Agilent Zorbax Eclipse Plus
CI18 (5 pm, 100 mm x 3 mm), and the mobile phase con-
sisted of a gradient mixture of water (1% HCI, solvent A)
and methanol (1% HCI, solvent B). The gradient used was:
0 min, 95% A; 4 min, 95% A; 20 min, 73% A: 50 min, 5%
A; 57 min, 99% A; 58 min, 99% A: 60 min, 95% A. The
flow rate was 0.7 mL min-1, and the injection volume of
sample used was 10 pL. The detection of the phenolics com-
pounds was done at 280, and spectra of each compound were
recorded by the diode array from 200 to 400 nm, and all the
runs were done at 25 °C. Levels of phenolic compounds
were calculated based on a calibration curve obtained with
standards of caffeic acid, catechin, chlorogenic acid, cou-
maric acid, ferulic acid, gallic acid, quercetin and sinapic
acid in concentrations from 0 to 160 mg/L. The results were
expressed as milligrams per one hundred grams of sample
(mg/100 g) of each phenolic compound.
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2.10 Antloxidant Capacity

Antioxidant capacity by DPPH (2,2-diphenyl- 1-picrylhy-
drazyl), ABTS (2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
fonic acid) diammonium salt) and FRAP (ferric reducing
antioxidant power) methods were performed according to
Lépez-Contreras et al. [16], while antioxidant capacity by
ORAC method was carried out according to Urias-Orona
etal. [19].

DPPH was evaluated using a working solution 60 pM
with an absorbance adjusted to 0.7 at 517 nm. The assay
was carried out by mixing 0.2 mL of phenolic extract with
3.3 mL of the DPPH working solution, the reaction was
left for 30 min in the dark, and the reduction in DDPH was
determined. ABTS was carried out using a working solution
obtained by mixing one mL 7.4 mM of ABTS and one mL
of 2.6 mM of K,S20g and allowing them to react for 12 h
in the dark, after that time absorbance of working solution
was adjusted to 0.7 at 734 nm diluting with methanol. The
ABTS assay was performed by mixing 0.2 mL of phenolic
extract with 3.3 mL of ABTS working solution, reaction
was left for 2 h in the dark, and the reduction in ABTS was
measured. FRAP was determined using a working solution
prepared by mixing 300 mM C,H;NaO, 3H,0 (pH 3.6),
10 mM TPTZ (2.4,6-tripyridyl-s-triazine, in HCI 40 mM)
and 20 mM FeCl; 6H,0 in 10:1:1 proportion. The FRAP
assay was prepared by mixing 0.2 mL of phenolic extract
with 3.3 mL of FRAP working solution, reaction was left
for 30 min in the dark at 37 °C, and the absorbance of sam-
ples was taken at 593 nm. The ORAC assay was performed
by using 25 pL of phenolic extract, 200 pL of fluorescein
(0.96 pmol/L) and 75 pL of AAPH (2,2'-azobis (2-amidino-
propane) dihydrochloride, 95.8 mmol/L). The fluorescence
(485 nm (ex)/525 nm (em)) was measured for 70 min (37 °C)
with 70 s intervals using a Synergy 2 multimode micro-
plate reader (BioTek Instruments, USA). Trolox was used as
standard for calibration curves (0 to 500 pmol/L for DPPH,
ABTS and FRAP, 0-100 pmol/L for ORAC), and results
were expressed as micromoles of Trolox equivalents per one
hundred grams of sample (pmolTE/100 g).

The IC50 of DPPH and ABTS was calculated for the
amount of antioxidant required to inhibit 50% of the oxi-
dation of the radical, the absorbance adjusted to 0.7 in the
working solutions was considered as 100% of oxidation, and
methanol was used as control. The results were expressed as
milligrams of maize flour per milliliter (mg/mL).

2.11 Statistical Analysis

Results were expressed as mean values of three sam-
ples +standard deviation. Statistical significance between
samples was evaluated by analysis of variance followed
by Tukey's test using Minitab 14.0 [20]. A probability of

p<0.05 (5%) was deemed to be statistically significant. In
addition, a correlation analysis was performed by Pearson’s
regression coefficient.

3 Results and Discussion
3.1 Grain Color

The L* values of the maize genotypes analyzed varied from
25.13 to 63.64 (Table 2). The values for purple maize ranged
from 25.13 to 42.75, and these values correspond to MLSA
and MPP, respectively. The values for pinto maize varied
from 34.71 to 51.26, and these values occurred for PTE
and PCA, respectively. Red maize showed a value of 38.22,
while yellow maize had a value of 54.80. The highest light-
ness reading was observed in white maize, with a value of
63.64. Analysis of variance showed significant differences
(p<0.05) among genotypes. It has been mentioned that high
L* values may be observed in light-colored maize such as
yellow or white maize, whereas in pigmented maize, such
as purple and red maize, these values may decrease due to
the anthocyanin content in the grain [21, 22].

Statistical differences (p <0.05) were found in C* among
maize genotypes, with values ranging from 2.41 to 33.58 in
the fifteen genotypes evaluated. In purple maize, the values
ranged from 2.41 to 22.17 for genotypes MTE and MPN,

Table 2 Chromatic properties of grains from pigmented native maize
genotypes from the northeast of Mexico

Genotype Color parameter
L+ c* h
TMPN  34.52:0.35ef 22.172021b 15.20:0.24hi [N

View

MMB  31.67:0.80fg 11.14:2.40de 26.49:252¢ [
MLSI 40.66+0.81cd 4.68+0.77gh  25.22+9.14z ||
MLSO  42511.71c 6.12¢1.39fg  359.19:0.81a [
MLSA  25.13+1.16i 3.63+0.32gh 67.76:4.80d ||
MLAS  29.60:0.97gh 14.00+0.25cd 38.35+1.28¢f ||
MPP 42.75:0.17c  880:0.42¢f 29.81:7.77fz |
MRE 31.93+2.56fg 434+1.61gh 14.36+439 [N
MTE 25.83+0.74hi 24120.16h  352.90+1.75a |
PCA 51.26:0.99b  8.40:0.26ef 4524155 [N
PLSI 37.4740.57de 10.62+041e 45.58:098 |
PTE 34.71+4.80ef 5.29+0.98¢h 72.05+7.33cd [N
RRC 38.22¢1.82de 16.54+1.92c 23.78+1.11gh [N
AM 54.80+2.44b 335843432 77.71:0.28bc |
TRB 63.64+1.77a 24.23+051b 85.71:048 [N

Different letters in columns indicate statistical difference (p*0.05).
Values are reported as mean + standard deviation (n=3)
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respectively. For pinto maize, the values varied from 5.29
to 10.62 for genotypes PTE and PLSI. respectively. Val-
ues for red, yellow and white maize were 16.54, 33.58 and
24.23, respectively. Yang and Zahi [21] and Salinas-Moreno
et al. [22] reported values from 11.10 to 12.65 in pigmented
maize. The reported values agree with that of MMB maize
(11.14). The values were lower than those found in MPN
(22.17), TRB (24.23) and AM (33.58).

The readings of h in maize in the maize genotypes var-
ied from 14.36 to 359.19. Purple maize values ranged from
14.36 in MRE to 359.19 in MLSO, while in pinto maize,
values ranged from 45.24 to 72.05 in PCA and PTE, respec-
tively. In red maize, the h value was 23.78, while in yel-
low maize, it was 77.71, and in white maize, the h values
reached 85.71. The analysis of variance showed significant
differences (p <0.05) among genotypes. As mentioned by
Salinas-Moreno et al. [22], the h values are related to the
perception of visual color; for instance, the values for MTE
(352.90) and MLSO (359.19) correspond to a visual pink
color, while values from PCA (45.24) to TRB (85.71) cor-
respond to orange tones, and values from MRE (14.36) to
MRE (38.35) correspond to red tones.

3.2 Flour Color

The L* values obtained from flours of the fifteen maize gen-
otypes ranged from 72.85 to 88.78 (Table 3). Readings from
purple maize varied from 72.85 (MRE) to 79.64 (MLSI),
while in pinto maize, these values ranged from 81.03 (PLSI)
to 84.50 (PTE). Readings of L* for red, yellow and white
maize were 78.43, 85.45 and 88.78, respectively. Analysis
of variance showed significant differences (p <0.05) among
genotypes. Flour had a lighter color than the grain and, con-
sequently, greater lightness. These results were higher than
those in pigmented maize reported by Moreira et al. [23],
who obtained values from 51.82 to 69.49.

The C* readings showed significant differences (p <0.05)
among the fifteen maize genotypes with values from 3.24
to 32.10. In the purple maize, the values varied from 3.24
(MTE) to 8.23 (MPN), and for pinto maize, the values
ranged from 7.18 (PCA) to 8.33 (PTE). The C* values for
red, yellow and white maize were 8.24, 32.10, and 12.41,
respectively. The flour readings of our genotypes were
higher than those reported by Bolade and Adeyemi [24] but
agreed with C* values reported by Moreira et al. [23] for
yellow maize (34.15), white maize (10.37) and pigmented
maize (3.37 to 6.77).

The h readings obtained in the fifteen maize genotypes
varied from 19.63 to 87.05. In purple maize, the values
ranged from 19.63 (MLSO) to 64.40 (MLSI). The values for
pinto maize ranged from 65.41 (PCA) to 80.22 (PTE). The
values for red, yellow and white maize were 36.01, 85.16
and 87.05, respectively. These results were significantly
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Table 3 Chromatic properties of flours obtained from pigmented
native maize (Zea mays L.) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype Color parameter

L* c* h View
MPN 77.30+0.65fg 8.23+0.18c 27.31x1.71i |
MMB  7889:0.87¢f 6.24+024e 37.40+0.87fg
MLSI  79.64+0.41de 4.64+0.39f 64.40+2.82c
MLSO  79.00+0.20ef 3.7840.08g 19.63+3.36¢ [ 1
MLSA  7431£1.39h 526+032f 4073x1.41f [
MLAS  76.18:0.50g 7.79+0.05cd 33.92+0.75gh
MPP 7328+1.57h 4.88+029f 3208+1.72h [
MRE 7285¢0.87h 5.28+038f 46.80+1.8%¢ [N
MTE 7394+1.72h 324+023g 56.07+2.15d [
PCA 82.05£0.26c 7.1840.18d 65.4120.71c
PLSI 81.03+0.37cd 8.3240.17c  79.38+0.29b
PTE 84.50:031b 8.33+036c  80.22+0.82b
RRC 78.3430.22¢f 8.2440.14c  36.01+0.79g
AM 85.45:0.37b 32.10:0.44a 85.16+0.07a
TRB 88.780.13a 12.41+0.57b 87.05+2.29a

Different letters in columns indicate statistical difference (p0.05).
Values are reported as mean + standard deviation (n=3)

different (p <0.05) among values. The observed h values
obtained from the tested maize genotypes varied from 46.80
to 87.05 and correspond to a visual orange tone, and the
values from 19.63 to 37.40 correspond to a visual red color,
as described by Salinas-Moreno et al. [22].

3.3 Nutritional Composition

The moisture content of the maize genotypes analyzed
varied from 7.98 to 9.67% (Table 4). In purple maize, the
lowest value was in MTE (7.98%), and the highest was in
MMB (8.47%). In pinto maize, the lowest value was in PCA
(8.01%), and the highest was in PTE (8.64%). The values
for red, yellow and white maize were 9.04, 9.67, and 9.11%,
respectively. The moisture content values among maize gen-
otypes did not show significant difference (p=0.05). The
moisture content of maize of our genotypes agrees with the
results reported by Bello-Pérez et al. [9] and Camelo-Mén-
dez et al. [25], who reported a moisture content of approxi-
mately 8.4%.

