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Durante el desarrollo de la Tesis el doctorando ha profundizado en la caracterizacion del maiz
purpura andino en la Zona de la Sierra de Ecuador. En una primera etapa se ha verificado la
germinacion de esta variedad de maiz en condiciones laboratoriales y en huertos. Por otra parte, se ha
profundizado en el conocimiento de las condiciones fisico quimicas de germinacién, su composicién
final y su valor bioldgico.

Parametros, tales como:Total Anthocyanin Content TAC, Protein Solubility PS, Water Absorption
Capacity WAC, Oil Absorption Capacity OAC, asi como la capacidad antioxidante fueron
fundamentales para el desarrollo del presente estudio. Finalmente, como otra fortaleza de la Tesis, se
identificaron flavonoles y fenoles acidos para visualizar posibles alimentos funcionales.

Durante el desarrollo del programa el doctorando ha tenido ademéas un proceso de maduracion
personal importante. Por una parte, con cargo a fondos concursales, fue capaz de proponer y
desarrollar el laboratorio de Quimica y Biotecnologia de la Universidad Estatal de Bolivar. Este
proceso fue costoso e ingente ya que ademas del disefio, la obra civil, etc., se abordd la puesta en
marcha y calibracion de las diferentes tecnologias. Montar un laboratorio de estas caracteristicas de
la nada hasta su funcionamiento rutinario conlleva una serie de capacidades y habilidades que
trascienden al documento académico y muestran el nivel de excelencia alcanzado por el aspirante.

Asimismo, ha adquirido las habilidades y competencias necesarias para poder abordar la
problematica del sector desde una perspectiva holistica; por una parte, desde la orientacion
investigadora, con toda su secuencia metodoldgica y, por otra parte, la aplicada a la resolucién de
problemas sectoriales de modo solvente.

La Tesis cierra los distintos capitulos con una discusion, donde ademés se desciende al nivel de
tecnologias, que se evalian de modo desagregado y con gran utilidad en el medio. La Tesis no constituye
un cierre de la investigacion sino un punto de inicio ya que abre la metodologia de anélisis a otras fases
del proceso y a otras dimensiones de la empresa (ambiental, social y toma de decisiones).

El Doctorando presenta un manuscrito con los siguientes indicadores de calidad: 2 articulos JCR,
congresos nacionales e internacionales y 1 estancia de investigacion en el extranjero.
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1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion

El maiz (Zea mays L.) es un cereal perteneciente a la familia Poaceae, contiene
carbohidratos, grasas, proteinas, vitaminas y minerales. EI maiz morado por su parte agrupa
un conjunto de variedades con el fruto de color morado que se desarrollan

fundamentalmente en los Andes de Colombia, Peru, Bolivia 'y Ecuador.

En general el maiz morado es una variedad ancestral que aporta una cantidad
importante de carbohidratos, alrededor del 75%, un 10% de proteina y azlcares. Las
sustancias minerales estan constituidas por P (0.43%), K (0,40%), Mg (0,16%) S (0,14%)
y otros minerales 0,27%. Existen cantidades significativas de caroteno 4,85 mg/Kg.,
vitamina A 4188,71 mg/Kg., tiamina 4.54 mg/Kg., riboflavina 1.32 mg/Kg., niacina
14.11mg/Kg., acido pantotéico 7,41 mg/kg y vitamina E 24,71 mg/kg (Urango, 2018). Esta
variedad de maiz se describe como alimento funcional y saludable y podria contener
antioxidantes naturales que retarden el envejecimiento celular, principalmente por los
mecanismos de accion de la cianidina-3-B-glucésido, pelargonidina-3-B-glucosido,
peonidina-3- B-glucdsido, &cidos fenolicos, quercetina y hesperidina (Guillén-sanchez et
al., 2014)

Por otra parte, los germinados son brotes de plantas que se han cultivado durante un
corto periodo de tiempo, generalmente de 3 a 7 dias, a partir de semillas, granos o
legumbres. Son ricos en nutrientes, como vitaminas, minerales, fibra y antioxidantes, se han
estudiado por su posible efecto beneficioso para la salud humana. Se ha demostrado que los
germinados tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales,
antidiabéticas, neuroprotectoras y cardioprotectoras. Otras investigaciones afirman que los
germinados pueden mejorar la funcién cognitiva, reducir el riesgo de enfermedades

cardiovasculares y ayudar a prevenir ciertos tipos de cancer (NUfez-Gastélum et al., 2022)

En la industria de los germinados, se utilizan técnicas de cultivo especializadas para
garantizar que los germinados sean seguros y estén libres de bacterias y otros patdégenos,
deben ser cultivados en ambientes controlados para evitar la contaminacion cruzada y se
monitorea cuidadosamente el agua, la temperatura y la humedad para garantizar su calidad

y seguridad. La industria de los germinados también esta innovando en nuevas variedades



de germinados para satisfacer la creciente demanda del mercado. Se estan produciendo
germinados de diferentes tipos de semillas, granos y legumbres, y se estan desarrollando
nuevas técnicas de cultivo para aumentar la produccion y mejorar la calidad de los

germinados (Liu et al., 2022)

Los aislados proteicos por su parte, se utilizan ampliamente en la industria alimentaria
y de la nutricion deportiva como suplementos nutricionales para aumentar la ingesta de
proteinas y mejorar el rendimiento fisico y la recuperacion muscular después del ejercicio.
También se utilizan en la elaboracion de alimentos procesados y enriquecidos con proteinas,
como barras de proteinas, batidos, bebidas y productos carnicos. Los aislados proteicos son
una fuente importante de proteinas de alta calidad, ya que contienen todos los aminoacidos
esenciales necesarios para el crecimiento y reparacion del tejido muscular y otros tejidos
del cuerpo. Ademas, se ha demostrado que el consumo de proteinas en cantidades
adecuadas contribuye a la saciedad y al mantenimiento del peso corporal saludable (Sahni
et al., 2020)

Asimismo, el proceso de obtencién de los aislados proteicos incluye varios pasos,
como la extraccion de la proteina de la fuente original, su purificacion y concentracion, y
la eliminacion de otros componentes no deseados. El resultado es una proteina en polvo con

un alto porcentaje de proteina y baja en grasas y carbohidratos (Senadheera et al., 2023)

Con respecto a los polifenoles, son un grupo de compuestos quimicos que se
encuentran en plantas y se caracterizan por tener estructuras quimicas que contienen
maultiples grupos fendlicos. Los polifenoles son un tipo de antioxidante y se han estudiado
por su posible efecto beneficioso para la salud. Existen muchos tipos de polifenoles, pero
algunos de los més comunes son los flavonoides, los acidos fendlicos y los taninos. Se
encuentran en alimentos como frutas, verduras, te, vino tinto, cacao y algunos frutos secos
(Alvarez-Sala Walther et al., 2000)

Los polifenoles tienen varias funciones importantes en las plantas, incluyendo la
proteccion contra el estrés ambiental, la regulacion del crecimiento y el desarrollo, y la
defensa contra patogenos y depredadores. En cuanto a la salud humana, se ha investigado
ampliamente sobre los posibles beneficios de los polifenoles. Algunos estudios sugieren

que los polifenoles pueden tener propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
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antitumorales, antidiabéticas, neuroprotectoras y cardioprotectoras. Ademads, se ha
demostrado que pueden mejorar la funcion cognitiva, reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y ayudar a prevenir ciertos tipos de cancer. (Valenzuela Landaeta &
Espinoza Piombo, 2012)

Es importante destacar que la mayoria de los estudios sobre los efectos de los
polifenoles se han realizado en modelos animales o en estudios observacionales en
humanos, y se necesitan mas investigaciones para confirmar los beneficios potenciales de
los polifenoles para la salud humana. Sin embargo, se sabe que una dieta rica en frutas,
verduras y otros alimentos que contienen polifenoles puede ser beneficiosa para la salud en

general.

En cuanto a las bioactividades o actividades bioldgicas, se definen como las
respuestas bioldgicas que se producen cuando una molécula o compuesto quimico
interactta con células, tejidos u organismos completos. Estas respuestas pueden ser de
diferentes tipos y niveles de complejidad, desde una simple interaccion molecular hasta la
regulacion de procesos celulares y metabdlicos complejos. Las bioactividades son de gran
importancia en diferentes areas de la biologia, la biotecnologia y la medicina (Guo et al.,
2023).

Entre las bioactividades mas comunes que se evallUan en la investigacion bioldgica se
encuentran la actividad antibacteriana, antifngica, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral,
antioxidante, neuroprotectora, entre otras. La evaluacion de estas bioactividades puede
realizarse mediante diferentes métodos, como ensayos in vitro e in vivo, y su resultado
permite determinar la capacidad de una molécula o compuesto para interactuar con sistemas

bioldgicos y producir una respuesta biologica especifica (Ye et al., 2022).

Surge la importancia de las investigaciones que permitan mejorar la comprension
sobre el proceso de envejecimiento humano. Algunos autores lo definen como el resultado
del dafio acumulativo en las células y tejidos del organismo, y depende tanto de factores
intrinsecos y extrinsecos, como el material genético de cada individuo, su estilo de vida y
el entorno que le rodea, entre los factores responsables del dafio acumulativo que conducen
al envejecimiento cabe destacar los oxidantes bioldgicos, ya sean producidos enddgena o
exogenamente (Diaz-Hung & Gonzélez Fraguela, 2014)
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El dafio producido por los Radicales Libres (RL) al ser humano, implica la génesis o
exacerbacién de numerosos procesos de enfermedades crénicas no transmisibles. Es
también considerable el nimero de estudios que reconocen el efecto beneficioso de la dieta
sobre la longevidad y en los procesos de enfermedades propias del envejecimiento y

vinculadas a Estrés Oxidativo (EO).

Son mudltiples las reacciones redox necesarias para el buen funcionamiento del
organismo humano, aunque en varias de ellas se producen continuamente RL. Estos
compuestos, altamente inestables y reactivos atacan componentes celulares causando dafio
sobre proteinas, lipidos y el ADN. A pesar de que el organismo dispone de mecanismos de
defensas naturales contra los RL inevitablemente las defensas suelen no ser suficientes y el

dafo oxidativo va acumulandose en el tiempo (Galicia-Moreno & Gutiérrez-Reyes, 2014)

Ante el estrés oxidativo el organismo responde con la defensa antioxidante, pero en
determinadas ocasiones puede ser insuficiente, desencadenando diferentes procesos
fisioldgicos vy fisiopatoldgicos. En la actualidad son muchos los procesos relacionados con
la reduccién de radicales libres como son: mutagénesis, transformacion celular, cancer,
arteriosclerosis, infarto de miocardio, procesos de isquemia/reperfusion, diabetes, asfixia
del neonato, enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema nervioso central,

envejecimiento entre otros (Bello-Medina et al., 2022).

Actualmente, existe un interés generalizado por la busqueda de agentes antioxidantes
naturales con baja toxicidad y de facil manejo para la industria. En muchos paises se estan
desarrollando alimentos funcionales, productos nutraceuticos y otros, con un alto valor
nutricional y que puedan ejercer actividades bioldgicas sobre el organismo humano,

ayudando a prevenir enfermedades en el mismo.

Yang & Zhai. (2010 evaluaron la capacidad antioxidante de los granos y marlo de
“maiz morado” utilizando los métodos DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), FRAP (Ferric
ion Reducing Antioxidant Power) y TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), y a
su vez comparandolos con BHT (hidroxitolueno butilado). Se encontr6 que la mayor
capacidad antioxidante fue aquella presentada por el marlo, seguida por los granos y por
ultimo el BHT.
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Recientes investigaciones reportan la existencia de cianidina 3 - glucosido en el grano
del maiz morado, como la principal antocianina (flavonoide) contenida en este fruto. Otras
antocianinas identificadas fueron cianidina 3-(6”- malonil glucésido) y peonidina 3-
glucésido. La cianidina 3-glucosido, una importante antocianina presente en el maiz
morado, suprime el 7,12-dimethilbenzo antraceno, el cual induce a la carcinogénesis
mamaria. El maiz morado podria actuar en cierta medida como un agente

quimioterapéutico prometedor (Chatham et al., 2020)

La obtencion de productos derivados de matrices vegetales con actividades
farmacoldgicas asociadas a radicales libres puede ayudar a reducir y prevenir los riesgos de
enfermedades cardiometabdlicas. Estas plantas se convierten en la alternativa natural de
eleccion al poseer compuestos con alta capacidad antioxidante como los fenoles y
polifenoles. Varias investigaciones validan las propiedades farmacol6gicas del maiz
morado, ya que contrarrestan los efectos nocivos de los radicales libres, estrés oxidativo y
la carcinogénesis, siendo este tipo de alimentos Utiles para su aplicacion industrial
(Kowalczyk et al., 2021; Liu et al., 2011)

Surge por tanto la necesidad de profundizar en el conocimiento de las propiedades
nutricionales y biologicas del maiz morado. La caracterizacion quimica y el conocimiento
de las condiciones de germinacién de esta variedad favoreceria su utilizacion en la industria
alimentaria y farmacéutica. Por otra parte, su estudio y puesta en valor contribuye a los
objetivos mundiales de desarrollo sostenible (1 y 8 entre otros) y podrian mejorar las

expectativas econdmicas de desarrollo de los grupos campesinos del Ecuador.

1.2. Objetivo General

El objetivo general del presente estudio es determinar las condiciones de germinacion
para potenciar la acumulacién de compuestos bioactivos de maiz morado (Zea mays L.) de

Ecuador.

