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Resumen

Introduccién. En México, el 85 % de las siembras son maices blancos, el 10 % amarillo blancos y el 5 % de
otros colores. Se han realizado estudios bioquimicos de maices nativos pigmentados, pero existe poca informacién
en maices mejorados en color. Objetivo. Evaluar el contenido de fitoquimicos y capacidad antimicrobiana de dos
hibridos de maiz pigmentado cultivados en el Tecnolégico Nacional de México, Valle del Yaqui. Materiales y
métodos. En granos de hibridos de maiz de color rojo y morado se realizaron las extracciones de biocompuestos
a partir de una porcién del maiz cultivado en el sur de Sonora, México, durante el ciclo verano-invierno 2020. Se
utilizé una solucién de etanol, dcido acético y agua en una proporcién de treinta partes. La composicion proximal,
contenido de antocianinas, polifenoles y flavonoides se determinaron mediante métodos estandarizados. La capacidad
antioxidante se evalué mediante las metodologias ABTS (2,2’—azino-bis—(3—ethylbenzothiazoline—6—sulphonic
acid)) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo). Ademds, se determiné la capacidad antimicrobiana y la concentracién
minima inhibitoria. Resultados. El maiz morado presenté mayor contenido de antocianinas (340,98+5,21 mg/100
g) y polifenoles (173,68+24,23 mg de dcido gdlico/100 g), en comparacién con el maiz rojo. Los flavonoides son
mds abundantes en el maiz morado (575,10+27,88 mg de quercetina/100 g). Ambos hibridos de maiz exhibieron una
capacidad antioxidante superior al 50 % frente a los radicales ABTS y DPPH. Respecto a la actividad antimicrobiana,
se observo mayor inhibicion para Escherichia coli'y Salmonella (18 % y 47 %), y menor para Staphylococcus aureus
y Shigella (19 % y 34 %) en comparacion con la gentamicina. Conclusién. El maiz morado mostré mayor contenido
de antocianinas, polifenoles y flavonoides. Ambos hibridos tuvieron una capacidad antioxidante mayor al 50 %. La
actividad antimicrobiana fue mayor contra E. coli y Salmonella, que contra S. aureus 'y Shigella.

Palabras clave: polifenoles, flavonoides, antocianinas, maices de color.
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Abstract

Introduction. In Mexico, 85 % of the crops are white maize, 10 % white yellow and 5 % other colors.
Biochemical studies of pigmented native maize have been carried out, but there is little information on colour-
improved maize. Objective. To evaluate the phytochemical content and antimicrobial capacity of two pigmented
maize hybrids grown at the Tecnolégico Nacional de México-Valle del Yaqui. Materials and methods. Extraction
of biocompounds from a portion of the maize grains grown in southern Sonora, Mexico, during the summer-
winter 2020 cycle was performed on red and purple maize hybrids. A thirty-part solution of ethanol, acetic acid
and water was used. Proximal composition, anthocyanin, polyphenol and flavonoid content were determined by
standardized methods. Antioxidant capacity was determined by ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) methodologies. In addition, antimicrobial capacity and
minimum inhibitory concentration were determined. Results. Purple maize showed higher content of anthocyanins
(340.98+5.21 mg/100 g) and polyphenols (173.68+24.23 mg gallic acid/100 g) compared to red maize. Flavonoids
are more abundant in purple maize (575.10+27.88 mg quercetin/100 g). Both maize hybrids exhibited more than 50
% antioxidant capacity against ABTS and DPPH radicals. Regarding antimicrobial activity, higher inhibition was
observed for Escherichia coli and Salmonella (18 % and 47 %), and lower for Staphylococcus aureus and Shigella (19
% and 34 %) compared to gentamicin. Conclusion. Purple maize showed higher content of anthocyanins, polyphenols
and flavonoids. Both hybrids had an antioxidant capacity higher than 50 %. Antimicrobial activity was higher against
E. coli and Salmonella, than against S. aureus and Shigella.

Keywords: polyphenols, flavonoids, anthocyanins, colored corn.

Introduccion

En México, se encuentra la mayor variedad genética de maiz, con un total de 59 razas identificadas (Sdnchez
et al., 2000). Entre las cuales, se observan diferentes tipos de granos pigmentados con una amplia gama de colores,
desde el negro hasta tonos rosados palidos. Los colores mds frecuentes son el azul/morado, negro y rojo (Salinas-
Moreno et al., 2012). La tonalidad de los granos de maiz depende de diversos factores como la polinizacién, la
influencia del viento y el flujo de polen debido al transporte por insectos (Giordano et al., 2018). Con el flujo de
polen, se entrelazan y generan una amplia variedad de pigmentos en los granos de maiz. Los colores mds notables
que se pueden observar incluyen tonos amarillos, rojos, morados, cafés, azules y negros (Rangel-Lucio et al., 2021).