For ash content, the analysis of variance showed that val-
ues for genotypes MPN, MRE and MTE were significantly
different (p < 0.05) and higher than those from AM and TRB
maize genotypes, and the rest maize genotypes were not sig-
nificantly different (p>0.05). The values ranged from 1.00
to 1.46% in the fifteen genotypes analyzed. In purple maize,
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Table4 Chemical composition of pigmented native maize (Zea mays L..) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype Component (/100 g)

Moisture Ash Protein Fat Crude fiber Carbohydrates
MPN 8.46+0.08ab 1.39+0.11a 10.50 £0.01fgh 4.43+0.30d 1.26+0.01e 7396+0.31ab
MMB 8.47+0.67ab 1.17+£001ab 11.29 £0.19def 4.01 £0.13def 1.20£0.03e 73.86+0.58ab
MLSI 8.19+0.16b 1.22+005ab 11.49 +0.10bcde 458 +009 cd 1.30+£0.01de 73.21£0.02bcd
MLSA 8.23+0.19b 1.26001ab 12.31 £0.23ab 350021 fg 1.63+0.17abcd 73.08 £0.41bcde
MLSO 823+0.11b 1.24+£002ab 10.16 £0.17gh 4.05 £0.03def 1.43 +£0.04abcde 74.88+0.04a
MLAS 8.20+0.09b 1.27+001ab 10.76 £0.10efg 433+027d 1.37+£0.20bcde 74.06 +0.28ab
MPP 841£021b 1.19+0.10ab 10.58 £0.04 fg 454+0.18 cd 1.53+£0.05abcde 73.74£0.37abc
MRE 8.36+0.31b 1.46+002a 11.94 +0.33abed 5.40+003b 1.54+0.02abcde 71.30 £0.09f
MTE 798 +007b 1.39+£001a 11.79 £0.15abed 5.07 £0.06bc 1.30£0.08de 72.47 £0.08cdef
PCA 801+£077b 1.17 £0.04ab 11.66 £0.19bcd 338+021¢g 1.73+0.10ab 74.05+0.81ab
PLSI 8.27+001b 1.21+£0.14ab 11.44 +0.22cde 4.50+004 cd 1.37+0.01cde 73.20 +0.39bcd
PTE 8.64+001ab 1.16 £0.04ab 11.53 £0.21bcde 4.20£002de 1.29 £0.06de 73.19£0.22bcd
RRC 9.04+0.09ab 1.10+£0.22ab 12.57+£0.25a 452+0.12cd 1.41 £0.09abcde 71.36+0.16f
AM 9.67+0.05a 1.00+0.15b 12.12+£0.32abc 3.67 £004efg 1.76 £0.14a T1.77 £0.02ef
TRB 9.11+£0.33ab 1.02+0.08b 9.72+025h 6.15+002a 1.69 £0.03abc 72.31£0.01def

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + standard deviation (n=3)

the lowest content was for MPP (1.19%), and the highest for
MRE (1.46%). In pinto maize, the lowest value was found
in PTE (1.16%), and the highest in PLSI (1.21%). The val-
ues for red, yellow and white maize were 1.10, 1.00 and
1.02%, respectively. These values were similar to the 1.4%
average of ash content observed by Bello-Pérez et al. [9]
and Camelo-Méndez et al. [25]. In addition, these authors
mentioned that genetic variability of maize genotypes is an
important factor that influences the chemical composition
of maize grain.

Protein concentration of the maize genotypes varied from
9.72 to 12.57%. The highest protein percentages were found
in RRC (12.57%), MLSA (12.31%) and AM (12.12%), and
the lowest values were observed in TRB (9.72%) and MLSO
(10.16%); there were significant differences (p <0.05)
among them. Within the purple maize group, values of
10.16 to 12.31% were observed, and there were significant
differences (p <0.05) among genotypes; within the pinto
maize group, with values ranging from 11.44 to 11.66%, no
differences were found (p >0.05). However, high levels of
statistical equality between samples exist. These values were
similar to reported protein concentrations of 6.9 to 12.5%
in different landraces by Vazquez-Carrillo et al. [26] and
Bello-Pérez et al. [9].

The fat content showed significant differences (p <0.05)
among maize genotypes, and their values ranged from 3.38
to 6.15%. In purple maize, the lowest value was for MLSA
(3.50%). and the highest was for MRE (5.40%). In pinto
maize, the lowest value was for PCA (3.38%), and the high-
est was for PLSI (4.50%). Values for red, yellow and white
maize were 4.52, 3.67 and 6.15%, respectively. These results

are similar to those obtained by Salinas-Moreno et al. [27],
Bello-Pérez et al. [9] and Camelo-Méndez et al. [25] with
values ranging from 3.7 to 5.6% in maize flour.

Crude fiber is composed by lignin and cellulose from the
cell wall structures, but it has no nutritional value for the
human body as the enzyme needed to carry out digestion is
missing. The extraction method for crude fiber quantification
requires hydrolysis with diluted acid and alkali [28]. The
results obtained for crude fiber in maize genotypes varied
from 1.20 to 1.76%. In purple maize, the lowest content was
for MMB (1.20), and the highest was for MLSA (1.63%). In
pinto maize, the lowest content was for PTE (1.29), and the
highest content was for PCA (1.73%). Crude fiber content
for red, yellow and white maize was 1.41, 1.76 and 1.69%,
respectively. Analysis of variance showed significant dif-
ferences (p <0.05) among genotypes. Maize genotypes
within the purple group were statistically similar; however,
a small difference between purple and pinto genoty pes was
observed. Our results agreed with those of Nuss and Tan-
umihardjo [29] and Sumczynski et al. [28], who reported
average values of 2.00% crude fiber content in cereals.

Bello-Pérez et al. [9] mentioned that starch carbohydrates
in the maize kernel are mostly found near the endosperm
at an 80% average concentration. Data obtained in this
research showed that the carbohydrate percentages varied
from 71.30 to 74.88% with significant difference (p <0.05)
among maize genotypes. In purple maize, the lowest value
was found in MRE (71.30%), and the highest was in MLSO
(74.88%). In pinto maize genotypes, the highest percentage
was in PTE (73.19%), and the lowest was in PCA (74.05%).
The percentage values for red, yellow and white maize were
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71.36, 71.77 and 72.31%, respectively. These values are in
agreement with average carbohydrate content of 76% in
the maize kernel reported by Nuss and Tanumihardjo [29],
Bello-Pérez et al. [9] and Camelo-Méndez et al. [25].

3.4 Mineral Analysis
3.4.1 Macroelements

The magnesium (Mg) content among genotypes ranged
from 116.24 to 146.75 mg/100 g (Table 5). In purple maize,
the lowest value was observed in MPP (126.86 mg/100 g),
and the highest was in MLSI (146.75%). For pinto maize,
the lowest content was in PCA (116.24 mg/100 g), and the
highest was in PLSI (146.27 mg/100 g). The Mg content
for red. yellow and white maize was 138.46, 134.58 and
118.07 mg/100 g, respectively. Analysis of variance showed
significant differences (p <0.05) among genotypes. Mg val-
ues recorded in this research agree with results reported by
Nuss and Tanumihardjo [29] and Kahriman et al. [30] in
different maize genotypes. They reported an average content
of 138.78 mg/100 g. However, our results were higher than
the 113.32 mg/100 g average in maize reported by Shah
et al. [31]. For Ca content, the analysis of variance found
significant differences (p <0.05) among maize genotypes
with values of 24.58 to 32.63 mg/100 g. In purple maize,
the lowest value was obtained in MMB (24.58 mg/100 g),
and the highest was in MPN (29.17 mg/100 g). In pinto
genotypes, the lowest content was recorded in PTE
(29.73 mg/100 g), and the highest was in PCA (30.45). The

Ca content for red, yellow and white maize was 29.08, 28.49
and 31.62 mg/100 g, respectively.

Our results coincided with those reported by Shah et al.
[31], who reported an average of 27.31 mg/100 g in maize.
These findings differ from reports by Obinna-Echem et al.
[32] and Suri and Tanumihardjo [33], who mentioned the
grain of maize only has an average of 7.00 mg/100 g Ca. The
high Ca content recorded in this research might be related to
genetics as one of the main factors that affect the chemical
composition of the grain in different maize genotypes [9,
27]. The K content in maize genotypes varied from 314.20
t0 397.18 mg/100 g.

In the purple genotypes, the lowest value was recorded
in MLAS (325.72 mg/100 g), and the highest was in MLSI
(397.18 mg/ 100 g). In pinto maize, the lowest recorded value
was in PTE (325.58 mg/100 g), and the highest was in PLSI
(355.45 mg/100 g). The recorded K content in red, yellow
and white maize was 314.20, 338.65 and 321.85 mg/100 g,
respectively. Analysis of variance showed significant differ-
ences (p <0.05) among pigmented maize.

These results agree with those of Shah et al. [31], Nuss
and Tanumihardjo [29] and Sokrab et al. [34], who reported
K values of 287.00 to 343.03 mg/100 g in maize genotypes.

The Na content in the pigmented maize genotypes
showed significant differences (p < 0.05) with values of
24.08 to 70.3 mg/100 g. In purple maize, the lowest value
was for MRE (41.19 mg/100 g), and the highest was for
MLAS (70.30 mg/100 g). Pinto maize genotypes showed
the lowest value in PCA (25.77 mg/100 g) and the highest in
PLSI (53.37 mg/100 g). The values for red, yellow and white
maize were 28.62, 28.01 and 24.08 mg/100 g, respectively.

Table 5 Macroelements content of pigmented native maize (Zea mays L..) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype Macroelement (mg/100 g)
Mg Ca K Na P S

MPN 14597+2.13a 29.17+1.12bc 34840+ 1.27bc 48.35+3.17b 368.17+12.14i 2.06+0.09abc
MMB 136.52+1.13bc 2458 +0.12f 339.14+191cd 45.75+0.18bc 334.40 +20.50i 2.29+001a
MLSI 146.75+0.29a 32.63+1.6%9 397.18+0.21a 50.42+1.52b 499.00 £ 15.60fg 2.08+0.07abc
MLSA 130.05+0.53de 28.10+£0.21cd 350.34+4.93b 48.30+3.13b 419.84+3.87h 1.98+0.11bc
MLSO 128.95+0.19de 25.04+0.15f 326.66 +4.54ef 42.96 +2.32bcde 361.30 +24.50i 1.99+0.04bc
MLAS 132.72+0.60cd 25.25+0.30def 325.72 +3.60ef 70.30 £ 14.50a 37300+ 14.70i 2.13+0.09abc
MPP 126.86 £0.74e 27.76 £0.37cde 326.18 £0.16ef 42,75 +4.90bcde 46375+£102g 1.91+0.02¢
MRE 145.39+0.40a 27.91+0.91cde 358.56+1.35b 41.19+2.36bcdef 568.41 +0.69cd 2.00+0.09bc
MTE 138.31+0.32b 28.50+0.37c 355.09+5.45b 42.32+0.87bcde 524.59+3.30ef 2.15+0.06abc
PCA 116.24 +0.68g 30.45+0.14abc 333.07 £2.94de 25.77+£0.15¢f 549.82+3.83de 2.11£0.02abc
PLSI 146.27+0.714a 30.31 £0.06abc 355.45+0.88b 53.37+0.83ab 71999 +4.81a 2.01£0.02bc
PTE 122.39+0.106f 29.73+ 1.45abc 325.58 £2.10ef 43.62+1.22bcd 61372+472b 2.11£0.02abc
RRC 138.46 +0.446b 29.08 + 1.0bc 31420 +0.40g 28.62+2.63cdef 619.71+2.34b 2.21+0.02ab
AM 134.58 +2.20bc 28.49+0.20c 338.65+2.95cd 28.01 £3.13def 596.15+4.74bc 2.18+0.02ab
TRB 118.07+£094g 31.62+0.23ab 321.85+0.12fg 24.08+0.04f 416.35£0.95h 2.18£0.02ab

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + standard deviation (n=13)
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Our values were similar to Na concentrations ranging from
21.00 to 42.11 mg/100 g in maize genotypes reported by
Shah et al. [31], Sokrab et al. [34] and Obinna-Echem et al.
[32].