1.3. Objetivos Especificos
Los objetivos especificos de esta investigacion son:

a) Determinar las condiciones de germinacion de semillas de maiz morado

andino para producir concentrado de proteina de maiz morado y evaluar su
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actividad antioxidante
b) Evaluar las propiedades funcionales de los compuestos fitoquimicos del
concentrado de proteina de maiz morado germinado y sus hidrolizados
gastrointestinales
c)
Todos los objetivos propuestos nos ayudaran a determinar bajo qué condiciones el proceso de

germinacion de maiz morado permite obtener harina concentrada, hidrolizados de proteina y
observar si se puede potenciar su actividad antioxidante asi como sus propiedades funcionales.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La revision bibliografica se ha elaborado a partir de los siguientes articulos, asi

como del material presentado en diferentes congresos.

Published as:

Vilcacundo, E., Garcia, A., Vilcacundo, M., Moran, R., Samaniego, I., & Carrillo,

W. (2020). Antioxidant purple corn protein concentrate from germinated Andean Purple
corn seeds. Agronomy, 10(9), 1-16.

https://doi.org/10.3390/agronomy10091282

Vilcacundo, E., Montalvo, V., Sanaguano, H., Moran, R., Carrillo, W., & Garcia,
A. (2022). Identification of Phytochemical Compounds, Functional Properties and
Antioxidant Activity of Germinated Purple Corn Protein Concentrate and Its
Gastrointestinal Hydrolysates. Agronomy, 12(9).
https://doi.org/10.3390/agronomy12092217

Estos articulos fueron publicados dentro del Special Issue Bioactive Compounds in

Cereal Grain: Nutraceutical Properties and Health Benefits)

El maiz pertenece a la Familia Poaceae y al Género Zea (Cuevas-Rodriguez et al.,
2006; Ul-Allah et al., 2020). Hay varios tipos de granos de maiz con diferentes colores,
como amarillo, azul, marrén, verde y morado. EI maiz morado, también llamado maiz
pUrpura, es un cultivo nativo de la region andina de América del Sur que se cultiva en Perd,
Ecuador, Bolivia y Argentina (Mrad et al., 2014; Z. Yang & Zhai, 2010).

El maiz es un cultivo de cereales ampliamente distribuido en todo el mundo desde la
latitud 580 N a 400 S, desde nivel del mar hasta mas de 3000 m de altitud y en areas con
una precipitacion anual entre 250 mm y 5000 mm. Los paises con mayor produccion de
maiz en el mundo son USA con 30%, China 15%, UE 14%, Brasil 4% e India 3% (Kabir et
al., 2019).
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El maiz se utiliza para la alimentacion animal y humana por su composicién quimica
y alto valor nutritivo. Los granos de maiz tienen un alto contenido de almidon (72 %), 7—
13 % de contenido de proteina, 2,5 % de fibra 'y 4,8 % de contenido de aceite. Los granos
de maiz tienen un contenido importante de vitaminas y minerales (Carrillo et al., 2017;
Cuevas-Rodriguez et al., 2004; Govender et al., 2008; Moreira et al., 2015; Y. Wang et al.,
2008)

La germinacion es un proceso bioldgico que permite a las plantas utilizar semillas
para conservar especies. Con este proceso se ponen en marcha una serie de mecanismos
que permiten el crecimiento de un embrién. Los embriones inician la germinacion con la
entrada de agua y finalizan con la elongacion del eje embrionario-terminal. Durante este
complejo proceso, diferentes compuestos biologicos de las semillas sufren procesos de
catabolismo y sintesis (Han et al., 2020; Lépez-Martinez et al., 2017; X. F. Wang et al.,
2005). En las primeras etapas, muchos de los fitocompuestos se utilizan para el crecimiento
del embrién. Se activa la sintesis de nuevos fitocompuestos utilizados para diferentes
propositos incluyendo mecanismos de proteccién. Ademas, durante la germinacion, las
semillas reducen algunos componentes que se consideran antinutrientes (acido fitico y
lectinas) (Aguilera et al., 2013; V. Benitez et al., 2013; Mwikya et al., 2001; Sokrab et al.,
2012).

A nivel biotecnoldgico, los germinados se utilizan para generar bancos de
germoplasma. Durante muchos afios, los germinados han atraido el interés de la industria
alimentaria por el valor nutricional de sus componentes y sus propiedades bioldgicas como
la actividad antioxidante (Carrillo et al., 2016). Los compuestos antioxidantes se utilizan en
la industria alimentaria para preservar los alimentos procesados contra la oxidacion de
lipidos (L. Pifiuel et al., 2019; Saito et al., 2003; R. Vilcacundo et al., 2017). Estudios
recientes han demostrado sus efectos inhibidores contra ciertas enfermedades como el
cancer (Gawlik-Dziki et al., 2013; Nieva-Echevarria et al., 2015). Por lo tanto, existe un
interés considerable en la busqueda de compuestos naturales con propiedades antioxidantes
(Das & Singh, 2015; R. Vilcacundo et al., 2017; Rubén Vilcacundo et al., 2018)

Diferentes extractos naturales obtenidos de plantas que contienen principalmente

polifenoles, flavonoides, carotenos y antocianinas han sido descritos en la literatura
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cientifica por su alta actividad antioxidante (Lao et al., 2017; Q. Zhang et al., 2019)

Los germinados pueden ser una alternativa natural para obtener compuestos con
capacidad antioxidante (polifenoles y proteinas). Se han descrito diferentes brotes con
actividades bioldgicas, lentejas (Lens culinaris), soja (Glycine max), amaranto (Amaranthus
caudatus), quinua (Chenopodium quinoa) y frijoles (Phaseolus vulgaris) (Cornejo et al.,
2019; de Souza Rocha et al., 2015; Duefias et al., 2015; Gonzalez-Montoya et al., 2018;
Lopez-Amords et al., 2006; Mamilla & Mishra, 2017)

Pifiuel et al., 2019 describieron aislados proteicos de germinados e hidrolizados
obtenidos a partir de semillas de quinua (Chenopodium quinoa W.) con alta capacidad

antioxidante (Lucrecia Pifiuel, Boeri, et al., 2019)

2.1. Introduccioén

Los cereales se encuentran entre los alimentos mas cultivados en todo el mundo y
juegan un papel importante en la dieta humana y la alimentacion animal. Dentro de los
cultivos de cereales, el maiz o maiz (Zea mays L.) representa uno de los cultivos mas
importantes para la alimentacion mundial debido a su valor nutricional. Las semillas de
maiz tienen un alto contenido de almidén (72 %), contenido de proteinas (7-13 %), fibra
total (2,5 %) y contenido de aceite (4,8 %) (Moreira et al., 2015; Rouf Shah et al., 2016;
Salvador-Reyes & Clerici, 2020).

Las semillas de maiz morado contienen vitaminas y minerales importantes para la
dieta. En el ultimo informe de la Base de Datos de Estadisticas Corporativas de la
Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAOSTAT), se indica que Ecuador
tenia 686.896 hectareas cultivadas con cereales con una produccion total de cereales de
2.689.665 toneladas en 2020. Un area de 341.301 hectareas se destin6 al maiz, logrando
una produccién de 1.304.884 toneladas y un rendimiento de 38.233 hg/ha en 2020. Estos
datos reflejan la importancia de este cultivo para el Ecuador y la alimentacion de la
poblacion.

Las variedades de maiz pigmentado, como el maiz morado o el maiz morado, son

muy valoradas por su alto contenido en compuestos fendlicos, como flavonoides y
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antocianinas. Estas variedades se cultivan en la region de los Andes de América del Sur en
Per(, Ecuador, Bolivia y Argentina. Los extractos de antocianina de maiz morado se han
utilizado para colorear postres y bebidas caseras, como la chicha morada y la mazamorra
morada, dos bebidas tipicas de la region andina (FAO, 2013; FAOSTAT, n.d.; Lao & Giusti,
2016).

Suriano et al. (2021) han descrito el contenido de compuestos fendlicos para maiz
morado con valores de contenido total de proantocianinas (TPA) de 1381 pg/g, DW),
contenido total de antocianinas (TAC) (780 pg/g DW), contenido total de flavonoides
(TFC) (1998 pg/g DW) y contenido total de polifenoles (TPC) (4047 pg/g DW) (Suriano
etal., 2021).

Estd ampliamente descrito en la literatura que los compuestos fendlicos son
responsables de diferentes actividades bioldgicas de los alimentos. La actividad
antioxidante es una de las actividades biologicas mas estudiadas de los tipos de compuestos.
El uso de compuestos naturales es una alternativa a los antioxidantes artificiales debido a
su baja toxicidad y ausencia de efectos nocivos para la salud (Avila-Roman et al., 2021;
Mahfuz et al., 2021; Rahman et al., 2022)

Los concentrados de proteinas en polvo (PCP) se utilizan como suplementos
dietéticos y en el procesamiento de alimentos y estan disponibles en una amplia variedad
de sabores y formas, como batidos, barras, refrigerios y geles. EI PCP se produce utilizando
un método de filtracion empujando las proteinas a través de un filtro, que permite el paso

del agua, los minerales y otros materiales organicos.

Las proteinas, que son de gran tamafio molecular, son retenidas por el filtro, lo que
da como resultado proteina pulverizada. PCP contienen cantidades significativas de
carbohidratos y grasas. EI PCP se puede utilizar para obtener polvo de aislado de proteina
(PIP) mediante filtraciones sucesivas (Gharibzahedi & Smith, 2021; Jia et al., 2021,
Kalman, 2014; Morr & Ha, 1993; H. Wang et al., 2004). Los PCP y PIP de origen animal
mas utilizados en la industria alimentaria son el concentrado de proteina de suero (WPC) y
el aislado de proteina de suero (WPI) obtenidos a partir de proteinas de suero de leche
(Kumar et al., 2018)
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El concentrado de proteina de soja (SPC) es el PCP de origen vegetal més utilizado.
Este PCP se produce a partir de harina de soja desgrasada sin los hidratos de carbono
solubles en agua, pero con fibra. Este PCP contiene un 70 % de proteinas (Malav et al.,
2015; O'Flynn et al., 2021; Singh et al., 2008). PCP y PIP tienen buenas propiedades
funcionales y bioldgicas. Por su composicidn, las semillas de maiz morado pueden ser una
buena alternativa para obtener PCP y PIP con buenas propiedades funcionales y bioldgicas.
Pueden ser una fuente vegetal econdmica de proteinas y son faciles de cultivar en diferentes
zonas climaticas. Suelen tener un alto porcentaje de solubilidad proteica, buena absorcion
de agua y aceite. Se han reportado diferentes PCP y PIP con capacidad antioxidante,

antibacteriana y antiinflamatoria.

La digestibilidad de las proteinas es un aspecto de gran interés a evaluar. Existen
modelos de simulacion gastrointestinal que permiten simular las condiciones fisioldgicas
de hidrolisis de proteinas alimentarias. Durante el proceso de hidrolisis, las secuencias
peptidicas son liberadas por la accion de enzimas que pueden mejorar las propiedades

funcionales y biol6gicas de los PCP y PIP.

PIP tiene niveles muy bajos de carbohidratos y grasas, conteniendo exclusivamente
proteinas puras. La extraccion alcalina seguida de precipitacion isoeléctrica es una forma
de obtener PCP y PIP de forma sencilla, rapida y econémica. Los SPI se producen
comUnmente usando esta técnica (Momen et al., 2021; L. Wu et al., 2021; J. Yang et al.,
2021)

El maiz morado puede ser una fuente de proteina adecuada para obtener PCP con un
alto contenido en compuestos fenolicos, especialmente antocianinas, lo que resulta en una
alta actividad antioxidante. Ademas, PC y PI de origen vegetal suelen tener un alto grado
de digestibilidad, lo que facilita la biodisponibilidad de los aminoacidos (Khalesi &
FitzGerald, 2021).

Las fuentes de origen vegetal son mucho mas sostenibles que las fuentes de origen
animal porque se utilizan menos recursos naturales en su produccion y son menos dafinas
para el medio ambiente. Se prevé que para 2030, la poblacion mundial sera de alrededor de
8.600 millones de personas, y para 2050, podria ser de 10.000 millones de personas. Este

aumento de la poblacién produce un aumento de la demanda de proteina de origen animal
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estimada en torno al 70%. Por estas razones, se deben buscar nuevas fuentes de proteina
dietética que sean sostenibles y justas para el medio ambiente. Los cultivos tienen que hacer
frente a las dificultades del cambio climatico; por lo tanto, es de gran importancia contar
con informacidn sobre proteinas y otros compuestos vegetales, asi como informacion sobre
los cultivos y su capacidad de adaptacion a los cambios ambientales (Aimutis, 2022;
Aschemann-Witzel et al., 2021; Henchion et al., 2017).
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3. MATERIALES Y METODOS

Published as:

Vilcacundo, E., Garcia, A., Vilcacundo, M., Moran, R., Samaniego, I., & Carrillo,
W. (2020). Antioxidant purple corn protein concentrate from germinated andean purple
corn seeds. Agronomy, 10(9), 1-16. https://doi.org/10.3390/agronomy10091282

3.1. Quimicos reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos: Folin-Ciocalteu, estandar de acido gélico, 2, 20-
Azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y 6-Hidroxi-2 El acido ,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (estandar Trolox)

obtenidos de la marca de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

Figura 1. Semillas de maiz morado cultivadas en el Centro de Investigacién de la Universidad Estatal

de Bolivar Ecuador.
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3.2. Material vegetal

Se recolectaron semillas de maiz morado andino (Zea mays L., racimo de uva INIAP-199)
de 40 plantas de maiz del cultivo cultivado por la Universidad Estatal de Bolivar (Guaranda), y
el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), (Quito). El cultivo se realizd
en la ciudad de Guaranda, Bolivar en Ecuador a una altitud de 2800 msnm, latitud sur
01°34°15 "y longitud oeste 79°0°02"".