Los maices de colores exhiben una amplia variedad de antocianinas, fenoles y flavonoides, que poseen
propiedades unicas y distintivas (Villacrés et al., 2019). Esta caracteristica los convierte en una opcién prometedora
para la obtencion de colorantes naturales y antioxidantes. Sin embargo, existe una escasa correlacion entre
la investigacion realizada en maices de colores y su actividad bioldgica, como la capacidad antioxidante y
antimicrobiana (Aguilar-Herndndez et al., 2019; Furtak et al., 2017). Se han descubierto mds de setecientos
derivados de antocianinas con estructuras y actividades bioldgicas distintas que podrian funcionar como colorantes
naturales sustituyendo a los pigmentos sintéticos (Wallace & Giusti, 2015). Sin embargo, a pesar de su actividad
bioldgica son sensibles a la luz, el oxigeno, alteraciéon de pH y altas temperaturas lo que dificulta su utilizacién
(Castro-Enriquez et al., 2020).

Los compuestos fendlicos o polifenoles engloban mds de 8000 compuestos distintos, los mds representativos
los 4cidos fendlicos y los flavonoides (Patricia-Chaparro et al., 2015). La extracciéon de fitoquimicos para su
aplicacién en alimentos se realiza con diferentes solventes. Sin embargo, solo el agua y el etanol estdn aprobados
por la FDA para su uso en alimentos debido a su nula toxicidad para los humanos (Barnes et al., 2009). No obstante,
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la acidificacion de solventes orgdnicos ayuda a la extraccion de antocianinas, fenoles y flavonoides, debido a que
causan el rompimiento de las membranas celulares y ayudan a disolver los pigmentos (Roy & Rhim, 2021).

La capacidad antioxidante y antimicrobiana es la principal actividad biolégica de los fitoquimicos. Esto es de
gran relevancia debido a su capacidad para neutralizar los radicales libres y combatir las bacterias responsables de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). La resistencia a los antibi6ticos estd en aumento y ha alcanzado
niveles peligrosos en la actualidad, con la aparicién y propagacion constante de nuevos mecanismos de resistencia
que amenazan nuestra capacidad para tratar las ETAs (Iglesias, 2016).

La capacidad antioxidante adquiere importancia debido al incremento de enfermedades créonico-degenerativas
causadas por la contaminacién ambiental. Estas enfermedades no solo se relacionan con sustancias toxicas
presentes en el aire, sino también con productos alimentarios (Villanueva et al., 2013), Ademds, en los tltimos
afios, la industria alimentaria ha incorporado una gran cantidad de colorantes vegetales debido a las restricciones
impuestas en algunos paises respecto a los colorantes sintéticos (Vera de Rosso & Zerlottii Mercadante, 2023;
Wang et al., 2023). Es por esta razén que en este trabajo tuvo como objetivo evaluar el contenido de antocianinas,
polifenoles, flavonoides, capacidad antioxidante y capacidad antimicrobiana de dos hibridos de maiz pigmentado
cultivados en el Tecnolégico Nacional de México-Valle del Yaqui

Materiales and métodos
Materia prima

Se obtuvieron muestras de granos de hibridos de maiz cosechado durante la temporada de cosecha del ciclo
Otoflo-Invierno/2022, en el Sur de Sonora, Tecnolégico Nacional de México, campus Valle del Yaqui, Bacum,
Sonora, México. Las muestras provenian de una primera siembra de maices morados y rojos. La siembra se realizé
a una altitud de 254 m s. n. m. en las coordenadas 27° 24’ 55,408 latitud norte y N 110° 7° 52,224 longitud oeste.
La ejecucion del experimento involucrd la siembra de una parcela de 20x20 m para cada tipo de maiz, con un
aislamiento de 100 m entre cada lote de cultivo.

El andlisis de la capacidad antioxidante y antimicrobiana se realiz6 en el laboratorio de alimentos del
Tecnolégico Nacional de México, campus Valle del Yaqui. Se emplearon 1100 semillas de maiz morado y 1430
semillas de maiz rojo. Estas semillas fueron escogidas con base en su tamafio de grano y su color uniforme,
evaluado mediante un colorimetro digital. Las determinaciones bioquimicas se calcularon en forma de porcentaje,
con base en la cantidad de muestra inicial y la cantidad de muestra final.

Caracterizacion fisicoquimica

Los andlisis proximales fueron realizados por triplicado de acuerdo con la metodologia descrita por la
AOAC (Association of Official Analytical Chemists [AOAC], 2005), para humedad (925.10), ceniza (923.03),
grasa (920,39) y fibra total (962.09); la proteina se determiné por método 46,10 Kjeldahl de la AACC (American
Association of Cereal Chemist [AACC], 2009), aceptado a nivel internacional. La composicién de carbohidratos
se estim6 por la diferencia de porcentajes (Mex-Alvarez, 2016).

Extraccion de antocianinas de maiz pigmentado

Para extraer las antocianinas, se preparé una soluciéon compuesta por etanol, dcido acético y agua en una
proporcién de 10:1:9 (v v') para ambos tipos de maiz, con una proporcion de 1:30 (p v'). Se ajusté el pH a
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uno, se agregd dcido acético al dos molar y se agitd a 65 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 dias. Luego
se realiz6 una centrifugacion a 4000 g y se recolectd el sobrenadante. El extracto obtenido se concentrd hasta
obtener sequedad con un Rotavapor (60 rpm) a una temperatura de 50 °C. Luego, se almacend en oscuridad a
una temperatura de -20 °C hasta su utilizacion. El contenido de fenoles totales se expresé en mg 100 g de maiz’!
(Francavilla & Joye, 2020).