The P content in maize genotypes varied from 334.40
to 719.99 mg/100 g. In purple maize. the lowest value was
in MMB (334.40 mg/100 g), and the highest was in MRE
(568.41 mg/100 g). In pinto maize, the lowest value was
in PCA (549.82 mg/100 g), and the highest was in PLSI
(719.99 mg/100 g). The P content for red, yellow and white
maize was 619.71, 596.15 and 416.35 mg/100 g, respec-
tively. Analysis of variance found significant differences
(p <0.05) in P content among maize genotypes. Our results
were higher than the range, from 210.0 to 310 mg/100 g,
reported by Shah et al. [31], Sokrab et al. [34] and Suri
and Tanumihardjo [33]. However, these results agree with
reports by Salinas-Moreno et al. [27] and Bello-Pérez et al.
[9], who mentioned that genetic information in each geno-
type has an important effect on the chemical composition
of maize grain. Among maize genotypes, significant differ-
ences in S content (p <0.05) were found.

The S content values were higher than those reported by
Klikocka et al. [35] of 1.2 mg/100 g in cereals. The S values
varied between 1.91 and 2.18 mg/100 g. In purple maize,
the lowest value was recorded in MPP (1.91 mg/100 g), and
the highest was in MTE (2.15 mg/100 g). In pinto maize,
the lowest was content was found in PLSI (2.01 mg/100 g),
and the highest was in PTE (2.11 mg/100 g). Values for
red, yellow and white were 2.21, 2.18 and 2.18 mg/100 g,
respectively.

3.4.2 Microelements

The Cu content among pigmented maize genotypes varied
from 0.20 to 0.53 mg/100 g (Table 6). In purple genotypes,
the lowest Cu content was recorded in MPP (0.20 mg/100 g),
and the highest was in MLSI (0.53 mg/100 g). In pinto
maize, the lowest content was in PTE (0.25 mg/100 g),
and the highest was in PLSI (0.49 mg/100 g). The val-
ues for red, yellow and white maize were 0.21, 0.24 and
0.36 mg/100 g, respectively. The values showed significant
differences (p <0.05) among maize genotypes. Our results
for Cu content agree with values reported by Sokrab et al.
[34], Obinna-Echem et al. [32] and Prasanthi et al. [36] from
0.11 10 0.79 mg/100 g in different maize genotypes.

Pigmented maize genotypes showed significant differ-
ences (p<0.05) among Fe content. Our results varied from
0.77 to 2.53 mg/100 g. In purple maize, the lowest content
was recorded in MPP (0.77 mg/100 g). and the highest was
in MLSI (2.03 mg/100 g). In pinto maize, the lowest con-
tent was in PLSI (1.32 mg/100 g), and the highest was in
PTE (2.20 mg/100 g). Results were similar to the reported
average content of 2 mg/100 g of Sokrab et al. [34] and
Suri and Tanumihardjo [33] who reported 1.34, 1.47 and
2.53 mg/100 g in red, yellow and white maize genotypes,
respectively.

The Zn content values in maize genotypes varied from
2.80 to 4.50 mg/100 g. In purple maize, the lowest value
was in MLSA (2.80 mg/100 g), and the highest was in
MLSI (4.50 mg/100 g). In pinto maize, the lowest content
was found in PCA (2.83 mg/100 g). and the highest was
in PLSI (3.92 mg/100 g). Red, yellow and white maize

Table6 Microelements content

of pigmented native maize (Zea Sy S i

mays L.) genotypes from the Cu Fe Zn Mn

northeast of Mexico
MPN 0.25+0.03cd 1.91 £0.57abed 3.75+0.03de 0.48+0.02¢
MMB 0.23+0.0lcd 1.70 +£0.11bcd 3.66+0.08¢ 0.48 +£0.01c
MLSI 0.53+0.04a 2.03 +0.28abc 4.50+0.0la 0.67 +£0.01a
MLSA 0.29+0.01bcd 1.55 +0.16bcde 2.80+0.00 0.54+0.01c
MLSO 0.23+0.02cd 1.16 £0.01de 2.84+0.01ghi 0.52+0.05¢
MLAS 0.31+0.01bc 1.49 +0.21bcde 3.00+0.04¢ 0.47 +0.03¢
MPP 0.20+0.02d 0.77 £0.09 2.97 £0.05gh 0.52+0.01c
MRE 0.25+0.01cd 1.33+0.07cde 3.64+00le 0.66 +0.04ab
MTE 0.22+0.0lcd 1.36 +0.09¢cde 4.17 £0.04b 0.73£0.01a
PCA 0.26=0.01bcd 1.57 +£0.06bcd 2.83+0.02hi 0.45+0.01c
PLSI 0.49+0.02a 1.32+£0.02cde 3.92+0.04c 0.55+0.01bc
PTE 0.25+0.04cd 2.20 £0.19ab 3.67+£0.02¢ 0.51+£0.03¢
RRC 021+0.01d 1.34 +0.04cde 3.88+0.0lcd 0.54+0.01c
AM 0.24+0.01cd 1.47 +0.07bcde 3.39+0.03f 0.54+0.02c
TRB 0.36+0.02b 2.53+0.09a 4.49+0.06a 0.30 £0.01d

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + stand-

ard deviation (n=3)
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Our values were similar to Na concentrations ranging from
21.00 to 42.11 mg/100 g in maize genotypes reported by
Shah et al. [31], Sokrab et al. [34] and Obinna-Echem et al.
[32].

The P content in maize genotypes varied from 334.40
to 719.99 mg/100 g. In purple maize, the lowest value was
in MMB (334.40 mg/100 g), and the highest was in MRE
(568.41 mg/100 g). In pinto maize, the lowest value was
in PCA (549.82 mg/100 g), and the highest was in PLSI
(719.99 mg/ 100 g). The P content for red, yellow and white
maize was 619.71, 596.15 and 416.35 mg/100 g. respec-
tively. Analysis of variance found significant differences
(p <0.05) in P content among maize genotypes. Our results
were higher than the range, from 210.0 to 310 mg/100 g,
reported by Shah et al. [31], Sokrab et al. [34] and Suri
and Tanumihardjo [33]. However, these results agree with
reports by Salinas-Moreno et al. [27] and Bello-Pérez et al.
[9], who mentioned that genetic information in each geno-
type has an important effect on the chemical composition
of maize grain. Among maize genotypes, significant differ-
ences in S content (p <0.05) were found.

The S content values were higher than those reported by
Klikocka et al. [35] of 1.2 mg/100 g in cereals. The S values
varied between 1.91 and 2.18 mg/100 g. In purple maize,
the lowest value was recorded in MPP (1.91 mg/100 g), and
the highest was in MTE (2.15 mg/100 g). In pinto maize,
the lowest was content was found in PLSI (2.01 mg/100 g),
and the highest was in PTE (2.11 mg/100 g). Values for
red, yellow and white were 2.21, 2.18 and 2.18 mg/100 g,
respectively.

3.4.2 Microelements

The Cu content among pigmented maize genotypes varied
from 0.20 to 0.53 mg/100 g (Table 6). In purple genotypes,
the lowest Cu content was recorded in MPP (0.20 mg/100 g).
and the highest was in MLSI (0.53 mg/100 g). In pinto
maize, the lowest content was in PTE (0.25 mg/100 g),
and the highest was in PLSI (0.49 mg/100 g). The val-
ues for red, yellow and white maize were 0.21, 0.24 and
0.36 mg/100 g, respectively. The values showed significant
differences (p <0.05) among maize genotypes. Our results
for Cu content agree with values reported by Sokrab et al.
[34], Obinna-Echem et al. [32] and Prasanthi et al. [36] from
0.11 to 0.79 mg/100 g in different maize genotypes.

Pigmented maize genotypes showed significant differ-
ences (p<0.05) among Fe content. Our results varied from
0.77 to 2.53 mg/100 g. In purple maize, the lowest content
was recorded in MPP (0.77 mg/100 g), and the highest was
in MLSI (2.03 mg/100 g). In pinto maize, the lowest con-
tent was in PLSI (1.32 mg/100 g), and the highest was in
PTE (2.20 mg/100 g). Results were similar to the reported
average content of 2 mg/100 g of Sokrab et al. [34] and
Suri and Tanumihardjo [33] who reported 1.34, 1.47 and
2.53 mg/100 g in red, yellow and white maize genotypes,
respectively.

The Zn content values in maize genotypes varied from
2.80 to 4.50 mg/100 g. In purple maize, the lowest value
was in MLSA (2.80 mg/100 g), and the highest was in
MLSI (4.50 mg/100 g). In pinto maize, the lowest content
was found in PCA (2.83 mg/100 g), and the highest was
in PLSI (3.92 mg/100 g). Red, yellow and white maize

Table6 Microelements content

bl wi o Genotype Microelement (mg/100 g)

mays L.) genotypes from the Cu Fe Zn Mn

northeast of Mexico
MPN 025+0.03cd 1.91 +0.57abed 3.7540.03de 0.48+0.02¢
MMB 0.23+0.01cd 1.70 £0.11bed 3.66+0.08¢ 0.48+001¢c
MLSI 053+0.04a 2,03 +£0.28abc 4.50+001a 0.67+0.01a
MLSA 0.29+0.01bcd 1.55 +0.16bcde 2.80 +0.05 0.54+001c
MLSO 023+0.02cd 1.16 £0.01de 2.84+0.01ghi 0.52+0.05¢
MLAS 0.31+0.01bc 1.49 +0.21bcde 3.00+£0.04¢ 0.47 +0.03c
MPP 0.20+0.02d 0.77 £0.09¢ 2.97 £0.05gh 0.52+001c
MRE 025+0.01cd 1.33+£0.07cde 3.64+0.01e 0.66 £0.04ab
MTE 022+0.0lcd 1.36 +£0.09cde 4.17 £0.04b 0.73+£0.01a
PCA 0.26+0.01bcd 1.57 £0.06bcd 2.83£0.02hi 045+001¢c
PLSI 049+0.02a 1.32 +£0.02cde 3.92+0.04c 0.55+0.01bc
PTE 0.25+0.04cd 2.20 £0.19ab 3.67+0.02¢ 0.51+0.03¢
RRC 021+0.01d 1.34 +0.04cde 3.88+0.0lcd 0.54+0.0lIc
AM 024+0.01cd 1.47 +0.07bcde 3.39+0.03f 0.54+0.02¢c
TRB 0.36+0.02b 2.53+0.09a 4.49 +£0.06a 0.30 £0.01d

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + stand-

ard deviation (n=13)
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105.75 mgCE/100 g in total extracts. In yellow maize, val-
ues were 10.50 in free extracts, 48.75 in bound extracts and
59.25 mgCE/100 g in total extracts. Finally, in white maize,
the total flavonoids content was 8.25 in free extracts, 15.75
in bound extracts and 24.00 mgCE/100 g in total extracts.
Analysis of variance showed significant differences among
genotypes.

The content of total flavonoids in free extracts was simi-
lar to those obtained by Zili¢ et al. [42] between 24.86 and
33.75 mgCE/100 g. Additionally, our results agree with
Taylor et al. [40], Gonzélez-Muiioz et al. [43] and Acosta-
Estrada et al. [41] who reported that phenolic compounds
in cereals are bound together to some cell wall structures
or form complexes with carbohydrates. Thus, an aggres-
sive hydrolysis process is required for identification; such
a method was employed in this research for bound phenolic
compound extraction.