La temperatura media anual del sitio es de 13° C con 75% de humedad. La cosecha se
realiz6 a mano una vez que las semillas alcanzaron la madurez fisioldgica y comercial. Las
semillas se descascararon manualmente y se secaron en un tendedero al aire libre hasta alcanzar

una humedad del 14%. Luego, se almacenaron en recipientes de plastico.

3.3. Analisis proximal

La composicion quimica de la harina de maiz morado se analizd segun protocolos estandar.
La grasa se analiz6 segiin AOAC 2003.06:2012, humedad AOAC 925.10:2012 [37], fibra INEN
522:2013, ceniza INEN 520:2013 [38] y proteina con el método Dumas

3.4. Germinacién de semillas de maiz morado

Semillas de maiz morado andino se germinaron segun la metodologia descrita por (Paucar-
Menacho et al., 2017). Cien semillas se sumergieron para desinfeccion en solucion de
hipoclorito de sodio al 0,1% (1:5 p/v) durante 30 min a temperatura ambiente y se lavaron con
agua destilada. Luego, las semillas se sumergieron en agua destilada (1:5 p/v) a temperatura
ambiente durante 24 h. Posteriormente, las semillas hidratadas se introdujeron a la camara de
clima constante BINDER KBF 240 (LabReCo, Horsham, PA, USA) sobre papel filtro himedo,
con sistema de circulacion de agua para mantener siempre humedas las semillas. La
germinacion se realiz6 en la oscuridad con duraciones de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 hy
168 h. Se realizaron tres repeticiones para cada condicion de germinacion. Se calcul6 el
porcentaje de germinacion a cada tratamiento de germinacion. El porcentaje de germinacion =

(% semillas normales + % semillas anormales + % semillas muertas) = 100%. Las semillas
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normales fueron evaluadas como buenas si, las raices primarias y las raices secundarias crecen
bien; el hipocotilo crece bien; pldmula con buen desarrollo, con hojas bien desarrolladas y
cotileddn sano. Las semillas anormales se evaluaron como raiz primaria dafiada y ausencia de

raices secundarias y cotiledones y hojas deformadas, necréticas o dafiadas por infecciones.

Figura 2. Protocolo de germinacion de semillas de maiz morado en condiciones controladas.

3.5. Concentrado Fenolico de proteina de maiz morado (Purple Corn Protein
Concentrates PCPC) de semillas germinadas.

Semillas de maiz morado andino germinadas y sin germinar se molieron en un molino de
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laboratorio Perten 120 (Perten Instruments, Hagersten, Suecia) hasta obtener una harina (<500
mm). La harina de maiz morado desgrasada (10 g) fue suspendida en 100 ml de agua Milli-Q.
El pH de la solucidn se ajusté a pH 8,0 y pH 10,0 con NaOH 2,0 M. La solucién obtenida se
agito durante 60 min y se centrifug6 a 10.000 rpm durante 60 min a 4°C. El precipitado obtenido
se separd y descartd (fibra, cenizas y carbohidratos). EI pH del sobrenadante se ajusté a pH 4,0,
pH 5,0 y pH 6,0 con HCI 1N. Las soluciones sobrenadantes se centrifugaron a 10.000 x g
durante 30 min a 4°C. El pH del precipitado obtenido se ajusté a pH 7,0 utilizando una solucién
de NaOH 0,5 M. Las muestras de PCPC producidas se secaron mediante una técnica de
liofilizacion y se congelaron y almacenaron a -80°C (Acosta et al., 2016). El contenido de
proteina PCPC se calculd por el método Dumas utilizando un analizador macro elemental
(Elemental Vario Macro Cube, Langenselbold, Alemania). El porcentaje de proteina se
determind con la ecuacion % de proteina = 6.25 x % N, donde 6.25 es el factor de conversion

y N es el porcentaje de nitrégeno determinado por el instrumento (Serrano et al., 2013).

Figura 3. Obtencion de concentrados fendlicos de proteina de maiz morado por punto de

precipitacion isoeléctrico.

3.6. Electroforesis (PCPC)

El perfil de proteinas PCPC se caracterizd mediante el método de electroforesis en gel de
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poliacrilamida dodecyl sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis SDS-PAGE) utilizando un sistema de electroforesis de células mini proteicas
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Los geles se prepararon con una concentracion de 12,00% de
poliacrilamida. El tefiido de geles de poliacrilamida se realiz6 utilizando una solucion
Coomassie Brilliant Blue G-250 durante 24 h con batido. El peso molecular de la proteina PCPC
se calculo con la ayuda de un sistema documentador de imagenes en gel (Analytic Jena Tower,
Jena, Alemania). Se utiliz6 un marcador de patron con pesos moleculares de 10 kDa—200 kDa
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Poveda et al., 2016).

Figura 4. Electroforesis de proteina en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y cuantificacion por

peso molecular en foto-documentador.
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3.7. PCPC Cuantificacion total del contenido fendlico (Total Phenolic Content
TPC)

Para el andlisis de TPC se extrajeron en todas las muestras de PCPC. El TPC se extrajo con
metanol (70%) de PCPC liofilizado y se agitdé durante 5 min, seguido de una técnica de
ultrasonido durante 10 min. Los extractos fueron centrifugados, filtrados y calibrados. Se tomd
una alicuota de la solucidn separados y mezclados con agua destilada, reactivo de Folin
Ciocalteau y con carbonato de sodio (20%). Los resultados se presentaron como media *
desviacién estandar (n = 3). Las diferencias estadisticas de las muestras se evaluaron con
analisis ANOVA de una via (p < 0,05) seguido de la prueba de Tukey. Las diferencias
estadisticas se presentaron con una letra diferente. La absorbancia de las muestras se midié a
765 nm. La cuantificacion de TPC se realizd con una curva de calibracion estandar de cido
gélico (GA). La curva estandar obtenida fue (y = 0,0021x + 0,0033, R2 0,9982). Los resultados
de TPC se expresaron como mg equivalentes de acido galico GAE/g de PCPC, DW (Laraet al.,
2017).

Figura 5. Cuantificacién del contenido total de polifenoles.
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3.8. Ensayo de actividad antioxidante por el método ABTS (2, acido 2'-Azino-
Bis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic).

Los PCPC germinados (200 pL) se mezclaron con 3800 ul de solucion de ABTS
(compuesta por solucion de ABTS 7 mM con solucion de persulfato de potasio 2,45 mM en
proporcion 1:1) y luego se diluyeron con tampon fosfato hasta obtener una absorbancia de 1,1
+ 0,01 a 743 nm. Para la determinacion de las concentraciones se realizd una curva de
calibracion con la solucion estandar Trolox (200 pmol a 1000 pmol). La curva obtenida fue (y
=0,012x + 0,2089, R? = 0,9901). Los datos se expresaron como pmol de equivalentes de trolox
TE/g PCPC, DW (Boeri et al., 2020)

Figura 6. Medicion de la actividad antioxidadnte por ABTS.
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3.9. Ensayo de actividad antioxidante por el método de poder antioxidante de
reduccion férrica FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

Los PCPC germinados (1 ml) se mezclaron con 2,5 ml de solucién tampén de pH 6,6. Se
agregaron 5 mL de solucion de ferrocianuro de potasio al 1%. La muestra se incubd en bafio
maria a 50°C durante 20 min. Luego se agregaron 2.5 mL de solucién de &cido tricloroacético
al 10%, 2.5 mL de agua destilada y 0.5 mL de cloruro férrico al 1%. Las muestras y los
estandares se homogeneizaron en un vortex y se dejaron reposar durante 30 minutos en la
oscuridad. Finalmente, se midio la absorbancia de las soluciones a 700 nm (Zambrano et al.,
2020).

Figura 7. Medicion de la actividad antioxidadnte por el método FRAP.
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3.10. Andlisis estadistico

Los resultados se presentaron como media + desviacion estandar (n = 3). Las diferencias
estadisticas de las muestras se evaluaron con analisis ANOVA de una cola (p < 0,05) seguido

de la prueba de Tukey. Las diferencias estadisticas se presentaron con una letra diferente.

Fases del ensayo 2: Identification of Phytochemical Compounds, Functional Properties
and Antioxidant Activity of Germinated Purple Corn Protein Concentrate and Its
Gastrointestinal Hydrolysates.

3.11. Hidrdlisis Gastrointestinal de PCPC25 y PCPC35 (Purple Corn Protein
Concentrate seeds germinated at 25 C and 35 °C for 5 days).

Muestras seleccionadas a partir de los mejores resultados obtenidos en los ensayos
anteriores se sometieron a etapas de hidrolisis gastrica y duodenal. Se usaron PCPC (10 mg,

DW) para inducir la hidrolisis gastrointestinal.

Paso 1: El paso de hidrolisis gastrica (GH) implicé la enzima pepsina a pH 3,0 durante 120
min disuelta en un fluido gastrico simulado (SGF) (0,035M NaCl) con agitacién continua. La

mezcla se calent6 a 80°C durante 5 min para detener la reaccion de la enzima pepsina.

Paso 2: El paso de hidrdlisis duodenal (DH) implicd pancreatina a pH 7,0 durante 120 min
disuelta en un fluido duodenal simulado (SDF) (CaCl 2 mas sales biliares) con agitacion
continua. Luego, se tom6 1 mL del hidrolizado gastrico de PCPC y se mezcl6 con 1 mL de la
mezcla de pancreatina. La mezcla se calent6 a 90°C durante 10 min para detener la reaccion de
pancreatina. Los hidrolizados gastrointestinales se congelaron a -80°C y se liofilizaron hasta su
uso (Minekus et al., 2014).

Las muestras de hidrolizados gastricos se denominaron de la siguiente manera: GH25
(hidrolizados gastricos obtenidos de PCPC25) y GH35 (hidrolizados gastricos obtenidos de
PCPC35). Las muestras de los hidrolizados duodenales se denominaron de la siguiente manera:
DH25 (hidrolizado duodenal obtenido de PCPC25) y DH35 (hidrolizado duodenal obtenido de
PCPC35).

El nitrégeno (N) no digerido se determind finalmente por el método Dumas utilizando
un analizador elemental (Vario Macro Cube, Elementar, Hanau, Alemania). La digestibilidad
se calcul6 como % de digestibilidad = (%N en PCPC - %N no digerido en hidrolizado)/%N en
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PCPC x 100 (Aboubacar et al., 2001).

Figura 8. Obtencion de hidrolizados de proteina de maiz morado por simulacion
gastrointestinal.
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3.12. Composicion Elemental de PCPC25, PCPC35 e Hidrolizados (GH25, DH25,
GH35 y DH35) y Cuantificacion del Contenido Proteico

El contenido de carbono (C), hidrogeno (H), azufre (S) y nitrogeno (N) se determind
mediante el método de combustion Dumas utilizando un analizador elemental (Vario Macro
Cube, Elementar, Hanau, Alemania). El instrumento se calibré con una muestra de un estandar
de sulfonamida. Se colocd una cantidad de 20 mg de PCPC e hidrolizados liofilizados en
capsulas de aluminio. Las capsulas se insertaron en el mecanismo de inyeccion de muestra para
ser transformadas de C, H, Sy N a su forma gaseosa por calcinacion. Los ensayos se realizaron

por triplicado. El porcentaje de proteina de las muestras se calculd utilizando la Ecuacion (1):

(1) % Proteina = F x %N
donde F es el factor de conversion 6,25 y %N es el porcentaje de nitrégeno calculado por el
instrumento.

Figura 9. Analisis elemental de muestras de concentrados e hidrolizados de maiz morado (C,
H, S, N).

3.13. Contenido total de antocianinas (TAC)

La TAC se determinG por espectrofotometria UV-visible, siguiendo la metodologia de
diferencial de pH descrita por Rapisarda et al. [31]. Se mezclé una cantidad de 0,3 g de PCPC
liofilizado con 5mL de tampén pH 1,0 (KCI1 0,2N y HCI 0,2N) y se agit6 durante 5 min. Luego,
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la mezcla se sonifico en un bafio de ultrasonido Cole-Parmer 8892 (Cole-Parmer, Chicago, IL,
EE. UU.) y finalmente se centrifugd a 2700 x g durante 10 min. El sobrenadante se separd y se
transfirié a un baldn volumétrico &mbar de 25 mL. Este procedimiento se repitio tres veces mas
y la solucion se llevo al volumen con la solucién tampon de pH 1,0. La extraccion con tampdn
pH 4,5 (CH 3COONa 1M y HCI 1N) se llevo a cabo utilizando el mismo proceso. La
cuantificacion del TAC se realizé midiendo la absorbancia en las muestras (pH 1,0 y 4,5) a dos
longitudes de onda (510 nm y 700 nm) en un espectrofotometro Shimadzu modelo 2600
(Shimadzu, Kyoto, Japon). La absorbancia (A) se calcul6 mediante las diferencias de
absorbancia entre pH 1,0 y pH 4,5 usando la Ecuacion (2). Luego, el contenido de TAC se

determino usando la Ecuacion (3).

(2) A =[(A510 — A700) pH1,0 — (A510 — A700) pH4,5]
(3) TAC = A x MW x DF x 100/ x W

donde A = diferencia de absorbancia pH 1,0—pH 4,5, MW = peso molecular del cloruro de
cianidina-3-glucoésido (484,84 g/mol), DF = factor de dilucion, € = coeficiente de extincion
molar y W = peso de la muestra. Los resultados de TAC se expresan en miligramos de cloruro

de cianidina-3-glucoésido (cy-3-glu) por gramo de peso seco (PS), (mg cy-3-glu/100 g PS).