Determinacion de fenoles totales

Se utiliz6 el método descrito por Singleton y Rossi (1965). En este método, se agregaron 90 pL. de una solucién
de pigmento con una concentracion de 50 mg mL" por genotipo. A continuacién, se afiadieron 1,91 mL de agua
desionizada y 200 L del reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 2 min, se agregaron 0,8 mL de carbonato de sodio
al 15,9 %. La muestra se incub6 a 50 °C durante cinco minutos y se midio la absorbancia a 765 nm. El contenido de
fenoles totales se expresé en mg de equivalente de dcido gdlico (GAE) por cada 100 g de peso seco del pigmento
(Pérez-Pérez et al., 2014; Singleton & Rossi, 1965).

Determinacion de flavonoides totales

Para analizar el contenido de flavonoides, se prepard una solucién de pigmento con una concentracién de 0,5
mg mL", se mezcld con 2 mL de agua destilada y 150 uL de nitrito de sodio. La mezcla se dejé reposar durante
cinco minutos, luego se afadieron 150 uL de una solucién de cloruro de aluminio al 2,5 %. Después de un reposo
adicional de seis minutos, se agregaron 1 mL de hidréxido de sodio 0,5 N y 5 mL de agua destilada. La absorbancia
se midié a 510 nm. Para determinar el contenido total de flavonoides, se realizé una curva de calibracién con
quercetina como estdndar. El contenido de flavonoides se expresé en mg de quercetina por cada 100 g de peso seco
del pigmento (Reyes et al., 2013; Zhishen et al., 1999).

Cuantificacion de compuestos fenoélicos mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

La determinacién de los compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico se realizé de acuerdo con
Santos et al. (2014). La separacion de los compuestos fendlicos se llevé a cabo con una columna Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18 (5 ym, 100 mm x 3 mm). La fase mdvil consistié en una mezcla de agua con un gradiente de
acido clorhidrico al 1 % (solvente A) y metanol con dcido clorhidrico al 1 % (solvente B). El gradiente utilizado
fue el siguiente: 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 (Santos et al., 2014; Tian et al., 2019).

La velocidad de flujo utilizada fue de 0,7 mL min™', y se inyectaron 10 yL de muestra en cada andlisis. La
deteccion de los compuestos fendlicos se realizé a una longitud de onda de 280 nm, y se registraron los espectros
de cada compuesto en el rango de 200 a 400 nm con un arreglo de diodos. Todas las corridas se llevaron a cabo a
una temperatura de 25 °C (Ccaccya Ccaccya et al., 2019).

Para determinar la concentracion de los compuestos fenélicos, se utiliz6 una curva de calibracién obtenida
con estandares de cianidina 3 glucésido, catequina, dcido clorogénico, dcido madlico, dcido ferdlico, dcido gélico
y quercetina en concentraciones que variaban de 0 a 200 mg L. Los resultados se expresaron en miligramos por
cien gramos de muestra (mg/100 g) para cada compuesto fendlico (Santos et al., 2014).
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Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH

La actividad antioxidante ABTS (2,2’-azino-bis-(3 etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) se llevé a cabo de
acuerdo con Re et al. (1999). Se solubilizaron 50 mg del pigmento en 1 mL de solucién buffer Tris-HCI pH 6.8, luego
se mezclaron 270 uL de solucién de ABTS con 20 pL de la solucién de pigmento, la lectura se realizé a 734 nm
después de un periodo de incubacién de 30 min, los resultados se expresaron como % de inhibicién (Re et al., 1999).

La capacidad de captar al radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) se basa en la reduccion de la absorbancia
a 517 nm por accién de los antioxidantes. La realizacion de este experimento consistié en mezclar 3,9 mL de 100
#M del radical DPPH disueltos en metanol al 80 % con 0,1 mL de la muestra o patrén, se mantiene en la oscuridad
durante 30 min, la lectura se realiz6 a 517 nm después de un periodo de incubacién de 30 min, los resultados se
expresaron en % de inhibicién (Molyneux, 2004).

Actividad antimicrobiana por difusion en disco

El andlisis cualitativo de la actividad antimicrobiana se realizé con el método de difusién por discos, las
bacterias utilizadas fueron las siguientes: Staphylococcus aureus (ATCC 8532), Escherichia coli (ATCC 12210),
Salmonella (ATCC 8230) y Shigella (ATCC 4837). Las bacterias fueron replicadas en caldo tripticasa de soya
(TSB) 2 % (p v''). Se utilizaron ensayos de control de pureza para verificar el estado de las bacterias. Las cepas se
preservaron en caldo TSB con un 20 % de glicerol estéril (v v'') a -20 °C (Ma et al., 2019).

El procedimiento se realizé al impregnar discos estériles de papel filtro Whatman No. 1 de 6 mm de didmetro
con una concentraciéon de 10 mg/disco de pigmento, se usé Gentamicina como control positivo (30 ug/disco) y agua
destilada estéril como control negativo. El halo de inhibicién fue medido después de 24 h de incubacién a 37 °C.
Para el criterio de interpretacion se tomé como referencia a la Gentamicina (450 pg/disco). Los halos de inhibicién
fueron medidos del centro de los discos al final del halo de inhibicién (Riverén-Rodriguez et al., 2012).