The condensed tannins content varied from 33.70 to
158.55 mgCE/100 g in free form (Table 8). Free form values
for purple maize varied from 39.00 to 158.55, in pinto maize
from 33.70 to 37.67 and in red maize at 67.67. Condensed
tannins were not identified in pinto maize genotypes PLSI,
AM and TRB or in bound extracts from all varieties.

Analysis of variance of condensed tannins content from
free extracts showed significant differences (p <0.05) among
maize genotypes. The recorded condensed tannins content
coincided with the results of Khattab et al. [44], Kauret al.
[45] and Taylor et al. [40] who reported a concentration of

Table8 Condensed tannins and total anthocyanins content of pig-
mented native maize (Zea mays L.) genotypes from the northeast of
Mexico

Genotype Condensed tannins Total  Total anthocyanins
(mgCE/100 g) (mgC3GE/100 g)
Free Bound
MPN 12088+7.48b ND 12988 4208+1.03d
MMB 70.32+4.36de ND 70.32  2201x0.18h
MLSI 3900+1.24fg ND 3900 21.79+0.24h
MLSA 122.38+11.85b ND 12238 61.89+0.30b
MLSO 158.55+1.87a ND 158.55 74.52+0.67a
MLAS 8444+436cd ND 8444  3325:0.7%
MPP 12723+3.74b ND 12723 61.54+0.18b
MRE 57.52+374ef ND 57.52 43.51+0.12d
MTE 98.55 £4.36¢ ND 98.55  52.85+0.85c
PCA 33.70+4.99g ND 3370 31.18+0.30f
PLSI ND ND - 8.21+0.12j
PTE 37.67£3.11g ND 37.67 14.92+0.55i
RRC 67.67+3.11de ND 67.67 24.69+0.67g
AM ND ND - 294+0.12k
TRB ND ND - 1.38+0.12k

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05).
Values are reported as mean + standard deviation (n=3)

75.00 to 153.00 mgCE/100 g for pigmented cereals. These
authors also indicated that condensed tannins are present as
a high percentage of total flavonoids. The high condensed
tannins content in our results can be explained by Vermerris
and Nicholson [46], who mentioned that when vanillin assay
is used to determine them, the results could be affected by
the presence of monomeric flavonols, which could increase
results.

Total anthocyanins showed values in maize genotypes
that varied from 1.38 to 74.52 mgC3GE/100 g (Table 8).
For purple maize, values varied from 22.01 (MMB) to
74.52 (MLSO). In pinto maize, the values varied from 8.21
(PLSI) to 31.18 (PCA). Anthocyanins content in red maize
was 24.69; in yellow maize, it was 2.94; and white maize
contained 1.38 mgC3GE/100 g. Analysis of variance showed
significant differences (p <0.05) among maize genotypes.

The highest total anthocyanins concentration was found
in purple maize with values from 22.01 to 74.52, while the
lowest concentrations were found in yellow maize, with
2.94 and white maize with 1.38 mgC3GE/100 g. Our results
were similar to those reported by Yang and Zhai [21], Sali-
nas-Moreno et al. [22, 47], Mendoza-Diaz et al. [48] and
Serna-Saldivar et al. [8]. These authors found anthocyanins
contents ranging from 9.75 to 90.40 mgC3GE/100 g of dry
matter in pigmented maize.

Yellow maize contained 2.94 mgC3GE/100 g of antho-
cyanins; this value was higher than those reported by Men-
doza-Diaz et al. [48] and Serna-Saldivar et al. [8], who
found values between 0.57 and 1.74 mgC3GE/100 g in yel-
low maize. The anthocyanins content in white maize (1.38
mgC3GE/100 g) agreed with Serna-Saldivar et al. [8], who
found 1.3 mgC3GE/100 g but differed from the results by
Mendoza-Diaz et al. [48] who did not detect anthocyanins
in white maize.

3.6 Phenolics by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Analysls

Standards used for the HPLC calibration curves had the fol-
lowing retention times (RT) and coefficient of determination
(R%): gallic acid, 5.50 and 5.98, R>=0.99; catechin, 17.75
and 17.95, R>=0.99; chlorogenic acid, 20.03, R*=0.99; caf-
feic acid, 20.63, R*=0.99; coumaric acid, 25.26, R*=0.98;
ferulic acid, 26.78 R>=0.99; sinapic acid, 27.37, R*=0.99;
quercetin, 35.11, R*=0.99 (Fig. 1).

The phenolic compounds were not identified in free phe-
nolic extracts, while coumaric and ferulic acids were the
only phenolics identified in bound extracts being in higher
amount the latter one in all the genotypes. However, the
retention times of these compounds in bound extracts were
25.01 min and 26.63 min, respectively, and it was necessary
to compare their UV spectrum (200-400 nm) against UV
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spectrum of the standards of each compound to corroborate
their identity.

The analysis of variance of the concentration of coumaric
acid showed significant differences (p <0.05) among geno-
types with values that varied from 5.57 to 15.52 mg/100 g
(Table 9). In purple maize, the lowest concentration was
in MLSI (5.57 mg/100 g), and the highest was in MLSA
(11.70 mg/100 g). In pinto maize, the lowest concentration
was detected in PLSI (9.00 mg/100 g), and the highest was
in PCA (14.85 mg/100 g). The concentrations for red, yel-
low and white maize were 12.27, 15.52 and 12.32 mg/100 g,
respectively.

The concentration of ferulic acid among genotypes also
showed significant differences (p <0.05) with values that
varied from 99.48 to 164.90 mg/100 g (Table 9). In purple
maize, the lowest value was in MMB (99.48 mg/100 g), and
the highest was in MPP (144.86 mg/100 g). Pinto maize
values ranged from the lowest (PTE, 130.05 mg/100 g) to
the highest (PCA, 164.90 mg/100 g). Ferulic acid concen-
tration in red, yellow and white maize was 144.78, 162.51
and 135.64 mg/100 g, respectively. The remaining phenolic
compounds were not identified in none of the genotypes.

The results for coumaric acid and ferulic acid agreed with
those of Cuevas-Montilla et al. [49] and Salinas-Moreno
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Table 9 Coumaric acid and ferulic acid content of pigmented native
maize (Zea mays L.) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype Phenolic compound (mg/100 g) Total
Coumaric Ferulic

MPN 6.73+097fg 103.34 + 15.48de 110.07
MMB 10.38 £ 1.24bed 09.48 £ 6.85¢ 109.86
MLSI 5.57+024g 11872+ 3.23cde 124.29
MLSA 11.70 £0.69bc 129.57 + 8.63cd 141.27
MLSO 9.51 +0.48cde 12430+ 5.92cde 133.81
MLAS 10.69 £ 0.40bed 13299+ 8.97¢ 143.68
MPP 10.82 +£0.35bed 144.86 + 3.05abc 155.68
MRE 9.46 £ 1.02cde 143.32+£12.73abc 152.78
MTE 8.03£0.16ef 140.30 £ 4.77abc 148.33
PCA 14.85+051a 164.90 +£0.80a 179.75
PLSI 9.00 + 0.7 3def 131.56 +7.62cd 140.56
PTE 11.12+ 1.19bed 130.05 £+ 8.69cd 141.17
RRC 12.27 +0.64b 14478 + 15.10abc 157.05
AM 15.52+072a 162.51 +10.22ab 178.03
TRB 12.32+87b 135.64 + 15.04bc 147.96

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05).
Values are reported as mean + standard deviation (n=3)
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et al. [50] who reported coumaric and ferulic acids as
dominant in pigmented maize:; however, our results dif-
fer in the average concentration of the coumaric acid
(316.30 mg/100 g) but agree with the reported average con-
centrations of ferulic acid at 136.65 mg/100 g. These authors
also report that the extraction method is important, because
this class of compounds is linked to carbohydrates in the
cell walls, and an efficient alkaline hydrolysis is necessary
for their extraction and quantification.

Additionally, Santos et al. [ 18] also mentioned that avail-
ability of phenolic compounds is influenced by the genetic
composition of the sample, storage period and extraction
method. Analysis of the cumulative concentrations of cou-
maric and ferulic acid in maize genotypes produced values
from 109.86 to 179.75 mg/100 g; concentrations for total
phenolic compounds content obtained by the Folin-Ciocal-
teu method varied from 349.31 to 485.71 mgGAE/100 g.
Coumaric and ferulic acid concentration represent from
27.55 to 43.47% of the total phenols content. Thus, quan-
tification of anthocyanins by HPLC is advisable to a better
identification and quantification of the phenolic compounds
present in pigmented maize samples.

3.7 Antloxidant Capacity

3.7.1 DPPH

DPPH results for the maize genotypes varied from 470 to
749.10 in free extracts, 749.10 to 1136.10 in bound extracts

and 1127.70 to 1865.70 pmolTE/100 g in total extracts and
IC50 values from 31 to 52 mg/mL (Table 10). For purple

maize, DPPH values varied from 470.10 to 749.10 in free
extracts, from 768.60 to 1136.10 in bound extracts and from
1286.70 to 1865.70 pmolTE/100 g in total extracts. Pinto
maize DPPH readings varied from 497.10 to 626.10 in free
extract, 501.60 to 836.10 in bound extract and 1127.70 to
1444.20 pmolITE/100 g in total extract.

For red maize, DPPH readings were 623.10 in free extract,
749.10 in the bound extract and 1372.20 pmoITE/100 g in
total extract. DPPH readings in yellow maize were 581.10
in free extract, 956.10 in the bound extract and 1537.20
umolTE/100 g in total extract. White maize had DPPH read-
ings of 620.10 in free extract, 987.60 in the bound extract
and 1607.70 pmolITE/100 g in total extract. Analysis of vari-
ance performed independently for each extract found signifi-
cant differences (p < 0.05) among genotypes.

Our results for free total phenolics were superior to those
reported by Gonzalez-Muiioz et al. [43] with 31.9 to 171.1
pumolTE/100 g but were similar for bound total phenolics in
the range between 471.10 and 923.00 pmolTE/100 g. Anti-
oxidant activity was higher in bound total phenolics than
in free total phenolics, and different authors [38, 43, 51]
attributed this behavior to a higher concentration of total
phenolics in the bound form because they make up the walls
of the cellular structure that provide a chemical barrier to
cellular oxidation.