3.14. Contenido total de proantocianinas (TPAC)

El TPAC se cuantificO mediante un ensayo de &cido butanol. Se mezcl6 una cantidad de
250 pL de muestra liofilizada (1 mg/mL) con 3,25 mL de n-butanol-HCI en proporcién (50:50,
v/v) en un tubo de ensayo. A continuacion, se afiadieron 0,2 ml (sulfato aménico de hierro Il al
2% disuelto en HCI 2M). Luego, los tubos se calentaron a 95°C durante 50 min. La absorbancia

de la solucién roja se midi6 a una longitud de onda de 550 nm.

La cuantificacion de TFC se realiz6 mediante una curva de calibracion con (0-100 pg/mL
de catequina). La curva obtenida fue y = 0,0004x — 0,0059 (R?= 0,9961). Los resultados
obtenidos se expresaron en miligramos de equivalentes de catequina por gramo de TPA sobre

peso seco (PS) de muestra (mg CE/g PS) (Amarowicz Ryszard and Pegg, 2006).

3.15 Contenido total de flavonoides (TFC)

El TFC se determind por espectrofotometria UV-visible, utilizando el método propuesto
por (Zhishen et al., 1999). Se disolvieron PCPCs y harina de maiz morado en la mezcla de
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metanol y agua (70:30 v/v). Este paso se repitié varias veces hasta agotar el material vegetal.
Se mezcld 1 mL del extracto diluido con 4 mL de agua destilada y se homogeneiz6. Luego, 0,3
mL de nitrito de sodio al 5% (p/v) y 0,3 mL de cloruro de aluminio al 10% (p/v)), dejando
reposar la muestra durante 5 min después de la adicion de cada reactivo. Posteriormente se
agregaron 2mL de NaOH 1N y se aumento el volumen a 10 mL con agua destilada desionizada.
En esta reaccion se formd un cromoéforo rosa; su absorbancia se midié a 490 nm con un
espectrofotometro Shimadzu modelo 2600 (Shimadzu, Kyoto, Japon). La cuantificacion de
TFC se realizé mediante una curva de calibracion con (0-100 mg rutina R/L). La curva obtenida
fue y = 0,0092x — 0,0042 (R? = 0,9936). Los resultados se expresan en miligramos de
equivalentes de rutina (RE) por gramo de peso seco (PS), (mg RE/100 g PS).

3.16 Contenido total de flavonoles (TFLC)

El contenido de TFLC se determind utilizando la metodologia propuesta por Ramos-
Escudero et al. (2011). Se disolvieron PCPCs y harina de maiz morado en la mezcla de metanol
y agua (70:30 v/v). Este paso se repitio varias veces hasta agotar el material vegetal. Se mezclo
una cantidad de 500 pL de la muestra con 500 uL de AICIs al 20% y 1500 uL de CH 3 COONa
al 50%. Las muestras se incubaron en la oscuridad durante 2 h; la absorbancia de la reaccion se
midi6 a una longitud de onda de 415 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Scientific.). Se us6 una curva de calibracion estandar de rutina en el rango de (10 a 100 ppm).
La curva obtenida fue (y = 0.0029x — 0.0008, R?= 0,9993). Los resultados se expresaron en
miligramos de equivalentes de rutina (RE) contenidos en 100 g de peso seco (PS) (mg RE/100
g PS).

3.17. Analisis de biocompuestos de PCPC e hidrolizados (GH25, DH25, GH35 y
DH35) mediante la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento de fase

reversa-espectrometria de masas (RP-UPLC-MYS)

Las muestras de PCPC e hidrolizados se diluyeron 10 veces con agua destilada desionizada,
se agitaron y centrifugaron a 5000 x g durante 5 min. Luego, se retir6 1 ml del sobrenadante y
se filtr6 a través de un filtro de membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) 0,45 uM en

viales.

Los componentes fendlicos de bajo peso molecular se midieron mediante la técnica RP-
UPLC-MS. Se utilizé6 UPLC-MS en un detector de masas Acquity H-Class UPLC-QDa (Waters
Corporation, Milford, MA, EE. UU.) con interfaz de ionizacién por electropulverizacion. Las
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muestras se analizaron mediante una columna ACQUITY UPLC ®BEH C18 (aguas de 2,1 mm
x 50 mm x 1,7 um de tamafio de particula) a 45°C. Para este analisis se utilizaron prefiltros de
0,2 um instalados al frente de la columna. Se inyectaron extractos de 10 pL de volumen y se
eluyeron a 0,8 mL/min con un gradiente lineal de 1 a 95% de disolvente B (metanol) en
disolvente A (agua Milli-Q) durante 5,5 min, luego en modo isocratico (95% del disolvente B)

durante 1 min y finalmente se devolvid a las condiciones iniciales.

El espectrometro de masas, operado en modo positivo, se configurd para escanear el ion
hijo de 50 a 650 m/z. Los pardmetros de espectrometria de masas optimizados utilizados fueron
los siguientes: voltaje capilar, 0,8 kV; tension de cono, 30 V; energia de colision, 15 V;
temperatura de la fuente, 450°C; y temperatura de desolvatacion, 140°C. Se utilizd nitrégeno

como gas de desolvatacion y cono con un caudal de 760 L/h.

Se utiliz6 argéon como gas de colision a un caudal de 0,1 ml/min. Se utiliz6 el detector
ACQUITY QDa. Se utilizaron estandares de catequina, epicatequina, quercetina y &cido galico
como configuracién para el control de la respuesta ionica seleccionada (SIR) de cada
componente. La adquisicion y el analisis de datos se realizaron con el software Empower 3.0
(Waters Co. Milford, MA, EE. UU.) (Racine et al., 2019).

Figura 10. Determinacion de biocompuestos por cromatografia liquida de Ultra alta resolucién

UPLC con detector de masas. Cromatograma de Quercetina.
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3.18. Propiedades Funcionales de PCPCs e Hidrolizados Gastrointestinales

Las propiedades funcionales de PCPCs e hidrolizados gastrointestinales se evaluaron segun
los métodos descritos por Quinteros et al. (2022). Se determinaron la solubilidad de la proteina
(% PS), la capacidad de absorcion de agua (% WAC) y la capacidad de absorcion de aceite (%
OAC).

3.18.1. Solubilidad de proteinas (PS)

Los PCPC y sus hidrolizados gastrointestinales (0,2 % p/v, con base en el contenido de
proteina en peso de cada muestra) se disolvieron en agua destilada desionizada y el pH de la
suspension se ajustd a pH 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 y 10,0 usando soluciones 0,025N HCI y NaOH. Las
suspensiones se agitaron durante 1 h y se centrifugaron a 10000 x g durante 15 min utilizando
una centrifuga (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania).

El contenido de proteina en el sobrenadante se determind mediante el kit de ensayo de
proteina de &cido bicinconinico (BCA) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
utilizando proteina estandar de albumina de suero bovino (BSA) en diferentes concentraciones

(0,125 a 2,0 mg/mL). PS se calcul6 de la siguiente manera:

% PS = (contenido de proteina del sobrenadante/contenido de proteina total en la

muestra) x 100
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Figura 11. Ensayo de solubilidad de concentrados proteicos de maiz morado.
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3.18.2. Capacidad de Absorcion de Aceite (OAC)

Los PCPC y sus hidrolizados gastrointestinales se disolvieron en aceite de girasol
(proporcion 1:10 p/v) en un tubo previamente pesado. Las suspensiones se homogeneizaron
durante 1 min utilizando un vortex y luego cada 5 min hasta los 30 min. Luego, las suspensiones
se centrifugaron a 2000 x g durante 15 min utilizando una centrifuga (Eppendorf 5804R,
Hamburgo, Alemania). Luego, se drend el aceite, se inclind el tubo durante 10 min y se peso.

Los resultados de % OAC se calcularon usando la Ecuacion (5):
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(5) (%) OAC = [(muestra de peso + aceite/muestra de peso] x 100

Figura 12. Ensayo para determinar la capacidad de absorcion de aceite.

3.18.3. Capacidad de absorcién de agua (WAC)

Los PCPC y sus hidrolizados gastrointestinales se disolvieron en agua destilada desionizada
en una relacion (1:10, p/v) en un tubo previamente pesado. La mezcla se homogeneizé durante
30 s cada 10 min 5 veces. Luego, la mezcla se centrifugd a 4000 x g durante 20 min utilizando
una centrifuga (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania). Los tubos se drenaron en un angulo
de 45° durante 10 min y luego se pesaron. EI %WAC se calculé utilizando la Ecuacion (6):

(6) (%) WAC =[(W2 -W1)/WO0] x 100

donde WO es el peso de la muestra, W1 es el peso del tubo de centrifuga con la muestray W2

es el peso del tubo de centrifuga con los sedimentos.

3.19 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en el manuscrito como media + desviacion estandar (DE).
Todos los ensayos tenian tres repeticiones (n = 3). Las diferencias estadisticas de las muestras
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utilizadas en este estudio se evaluaron con un anélisis ANOVA de una via (p < 0,05) seguido
de la prueba de Tukey. Las diferencias estadisticas se expresaron con diferentes letras en

superindice en las tablas y figuras. Este analisis estadistico se realizo con la ayuda del software

Stargraphics.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto al objetivo especifico 1: Determinar las condiciones de germinacion de semillas
de maiz morado andino para producir concentrado de proteina de maiz morado y evaluar

su actividad antioxidante

4.1.Analisis proximal de harina de maiz

El anélisis proximal de la harina de maiz morado mostré que el contenido de proteina
fue 8,58 = 0,07%, contenido de grasa 5,73 = 0,10%, contenido de cenizas 0,02 + 0,00%,
contenido de humedad 11,70 + 0,05%, contenido de fibra 2,91 + 0,26% y contenido de
carbohidratos 71,06 + 0,16% Su composicién depende de las condiciones ambientales de
los cultivares, temperatura, variedad y tipo de semillas (semillas amarillas, blancas, negras,

azules y moradas).

(Trehan et al., 2018) reportaron la composicion quimica de tres variedades de harinas
de maiz blanco, amarillo y morado. Informaron un contenido de grasa para la harina de
maiz amarillo (2,85-5,23%), la harina de maiz blanco (2,03-4,95%) y la harina de maiz
morado (1,70-4,61%). Informaron el contenido de proteina de la harina de maiz amarillo,
blanco y morado (8,44-8,70%), (8,73-9,54%) y (9,53-9,88%), respectivamente (Trehan et
al., 2018). Mansilla et al. reportaron diferentes genotipos de cultivares de maiz morado de
Argentina con contenidos de proteina entre 9,48% a 11,50% y contenidos de grasa entre
6,72% y 8,21%. Los resultados del contenido de proteina de la harina de maiz morado
reportados en este estudio fueron inferiores a los informados por los otros investigadores,

mientras que el contenido de grasa fue mayor.

4.2 Germinacion (%) de Semillas de Maiz Morado

Maiz morado andino (100 semillas) se pusieron en proceso de germinacion en la
incubadora por 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h y 168h a 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C y
40°C. La Tabla 1 mostro el porcentaje de germinacion obtenido en diferentes condiciones.
Los porcentajes de germinacién se obtuvieron con valores entre 0,00 + 0,00 y 63,33 + 7,23.
Los mayores porcentajes de germinacion se obtuvieron a la temperatura de 25°C con valores
de germinacion entre 42,00% y 63,33%.
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Las semillas incubadas a 15°C por 24h a 96h no mostraron germinacion. A las 120h

presentaron un 6,00 £ 0,58% de germinacion. Estos valores aumentaron con un tiempo de

germinacion de 168h, presentando el mayor porcentaje con un valor de 63.33%. El

incremento en % de germinacion fue proporcional al aumento en el tiempo de incubacion

de las semillas para germinar. A medida que aumenta la temperatura de germinacion, el

porcentaje de germinacion disminuye. Las tasas de germinado obtenidas a 40°C variaron

entre 9,33% y 26,00%. Estos fueron los valores mas bajos de germinacién obtenidos.

Tabla 1. Porcentaje de germinacién a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura de
semillas de maiz morado andino.

% de germinacion de semillas de maiz morado

Tiempo (h) 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
24 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,33+0,582 9,00 +3,562 20,67 £4,04% 9,33+2,082
48 0,00 £ 0,00 3,330,712 4200+755% 33,00+354° 36,67+4,73° 22,67 +2,08°
72 0,00 + 0,00 24,00 + 6,24° 52,67 +8,74¢ 37,00+£354° 38,00+529° 23,33 +2,52°
96 0,00 £+ 0,00 38,67 +4,62°¢ 54,00 +8,19¢ 41,00 +£354¢ 38,67 £5,69°" 23,33+2,52"
120 6,00+ 0,58 2 46,47 + 7,431 58,67 +8,39¢  41,00+354° 38,67+5,69° 23,33 +2,52°
144 6,00 +0,582 53,33+4,51°¢ 60,00+8,66¢ 41,00+354°¢ 40,00 +4,58¢ 26,00 £2,00¢
168 6,00+ 0,58 2 56,00 + 4,58 € 63,33+7,23¢ 4100+3,54¢ 40,00+458¢ 26,00 +2,00°¢

Los resultados obtenidos presentan diferencias significativas a p < 0,05 cuando se

comparan con la incubacion temperatura con el tiempo de incubacion de la germinacion de

las semillas de maiz morado andino. gobernador, (Govender et al., 2008) reportaron

porcentajes de germinacion de variedades amarillas y blancas del norte de KwaZulu-Natal

y el sur de Mozambique con valores de 18,70 a 100 % dependiendo de la variedad. El

proceso de germinacion se realiz6 a 25°C durante 7-11 dias (Govender et al., 2008).

Figura 13. Fotografias de germinacion de maiz morado andino. (&) germinacion de semillas
de maiz morado a 20 °C durante 72, 96, 120, 144 y 168 h; (b) germinacién de semillas de
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maiz morado a 25 °C durante 72, 96, 120, 144 y 168 h; (c) germinacion de semillas de maiz
morado a 30 °C, 35 °C y 40 °C durante 168 h.

a) 20°C
72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
25°C
b)
72h 96 h 120 h 144 h 168 h
168 h
c)

30°C 35°C 40°C

En la figura 13 se muestran las fotografias registradas de los germinados de maiz
morado andino obtenidos en diferentes temperaturas y diferentes tiempos de germinacion.