Concentracion inhibitoria minima (MIC)

Para la prueba de concentracion inhibitoria minima (MIC), se emplearon diferentes concentraciones del
pigmento (0, 20, 40, 60, 80 y 100 mg mL"), asi como controles positivos (20 mg mL"' de gentamicina) y negativos
(agua destilada estéril). Cada concentracion se analizo en triplicado.

El inéculo de las cepas se ajustd a una absorbancia de 0,1 a 595 nm con solucién salina estéril. Se prepararon
soluciones madre de los pigmentos de cada genotipo de maiz (100 mg mL") y se diluyeron segiin la concentracién
deseada. Para el control positivo, se agregé 0,6 mL de agua destilada y 4 4 mL de caldo Mueller-Hinton, y para el
control negativo se utilizé 20 mg mL"' de gentamicina.

La evaluacioén se realizé en una placa de 96 pocillos, donde se aiadieron 200 pL de cada dilucién y control (en
triplicado) y se agregaron 15 pL del inéculo bacteriano adaptado. La placa se incubd a 37 °C durante 24 h, se agitd
durante 20 s y se midié la densidad optica a 595 nm. La CMI se definié como la dilucion del extracto que inhibi6
el crecimiento bacteriano en un 90 % en comparacion con el control de crecimiento (0 mg mL™"), y se realizaron
tres repeticiones (Gupta et al., 2020; Miranda et al., 2021).

Andlisis estadistico
Los andlisis bioquimicos se realizaron por triplicado. Se utilizé el Software SPSS Statistics para Windows,

version 26.0. (Armonk, Nueva York: IBM Corp.), para realizar el cdlculo de la media y la desviacién estdndar. La
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diferencia significativa entre dos valores medios se determind mediante el andlisis de varianza (ANDEVA) con
un nivel de confianza del 95 % (p<0,05), y la diferencia significativa entre los grupos se determiné mediante la
comparaciéon de medias de Tukey (p<0,05).

Resultados
Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion quimica de las variedades de maiz incluyé andlisis proximal y evaluacién fitoquimica. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de humedad y en el contenido de proteina.
La variedad morada mostré mayor contenido de humedad (9,76+0,27 %) y menor contenido de grasa (4,07+0,59
%). La variedad roja presenté menor contenido de proteinas (8,97+0,17 %) y menor contenido de carbohidratos
(72,31+1,14 %). En general, las dos variedades de maiz son similares en composicién proximal (Cuadro 1).

Cuadro 1. Evaluacién de la composicién quimica proximal de maiz morado y rojo adaptados al sur de Sonora. Tecnolégico Nacional
de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias Bacum, Sonora México 2022.

Table 1. Evaluation of the proximal chemical composition of purple and red maize adapted to the south of Sonora. Tecnoldgico
Nacional de México-Valle del Yaqui Campus, Department of Bacum Engineering, Sonora México 2022.

Muestra Humedad Ceniza Lipidos Proteina Carbohidratos
Maiz morado 9,76+0,27° 1,42+0,11° 4,07+0,59° 10,24+0,35° 74,30+0,81°
Maiz rojo 6,86+1,63° 1,39+0,19° 5,40+0,71° 8,97+0,17° 72,31+1,14°

*Resultados expresados en porcentaje como media mas-menos desviacion estdndar (X+SD). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre datos de las columnas. / *Results expressed in percentage as mean plus-minus standard deviation (X+SD). Different
letters indicate significant differences between columns data.

Caracterizacion fitoquimica

La evaluacion fitoquimica se realizé con extractos hidroetandlicos, hubo una coloracién similar en ambas
muestras. El maiz morado mostré la mayor concentracion de flavonoides (575,10 + 27,88 mg de quercetina/100 g
de pigmento), super6 al maiz rojo en un 47 % (Cuadro 2). En cuanto con los polifenoles, el maiz morado obtuvo
173,68 + 24,23 GAE/100 g de pigmento, y superd significativamente al maiz rojo (22,88 + 3,45 GAE/100 g de
pigmento). La capacidad de captacion de los radicales ABTS y DPPH fue mds de un 50 % mayor en el maiz
morado, con un 11 % y 20 % mads capacidad antioxidante que el maiz rojo (Cuadro 2).

Cuantificacion de compuestos fenolicos mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

Los estandares empleados en las curvas de calibracién en HPLC exhibieron los siguientes tiempos de retencién
(RT) y coeficientes de determinacién (R2), respectivamente: acido galico 5,50 y 0,99, catequina 17,00 y 0,99,
cianidina- 3 glucésido 19,6 y 0,98, 4cido clorogénico 20,03 y 0,99, dcido cafeico 20,63 y 0,99, 4cido cumadrico 25,26
y 0,98, dcido fertilico 26,78 y 0,99, dcido sindpico 27,37 y 0,99 y quercetina 35,11 y 0,99. Los extractos analizados
por HPLC exhibieron la presencia de 4cidos ferulicos y cumdricos en ambos maices. Sin embargo, también se
puede ver la presencia de la antocianina cianidina-3-glucosido y pelargonidina-3-glucosido (Figura 1 Ay B) siendo
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Cuadro 2. Evaluacion de la concentracion de antocianinas, polifenoles flavonoides y capacidad antioxidante (ABTS Y DPPH de maiz
morado y rojo adaptados al sur de Sonora. Tecnolégico Nacional de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias
Bacum, Sonora, México. 2022.