3.7.2 ABTS

ABTS results for each type of extract showed a significant
difference (p <0.05) among genotypes with values ranging
between 687.90 and 940.65 in free extract samples, from

Table 10 DPPH and ABTS antioxidant capacity of pigmented native maize (Zea mays L.) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype  DPPH (umolTE/100 g) and IC50 (mg/ml) ABTS (umolTE/100 g) and IC50 (mg/mL.)
Free Bound Total IC50  Free Bound Total IC50

MPN 594.60 + 6.36cde 824.10+46.66fgh 141870 41 80040 +4.24cde  2727.00+19091bc  3527.40 12
MMB 470.10+8.48f 816.60+3181fgh 128670 46 720.15+3500def  2719.50+7424bc 343965 13
MLSI 543.60+1909def  1050.60+19.09abc 159420 37 687.90+1697f  3060.75+6894abc 374865 11
MLSA 729.60+19.09a 1136.10£1272a 186570 31 918.15+1590a  334575+21743a 426390 10
MLSO 749.10+16.97a 1091.10+3394ab 184020 32 908.40+6.36ab  305325+689dabc  3961.65 11
MLAS 642.60 + 14.84bc 909.60+ 14.84def 155220 38 809.40+4.24bcd 270450 +3181c 351390 12
MPP 693.60+ 19.09ab 768.60+10.60gh 146220 40 93540+1272a  2655.75+58.33¢ 359115 12
MRE 522.60+1909%f  1022.10£424bc 154470 38 770.40 + 14.84def  3087.00+137.88abc  3857.40 11
MTE 627.60+31.81.95c  861.60+318lefz 148920 39 940.65+60.45a  3177.00+137.88ab  4117.65 10
PCA 608.10+8.48cd 836.10+42.42fgh 144420 41 80040 +8.48cde  296325+5.30abc 376365 11
PLSI 626.10+33.94bc 501.60+19.09 112770 52 688.65+24.30f  213825+100.76d 282690 15
PTE 497.10+8.48f 773.10£2545gh 127020 46 704.40+2333ef 297825+ 143.18abc 368265 12
RRC 623.10+25.45bc 749.10+2121h 137220 43 877.65+7.42abc 270825+ 143.18c 358590 12
AM 581.10+8.48cde 956.10+1697cde  1537.20 38 769.65+45.60def  326325+37.12a 403290 11
TRB 620.10+4.24bc 987.60+10.60cd 160770 37 719.40+1697def 303450+ 106.06abc 375390 11

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + standard deviation (n=3)
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2138.25 to 3345.75 in bound extracts and from 2826.90 to
4263.90 pmolTE/100 g in total extracts and IC50 values
from 10 to 15 mg/mL (Table 10). In purple maize, the val-
ues varied from 687.90 to 935.40 in free extracts, 2655.75
to 3345.75 in bound extracts and 3439.65 to 4263.90
umolTE/100 g in total extracts. In pinto maize, values
ranged from 688.65 to 800.40 in free extracts, from 2138.25
to 2978.25 in bound extracts and 2826.90 to 3763.65
pmolTE/100 g in total extracts.

Red maize had ABTS readings of 877.65 in free extract,
2708.25 in bound extract and 3585.90 umoITE/100 g in
total extract. Yellow maize ABTS results were 769.65
in free extract, 3263.25 in bound extract and 4032.90
umolTE/100 g in total extract. White maize had ABTS
readings of 719.40 in free extract, 3034.50 in bound extract
and 3753.90 pmolTE/100 g in total extract. The results
reported by Gonzilez-Muiioz et al. [43] with 76.9 to
343.8 pmoITE/100 g in free extract and 1095.7 to 1696.4
umolTE/100 g in bound extracts were lower than our results.

However, the results agreed with Serna-Saldivar et al. [8],
Taylor et al. [40], Acosta-Estrada et al. [41] where bound
total phenolics had greater antioxidant activity than free
total phenolics. Lopez-Martinez et al. [51] mentioned that
this greater antioxidant capacity in bound extracts is due to
ferulic acid.

3.7.3 FRAP

FRAP readings in maize genotypes varied from 283.06 to
512.47 in free extracts, from 447.88 to 952.59 in bound
extracts and from 730.94 to 1340.65 pmolTE/100 g in

total antioxidant capacity (Table 11). In purple maize,
the values varied from 317.91 to 512.47 in free extracts,
553.76 to 856.41 in bound extracts and 898.59 to 1340.65
pumolTE/100 g in total extracts. Pinto maize had values rang-
ing from 283.06 to 350.56 in free extracts, 447.88 to 665.82
in bound extracts and 730.94 to 989.03 pmoITE/100 g
in total extracts. For red maize, FRAP readings were
351.00 in free extract, 648.18 in bound extract and 999.18
umolITE/100 g in total extract. Yellow maize had FRAP
readings of 328.94 in free extract, 952.59 in bound extract
and 1281.53 pmolTE/100 g in total extract. White maize
FRAP readings were 349.68 in free extract, 777.00 in bound
extract and 1126.68 pmolTE/100 g in total extract. Analysis
of variance performed independently for the free and bound
extracts showed significant differences (p <0.05) among
maize genotypes.

The results from free extracts were similar than values
reported by Oboh et al. [39] who obtained 533 pmol/100 g
(ascorbic acid equivalents) in a white maize and also were
in the range of those reported by Capocchi et al. [52] who
reported 246 and 328 umolTE/100 g in yellow and red
maize genotypes, respectively. Regarding to bound pheno-
lics, our data were lower than those obtained by Rodriguez
et al. [53] who reported content of 1096, 1292, 957, 893 and
957 pmolTE/100 g in black, purple, pink, yellow and white
maize genotypes, respectively. However, the results agreed
with data by Zili¢ et al. [42] and Gonzélez-Muiioz et al.
[43] with the fact that they also reported greater antioxidant
activity in bound extracts than in free extracts from maize.

Table 11 FRAP and ORAC antioxidant capacity of pigmented native maize (Zea mays L.) genotypes from the northeast of Mexico

Genotype FRAP (umolITE/100 g) ORAC (umolTE/100 g)
Free Bound Total Free Bound Total

MPN 358.50 +9.36¢cde 564.35+22 46e 922.85 3290.20+22.30bc 1097.0 +28.3bcdef 4387.20
MMB 317.91 £9.36fg 639.35+33.69de 957.26 3267.00 + 142.00bc 1032.30 +£23.9def 4299.30
MLSI 345.71 £9.98def 71876 +21.21cd 1064.47 3161.40 +51.90bcd 1155.50 +52.0bcdef 4316.90
MLSA 496.59+ 12.48a 708.18 +8.73cd 1204.76 4400.70 £75.10a 1191.90 +£65.0abcde 5592.60
MLSO 51247 +11.23a 828.18 +26.20b 1340.65 3141.60 + 83.00bcde 1021.72 4+ 12.07ef 4163.30
MLAS 344 .82 +9.98def 553.76+39.93¢ 898.59 3336.20+74.10b 1389.20+26.7a 472540
MPP 433.06+7.4% 55641 +1373 989.47 2053.10+£25.10defg 983.30£42.7f 3936.40
MRE 37571 +£6.24cd 856.41 +33.69ab 1232.12 3381.04+2.70b 1250.20+79.0abc 4631.20
MTE 39468+ 10.61c 797.29 + 24 96bc 1191.97 2874.0 +£20.50efg 1044.55 + 13.5def 3918.50
PCA 350.56 +8.11def 638.47+19.97de 989.03 2960.07 + 6.20defg 1293.70 + 124.0ab 4253.70
PLSI 283.06+6.24g 447 88+ 14.97f 730.94 2494.50 +44.60h 990.30+47.8f 3484.80
PTE 288.79+9.36g 665.82+36.19d 954.62 285401 £9.00fg 1227.10 £ 17 Oabed 4081.10
RRC 351.00 + 11.23def 648.18 +£3.74de 999.18 2871.40 +94.80efg 1080.60 + 30 0cdef 3952.00
AM 328.94 +2.50ef 952.59+29.95a 1281.53 3059.10 + 71.90cdef 1157.40 £ 16.3bcdef 4216.50
TRB 349.68 + 6.86def 777.00 +£18.72bc 1126.68 2752.80+110.70gh 1191.0+ 36.1abcde 3943.80

Different letters in columns indicate statistical difference (p < 0.05). Values are reported as mean + standard deviation (n=3)
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3.7.4 ORAC

Independent analysis of variance for the antioxidant capac-
ity determined by the ORAC method for free and bound
extracts of maize genotypes showed significant differ-
ences (p <0.05) with values of 2494.50 to 4400.70 in free
extracts, 983.30 to 1389.20 in bound extracts and 3484.80
to 5592.60 pmolTE/100 g in total extracts (Table 11). In
purple maize, values varied from 29.53.10 to 4400.70 in free
extracts, 983.30 to 1389.20 in bound extracts and 3918.50
to 5592.60 pmolTE/100 g in total extracts. In pinto maize,
values varied from 2494.50 to 2960.07 in free extracts,
990.30 to 1293.70 in bound extracts and 3484.80 4253.70
pmolTE/100 g in total extracts. For red maize, values
were 2871.40 in free extract, 1080.60 in bound extract and
3952.00 pmolITE/100 g in total extract. In yellow maize,
readings were 3059.10 in free extract, 1157.40 in bound
extract and 4216.5 pmolTE/100 g in total extract. White
maize ORAC readings were 2752.80 in free extract, 1191.00
in bound extract and 3943.80 pmolTE/100 g in total extract.
These results are higher than those reported by Urias-Lugo
et al. [11] with 2032 pumoITE/100 g and Urias-Orona et al.
[19] with 1456 pmolTE/100 g.

In addition, a variation value in antioxidant capacity in
genotypes was observed. For instance, the MLSO was the
genotype with the highest anthocyanin content, but also
showed the lowest DPPH, ABTS and ORAC compared
with the MLSA genotype. This effect is described by Zili¢
et al. [42] and Urias-Lugo et al. [54], who mentioned that the
antioxidant capacity of anthocyanins is related to the struc-
ture and acylation pattern, because the number of hydroxyl
groups and their position in the molecule modulates their
antioxidant capacity.

4 Correlations

The anthocyanins content had a negative significant cor-
relation versus L*, C* and h values in the grain and flour,
with correlation coefficients of —0.48, —0.54 and 0.47 in
grain and —0.75, —0.59 and —0.78 in flour, respectively
(Table 12). These results indicate that color correlates with
anthocyanin content: as L*, C* and h values decrease, antho-
cyanin content increases. On the other hand, significant posi-
tive correlations coefficients between anthocyanins versus
free phenols, free flavonoids, condensed tannins, free DPPH,
free ABTS, free FRAP and free ORAC with values of 0.61,
0.83, 0.92, 0.60, 0.80, 0.87 and 0.49, respectively. Further-
more, in color values of grain, negative significant correlation
in L* versus condensed tannins and ORAC, also negative
significant correlation in C* versus flavonoids and a positive
significant correlation in h versus DPPH, ABTS and FRAP.

4) Springer

5 Conclusions

The L* and C* values of the color parameter were higher
in light-colored maize genotypes, and a significant correla-
tion was found between the values L*, C* and h, phenolic,
antioxidant capacity and anthocyanin content. In proximal
and mineral analyses, the results varied among maize gen-
otypes that exhibit the genetic diversity of the materials
collected in the northeast of Mexico. Total phenols values
were higher in bound extracts. The total flavonoids con-
tent varied among genotypes. Condensed tannins were only
detected in free extracts. However, higher concentrations
of flavonoids, anthocyanins and condensed tannins were
detected in pigmented maize, and a correlation was found
among these three variables. Phenolic acids (coumaric and
ferulic) were quantified by HPLC-DAD. These acids were
the main compounds found in the bound extracts of pig-
mented maize. However, these acids only represent 27.55
to 43.47% of the total phenolic compounds detected by
the Folin—Ciocalteu method. All maize genotypes showed
antioxidant activity in free and bound extracts. Higher anti-
oxidant activity was detected in bound extracts by DPPH,
ABTS and FRAP methods, while in the antioxidant activity
measured by ORAC, the highest antioxidant activities were
found in free extracts. We also verified the existence of a
vast genetic diversity in Mexico that could be employed as
a source for improved genotypes with greater nutraceuti-
cal value.
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Abstract

Themmal processing treatment of a roasted purple maize beverage was shown to be effective for reducing the microbiological
growth since. after thermal treatment, microbial development was not detected. Physicochemical parameters. soluble solids,
pH. and titratable acidity were not affected by the treatment, while L*, a*, 5°, C", and h chromatic parameters showed
statistical differences. However. the visual aspects were not affected by the different thermal processing treatments. In terms
of mineral content, the main effects were observed on Na, Mn, Cu and Zn concentrations. The thermal processing treatments
resulted in higher contents of total phenols. total flavonoids. and total anthocyanins. while condensed tannins were not
detected following any of the treatments. HPLC analysis detected ferulic acid in all treatments. On the other hand.
chlorogenic acid was detected only in the control. while caffeic acid was detected in all thermal treatments. which means that
caffeic acid is released from chlorogenic acid by thermal processing. The DPPH and FRAP antioxidant capacity levels were
higher following thermal processing treatment. while the ABTS assay showed a confrasting behaviour.