La Figura 13 a, b mostraron las semillas germinadas en 20°C y 25°C durante 72h, 96h, 120h,
144hy 168h de incubacién. Todas las semillas mostraron claros signos de germinacion con
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levantamiento de los cotiledones y elongacion de las radiculas. La figura 1¢c mostro la
semilla de maiz morado germinada a 30°C, 35°C y 40°C durante 168h. En las fotos, una
clara germinacion. se observa el proceso y los embriones presentan elongacion de las
radiculas. Granos germinados a 30 °C y 35 °C tienen hojas y raices claras. EI maiz morado

germinado a 40 °C obtenido al mismo tiempo mostrd un retraso en la germinacion.

4.3 Perfil de proteina PCPC

Una vez germinadas, las semillas de maiz morado andino se utilizaron para obtener
harina. La harina se utilizd para obtener concentrados proteico-fendlicos por extraccion
alcalina (pH 8,0 y pH 10,0) seguida de precipitacién isoeléctrica (pH 4,0, pH 5,0 y pH 6,0).
Una vez obtenidas las PCPC, se analizé su perfil proteico mediante la técnica SDS-PAGE.
La figura 2 muestra el perfil de proteina PCPC. Figura 2 mostro el perfil PCPC de semillas

no germinadas (control).

En el gel de poliacrilamida se observaron seis bandas con pesos moleculares de 14,50
kDa, 20,12 kDa, 25,18 kDa, 41,85 kDa, 59,59 kDa y 65,87 kDa. Estas bandas corresponden
a albuminas, globulinas y glutelina. Las prolaminas del maiz se denominan zeinas y
representan alrededor del 60,00 % de la proteina de las semillas de maiz (peso fresco). Las
zeinas se pueden dividir en cuatro subfamilias: o (19 y 22 kDa), y (50, 27 y 16 kDa), B (15
kDa) y 6 (18 y 10 kDa) (Coleman & Larkins, 1999; Esen, 1987; Y. Wu & Messing, 2014).

El perfil de proteina de los PCPC no germinados producidos a pH 8,0 y pH 10,0 a
diferentes pH de precipitacion (pH 4,0, pH 5,0 y pH 6,0) fue el mismo (Figura 2a). Los
PCPC (pH 8,0 y 10 alcalinos y pH 4,0 precipitacion isoeléctrica) obtenidos de semillas
germinadas a 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y 40 °C durante 72 h presentaron las mismas
bandas con pesos moleculares idénticos a los identificados en el PCPC no germinado con
valores de 14.50 kDa, 20.12 kDa, 25.18 kDa, 41.85 kDa, 59.59 kDa y 65.87 kDa (Figura 2
b,c).
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Figura 14. Anélisis del perfil proteico de concentrados fendlicos de proteina de maiz
morado (PCPC) por electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-
PAGE). (a) PCPC no germinado obtenido a (pH 8.0 y pH 10 extraccion alcalina) y
diferentes pHs de precipitacion; (b) PCPC germinado a (pH 8,0 alcalino y pH 4,0 de
precipitacion) durante 72 h; (c) PCPC germinado a (pH 10 y pH 4,0 de precipitacion)
durante 72 h.

a) PCPC No- Germinado

b) 72 h PCPC Germinado
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c) 72 h PCPC Germinado

4.4. Cuantificacion del contenido de proteinas PCPC

El contenido de proteina presente en los PCPC obtenidos de semillas germinadas a las
72 h, 120 h'y 168 h incubadas a 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y 40 °C se cuantificd
mediante el Método Dumas. Tabla 2 resume los resultados obtenidos del analisis de
cuantificacion de proteinas. La concentracion de proteina en los PCPC varia entre 9,38 %
(8,0-6,0 pH (alcalino-1p) y 33,56 % (10,0-4,0 pH (alcalino-Ip)); estos valores corresponden
a PCPC germinados a 25 °C. El valor mas alto se obtuvo después de 168 h de incubacion.

Los PCPC obtenidos a los dos pH de extraccién (pH 8,0 y pH 10,0) presentan valores
porcentuales de proteina similares. Se observaron pequefias diferencias en PCPC de brotes
72 h/25 °C, 120 h/20 °Cy 120 h/25 °C. Los valores mas altos obtenidos fueron PCPC 168
h/25 °C con valores de 29,06 %, 30,00 % y 33,56 %; PCPC 168 h/30 °C presento valores
de 23,75 %, 27,53 %y 29,38 %; PCPC 168 h/35 °C presentd porcentajes de 23,80 %, 27,60
% y 29,40 %. Todos los PCPC obtenidos a partir de semillas de maiz germinadas a
diferentes tiempos y a diferentes temperaturas presentaron valores porcentuales de proteina
superiores al porcentaje de harina de maiz proveniente de semillas de maiz sin germinar
(8,53%). El andlisis estadistico indica diferencias significativas cuando se compara el
tiempo de germinacion con los pH alcalinos y la precipitacion isoeléctrica <0,05.

48



Tabla 2. Contenido de proteina PCPC en maiz morado andino germinado.

pH (alkaline-1p) 72h 120 h
% Proteina germinada 15 °C
8.0-4.0 25.16 £ 0.57° 21.81+0.18% 24.0
8.0-5.0 24.09 +0.22% 21.97 +£0.22% 23.0
8.0-6.0 24.00 £0.09% 21.94 +0.092 21.0
10.0-4.0 27.16 £ 0.13° 24.88 +0.00¢ 25.3
10.0-5.0 26.34 £ 0.04°¢ 24.34 £ 0.14° 23.9
10.0-6.0 24.34 £ 0.752 22.00 £ 0.35" 23.0

% Proteina germinada 20 °C

8.0-4.0 23.16 £0.04° 18.63+0.18° 25.7
8.0-5.0 22.56 +0.00° 23.44 +£0.09¢ 16.8
8.0-6.0 20.31£0.09° 16.50 £ 0.002 22.0
10.0-4.0 23.50 £ 0.00° 27.06 £0.17° 28.1
10.0-5.0 22.97 £0.13° 24.22 +0.13¢ 24.4
10.0-6.0 20.09 £ 0.05% 21.88 £ 0.08° 22.5
% Proteina germinada 25 °C
8.0-4.0 17.78 £ 0.13° 10.69 £ 0.182 22.1
8.0-5.0 18.69 + 0.09¢ 9.44 £ 0.182 19.0
8.0-6.0 18.25+0.18¢ 9.38+£0.092 19.7
10.0-4.0 14.88 £ 0.17° 27.50 £ 0.09 ¢ 335
10.0-5.0 13.19+£0.042 16.88 £ 0.08° 29.0
10.0-6.0 13.00 £ 0.182 12.47 £0.04° 30.0
% Proteina germinada 30 °C
8.0-4.0 26.56 £ 0.09 ° 26.44 £0.18° 23.7
8.0-5.0 25.19£0.22° 24.38 £ 0.00°¢ 21.0
8.0-6.0 22.66 +£0.09° 21.44 £0.272 18.3
10.0-4.0 26.25+0.00° 27.28 £0.13° 29.3
10.0-5.0 26.75+0.18¢ 26.50 £ 0.00 ° 27.5
10.0-6.0 24.19 £0.00° 23.71£0.14° 19.3
% Proteina germinada 35 °C
8.0-4.0 26.60 £ 0.00° 26.50 +0.18° 23.8
8.0-5.0 25.20+0.18°¢ 24.34 +£0.04° 21.0
8.0-6.0 22.60 +0.042 21.44 +0.002 18.4
10.0-4.0 26.25+0.09¢ 27.25+0.35° 29.4
10.0-5.0 25.53+0.18°¢ 26.56 +0.27° 27.6
10.0-6.0 24.19 +£0.00° 23.75+0.00° 19.3
% Proteina germinada 40 °C
8.0-4.0 21.94 +£0.88° 22.75+0.092 24.53
8.0-5.0 20.63 £0.09° 22.22 +0.13% 19.9
8.0-6.0 13.47 +2.25% 22.31+0.09° 15.6
10.0-4.0 28.56 +0.35 ¢ 26.38 £ 0.35° 21.34
10.0-5.0 27.03 +1.64¢ 23.66 +0.75% 21.9
10.0-6.0 24.13+£1.77° 22.34 £2.87% 14.0
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Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (n = 3) y se
evaluaron mediante Anova unidireccional y prueba de Turquia (p < 0,05). Las diferencias

estadisticas se indicaron con letras diferentes.

La semilla de maiz tiene albdminas proteicas que representan el 8,00 % de la
proteina, DW. Las proteinas de las albuminas son solubles en una solucion de agua. Las
proteinas globulinas representan el 9,00 % de las proteinas solubles en sales y las proteinas
glutelinas representan el 40,00 % de las proteinas, DW, las cuales son solubles en

soluciones alcalinas (Mertz et al., 1964).

PCPC present6 albdminas, glutelinas y proteinas globulinicas. Se utilizaron semillas
normales de maiz morado en este estudio para obtener PCPC germinadas. Los contenidos
de proteina reportados en este trabajo estdn en linea con los valores reportados en la
literatura para diferentes concentrados de proteina de zeina. EI concentrado de proteina de
maiz se utiliza para aplicaciones industriales como adhesivos, plasticos biodegradables,
recubrimientos (comestibles, resistentes a la humedad) para productos alimenticios, polvos
cosmeéticos, fibras dietéticas, fibras textiles, pesticidas microencapsulados, microesferas,
formulaciones de tabletas de matriz de accién prolongada, sistema de suministro de
nutrientes para rumiantes, edulcorantes de alta potencia, fijador del cabello y otros fines
industriales (Esen, 1986; Lai et al., 1997; Mathiowitz et al., 1991; Morawsky et al., 1996;
Peres & Correa, 1996; Sharif et al., 2019; Shukla & Cheryan, 2001; Swallen, 1941; Trezza
& Vergano, 1994; J. Y. Wang et al., 1991; M. Zhang et al., 1997).

4.5. Contenido de TPC de PCPC germinados

El contenido de TPC se determind en PCPC de semillas de purpura andina germinadas
durante 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 122 h, 144 hy 168 h a 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y
40 °C. Tabla 3 mostr¢ el valor de TPC en PCPC germinados. EI PCPC germinado tuvo un
alto contenido de TPC con un rango de 350,95 a 1820 mg GAE/g PCPC, DW, el PCPC
germinado/72 h/25 °C tuvo un valor alto de 1820,00 mg GAE/g PCPC, DW. PCPC/72 h/25
°C tuvo un valor de TPC alto en los dos grupos (pH 8,0 y pH 10) con 1820,00, 1803,00 y
1746,00 mg GE/g PCPC, DW para el grupo obtenido a pH 8,0 de extraccion y 1550,00,
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1736,00y 1426,00 mg GAE/g PCPC, DW para el grupo pH 10. PCPC/168 h/35 °C presento
un valor de TPC de 989,05-1605,71 mg GAE/g PCPC, DW. Los valores de TPC obtenidos
a tiempos de germinacidén mas largos y temperatura mas alta tuvieron valores mas altos de
contenido de TPC. EIl pH alcalino (pH 8.0 y pH 10.0) afecta el contenido de TPC. Se

observaron diferencias significativas a p < 0.05 cuando se compard pH vs tiempo de

germinacion.

Tabla 3. Contenido fendlico total (TPC) de PCPC germinados.

TPC (mg GAE/g PCPC, DW)