Table 2. Evaluation of the Concentration of Anthocyanins, flavonoid polyphenols and antioxidant capacity (ABTS and DPPH of
purple and red corn adapted to the south of Sonora. Tecnolégico Nacional de México-Valle del Yaqui Campus, department of Bacum
Engineering, Sonora, México. 2022.

Genotipo Antocianinas Polifenoles mg de Flavonoides (mg de ABTS DPPH (% de
mg/100 g de maiz GAE/100 g de maiz quersetina/100 g de maiz) (% de inhibicion) inhibicion)

Maiz morado 340,98+5,21 173,68+24 23 575,10+27.88 65,48+73 77,38+43

Maiz rojo 265,08+2,31 22.88+345 305,22+17,24 54.88+3,8 50,12+1,9

*Resultados expresados en porcentaje como media mds-menos desviacion estdndar (X+SD).ABTS: (2,2’-azino-bis-(3 etilbenzotiazolina-
6-4cido sulfénico). DPPH: (2,2-difenil-1-picrilhidracilo). / *Results expressed in percentage as mean plus-minus standard deviation
(X+SD). ABTS: (2,2’-azino-bis-(3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). DPPH: (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

el 4cido fertlico el que se encontraba en una mayor cantidad. Para confirmar su identidad fue necesario comparar
su espectro UV (200-400 nm) con el del estdndar correspondiente (Figura 1 A y B). La concentracién de dcido
ferulico en el pigmento de maiz morado y rojo fue de 120,17+10,21 y 144,71+8,43 mg/100 g, respectivamente, y
para 4cido cumdrico fue de 35,22+3 45. Para la cianidina y pelargonidina-3-glucosido la concentracién fue menor
40,21+ 5,54 y 30,85+4,76). No obstante, estas dos solo se encontraron en el pigmento de maiz morado.
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Figura 1. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) del pigmento de maiz (Zea mays L.) morado y rojos adaptados al Sur de
Sonora. Tecnoldgico Nacional de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias Bacum, Sonora, México. 2022.

Figure 1. High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis of native pigmented corn compounds (Zea mays L.) grown in
Southern Sonora, México. 2022.
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Actividad antimicrobiana por difusion en disco

La formacion de halos de inhibiciéon comprende tamafios entre 14 y 27 mm cuando se evalud contra E.
coli (30,55+1,22) y Salmonella (23.44+2,10), mientras que el efecto fue menor en Shigella (17,00+0,58) y
Staphylococcus aureus (21,33+0,53) (Cuadro 3). Por otro lado, el pigmento de maiz rojo mostré una mayor
inhibicion en Escherichia coli (28,33+1,54) y Salmonella (23,67+0,90), pero tuvo una menor accion inhibitoria en
Shigella (11,67+041) y Staphylococcus aureus (17,41+0,51) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana del pigmento de maiz morado y rojo adaptados al sur de Sonora. Tecnolégico
Nacional de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias Bacum, Sonora, México. 2022.

Table 3. Evaluation of the antimicrobial capacity of the purple and red corn pigment adapted to the south of Sonora. Tecnoldgico
Nacional de México-Valle del Yaqui Campus, Department of Bacum Engineering, Sonora, México. 2022.

Concentracién Tamaiio de la zona de inhibicion (mm)
Genotipo pug/mL Staphylococcus aureus Escherichia coli Salmonella Shigella
Maiz morado 30+1,20 21,33+0,53¢ 30,55+1,22° 23 44+2.1° 17,00+0,5¢
Maiz rojo 30045 17,41£0,51° 28,33+1,54° 23,67+0,90¢ 11,67+0,41¢
Gentamicina 450 +1,53 27,11x1,21° 22,04+0,58" 16,01£1,17¢ 14,47+0 414
Agua 0 0 0 0 0

* Letras diferentes indican diferencias significativas entre filas. / *Different letters indicate significant differences between rows.

Concentracion inhibitoria minima (CMI)

La concentracion inhibitoria minima (CMI) fue evaluada en Salmonella y Escherichia coli,y se observé que el
pigmento de maiz morado logré una inhibicién del 96,14 % + 1,50 y 96,45 % + 0,99 a una concentracién de 40 mg/
mL, respectivamente. En contraste, se necesitd una concentraciéon mds alta de pigmento de maiz rojo, es decir, 10 mg/

mL (50 mg/mL en total), para lograr una inhibicioén del 95,31 % + 1,1 y 9245 % + 4.9, respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion minima inhibitoria del pigmento de maiz morado y rojo para Escherichia coli, Salmonella. Tecnolégico
Nacional de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias Bacum, Sonora, México. 2022.

Table 4. Minimum inhibitory concentration of purple and red corn pigment for Escherichia coli, Salmonella. al sur de Sonora.
Tecnoldgico Nacional de México-Campus Valle del Yaqui, departamento de Ingenierias Bacum, Sonora, México. 2022.