Rezumat

Procesarea termicd a bauturilor pe bazi de porumb este cunoscut a fi eficienta din punct de vedere microbiologic. Parametrii
fizico-chimici, pH-ul si aciditatea nu au fost afectate de procesul tehnologic, in imp ce parametrii cromaticiai L. a", 5", C'si
h au prezentat diferente statistice. Cu toate acestea. aspectele vizuale mu au fost afectate de diferite tratamente termice de
procesare. in ceea ce priveste continutul mineral. efectele principale au fost observate pentru Na. Mn. Cu si Zn. Tratamentul
termic a condus la cresterea fenolului. a flavonoidelor si a antocianilor totali, in timp ce taninurile condensate nu au fost
detectate. Analiza HPLC a identificat acidul ferulic. Pe de alta parte, acidul clorogenic a fost detectat numai in probele
martor, in timp ce acidul cafeic a fost identificat in toate probele analizate, ceea ce releva ca acidul clorhidric este eliberat din
acid clorogenic prin procesare termica. Nivelurile antioxidante DPPH si FRAP au fost mai man dupd tratamentul termic, in
timp ce analiza ABTS a prezentat un comportament contrastant.

Keywords: thermal processing. maize beverage, nutraceutical properties. physicochemical parameters, mineral content

Introduction minerals and antioxidants. Cereals are now employed
in the preparation of foods that are similar in
appearance to conventional foods. These foods are
used in the normal diet but have an added advantage
of aiding physiological functions along with providing
nutrition [10].

Maize (Zea mays L) 1s one of the most commonly
consumed cereals in the world, and Mexico is the
centre of origin, domestication, and diversification of
this crop. Because of this. it 1s important for the diet,
society, culture, and economy of this country [15].

Beverages are by far the most active functional food
category because of their convenience and ability to
meet consumer demands m terms of container contents,
size, shape, and appearance, as well as their ease of
distribution and storage. including refrigerated and
shelf-stable products. In addition, they are excellent
delivery matrices for nutnients and bioactive compounds
[8]. Cereals and their ingredients have been accepted
as functional foods as they provide several health-
promoting components such as dietary fibre, proteins,
587
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Some Mexican maize types are native genotypes that
produce yellow, black. purple. blue, red. and orange
grains. Due to their contents of phenolic compounds
and their antioxidant capacity levels, they have been
suggested to have nutraceutical properties [11].
Also. the outer tissues of cereals are rich in phenolic
acids [38]. and in particular, the bran of maize has
been shown to be one of the most abundant sources
of ferulic acid [40]. In addition, pigmented maize
genotypes are rich i flavonoid compounds, especially
anthocyanins [34] which give them their particular
pigmentation and have beneficial effects on human
health [4]. In Mexico, there are diverse native pigmented
maize genotypes. and generally, they are grown for
self-supply of the rural communities where they are
produced; thus, their nutnitional and nutraceutical
properties are unknown. The aim of this work was to
evaluate the thermal processing effect on the micro-
biological. physicochemical. mineral and nutraceutical
properties of a roasted purple maize beverage.

Materials and Methods

Beverage formulation

Maize grains of “Morado La Soledad” purple geno-
type were roasted at 145°C for 30 min. After that,
the roasted grains were milled and sieved to obtam a
flour with particle size < 0.5 mm (using standard mesh
size 35). In the first step of the beverage formulation.
two phases were prepared separately. In phase one,
maize flour was mixed with sugar, cinnamon, stevia,
xanthan gum and carboxymethyl cellulose. In phase
two, water and vanilla extract were mixed. The
beverage was obtamed by mixing vigorously the two
phases for 5 min and finally submutted to thermal
treatments. The composition of the maize beverage
1s shown mn Table L

Table I
Maize beverage formulation
- Ingediem %
Water 94 83
Maize flour 237
Sugar 190
Vanilla extract 047
Cinnamon 0.14
Stevia 0.14
Xanthan gum 0.09
Carboxymethyl cellulose 0.05
Thermal treatments

The treatments included a control (no thermal treatment)
and three thermal processes: 63°C for 30 min, 73°C
for 15 min and 85°C for 5 min. Control and thermal
treatments were placed in 200 mL threaded glass
bottles and sealed with aluminium bottle caps and left
to cool down at room temperature. Twelve hours after
their preparation the microbiological. physicochemical
parameters, nuneral composition and nutraceutical
properties of the beverages were measured.

Microbiological analysis

Microbiological analysis was camed out according to
Sudrez-Jacobo ef al. [35] with minor modifications.
Decimal dilution 1n peptone water solution was used
for microbial counting. Aerobic mesophilic were
incubated on plate count agar (PCA. Oxoid Ltd.,
Basingstoke, UK) incubated at 36°C for 48 h. Lacto-
bacilli were incubated on non-acidified Man-Rogosa-
Sharpe agar (MRS, Oxoid) at 37°C for 48 h with
5% CO, injection. Enterobacteriaceae were mcubated
on violet red bile glucose agar (VRBG, Oxoid) at
37°C for 24 h. Moulds and yeasts were incubated
on potato dextrose agar (PDA, Oxoid) with 10%
tartaric acid (Oxoid) at 25°C for 5 days. For counting
of total spores, maize beverage was heated at 95°C for
5 min, cooled in ice and pours plated on plate count
agar (PCA, Oxoid) and incubated for 48 h at 37°C.
Physicochemical parameters

The soluble solids were measured placing two drops
of sample in the prism of an Atago Master-M 2313
refractometer (Tokyo, Japan). For the measurement
of pH and titratable acidity, 10 mL of sample was
diluted with 40 mL of distilled water. The pH was
read m a Comung, 440 pH meter (Wobum, USA) and
after that, samples were titrated with 0.1 M NaOH to
a pH of 8.2 (malic acid as predominant) according
to the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) [3]. For colour determination, a 1.5 mL
spectrophotometric cuvette was filled with sample,
and colour was determined using a CR-20 Konica
Minolta Color Reader (Tokyo. Japan). Chromatic
parameters were obtained using CIELAB (L', a*, 5%
and CIELCH (L", C". k) colour systems according to
Commussion Intemationale De L’eclewrage (CIE) [7].
L" defines lightness (0 = black, 100 = white), a’
indicates red (positive a') or green value (negative a')
and 4" indicates yellow (positive ") or blue value
(negative b%). C" (chroma: saturation level of /) and
h (hue angle: 0° = red, 90° = yellow. 180° = green,
270° = blue). Colour view was obtained by online
software ColorHexa colour converter using L*, a’.
and 5" values [6].

Mineral content

Mineral analysis was performed based on AOAC [3]
methods using an Agilent Atomic Absorption 240FS
spectrometer (Santa Clara, United States). Brefly.
5 mL of 3 M HCI was added to 50 mL of sample
and digested-evaporated at boiling temperature until
20 mL of sample was obtamed. Afterwards. samples
were filtered and used for mineral analysis. Potassium
and sodmm were detected by emission at wavelengths
of 589.6 and 769.9 nm. respectively, while calcium,
magnesium, ron, zinc, copper, and manganese were
determined by absorption at wavelengths of 422.7,
285.2,248.3, 213.9, 324 7, and 279.5 nm, respectively.
The results were expressed as milligrams per liter of
sample (mg/L) based on calibration curves prepared
with standards of each muneral (0 to 100 mg/L for
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sodium and potassium; 0 to 10 mg/L for calcum,
magnesium. iron and manganese; and 0 to 5 mg/L
for zinc and copper).

Total phenols, total flavonoids, condensed tanmins,
and total anthocyanins

Total phenols, total flavonoids and condensed tannins
were carried out according to Lopez-Contreras et al.
[19]. while total anthocyanins content was measured
according to Abdel-Aal and Hucl [1], all the assays
were performed at room temperature. The content
of total phenols was determined based on the f
Folin-Ciocalteu reaction. Briefly, 0.2 mL of sample
was placed in 2.6 mL of distilled water, oxidized with
0.2 mL of Foln-Ciocalteu reagent and after 5 min
neutralized with 2 mL of 7% Na,;CO; solution. The
reaction was left for 90 min in darkness and finally the
absorbance of the sample was measured at 750 nm.
Gallic acid was used as the standard (0 to 200 mg/L)
and the results were expressed as milligrams of gallic
acid equivalent per litre of sample (mg GAE/L).
The content of total flavonoids was evaluated based on
the reaction of aluminium chloride. Briefly, 0.2 mL
of sample extract was placed mn 3.5 mL of distilled
water, followed by 0.15 mL of 5% NaNO,. After 5
min_ 0.15 mL of 10% AICl; was added and 5 min
later 1.0 mL of 1 M NaOH was added. Samples
were left for 15 min in darkness and finally their
absorbance was measured at 510 nm. Catechin was
used as standard (0 to 200 mg/L) and the results were
expressed as milligrams of catechin equivalents per
litre of sample (mg CatE/L).

The content of condensed tannins was determined
based on the reaction of vamllin-H,SOs. Briefly,
0.25 mL of sample extract was mixed with 0.65 mL
of 1% vamllin solution and 0.65 mL of 25% H,SO,
(both dissolved in methanol). The samples were
incubated 15 min at 30°C in darkness and finally
the absorbance was measured at 500 nm. Catechin
was used as standard (0 to 200 mg/L) and the results
were expressed as milligrams of catechin equivalents
per litre of sample (mg CatE/L).

For total anthocyanins content, 200 pL of sample were
mixed with 10 mL of ethanol-HCI (85:15 v/v. pH 1.
4°C) and shaken at 200 rpm for 30 min. Afterwards,
the sample was centrifuged at 1000 rpm for 15 min
and finally the absorbance of 3.5 mL of sample was
measured at 535 nm. The content of anthocyanins
was reported as milligrams of cyanidin-3-glucoside
(C3G) equivalents per litre of sample (mg C3GE/L)
using the following formula:

C =(Ale) * (V/1000) * MW * (1/weight of sample) * 10°,
where: C = concentration in mg C3GEL' A =
absorbance of sample, £ = molar absorptivity (mg
C3GE = 26965/cm x mol), V = volume of sample,
MW = molecular weight of C3G (449.2 g/mol).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Analysis of Phenolics
The content of individual phenolics by HPLC were
analysed according to Santos et al. [32]. The phenolic
compounds were identified in an Agilent 1260 Infimty
chromatograph equipped with autosampler (G1329B),
quatemnary pump (G1311C). thermostated column
compartment (G1316A) and diode array detector
(G4212B) (Agilent, Santa Clara, United States). The
separation was carmied out in an Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 (5 pm, 100 mm x 3 mm) and the mobile
phase consisted of a gradient mixture of water (1%
HCI, solvent A) and methanol (1% HCL, solvent B).
The gradient used was: 0 min, 95% A; 4 mn, 95% A;
20 mun, 73% A; 50 mun, 5% A: 57 min, 99%A; 58
min, 99% A; 60 min. 95% A. The flow rate was 0.7
mL/min, the injection volume of sample used was
10 pL and all the samples were run at 25°C. The
detection of the phenolic compounds was recorded
at 280 nm and the spectrum of each compound was
recorded by a diode array from 200 to 400 nm. Levels
of phenolic compounds were calculated based on a
calibration curve obtained with standards of caffeic
acid, catechin. chlorogenic acid, coumaric acid,
ferulic acid, gallic acid, quercetin and sinapic acid
in concentrations from 0 to 160 mg/I.. The results
were expressed as milligrams per litre of sample
(mg/L) of each phenolic compound.
DPPH, ABTS, and FRAP antioxidant capacity
DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). ABTS (3-
ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) and FRAP
(Fernc Reducing Antioxidant Power) antioxidant
capacity assays were carmied out according to Lopez-
Contreras ef al. [19]. The DPPH antioxidant capacity
was evaluated using a working solution of 60 pM (in
80% methanol) with the absorbance adjusted to 0.7 at
517 nm. The assay was carried out by mixing 0.2 mL
of sample with 3.3 mL of the DPPH working solution
at room temperature, the reaction was left for 30 min
in darkness and the absorbance was determined.
The ABTS (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)
antioxidant capacity was carried out using a working
solution obtained by mixing one mL 7.4 mM of ABTS
and one mL of 2.6 mM of K,5,0; and allowing
them to react for 12 h in darkness. After that. the
absorbance of the working solution was adjusted to
0.7 at 734 nm by diluting with methanol. The ABTS
assay was performed by mixing 0.2 mL of sample
with 33 mL of ABTS working solution at room
temperature, reaction was left for 30 mun m darkness
and the absorbance of the sample was measured. The
FRAP (Fernc Reducing Antioxidant Power) anti-
oxidant capacity was determined using a working
solution prepared by mixing 300 mM C,H;NaO, *
3 H.O (pH 3.6). 10 mM TPTZ (2.4.6-tnpyridyl-s-
tniazine. 1n 40 mM HCI) and 20 mM FeCl; * 6 H;O mn
10:1:1 (V:V:V:) proportion. The FRAP assay was
prepared by mixing 0.2 mL of sample with 3.3 mL
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of FRAP working solution, the samples were left
for 30 min 1n darkness at 37°C and their absorbance
were registered at 593 nm. Trolox (6-hydroxy-2.5.7.8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was used as
standard (0 to 200 pmol/L) for DPPH, ABTS and
FRAP assays and the results were expressed as micro-
moles of Trolox equivalent per litre of sample (umol
TE/L).

Results and Discussion

Microbiological analysis

The microbiological analysis of the control maize
beverage (Table IT) showed values of 7.31, 1.58, and
7.07 log CFU/mL for aerobic mesophiles, lactobacilli
and enterobacteria, respectively. All of the thermal
samples treatments used showed a total inactivation of
the microorganisms detected in the control treatment
obtaining a lethality equal to and/or greater than that
of aerobic mesophiles, lactobacilli, and enterobactena.

Table IT
Microbiological analysis of maize beverage samples
Treatment = - M:crobul = CFU fol)
Aerobic mesophiles  Lactobacilli  Enterobacteria  Moulds and yeasts Spores

Control 731=0.04° 1.58 +£0.02° 7.07 =0.04 ND ND
63°C. 30 min ND ND ND ND ND
73°C, 15 min ND ND ND ND ND
85°C, 5 min ND ND ND ND ND

The different letters i the columns indicate statistical difference (2 < 0.05, n = 3). ND = not detected

Moulds, yeasts, and spores were not detected in any
treatment. These results show that all heat treatment
conditions had a lethal effect on the microorganisms
in the beverage, and Suarez-Jacobo et al. [35] and
Rico et al. [30] mentioned that the thermal treatment
1s effective for the beverage conservation due to the
nactivation of pathogenic microorganisms and micro-
organisms responsible for the detenioration of food.
Physicochemical parameters

The soluble solid value (Table III) in the maize
beverages was statistically similar after the thermal

treatments; the only observed difference was for the
treatments at 85°C and 63°C. which showed values
of 2.03 and 2.23, respectively. The pH values varied
from 6.21 to 6.31, and the titratable acidity value i all
samples was 0.033% (Table IIT). Measured vanables
showed no difference (p = 0.05) related to the thermal
process applied. Our results show that the thermal
processes do not significantly modify soluble solids,
the pH., or the titratable acidity. as observed previously
by Yusof and Chiong [39]. Suarez-Jacobo et al.. [35]
and Zulueta er al. [41].

Table III
Analysis of soluble solids. pH. and titratable acidig in maize beverage samples
Ticatistos Physiochemical er
Soluble solids (%) pH Titratable acidity (%)

Control 2.17 =0.058% 6.29 = 0.081* 0.033 = 0.001°
63°C. 30 min 2.23+0.058* 6.22=0.032* 0.033 = 0.001°
73°C. 15 min 2.13 =0.058® 6.24 = 0.006* 0.033 = 0.001*
85°C. 5 min 2.03 =0.058° 6.21 =0.036 0.033 = 0.001°

The different letters in the columns indicate statistical differences (P=005.n=3).

The chromatic vaniables in maize beverages showed
statistical differences (p < 0.05) among treatments
for L', a". ", C", and h. The chromatic property
values were as follows: L": from 33.92 t0 31.10. a™:
from 2.84 to 2.44 t0 2.84, b™: from 9.00 to 7.24, C™:
from 942 to 7.80, and h: from 7244 to 70.10
(Table IV). For all chromatic properties, the control
showed the highest values. while the 73°C. 15 min

treatment showed the lowest values for L*, a”. 5,"
and C” and the 85 °C. 15 min treatment showed the
lowest value for 4. It was observed that the values of
chromatic properties decreased with the increasing
temperature, which agrees with the results obtained
by Cortés er al. [9] and Zulueta et al. [41], who
reported changes in chromatic values in beverages
after thermal processes.

Table IV
Chromatic properties in maize beverage samples
Chromatic property
Treatment A a b C h View
Control 3302+0.13° 2842005 000007 042:004 7244x021° [ ]
63°C.30min  3226=0.15* 244x011° 742+008 784=011° 71.80=070° I
73°C.15min 3110068 2.58=016% 7242025 7.68+028° 7040=0.60° e
85 °C. 5 min 3120=019° 266=009"° 732=008" 780=010° 7010=041° B

The different letters in the columns indicate statistical ch'E‘aences P=005n=3).

590
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However, we determined that browning was not caused
by enzymatic reactions. since the thermal process
temperatures inactivate oxidizing enzymes such as
polyphenol oxidase, as described by Rico e al. [30].
Jang and Moon [14] and Rawson et al. [28]. We
attribute the browning to non-enzymatic reactions
such as the Millard reaction and caramelization of the
sugars in the sample. as reported by Ajandouz et al. [2],
Tacora et al. [36]. and Pérez-Hemandez ef al. [27].
Mineral content

The contents of the major minerals in the maize
beverages following different thermal treatments did
not show a statistical difference (p > 0.05): Ca (209.65
to 189.55 mg/L). Mg (41.03 to 34.84 mg/L). K
(129.60 to 97.39 mg/L). P (169.60 to 145.74 mg/L).

and S (91.73 to 83.76 mg/L). For Na, there was a
statistical difference (p < 0.05) and values ranged from
254.27 to 200.43 mg/L (Table V). For the minor
minerals, the observed values were as follows: Mn:
from 0.36 to 0.15 mg/L. Cu: from 0.34 to 0.18 mg/L
and Zn: from 0.72 to 0.25 mg/L. In addition, Fe values
ranged from 3.87 to 2.11 mg/L. and the thermal
treatment results were not statistically different (p =
0.05) (Table VI). The contents of major and minor
muinerals indicate that the formulated maize beverage
1s an excellent source of minerals, which are essential
for daily intake as an important part of human
nutrition. These inorganic elements are required for
the regulation of metabolic. structural and biochemical
functions in organisms [20. 22. 26].

Table V
Major mineral contents in maize beverage samples
Major elements (mg/L)

Fealmen Ca Mg K = P S
Control 20065229 3484=014" 12060+16.70° 25427=1041* 169.60+8.51* 8653=130*
63°C.30min 189.55+10.68 3871=558" 100.52=148 22657+102° 14574453 01.73=057
73°C.15min = 206.15=151* 41.03=027" 07.89=3402 21924=524* 14030715 8741=021°
85°C. 5 min 20496=642" 3758=126" 97.39=349 20043 +132° 16097=16.77" 83.76=5.08"

The dufferent letters m the columns mdicate statistical dxﬂ-‘emuces (P=005.n=3).
Table VI
Minor mineral contents in maize beverage samples
Minor elements (mg/L)
E——— Mn Cu Zn Fe
Control 0.28 =0.021 0.34=0. 0.72+0.095" 387=022
63 °C, 30 min 0.15=0.013° 026=0.006® 0.57+0.048" 296=048
73 °C, 15 min 0.19=0068° 018=0060° 025=0029° 3.64=0.72
85°C.5min 0.36+0.001° 0.19=0.040 0.56=0.016" 2.11=0.34

The different letters in the columns indicate statistical deerences (@P=005n=3)

Total phenols, total flavonoids, condensed tannins,
and total anthocyanins

The total phenol content vanied from 125.10 to 103.20
mg GAE/L with statistical differences among thermal
treatments. The lowest value was obtained in the
control treatment and the highest was obtained in the
thermal treatment at 63°C for 30 mun. The thermal
treatments at 73°C for 15 min and 85°C for 5 min
showed values of 124.35 and 120.95 mg GAE/L.

respectively (Table VII). The increase in total phenols
was explamed by Knings and Berger et al. [17] and
Oboh et al. [23], who mentioned that the Maillard
reaction causes the formation of high molecular weight
compounds, such as melanoidins, thereby increasing
the detection of total phenols [27, 36], but the thermal
treatments can also release bound phenolics which
can increase the antioxidant capacity [31].

Table VII
Content of phenolic compounds in maize bcw‘cta&c_ samples
Treatment . Icon o gl —
Total phenols  Total flavonoids Condensed tannins Total ant

Control 10320 =2.14° 53.14=4.11b ND 1.09 = 0.09*
63 °C. 30 min 12510+ 1.95* 62.31 =4.50® ND 1.16=0.11%
73°C. 15 min 12435+ 2.08° 62.03 =2.55® ND 125017
85°C, Smin 120.95 = 4 36° 7036 =337 ND 132=0.11*

The different letters in the columns indicate statistical differences (p < 0.05). Values are shown as mean = standard deviation. mg GAE/L,

“mg CatE/L, "“mg C3GE/L, ND = not detected.

As for the total flavonoid concentration, values vaned
from 70.36 to 53.14 mg CatE/L. The lowest value was
found in the beverage without thermal treatment and
the highest value was found following the 85°C. 5 min
treatment. It should be noted that thermal processes had

a positive effect on total flavonoid identification in
the beverage because the content increased as the
temperature of thermal treatment increased (Table VII).
This increment in total flavonoids could be explained
by results of Caristi et al. [5] and Gattuso et al. [12]

166



FARMACTA 2019, Vol. 67. 4

who mentioned that flavonoids can be found i a
glycosylated form, which prevents their detection by
common spectrophotometric methods. Condensed
tannins were not identified 1n any of the treatments.
The total anthocyanin content ranged from 1.32
(85°C. 5 min) to 1.09 (control) mg C3GE/L. but no
statistical differences were found among the treatments
(Table VII). The total anthocyanins results could be
attnbuted to the low maize flour concentration in the
prepared beverage; however. despite the dilution, they
were quantified at low concentrations. These results
differ from those reported by Harboume er al. [13] and
Mishra ef al. [21] who mentioned that anthocyanins
present mn beverages formulated from anthocyamn-nich
products degrade faster with a greater heat treatment
temperature.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Analysis of Phenolics

Regarding the phenolics analysis by HPLC. chlorogenic
acid was only detected in the control treatment with a
value of 37.14 mg/L. On the other hand. caffeic acid
was not detected i the control treatment, but 1t was
detected m all thermal treatments with values ranging
from 33.26 (85°C, 5 min) to 27.93 (63°C, 30 min)
mg/L, and statistical differences (p < 0.05) were found

among treatments (Table VIII) (Figure 1). The changes
in the caffeic acid content correlated with the
temperature; as the temperature increased, the caffeic
content also increased. From the results obtained, a
relationship between the loss of chlorogenic acid in
the samples and thermal treatment can be deduced,
because chlorogenic acid is the result of an esterification
of caffeic acid with quinic acid [24. 18]. and the
ester linkage can be broken by thermal treatment, as
described by Variyar et al. [37].