pH 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144h 168 h
TPC de germinado a 15 °C
8.0- 01048+ 83429+ 124857+ 1170.00 90095+ 1205.71 1289.05+
4.0 0.02° 0.02° 0.11¢ +0.11° 0.04°2 +0.03¢ 0.03¢
8.0- 102952 73429+ 115810+ 1167.62 94381+ 75571+ 111286+
5.0 +0.01°¢ 0.012 0.03¢ +0.04° 0.03° 0.012 0.03°
8.0- 71048+ 71286+ 81286+ 89857+ 114381+ 124381 886.67 +
6.0 0.012 0.012 0.012 0.022 0.024¢ +0.03¢ 0.052
10.0- 94857+ 146048+ 124381+ 137952 117238+ 132952 1381.90+
4.0 0.01° 0.01¢ 0.03¢ +0.04° 0.01°¢ +0.03°¢ 0.02¢
10.0- 1177.14 107476+ 113429+ 1370.00 116524+ 1458.10 1574.76
50 +0.02¢ 0.01¢ 0.06° +0.02° 0.02¢ +0.05F 0.05f
10.0- 1058.10 98429+ 936.67+ 140095 99857+ 96286+ 1196.19+
6.0 +0.01°¢ 0.01° 0.03° +0.049 0.06°¢ 0.02° 0.04°¢
TPC de germinado a 20 °C
8.0- 54032+ 613.33+ 124857+ 1170.00 90095+ 1205.71 1289.05+
4.0 0.01° 0.00° 0.119 +0.1° 0.04 2 +0.03¢ 0.03¢
8.0- 62127+ 699.05+ 115810+ 1167.62 94381+ 75571+ 1112.86+
5.0 0.01°¢ 0.01°¢ 0.03°¢ +0.04" 0.03° 0.01°2 0.03"
8.0- 41651+ 55460+ 81286+ 89857+ 114381+ 124381 886.67
6.0 0.012 0.01°2 0.012 0.02°2 0.02°¢ +0.03¢ 0.052
10.0- 69429+ 74190+ 124381+ 1379.52 1172.38+ 1329.52 1381.90 +
4.0 0.01¢ 0.01¢ 0.03¢ +0.04¢ 0.01°¢ +0.03¢ 0.02¢
10.0- 656.19+ 591.11+ 113429+ 1370.00 116524+ 1458.10 1574.76 +
5.0 0.01¢ 0.01°2 0.06°¢ +0.02¢ 0.02°¢ +0.05¢ 0.05f
10.0- 61492+ 76254+ 936.67+ 1400.95 998,57+ 962.86+ 1196.19 +
6.0 0.01°¢ 0.01¢ 0.03" +0.04¢ 0.06 ¢ 0.02° 0.04 ¢
TPC de germinado a 25 °C
8.0- 45333+ 536.67+ 1820.00+ 149143 1100.95+ 1258.10 1529.52+
4.0 0.03" 0.02°¢ 0.01¢ +0.03¢ 0.09¢ +0.01¢ 0.02f
8.0- 35095+ 52238+ 1803.33+ 1217.62 920.00+ 1081.90 1250.95+
5.0 0.042 0.03°¢ 0.05¢ +0.09° 0.05° +0.012 0.02°
8.0- 1577.14 508.10+ 1746.19+ 1212.86 78190+ 1136.67 1155.71+
6.0 +0.04F 0.03° 0.06°¢ +0.17° 0.042 +0.01° 0.032
10.0- 660.48+ 49381+ 155095+ 1398.57 1541.43+ 1620.00 1315.24+
4.0 0.01¢ 0.02° 0.10° +0.05¢ 0.04f +0.00° 0.01°¢
10.0- 617.62+ 53190+ 1736.67+ 128429 126524+ 1362.86 1436.67 +
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5.0 0.05°¢ 0.02°¢ 0.08°¢ +0.09¢ 0.01°¢ +0.06¢ 0.03¢
10.0- 1172.38 38429+ 142952+ 1003.33 972.38+ 1284.29 1355.71 +
6.0 +0.04°¢ 0.02°2 0.032 +0.032 0.03°¢ +0.03¢ 0.02¢
TPC de germinado a 30 °C
8.0- 1143.81 993.81+ 1217.62+ 122238 132476+ 1277.14 126524+
4.0 +0.02" 0.04° 0.02°¢ +0.05" 0.03°¢ +0.01° 0.06°
8.0- 117952 115095+ 122952+ 144143 1196.19+ 1258.10 1343.81+
5.0 +0.04°¢ 0.03¢ 0.18°¢ +0.02¢ 0.02° +0.01° 0.03°¢
8.0- 117952 920.00+ 927.14+ 1003.33 101524+ 950.95+ 979.52 +
6.0 +0.04°¢ 0.012 0.022 +0.012 0.02°2 0.012 0.04 2
10.0- 1486.67 1155.71+ 128429+ 1391.43 1472.38+ 1386.67 1389.05 +
4.0 +0.03¢ 0.03¢ 0.05°¢ +0.07¢ 0.02¢ +0.01¢ 0.07¢
10.0- 1158.10 1008.10+ 1346.19+ 148190 1408.10+ 1358.10 1631.90 +
5.0 +0.01° 0.05° 0.06¢ +0.02¢ 0.05 ¢ +0.01¢ 0.03¢
10.0- 1022.38 1103.33+ 1191.43+ 1300.95 1329.52+ 1365.24 1393.81 +
6.0 +0.032 0.01°¢ 0.06° +0.01¢ 0.02°¢ +0.01¢ 0.03¢
TPC de germinado a 35 °C
8.0- 1500.95 1170.00+ 1355.71+ 1396.19 1289.05+ 142476 144857 +
4.0 +0.03" 0.01°¢ 0.01°¢ +0.04¢ 0.05° +0.04¢ 0.03°¢
8.0- 171524 97952+ 122714+ 129857 1467.62+ 1210.48 1436.67 +
5.0 +0.06°¢ 0.02°2 0.02° +0.04¢ 0.06°¢ +0.04" 0.05°¢
8.0- 1131.90 1074.76+ 101048+ 036.67+ 889.05+ 984.29+  989.05+
6.0 +0.032 0.02° 0.022 0.03? 0.03? 0.042 0.032
10.0- 1708.10 1484.29+ 145571+ 1070.00 1446.19+ 1272.38 1605.71 +
4.0 +0.02¢ 0.02¢ 0.02¢ +0.00° 0.02°¢ +0.02¢ 0.05¢
10.0- 1620.00 1648.57+ 1872.38+ 1446.19 153429+ 1289.05 1605.71 +
5.0 +0.00¢ 0.01¢ 0.01f +0.04¢ 0.05¢ +0.05¢ 0.02¢
10.0- 1593.81 1667.62+ 1767.62+ 1510.48 1446.19+ 1327.14 1174.76 +
6.0 +0.03°¢ 0.02¢ 0.02¢ +0.01f 0.03°¢ +0.04¢ 0.03°
TPC de germinado a 40 °C
8.0- 1150.95 1120.00+ 605.71+ 77476+ 91762+ 917.62+ 091762+
4.0 +0.04°¢ 0.06° 0.02°2 0.04°¢ 0.03° 0.03° 0.03°
8.0- 896.19+ 91286+ 743.81+ 703.33+ 95571+ 95571+ 95571+
5.0 0.04° 0.042 0.04°¢ 0.03° 0.05°¢ 0.05°¢ 0.02°¢
8.0- 75571+ 111048+ 69143+ 67476+ 82476+ 82476+ 82476+
6.0 0.062 0.07° 0.06° 0.062 0.042 0.042 0.082
10.0- 129857 1424.76 + 1077.14+ 85095+ 974.76+ 97476+ 97476+
4.0 +0.04¢ 0.094¢ 0.03¢ 0.0349 0.02°¢ 0.02°¢ 0.01°¢
10.0- 1236.67 1177.14+ 1079.52+ 953.33+ 127952+ 1279.52 1279.52 +
50  +0.049 0.01°¢ 0.02¢ 0.06¢ 0.05¢ +0.05¢ 0.01¢
10.0- 1327.14 1053.33+ 1070.00+ 92476+ 1117.62+ 1117.62 1117.62+
6.0 +0.00f 0.03°¢ 0.03¢ 0.05¢ 0.034¢ +0.03¢ 0.03¢

Los resultados se expresaron como media = desviacion estandar (n = 3) y se

evaluaron mediante Anova unidireccional y prueba de Turquia (p < 0,05). Las diferencias

estadisticas se indicaron con letras diferentes.

Mansilla et al. (2020) describieron el crecimiento del maiz morado en Argentina
con valores de TPC entre 438,00 y 1933,00 mg GAE/100g, DW. (Trehan et al., 2018)
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describieron el contenido de TPC de tres variedades de semillas de maiz amarillas, blancas
y moradas: maiz amarillo (1170,00-1640,00 mg GAE/g de muestra), maiz blanco (903,00—
1332,00 mg GAE/g de muestra) y maiz morado (1223,00-1843,00 mg GAE/g Muestra).
De la Parra et al. (2007) describieron el contenido de TPC de cinco variedades diferentes
de semillas de maiz amarillo, blanco, rojo, azul y alto contenido de carotenoides con valores
de 260,70-320,10 mg GAE/100 g DW. Mora-Rochin et al. (2010) reportaron un contenido
de TPC de harina de maiz blanco (167.40 mg GAE/100 g, PS), maiz azul (142.10 mg
GAE/100 g PS), maiz rojo (140.70 mg GAE/100 g PS), y maiz amarillo (137,70 mg
GAE/100 g DW). Los concentrados de PCPC de granos germinados aumentaron el
contenido de TPC en comparacion con el contenido de TPC informado para la harina de

maiz morado.

El pH de precipitacion isoeléctrica (pH 4.0, pH 5.0 y pH 6.0) utilizado para
precipitar las proteinas permite el aislamiento de una cantidad considerable de componentes
fenolicos. Los PCPC contintan manteniendo una coloracion parpura que indica su
presencia en concentrados de proteinas. El fendlico total se puede separar de los PCPC con
extracciones repetidas de metanol. Seis procesos de extraccion consecutivos permitieron
aislar el 100,00% de los componentes fendlicos presentes en los PCPCs a partir de semillas
germinadas. Todos los PCPC probados en este trabajo con extraccion alcalina y
precipitacion isoeléctrica tenian un alto contenido de TPC. Se deben realizar trabajos
futuros en HPLC-MS-MS para identificar los componentes fendlicos presentes en los PCPC
y determinar si existen diferencias en el fenélico en funcién del pH de extraccion y el pH

de precipitacion.

(Lucrecia Pifiuel, Vilcacundo, et al., 2019) describieron concentrado de proteina de
frijol rojo (RBPC) de Phaseolus vulgaris con alta actividad antioxidante (ABTS y FRAP) y
capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica en el modelo de pez cebra. Informaron que
RBPC tenia un alto contenido de TPC con valores de 135,57-521,66 mg GAE/g por
muestra. RBPC mostré actividad antioxidante por ABTS con valores de 81,55-257,12 umol
TE/g de muestra dependiente del pH analizado y un valor de FRAP de 45,16-95,80
dependiente del pH analizado. Informaron que la actividad antioxidante de RBPC podria

deberse a la presencia de polifenoles en RBPC.
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A la luz de la discusion anterior, consideramos que en los concentrados proteicos
obtenidos de plantas se debe considerar la presencia de fenoles en las muestras y su posible
influencia en las actividades biologicas que se evaluan. Por ello, decidimos denominarlos

concentrados fenolicos de proteina de maiz morado (PCPC).

4.6. Actividad antioxidante de los PCPC germinados por métodos ABTS y
FRAP

Los PCPC germinados obtenidos a pH 10,0 de extraccién alcalina y pH 4,0 de
precipitacion, 48-168 h y temperaturas de incubacion de 20-40 °C se utilizaron para
evaluar la actividad antioxidante mediante los métodos ABTS y FRAP. Tabla 4 mostrd los
valores de actividad antioxidante de PCPCs por el método ABTS. Los valores de actividad
antioxidante de los PCPC variaron entre 175,37 umol y 804,35 umol TE/g PCPC, rango
DW. PCPC/35 °C present6 valores superiores entre 196,42 umol a 804,35 umol TE/g
PCPC, DW. EIl valor mas alto se registr6 para PCPC/144 h/35 °C. En general, los altos
valores de actividad antioxidante estuvieron relacionados con la alta temperatura y el
tiempo de germinacion. Al comparar los grupos de temperaturas vs tiempos de germinacién

se observaron diferencias estadisticas.

(Trehan et al., 2018) reportaron actividad antioxidante de harinas de maiz amarillo,
blanco y morado por el método ABTS y DPPH. Informaron valores de 3,81-4,92 umol
TE/mg de harina de maiz amarillo, 3,88-4,53 umol TE/mg de harina de maiz blancoy 4,18
4,83 umol TE/mg de harina de maiz morado. Informaron sobre la actividad antioxidante de
la harina de maiz morado utilizando el método DPPH con valores de 0,77-0,84 pumol
TE/mg de harina de maiz morado. Estos autores reportaron actividades antioxidantes de
panecillos elaborados con harinas de maiz amarillo, blanco y morado, pero con valores mas

bajos que las harinas.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de PCPC por el método del &cido 2,2-azinobis, 3-etil-

benzotiazolina-6-sulfonico (ABTS).

ABTS (umol TE/g PCPC, DW)

Germinado PCPC-pH10.0/pH4.0

Time

(h) 15°C 20 °C 25 °C 30 °C 35°C 40 °C

24 365,20+0.01¢ 323,90+0.01¢ 240,45+0.01° 497.00+0.05¢ 564.44+0.09% 619.18+0.05f
48  364,20+0.019 348,62+0.01° 242,08+0.01° 246.02+0.05% 407.71+0.109 546.10+0.02°
72  618,48+0,04° 531.55+0.02¢ 496.20+0.03° 453.34+0.03° 506.91+0.06° 215.52+0.06°
96  603,87+0,03° 234.06+0.01° 246.06+0.03° 417.63+0.03° 196.42+0.03* 498.61+0.05¢
120  407,04+0,01° 197.87+0.06% 570.97+0.079 493.02+0.04% 402.75+0.09° 404.77+0.07°
144  283,54+0,05% 562.68+0.02° 175.37+0.01% 547.58+0.02° 804.35+0.08° 488.44+0.05¢
168  490,21+0,08° 571.49+0.09° 603.60+0.03° 278.57+0.06° 235.10+0.04° 470.05+0.01°

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (n = 3) y se evaluaron

mediante Anova unidireccional y prueba de Turquia (p < 0,05). Las diferencias estadisticas

se indicaron con letras diferentes.

Tabla 5. Actividad antioxidante de PCPC por el método del poder antioxidante reductor

férrico (FRAP).

FRAP (umol TE/g PCPC, DW)

Germinado PCPC pH 10.0-pH 4.0

Time

(h) 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C 35°C 40 °C

24 257,98+0.01° 208,58+0.01* 154,86+0.01% 155.52+0.03* 168.25+3.33% 173.61+0.012
48  243,44+0.01° 243,40+0.01° 165,11+0.02% 454.86+0.01* 771.68+0.67° 611.19+0.09°
72 741,49+0.09 770.21+0.219 678.18+0.109 815.04+0.20° 922.25+0.52¢ 628.94+0.70°
96  807,29+0.09° 339.15+0.36° 335.36+0.91¢ 750.69+0.44° 349.39+0.02% 552.42+0.59°
120  100,46+0.21% 286.71+0.69° 772.85+0.29° 877.92+0.36% 747.02+0.09° 452.69+0.062
144  121,00+0,21° 751.10+0.49¢ 236.10+1.52° 984.83+0.38° 363.58+0.51% 699.23+3.17¢
168  120,01+0.21° 800.83+0.30° 817.12+0.55° 762.63+0.13° 435.30+0.38° 701.44+0.35°

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (n = 3) y se evaluaron

mediante ANOVA unidireccional y prueba de Turquia (p < 0,05). Las diferencias

estadisticas se indicaron con letras diferentes.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de

las PCPCs por el método FRAP. Las muestras mostraron valores con 100.46 a 984.83 pumol
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TE/g PCPC, DW. EI valor mas alto se observé para PCPC/144 h/30 °C con 984,83 umol
TE/g PCPC, DW. ElI PCPC germinado a 35 °C presento valores entre 168.25 pumol a 922.25
pumol TE/g PCPC, DW. En general, se observaron mayores actividades antioxidantes para
un comportamiento similar a altas temperaturas y altos tiempos de germinacion presentando

mayor actividad antioxidante.