Pigmento de maiz morado Pigmento de maiz rojo
Salmonella Escherichia coli Salmonella Escherichia coli
Concentracion DO Inhibicion DO 595 nm  Inhibicién DO Inhibiciéon DO Inhibiciéon
(mg mL™) (%) £ DS (%) £ DS 595 nm (%) £ DS 595 nm (%) £ DS
0 0,856 -- 0,932 -- 0,94 - 0,891 -
10 0,248 71,0243 3¢ 0,342 63,3047 0,421 55,21+0,55° 0,623 30,078+2,8"
20 0,11 87,14+1 4° 0,225 75,85+2,9° 0,453 50,84+4,3° 0,521 41,52+52®
30 0,055 93,57+1,2¢ 0,243 73,92+1,2¢ 0,344 63,40+1,9° 0,345 61,2744 fo
40 0,033* 96,14+1,50¢ 0,033* 96,45+0,99¢ 0,075 92,0241 ,6° 0,123 84,19+1,1¢
50 0,099 88,43+1,00% 0,12 87,12+1 3¢ 0,044%* 9531+1,1¢ 0,094 92.45+4,9¢
C- 0,963 - 0,998 - 0,934 --- 0977 ---
C+ 0,139 83,76+1,6° 0,1 89,27+1,9¢ 0,144 84,68+2 4 0,116 86,98+3 24

*Concentracién minima inhibitoria. DO: Densidad 6ptica. Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre
columnas. DS: desviacion estdndar. / *Minimum inhibitory concentration. DO: Optical density. Equal letters indicate that there are no
significant differences between columns. DS: standard deviation.
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Discusion

El andlisis proximal busca determinar los principales componentes y porcentajes de macronutrientes en un
alimento para describir las caracteristicas de la especie estudiada. Las caracteristicas fisicoquimicas del maiz
pueden variar debido a factores genéticos, climéticos y edafolégicos (Mex-Alvarez, 2016). Los resultados
obtenidos del andlisis proximal mostraron una relacién en la composicién nutricional entre ambos hibridos de maiz.
Esto implica que tanto el maiz morado como el maiz rojo presentan proporciones cercanas de almidén, proteina,
aceite y carbohidratos en sus granos (Rangel-Lucio et al., 2021).

Las dos variedades de maiz analizadas mostraron concentraciones adecuadas de metabolitos primarios (Cuadro
1) y secundarios (Cuadro 2, Figura 1). El maiz contiene una alta proporcién de carbohidratos, principalmente
almidon, que es la principal fuente de energia en el metabolismo. Ademads, el contenido de humedad en el maiz
es considerable, y un valor superior al 14 % se considera critico para cualquier cereal (Zambrano Zambrano &
Zambrano Zambrano, 2020).

Las variedades de maiz cumplieron con este criterio de humedad, lo que indica un buen manejo y calidad del
grano. Sin embargo, el maiz morado mostré mayores valores de humedad. Esta caracteristica puede estar relacionada
con el genotipo de maiz y con la madurez de los cultivos debido a diferencias en sus ciclos de crecimiento y en la
respuesta a factores ambientales como la humedad, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto, es
plausible que un genotipo pueda alcanzar su madurez fisioldgica antes que otro, lo que podria llevar a diferencias
en el contenido de humedad en el momento de la cosecha (Monosalvas et al., 2019).

El interés en los biocompuestos presentes en los maices pigmentados ha aumentado significativamente
debido a su alta actividad antioxidante. Segin Lopez-Martinez y Garcia-Galindo (2010), los maices pigmentados
contienen cantidades similares de polifenoles, antocianinas y flavonoides en comparacién con moras, frambuesas
rojas y fresas (Jakobek et al., 2007). El contenido total de antocianinas en maices pigmentados variaba de 170 a
1760 mg de AG 100 g, de acuerdo con Lépez-Martinez & Garcia-Galindo (2010). En los hibridos analizados se
encontrd una concentracion de antocianinas de 265,08+2,31 para maiz rojo y de 340,98+5,21 para maiz morado
(Cuadro 2), estos resultados son comparables con Aronia melanocarpa fresca, que presentd una variacién entre 357
y 461 mg/100 g (Meng et al., 2019). Sin embargo, se ha observado una diferencia de 3 a 90 veces (3,89 y 34,17 mg
de C3GE/100 g) en maices pigmentados cultivados en el centro de México (Loarca-Pifa et al., 2019), con respecto
a los maices pigmentados cosechados en el sur de Sonora, México (Cuadro 2).

La disparidad en el contenido de polifenoles y flavonoides entre los dos hibridos de maiz se halla asociada
a la polaridad intrinseca del disolvente empleado, asi como a la habilidad basica de dichos compuestos para
experimentar procesos de esterificacion y/o glicosilacion (Garcia Reyes et al., 2022). En el caso de los polifenoles,
encontramos concentraciones de 173,68+24 .23 GAE/100 g de maiz para la variedad de maiz morado, 22,88+3 45
GAE/100 g de maiz para la variedad de maiz rojo. Estos resultados pueden indicar que el perfil de compuestos
fendlicos varia considerablemente entre variedades similares de maiz.