This behaviour may explamn why chlorogenic acid
was only detected in the control sample and caffeic
acid was detected in all the thermal treated samples.
In addition, there was a higher concentration of caffeic
acid as the temperature of the treatment increased.
Ferulic acid was detected in all treatments, with
statistical differences (p < 0.05) among treatments
(Table VII) (Figure 1). Values were from 40.57 (85°C,
5 min) to 34.70 (73°C, 15 min) mg/L. These results
indicate that as the temperature of the sterilization
process mcreased, 1t also mcreased the release of ferulic
acid from the structure of the cell wall or other
glycosylated compounds, as was previously described
by Saulmer ef al. [33] and Kmm ef al. [16].

Table VIII

Phenolic compounds determined by HPLC analysis in maize beverage samples
Treatment - - sy - ,(mgfL) T Total

Chloro cacid Caffeic acid Ferulic acid

Control 3714377 ND 3646=055  73.60
63°C. 30 min ND 2703108 3572205 63.65
73°C, 15 min ND 2038=079"° 3470=105"  64.08
8$5°C. 5 min ND 3326044 40.57 =0.68° 73.83

The dufferent letters m the columns mdicate statistical rIJEermces (p=005n=3) N?) = not detected.

DPPH. ABTS. and FRAP antioxidant capacity

The antioxidant capacity, as determined by DPPH
(Table IX). in beverages ranged from 384.78 to
312.00 pmol TE/L. with the 85°C. 5 min treatment
and the control having the highest and the lowest
values, respectively, with statistical differences (p <
0.05) among treatments. These outcomes may be
explamed by the results found by Tacora et al. [36]
and Pérez-Hemindez et al. [27] who mentioned that
products generated i the Maillard reaction result
from thermal treatment.

The antioxidant capacity results measured by ABTS
assay also showed statistical differences (p < 0.05)
among treatments, with values that ranged from 52791

to 449.30 umol TE/L. The lowest value was observed
in the 85°C, 5 min treatment, and the highest value
was observed in the control treatment. The ABTS
results for the maize beverage showed that increasing
the temperature of the thermal treatment decreased the
antioxidant capacity (Table IX). This change is the
result of several factors that affect phenolic compounds;
several authors have mentioned that phenolic compounds
are easily oxidized during food preparation processes.
as pH, light, metal ions, temperature, oxygen and sugar
might influence the content of other compounds,
including those with the ability to release electrons
[14. 25. 28. 29. 30].

Table IX
Antioxidant capacity of maize beverage samples
Antioxidant capacity (umol TE/L)
R DPPH ABTS FRAP

Control 31200+ 11.67° 51030+584 1093.33£8520°
63 °C. 30 min 36089+ 10.72° 455972068 147833 %5838
73 °C. 15 min 313.11=9.18° 478.09=14290" 1530.00=1323
85 °C, 5 min 38478 +631° 44930=1234° 1566.67 = 80.36

The different letters in the columns mdicate statistical dafferences (p=005n=3)
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Figure 1.
Chromatograms and spectra of phenolic compounds identified by HPLC in maize beverage samples

Results for the FRAP antioxidant capacity showed
statistical differences (p < 0.05) with values that vaned
from 1093 to 1566.67 pmol TE/L. Lower results were
obtained in the control beverage, and higher results
were obtained in the case of heat treatments (63, 73
and 85°C); an increase of femric 1on reduction occurred
as the temperature increased (Table IX). The increase
of the antioxidant capacity detected by the FRAP
method was explained by Krings and Berger [17].
Kim er al. [16]. and Oboh et al. [23]. who reported

that after a thermal process, the antioxidant capacity
increased and Fe/Fe™” ferric ion reduction improved.
This behaviour was attributed to the synergism of
phytochemicals and the melanoidins, produced by
Maillard reaction. However. in this evaluation of anti-
oxidant capacity, the results obtained differ from those
reported by Rhim [29] and Patras et al. [25] who
stated that sugar can cause the oxidation of phenolic
compounds.
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Conclusions

The results showed that the thermal treatment has
no effect on the organoleptic characteristics, the
concentration of soluble solids. the pH. or the
titratable acidity of a roasted purple maize beverage.
The thermal treatment was efficient of elimmating
microorganisms that can accelerate the deterioration
of the beverage. The beverage developed for this
research 1s an excellent source of essential minerals.
Additionally. it was found that 1ts content of phenolic
compounds and 1ts antioxidant capacity increased
following the heat treatment.
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Anexo 2

Actividades académicas
Ponencias

“Evaluacion de color y compuestos fendlicos en maices (Zea mays L.)
pigmentados autéctonos del sur de Nuevo Leén”, en el 6° Congreso
Internacional de Biologia, Quimica y Agronomia" Ciencia e innovacion para la
Salud", 27 — 29 septiembre en la Universidad Auténoma de Guadalajara, Jalisco.

“Caracterizacion de polifenoles, capacidad antioxidante y elaboracion de
bebida nutracéutica de maices pigmentados (Zea mays L.) autoctonos del sur de
Nuevo Leén”. 15 junio 2018 en el Centro de Investigacidn y Asistencia en Tecnologia
y Diseno del Estado de Jalisco, A.C. (CIATEJ), Apodaca, N.L., México.

“Caracterizaciéon nutricional, capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos de maices (Zea mays |.) autéctonos del sur de Nuevo Leén”. 19 - 22
junio 2018 en el 3er Congreso Internacional de Alimentos Funcionales y Nutracéuticos,
Mazatlan, Sinaloa, México.

“Caracterizacion del contenido nutricional, polifenoles, capacidad
antioxidante y elaboracion de bebida nutracéutica de maices pigmentados (Zea
mays L.) autéctonos del sur de Nuevo Leén”. 9 - 11 julio 2019 en las Mesas de
Trabajo “Cultivos y Subproductos Agroalimentarios como Base para la Obtencién de
Alimentos Funcionales” En la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn (FAUANL), Gral. Escobedo N.L., México



172

seuenaedouly coifopig SeiUsT 3p pEINSES B P SRR SEJ|WING SEDUSIT 50 PEYNGEL ] 30 J00580]
SOUB|RISED) 0OUIY) PUTES) CPUBLLSS NN SERS SEPWQ SEWD] DS
e - f
_¢ _\ e
& I.-\-

"L 10T 8p auquandas ap g7 ‘oomay ‘cosier ‘uedodez

‘alquiandas ap 67 |e LT 18P 0geD B OpEAS|‘, pRles e eled uoloeAouul @ eI1auald,,
elwouctby A esiuing ‘eibojolg ap |euoiseuwlaiu] osaibuog 9 12 us

NOTT OAINMN 30 WNS 130 SONOLI0LNY
SOOYLNIWDIL (7 SAYIN ¥3Z) SOV N3 SODIMONIH SOLSINGWOD A HOT0D 30 NOIDYNTYAI
opejni ofeqen Bp 13140 0JeUU0) us udiejussaud e Jod

o eulpsy-ouIN £ ‘g oJawoy
-zanbupoy ‘gr epatay ‘g 1eiuey-Anp ‘A eUoIQ-SELN 4 BloIRD-BleARZ d seuUljes-Zanbupoy
E

syuas=ud |2 efuoo

eifojoudsal A elouald ‘ouasiqg 2p oleueaaq

|20 S2AEN E

elelejepens ap ewiouolny pepisiaAiun e




173

OlIBUIWSS 9P BIOPBUIPIO0D
eiopebisaau| 9)SaI0N pepiun Joyalg
zanbze) safkay uswie) |ap JWayoN ‘eiq opJele ejoies) ouaq|y abior /1

| \%\%@

810 Iep ownr “T'N ‘edepody
"PILVIO |9p 2IS2I0N peEpIUN B| 8p Sauoioelejsul se| us opipedw|

U037 0AdNN 3P UNSs [9p SOUO0}I0}NE
("7 sAew eaz) sopeyuswbid saslew ap eanpnadeiinu epiqaq ap
uoloeioqels A ajuepixonue peproeded ‘sajousyijod ap uolroeziisjoeie),,

:eWaj} [@ Uod olleUIWAS |9 ua uoloedidiied ns Jod

SYNI'T¥S ZANDIYA0¥ N¥'T¥ 0'18¥d O’

'V OLN3INIDOONOD3d

1ADVNOD
31V

S,




174

= ojjouesaq A ojjouesaq A
BO[BUIS 3p BLUOUQINY PERISISAIUN UOIBIUSWIY U UQIDBBNSaAU| 9P 013D UQIOBUBLWINY U UQIDeBISaAU| ap 011UaD
BAOPIO) Z3jeZUOY { Uoey ig lejinby zajezuo9 "y oaeisns “iq
Z ST,

7S 7

8102 |2p owunlap zz |e 0z |9p ‘eOjeulS ‘uejlezey
'S0oNNIJeNNN A S2[euoidung Sojuauwl|y Ip [EuoIdeUIdU| 0S316U0) 19E
|2 U9 , UQaT OABNN Sp INS |ap SOUO)O0INE (] SAeW BaZ) SADIBW Bp SODI|OUD)
sojsandwod £ sjuepixonue pepioedes ‘|ejuswLINU UQIDEZIIB)IEIED, BLIS} (8 UOD [9URD US dJUSUO OwWwod ugioedidiped ns 104

© BUIP3\-OUIN ‘g 04awioy-zanblpoy ‘gr eipaisy ‘g [obuey-Anpy ‘A BuoIQ-SelIN ‘4 BIDJED-BlEARZ ‘Yd Seuljes-zanblipoy

v

VIONVLSNOD

ajuasaid e] ueb1010 ‘eojeurs Ip ewouony pepisIdAlun e} A
ojjouesaq A uoidejudwWIlY Ud UoIeHIISIAU] AP 01U [T

avid
ojjoisesaq A uoioejuaWIlY Ud

uoloebisaauj ap onuan B ..;U <2 O.U 4




175

10302410 m<m_._ uoioebysaau| @ opeibsod ap joyoalipgng
S3|EpPIA Oluoj) 1efi "a'ud

6L0Z [9p o1np L1 A 0} ‘6 UQaT OABNN ‘OPaqods3 |esaudn

seloy Z| 9p ugioeinp uod

S9jeuoldung
sojuauwi|y ap uoidualqo k| esed aseg owod souejuawijeolBy sojonpoidgng A soaln),, ofeqes) sp sesapy

se| ua

uQaT OABNN ap ING |9p SOU0)I0INY (] sAew eaz) sopejuawbid sadle ap eangoesnNN
epiqag ap uoioeioqe|3 A ajuepixonuy pepioedes ‘sajouajijod ‘|eEUOIDLIINN OPIUAUO) [P UQIdeZIIB)ORIRD

eiouauod e| uod ugioeddiied ns 1od

Seuljes zonblipoy uely ojqed DI -V
VIONV.LISNOD

ajuasald e| ebiojo
ugioebysanu| @ opelbsod ap uQIp2a1Ipgng €| ap S9N} B

VINONOJYOYV 3d dv.i1ndvd
NO31 OA3INN 3d VINONOLNV AVAISHIAINN