El analisis estadistico mostrd diferencias significativas cuando los grupos de
temperaturas se compararon con los tiempos de incubacion en p<0,05. (Coco & Vinson,
2019) informaron actividad antioxidante del grano crudo de 8,73 a 13,40 mg de catequina/g
para nueve variedades de maiz mediante el método FRAP. El grano crudo se sometié a
simulacion de digestion in vitro. La actividad antioxidante se evalu6 por el método FRAP.
Encontraron un valor de 0,76 mg de catequina/g de muestra. (Z. Yang & Zhai, 2010)
reportaron actividad antioxidante del contenido total de antocianinas (TAC) aislado de
granos de maiz morado usando los métodos DPPH, FRAP y TEAC (16.20 mmol y 18.70
mmol de FeSO 4 /g PS).

Varios investigadores han informado una relacion entre el contenido de polifenoles
y antocianinas de los granos de maiz morado y sus actividades antioxidantes (Z. Yang &
Zhai, 2010) (Lopez-Martinez et al., 2014) describieron la actividad antioxidante de tres
variedades de maiz morado utilizando métodos de actividad de eliminacion de radicales de
Oxido nitrico y actividad de eliminacion de radicales superoxido. Los extractos etanolicos
mostraron una fuerte actividad antioxidante en el siguiente orden: purpura genérico >
Oaxaca 332 > Veracruz 42 con 62,00%, 48,00% y 32,00% de actividad depuradora de NO,

respectivamente.

El protocolo utilizado en este estudio para la obtencion de PCPC antioxidante fue
validado a partir de un lote de semillas de maiz morado andino de la variedad (Zea mays
L., racimo de uvas INIAP-199) cultivadas en Guaranda, Ecuador. El contenido de proteinas
y polifenoles presentes en las semillas puede variar segun la variedad probada y las
condiciones de crecimiento de las semillas. Por esta razon, este protocolo podria validarse
con diferentes variedades de semillas de maiz (maiz morado, blanco y amarillo) cultivadas
en diferentes condiciones ambientales, diferentes condiciones de riego y diferentes
condiciones de fertilizacion. El protocolo también podria validarse en semillas de maiz

transgénico para comparar los resultados.
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Respecto al objetivo especifico 2: Evaluar las propiedades funcionales de los compuestos
fitoquimicos del concentrado de proteina de maiz morado germinado y sus hidrolizados

gastrointestinales

4.7. Andlisis de Perfil Proteico de PCPC e Hidrolizados (GH25, DH25, GH35 y
DH35)

Figura 15. Analisis de perfil proteico de PCF, PCPC25, PCPC35 ¢ hidrolizados (GH25, DH25,
GH35 y DH35) por electroforesis SDS-PAGE. PCF (harina de maiz morado), PCPC25
(concentrado de proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 25°C), PCPC35
(concentrado de proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 35°C). GH25 (hidrolizado
gastrico de PCPC25), DH25 (hidrolizado duodenal de PCPC25), GH35 (hidrolizado gastrico de
PCPC35) y DH35 (hidrolizado duodenal de PCPC35).

kDa PCF PCPCP25 GH-25 DH-25 PCPC35 GH-35 DH-35
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La Figura 15 muestra el perfil proteico de la harina de maiz morado, PCPC25, PCPC35
y sus hidrolizados gastrointestinales. El perfil proteico de la harina de maiz morado presenta
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bandas con un rango de 19.99 a 64.31 kDa, mientras que PCPC25 y PCPC35 presentan un
perfil proteico con bandas entre 18.56 kDa y 321.27 kDa. El documentador de gel aprecia
la ausencia de bandas en los hidrolizados gastricos y duodenales de los dos PCPC. Las
bandas 19.99 kDa, 25.84 kDa y 47.55 kDa se encuentran en harina de maiz morado,
PCPC25y PCPC35. Las bandas que expresan mayor intensidad en los geles son las bandas
de 18,56 kDa y 19,99 kDa presentes en los PCPC.

En un trabajo anterior, (E. Vilcacundo et al., 2020) describieron el perfil proteico de
PCPC. El perfil proteico de las PCPC se caracteriz6 por la presencia de seis bandas con
pesos moleculares de 14,50 kDa, 20,12 kDa, 25,18 kDa, 41,85 kDa, 59,59 kDa y 65,87
kDa. Estos PCPC se germinaron durante 72 h a 15, 20, 25, 30, 34 y 40 °C y se obtuvieron
a pH alcalino 8,0 y precipitacion pH 4,0. En este estudio, los PCPC se germinaron durante
5diasa25y 35°Cy se obtuvieron a pH alcalino 8,0 y precipitacion pH 5,0. Estas diferencias
en el proceso de obtencién de PCPC pueden generar diferentes proteinas. El contenido de
proteina de los granos de maiz se compone principalmente de proteinas de prolamina o
zeina (40%), seguidas de proteinas de glutelina (30%), con bajas cantidades de proteinas
de globulina y albdmina (5%) (Diaz-Gomez et al., 2017; L. Wang et al., 2008). Las
proteinas zeina tienen cuatro subfamilias, denominadas a (19 kDay 22 kDa), y (50 kDa, 27
kDay 16 kDa), B (15 kDa) y 6 (18 kDa y 10 kDa) (Coleman Craig E. and Larkins, 1999;
Esen, 1987; Y. Wu & Messing, 2014).

Los hidrolizados gastrointestinales de PCPC25 y PCPC35 también se analizaron
mediante SDS-PAGE. El fotodocumentador de gel no registrd ninguna banda en los

hidrolizados gastrico y duodenal de ambas muestras.

En general, el perfil proteico cambio claramente debido a las condiciones de la
digestion gastrointestinal. Aun asi, se aprecia una banda de menos de 10 kDa. Wu et al.,
(2021) describieron el perfil proteico de SPI, SPIH1, SPIH2 y SPIH3 mediante la técnica
de HPLC. Encontraron que SPI presentd picos correspondientes principalmente a pesos
moleculares superiores a 10 kDa, y los hidrolizados presentaron picos correspondientes a
pesos moleculares superiores a 10 kDa con porcentajes de 45,26%, 26,2% y 12,11%,

respectivamente. Los picos correspondieron a 1-5 kDa para SPI (5,39%), SPIH1 (26,27%),
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SPIH2 (37,34%) y SPIH3 (36,23%). Se puede observar que los hidrolizados presentaron
principalmente proteinas de bajo peso molecular. El perfil proteico de los hidrolizados se
ve afectado por las condiciones de hidrolisis (tipo de enzimas, pH, temperatura y tiempo).
El porcentaje de hidrolisis también es un factor determinante en el perfil proteico, y este

depende del conjunto de condiciones de hidrolisis.

4.8. Composicion Elemental de PCPCs e Hidrolizados y Cuantificacion del %
Hidrodlisis de Hidrolizados (GH25, DH25, GH35 y DH35)

Se realiz6 un andlisis elemental de las muestras. Se determind y calcul6 el porcentaje
de hidrdlisis en los hidrolizados gastrointestinales de PCPC (Tablal). El porcentaje de
carbono presento valores muy altos en PCF, PCPC25 y PCPC35; lo mismo ocurri6 con el
porcentaje de hidrogeno. Mientras tanto, el porcentaje de azufre fue alto para las muestras
PCPC25, DH25 y PCPC35. El porcentaje de nitrégeno presento los valores més altos para
PCPC25 y PCPC35 (7,81% N vy 7,31% N) sin diferencias significativas entre ellos. Los
hidrolizados gastricos y duodenales no presentaron diferencias significativas entre ellos al
comparar su % de hidrolisis. GH25 y DH25 presentaron valores de 77,24%y 78,61% DH.
GH35 y DH35 presentaron porcentajes de 76,23% DH y 76,64% DH.

El andlisis estadistico no reveld diferencias estadisticas al comparar los cuatro
hidrolizados entre si. Los valores porcentuales de hidroélisis para los cuatro hidrolizados
fueron altos. (Vivas et al., n.d.) describieron el porcentaje de digestibilidad de la harina de
maiz amarillo. El hidrolizado gastrico presento un valor de 42,8% de DH.

El porcentaje de digestibilidad se calculd a partir del porcentaje de nitrégeno de las
muestras y del hidrolizado. Los valores de nuestro estudio fueron mayores. (Kiers et al.,
2000) han descrito diferencias en el porcentaje de maiz blanco fermentado desgrasado y sin

desgrasar para siete variedades.
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La harina se sometié a un proceso de hidrdlisis gastrointestinal con pepsina (pH 4,0
durante 60 min) y pancreatina (pH 6,0 durante 30 min). Encontraron valores para muestras
desgrasadas que oscilaban entre 24,1 y 67,1% de DH, y para muestras no desgrasadas,
valores de 20,8-65,0% de hidrolisis. Nuestros valores de porcentaje de hidrolisis fueron
superiores a los descritos anteriormente, lo que puede deberse a diferencias en las muestras

y diferencias en el proceso de digestion.

Tabla 6. Composicion elemental, cuantificacion de proteina de PCPCs e hidrolizados y grado

de hidrélisis de hidrolizados (GH25, DH25, GH35 y DH35

%
% % % % % Grado de
Muestra | Carbono Hidrdgeno Azufre N Proteina hidrolisis
PCF  |41,00+0,28°| 8,70 +0,06° | 0,10+ 0,01% | 1,61+0,03° | 9,94 +0,28° N.D
PCPC25 |59,05+0,28¢| 9,97 +0,10° | 0,40 £0,00° | 7,81+0,01° |[48,79+0,15° N.D
GH25 16,52 +1,00°| 1,35+0,23* | 0,16 £0,02% | 1,78 +0,08* | 11,10+ 0,29% | 77,24 +0,25°
DH25 |12,07+0,13%| 2,59 +0,09° | 0,58 +0,03% | 1,67 +0,03* | 10,44 + 0,08 [ 78,61 + 0,29
PCPC35 |59,74 +0,189/10,14 + 0,09°| 0,33 +0,01° | 7,31 +0,02° | 45,67 +0,02° N.D
GH35 |13,04+0,58%| 1,19+0,09* | 0,11 +0,00° | 1,74 +0,05* | 10,85+ 0,04% | 76,23 + 0,32
DH35 |13,30+0,27%| 2,46 +0,05° | 0,08 £0,00* | 1,71+0,02° | 10,67 +0,04% [76,64 +0,19?

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (n=3) y se analizaron
mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Tukey. Las diferencias
estadisticas se indican con minusculas PCF (harina de maiz morado), PCPC25 (concentrado
de proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 25°C), PCPC35 (concentrado de
proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 35°C). GH25 (hidrolizado gastrico de
PCPC25), DH25 (hidrolizado duodenal de PCPC25), GH35 (hidrolizado gastrico de
PCPC35) y DH35 (hidrolizado duodenal de PCPC35).

El porcentaje de hidrolisis puede ser importante para determinar el perfil proteico e

influir en sus actividades bioldgicas ya que, dependiendo del grado de hidrdlisis, se
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formaran péptidos de diferentes tamafios y con distintas cargas.

Dependiendo del tamafio y la cantidad del péptido disponible, podrian ocurrir

interacciones entre péptidos/polifenoles; estas interacciones no siempre son las esperadas.

4.9. Contenido de Compuestos Fenolicos de PCPCs e Hidrolizados
Gastrointestinales (GH25, DH25, GH35 y DH35)

Se determinaron los contenidos de PCPCs de los fitocomponentes y sus hidrolizados
gastrointestinales (Tabla 7). PCPC35 presento los valores mas altos de TFLC (11091.37
mg RE/100 g DW) y TFL (7975.59 mg RE/100 g DW). Los valores més altos de TAC los
presentd PCPC35 con un valor de 1620,24 mg Cy3GE/g PS, seguido de harina (1609,59
mg Cy3GE/g MS) y PCPC25 (1157,35 mg Cy3GE/g PS).

Los valores mas bajos se obtuvieron en los hidrolizados con un rango de 66,52-181,45
mg Cy3GE/g PS. Se observé una disminucion muy importante en la concentracion de TAC
en todos los hidrolizados en comparacién con la harina de maiz morado y los concentrados.
(Gélvez Ranilla et al., 2017) han informado el contenido de TAC en el maiz morado
peruano (310,04 mg Cy3GE/g DW).

Lopez-Martinez et al. (2009) han reportado el contenido de TAC de cuatro variedades
de maiz morado (morado, AREQ516540TL, Veracruz 42 y Oaxaca 337 1G04 PV) de
México con valores de (93.2, 850; 389; y 131 mg Cy3-glu/100 g, PS), respectivamente.

Mendoza-Mendoza et al. (2020) han informado el contenido de TAC de 52 variedades
de maiz morado de México con rangos de 0.0398 a 0.2398 g de Cy3-glu/100 g PS.