Hasta la fecha, son escasos los estudios que han abordado la cuantificacién del contenido de compuestos
fitoquimicos en genotipos de maiz pigmentados y han reportado especificamente el porcentaje de flavonoides. Sin
embargo, en el presente estudio se han obtenido resultados reveladores, con una concentracién de 575,10+27.88
mg de quercetina/100 g de maiz para la variedad de maiz morado y una concentraciéon de 305,22+17.24 mg de
quercetina/100 g de maiz para la variedad de maiz rojo (Cuadro 2). Esta diferencia podria estar relacionada con la
diversidad de moléculas presentes, ya que muchas de ellas, como los taninos o los polifenoles, también pueden ser
consideradas flavonoides.

Es importante destacar que estos niveles superan las concentraciones previamente informadas para maices
cosechados en la regién de la Rivera Nayarita, con coordenadas 23°54°59,6” N y 99°42°58,8” W (Quintanilla-
Rosales et al., 2017). Sin embargo, Ramos-Escudero et al. (2012) evaluaron un genotipo de morado y encontraron
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que los taninos condensados pueden representar del 7,66 % al 13,04 % del total de compuestos flavonoides, lo
cual constituye un porcentaje elevado de estos compuestos fendlicos en su estudio. Los resultados obtenidos por
Zili¢ et al. (2012) en cuanto al contenido de antocianinas en el genotipo ZPL-6, indican que estas representaron
aproximadamente el 5,76 % de los compuestos tipo flavonoide presentes. Estos hallazgos resaltan la variabilidad
en la composicion de compuestos fendlicos entre diferentes estudios y genotipos de maiz pigmentados, variabilidad
que puede estar influenciada por diversas moléculas presentes y las condiciones especificas de los andlisis realizados
(Ramos-Escudero et al., 2012; Zilié et al., 201 6).

La capacidad antioxidante en maices pigmentados es comtinmente empleada para complementar los estudios
relacionados con compuestos fendlicos. Los resultados de la capacidad antioxidante fueron expresados en términos
de porcentaje de inhibicién (%Inh) y fueron mds altos que los reportados por Lopez-Martinez et al. (2009) y por
Quintanilla-Rosales et al. (2017), quienes encontraron valores de inhibicién que variaron entre 12 % y 22 % en
el ensayo con radicales DPPH y entre 4,5 % y 35 % en el ensayo con radicales ABTS. Sin embargo, los datos de
inhibicién de los radicales ABTS y DPPH de la presente investigacién superaron el 50 % de inhibicién (Cuadro
2). Estos resultados sugieren que las variedades pigmentadas de maiz estudiadas en el presente trabajo poseen una
capacidad antioxidante més alta a la de otros genotipos investigados anteriormente, lo que respalda la importancia
de estos compuestos fendlicos tanto en términos tanto de salud, como en la industria alimentaria.

Las diferencias observadas en los resultados de este estudio en comparacién con lo informado por otros autores
con respecto a la medicion de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante en variedades de maiz pigmentado,
se explican principalmente por las particularidades de las variedades estudiadas y las condiciones especificas
utilizadas en los procesos de extraccion y medicidn, como el tiempo de extraccién, el disolvente empleado y el
estdndar de comparacion (Quintanilla-Rosales et al., 2017; Rodriguez-Salinas et al., 2020; Tian et al., 2020).

Los fitoquimicos extraidos de los maices pigmentados se identificaron mediante HPLC-MS. Las antocianinas,
polifenoles y flavonoides siguieron un orden de retencién general basado en su estructura molecular. Los andlisis por
HPLC mostraron que el contenido de antocianinas totales varia entre las dos especies de maiz pigmentado. No obstante,
el porcentaje de 4cido ferdlico fue muy similar en ambas variedades (41,10 % variedad de maiz morado y 42,65 %
variedad de maiz rojo) (Cuadro 2, Figura 1). La concentracién de dcido cumadrico represent6 el 14,73 % y el 20,26
% en cada genotipo. Aunque juntos representaron solo el 55,83 % y el 62,91 % del total de antocianinas. Resultados
similares fueron encontrados en hibridos de maiz nativo cultivados en la sierra de Nuevo Ledn, México (Rodriguez-
Salinas et al., 2020).

Las diferencias en las proporciones relativas de cada compuesto no son facilmente discernibles en los
cromatogramas, debido a que algunas de ellas practicamente desaparecen de los cromatogramas (Salinas-Moreno
et al., 2003). El incremento en la proporcion de cianidina 3-glucésido en el maiz rojo podria estar relacionado
con la degradacién de antocianinas y esa podria ser la causa de la desaparicién de los picos 1 y 2 (Figura 1). En
el caso del maiz morado y rojo se ha sefialado que el 4dcido cumdrico y el dcido fertlico son los compuestos mas
abundantes en el maiz. Las variaciones en el contenido de compuestos bioactivos en el maiz morado y rojo en el
contexto de esta investigacion podrian atribuirse a la fecha de recoleccion de la planta, las condiciones del suelo,
précticas agrondmicas, clima, diversidad genética, la naturaleza de las muestras y las condiciones de extraccion,
como el tiempo, la temperatura y la concentracion, entre otros. De estos factores, los primeros cinco podrian tener
una influencia significativa en el maiz morado y rojo (Ccaccya-Ccaccya et al., 2019).

La variabilidad en el tamafio de los halos de inhibicién observados estd directamente relacionada con la
capacidad de los compuestos antimicrobianos para interactuar con las membranas bacterianas. Los datos mostraron
que los tamafios de estos halos difirieron significativamente dependiendo de la bacteria analizada, con valores que
oscilan entre 14 mm y 27 mm. Esta variabilidad sugiere que la respuesta de las bacterias a los pigmentos de maiz
rojo es altamente especifica y no uniforme. Un hallazgo relevante es la diferencia significativa entre las bacterias en
cuanto al tamafio de los halos de inhibicién. Las bacterias E. coli y Salmonella exhibieron los halos de inhibicién
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mads grandes, con valores promedio de 30,55 mm y 23,44 mm, respectivamente (Cuadro 3). Esto implica que los
pigmentos de maiz rojo tienen un impacto inhibitorio méds marcado en estas dos cepas bacterianas en comparacion
con las otras dos evaluadas. Las bacterias Shigella y Staphylococcus aureus mostraron halos de inhibiciéon mas
pequefios, con valores promedio de 17,00 mm y 21,33 mm, respectivamente (Cuadro 3). Esto sefiala que el
pigmento de maiz rojo tiene una accion inhibidora menos pronunciada sobre estas dos bacterias en particular.

En términos generales, el pigmento de maiz rojo parece tener un mayor efecto inhibitorio en E. coli y
Salmonella en comparacién con el pigmento de maiz morado, aunque los valores fueron ligeramente mds bajos.
Ademads, ambos pigmentos demostraron un efecto inhibitorio limitado en las bacterias Shigella y Staphylococcus
aureus. La diferencia en la sensibilidad de los patdgenos bacterianos podria deberse a la composicién de sus
paredes celulares. Debido a la ausencia de paredes celulares compuestas por peptidoglucano y proteinas, las
bacterias Gram negativas son mas permeables a metabolitos polares, como las antocianinas, lo que facilita la accién
de los antimicrobianos sobre ellas. Esto concuerda con estudios previos que han destacado la importancia de la
pared celular en la susceptibilidad a antibiéticos (Bruneton, 2001).

En particular, los pigmentos extraidos de maiz morado, que contienen cianidina 3-glucosidico, mostraron
una fuerte actividad antimicrobiana. Cabe mencionar que la cianidina 3-glucosidico se encuentra en diversas
frutas y vegetales y su capacidad para inhibir microorganismos es relevante en un contexto donde las infecciones
nosocomiales representan un desafio significativo (Reimer et al., 1997). Los resultados de este estudio indican
que los pigmentos extraidos de maiz morado y maiz rojo poseen una prometedora actividad antimicrobiana,
especialmente contra bacterias Gram negativas como E. coli y Salmonella. La variabilidad en la actividad
inhibitoria de estas antocianinas sugiere la posibilidad de utilizarlas como agentes antimicrobianos especificos.

Para evaluar la efectividad de un agente antimicrobiano, se utiliza la CMI. La evaluacién frente a Salmonella
y E. coli con los fitoquimicos de maiz morado revelaron una inhibicién del 96,14 % + 1,50 contra Salmonella y
de 96,45 % + 0,99 contra E. coli a una concentracion de 40 mg/mL. En contraste, se observé que se requeria una
concentracion mds alta de pigmento de maiz rojo, es decir, 10 mg/mL (50 mg/mL en total), para lograr una inhibicién
del 95,31 % + 1,1 frente a Salmonella'y un 9245 % + 4.9 frente a E. coli. La inhibicién superior a concentraciones
mds bajas del extracto de maiz morado sugiere que podria ser una opcién mds eficaz en la lucha contra ambas
bacterias en comparacion con el extracto de maiz rojo (Cuadro 4). Se ha observado un comportamiento similar en
estudios reportados por Ramirez Cardenas (2017) en extractos de Solanum dolichosepalum frente a bacterias S.
aureus y E. coli, con concentraciones de 35 mg/mL y 17,5 mg/mL, respectivamente. La evaluacién de fitoquimicos
de cinco genotipos de maiz hibrido azul de diferentes dreas de México, adaptados a zonas altas y templadas, arrojo
que los genotipos criollos pigmentados fueron similares a los niveles de los genotipos hibridos comerciales (Urias-
Lugo et al., 2015).

Conclusiones

En los hibridos evaluados de maiz se pudo observar la captacién de mds del 50% del radical ABTS (2,2’—
azino-bis—(3—ethylbenzothiazoline—6—sulphonic acid)) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), esto debido a la
presencia de los 4cidos fertdlico y cumdrico, ademds de la existencia de cianidina y pelargonidina-3-glucosido. La
inhibicidén del crecimiento bacteriano por el pigmento de maiz morado. En todos los casos la inhibicién estuvo por
encima del 80 %. Sin embargo, ambos genotipos superaron la inhibicién de la gentamicina en tres de las cuatro
bacterias evaluadas. El microorganismo mads susceptible fue E. coli y el menos susceptible fue S. aureus con
ambos pigmentos. Estos resultados son prometedores para la industria alimentaria ya que son una opcién viable
para producir alimentos con distintas propiedades funcionales. Ademds de ayudar a maximizar la vida til de los
alimentos.
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