Q. Zhang et al. (2019) informaron el contenido de TAC en 20 variedades de extractos
de maiz morado obtenidos del pericarpio del maiz. Informaron valores que oscilan entre
12,8y 93,5 mg C3GE/g, DW. (Cuevas Montilla et al., 2011) informaron el TAC (0,02-0,7

mg C3GE/g PS) presente en nueve variedades bolivianas de maiz morado.

Zili¢ et al. (2012) han reportado el contenido de TPC en seis variedades de maiz
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coloreado con valores de 4.5-10.5 mg GAE/g, PS, con valores bajos de TAC (0.003-0.7
mg C3GE/g PS).

Lao & Giusti (2016) han reportado el contenido de TAC de 14 variedades de maiz
morado con valores entre 3.1 y 100.3 mg C3G/g DW polvo de maiz morado.

Tabla 7. Cuantificacion de biocompuestos de PCF, PCPC25, PCPC35 y sus hidrolizados
(GH25, DH25, GH35 y DH35).

Contenido total de | Contenido Contenido | Contenido total
flavonoles (TFLC) total de total de de
Muestra| M9 RE/100 g DW | flavonoides antocianinas |proantocianinas
(TFC) mg (TAC) mg (TPA) mg CE/g
RE/100 g DW Cy3-glu/ g muestra
muestra
PCF 460,90 +0,49° | 503,07 +0,27% | 1609,59 + 0,029 | 56,98 + 0,00

PCPC25| 422854 +1,69° |2039,38+0,279|1157,35+0,02°| 67,00 + 3,542

GH25 630,57 £ 0,47* | 1603,66 + 0,26°| 66,52 + 0,01* 35,08 + 3,42°

DH25 690,03 + 0,85 | 1326,37 +0,27° | 181,45+0,01* | 36,80 + 3,59°

PCPC35| 11091,37 +6,11° | 797559 + 0,59° | 1620,24 +0,01° | 57,73 + 3,36"

GH35 1097,28 +1,09° | 1539,54 + 0,23°| 116,35+ 0,01* | 28,95 + 0,00

DH35 783,07 +0,78° |1796,30+0,14°| 88,88 +0,01° 37,25 +0,00°

Los resultados se expresaron como media = desviacion estandar (n = 3) y se
analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Tukey. Las
diferencias estadisticas se indicaron con letras mindsculas. PCPC25 (concentrado de
proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 25°C), GH25 (hidrolizado gastrico de
PCPC25) y DH25 (hidrolizado duodenal de PCPC25). PCPC35 (concentrado de proteina
de maiz morado germinado durante 5 dias a 35°C), GH35 (hidrolizado gastrico de
PCPC25), DH35 (hidrolizado duodenal de PCPC35) y PCF (harina de maiz morado). RE
(equivalentes de rutina), Cy3-glu (cloruro de cianidina-3-glucésido) y CE (equivalentes de

catequina). DW (peso seco).
Los valores de TAC informados en este estudio fueron mas altos que los descritos

por los estudios citados anteriormente. Los hidrolizados presentaron valores de TAC

inferiores a los descritos en la literatura. Cuando se comparan los valores de los cuatro
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fitocomponentes presentes en los PCPCs con los valores obtenidos por los hidrolizados, se
observa una fuerte disminucion de los contenidos. También se calculd el contenido de TPA
en las muestras. Se encontro que el TPA presento valores altos y similares para harina de
maiz morado, PCPC25 y PCPC35. Los hidrolizados presentaron los valores mas bajos. El
andlisis estadistico muestra diferencias significativas entre la harina de maiz morado y
PCPC25. También se observan diferencias estadisticas significativas entre el hidrolizado
gastrico y duodenal de PCPC35.

(Ursu et al., 2020) han reportado la degradacion térmica de antocianinas en
extractos de maiz morado. Descubrieron que a medida que aumentaba la temperatura de
calentamiento de los extractos de maiz morado, el contenido de TAC disminuia. El
contenido de TAC de las muestras no tratadas térmicamente fue de 520,42 mg C3G/g DW.
Adicionalmente, los extractos de TAC de maiz morado fueron sometidos a digestion
gastrointestinal simulada con pepsina (pH 2.0 por 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min) y
pancreatina (pH 7.0 por 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min). observandose una disminucion del
21% en el contenido de TAC en extractos no tratados térmicamente tras 120 min de

digestion gastrica.

Los extractos tratados térmicamente a 80°C perdieron el 60% del contenido de TAC
después de 120 min de digestion duodenal. Los extractos tratados térmicamente a 120°C
perdieron el 83% del contenido de TAC. En el presente estudio, el contenido de la TAC
disminuyé en los hidrolizados gastrointestinales de maiz morado, al igual que en el caso

anterior.

En este estudio, en la digestion térmica gastrointestinal simulada, las enzimas se
bloquearon mediante tratamiento térmico a 90°C durante 10 min. Este tratamiento térmico
podria afectar la estabilidad de los compuestos fenolicos en las muestras. Por otro lado, se
sabe que las antocianinas son estables a pH acido y muy inestables a pH béasico (Hong et
al., 2020) (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004)  indicaron que las antocianinas
son moléculas inestables y susceptibles de degradarse debido a los efectos de la

temperatura, el pH, las enzimas, la luz y los radicales de oxigeno.

Todos estos factores pueden afectar su estabilidad e intensidad de color (Chen &

Stephen Inbaraj, 2019) La estabilidad de estas moléculas depende de su estructura quimica
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(Nayak et al., 2015). Los compuestos fendlicos medidos en este estudio disminuyeron su
contenido en los hidrolizados, lo que puede sugerir que las condiciones de hidrolisis (pH,
enzimas, tiempo de hidrdlisis, calentamiento para bloquear las enzimas) afectan la
estabilidad de dichos componentes, y su contenido se ve afectado en la procesar muestras

de hidrolizados de maiz morado.

4.10. ldentificacion de compuestos de acido fendlico y flavonol de PCPC e

hidrolizados.

Figura 16. Perfil de componentes fendlicos de PCPC35 por UPLC-QDa. (1) apigenina; (2) 7,4'-
dihidroxi-3'-metoxiflavona; (3) (+) Catequina; (4) quercetina; (5) Dihidroquercetina/Taxifolina;

(6) miricetina; (7) acido p-cumarico 4-O-glucésido; y (8) acido galico 4-O-glucosido.
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La Tabla 8 muestra los acidos fendlicos y flavonoides identificados en harina de
maiz morado y PCPC usando UPLC-Da. Los compuestos fueron identificados con la ayuda
de sus respectivos estandares, tiempos de retencién y por su masa/carga. Figura 4 muestra

el cromatograma de los compuestos identificados con sus respectivos tiempos de retencion.
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Se identificaron ocho compuestos fendlicos (seis flavonoles y dos &cidos fenolicos). Los
ocho compuestos solo se identificaron en harina de maiz morado, PCPC25 y PCPC35. No

fue posible identificar estas moléculas en ninguno de los hidrolizados gastrointestinales.

Tabla 8. Identificacion de componentes fendlicos de PCF, PCPCs y sus hidrolizados (GH25,
DH25, GH35 y DH35).

M-H]~
Nombre Tipo de fenol Tiempo de retencion {min) [ m-'z] WM (Da)
apigenina Flavonoide/Flavonol 3.004 270.2 270237
7.4'-dihidroxi-3'-metoxiflavona Flavonoide/Flavonol 3570 284 4 284263
(+) Catequina Flavonoide/Flavonol 5.362 2004 290 268
quercetina Flavonoide/Flavonol 2.984 3023 302.236
Dihidroguercetina/Taxifolina Flavonoide/Flavonol 5743 304.3 304.252
miricetina Flavonoide/Flavonol 2742 383 318235
Acido p-cumdrico 4-O-glucosido acido fendlico 3.209 326.4 326.209
Acido gélico 4-O-glucésido acido fendlico 5.903 3324 332.260

La catequina, la quercetina, la taxifolina son flavonoles que se describieron en
muestras de maiz. Se identificaron dos fenoles acidos: acido p-cumarico 4-O-glucosido y
acido galico 4-O-glucésido derivados del é&cido p-cumarico y é&cido galico,
respectivamente. El acido p-cumarico y el acido galico son compuestos que han sido
descritos en la literatura como fenoles tipicos de muestras derivadas de maiz. Los
hidrolizados presentaron contenidos muy bajos de todos los fitocomponentes y podrian

estar presentes en concentraciones muy bajas.

Pedreschi & Cisneros-Zevallos (2007) indicaron que los derivados de la quercetina
son los compuestos fenolicos (no antocianina) mas abundantes en el maiz morado, seguidos
de los derivados del acido ferulico y p-cumarico. Diferentes autores han identificado y
cuantificado compuestos fenolicos y flavonoides a partir de maiz morado (grano y

pericarpio) de diversas especies.
Entre los compuestos identificados se encuentran principalmente las antocianinas

(cy-3-gluc, pg-3-gluc, pn-3-gluc, cy-3-malonylglu, pg-3-malonylglu, pn-3-malonylglu,

forma condensada), acidos fenolicos (acido ferulico, acido cafeico, acido galico, acido p-
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cumarico, acido vainilico, &cido sinapico y acido clorogénico) y flavonoides (quercetina,
catequina, glucésido de naringenina, rutina, kaempferol, taxifolina, luteolina y morina)
(Magaia Cerino et al., 2020; Monroy et al., 2016; Piyapanrungrueang et al., 2016;
Salvador-Reyes & Clerici, 2020; Somavat et al., 2016).

En plantas de maiz, la presencia de O-glucdsidos de flavona, como el 7-O-glucésido
de apigenina y el 6,4-dihidroxi-3-metoxiflavona-7-O-glucosido, ha sido descrita por
diferentes autores (Adebo et al., 2021; Casas et al., 2014; S. Ren et al., 2009; Wen et al.,
2014). Se sabe que las plantas acumulan compuestos flavonoides en sus vacuolas como
derivados de O-glucosidos, pero algunas plantas, como las gimnospermas y varias

angiospermas, también producen C-glucoésidos a partir de flavonoides (Rayyan et al., 2005).

Especificamente, los cereales producen glucésidos C de flavonoides, como los
glucosidos C de flavona. En el maiz, las flavonas C-glucosiladas estan involucradas en la
proteccion contra la radiacion UV-B y en la defensa contra patogenos (CASATI &
WALBOT, 2005). La C-glicosil flavona predominante en los tejidos de algunas variedades
de maiz, es un insecticida natural contra el gusano cogollero Helicoverpa zea (Rector et al.,
2002)

4.11. Evaluacion de Propiedades Funcionales

4.11.1. Solubilidad Proteica (PS) de Concentrado de Proteina Morada de Maiz
(PCPC) e Hidrolizados (GH25, DH25, GH35 y DH35)

La solubilidad de las proteinas evaluadas a diferentes valores de pH representa un
indicador del desempefio de las harinas, concentrados y aislados proteicos cuando se
utilizan en productos alimenticios, y brinda informacion sobre el grado de desnaturalizacion
de las proteinas durante los tratamientos quimicos y térmicos en los procesos industriales

de productos alimenticios.
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Figura 17. El %PS de PCF, PCPC25, PCPC35 y sus hidrolizados a diferentes pH (a) PCPC25
e hidrolizados gastricos y duodenales; (b) PCPC35 e hidrolizados géstricos y duodenales. PCF
(harina de maiz morado), PS (proteina de solubilidad), PCPC25 (concentrado de proteina de
maiz morado germinado durante 5 dias a 25°C), PCPC35 (concentrado de proteina de maiz
morado germinado durante 5 dias a 35°C), PCF (harina de maiz morado), GH25 (hidrolizado
gastrico obtenido de PCPC25), GH35 (hidrolizado géastrico obtenido de PCPC35), DH25
(hidrolizado duodenal obtenido de PCPC25) y DH35 (hidrolizado duodenal obtenido de
PCPC35).
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La figura 17 muestra los resultados de % PS de las muestras analizadas en el estudio.
PCPC25 presenta valores superiores de PS a pH 2,0, 6,0 y 8,0. A pH 10 presenta un
porcentaje alto y similar al PCF con valores de 40,54% y 49,74%, respectivamente. A pH
4,0, la diferencia entre el %PS de PCPC y PCF se debe a la desnaturalizacion de las
proteinas durante la eliminacion de grasa en el proceso de extraccion alcalina, los
tratamientos quimicos aplicados en la purificacion de proteinas y durante el proceso de
liofilizacion de la muestra. PCPC35, hidrolizados y PCF tienen valores de %PS muy
similares a pH 2,0-8,0. PCPC25 fue la muestra con mejor resultado para esta propiedad

funcional.

De esta forma, se amplian sus posibilidades de uso como ingrediente funcional en otros
productos. (Paraginski et al., 2014) han descrito un 47,2% PS de harina de maiz amarillo;
los valores de PS de la harina de maiz morado reportados en este estudio concuerdan con
los descritos previamente para la harina de maiz amarillo. Hay pocos estudios sobre el PS

de PCF y sus derivados, como PI, PC e hidrolizados.

4.11.2 Cuantificacion de %WAC y %OAC de PCPC25, PCPC35 e Hidrolizados (GH25,
DH25, GH35 y DH35)

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar (n=3) y se analizaron
mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Tukey. Las diferencias
estadisticas se indicaron con letras minusculas. PCPC25 (concentrado de proteina de maiz
morado germinado durante 5 dias a 25°C), PCPC35 (concentrado de proteina de maiz
morado germinado durante 5 dias a 35°C), PCF (harina de maiz morado), GH25
(hidrolizado géstrico obtenido a partir de PCPC25), GH35 (hidrolizado gastrico obtenido
de PCPC23), DH25 (hidrolizado duodenal obtenido de PCPC25) y DH35 (hidrolizado
duodenal obtenido de PCPC35).
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Tabla 9. Propiedades funcionales de PCF parpura, PCPC25, PCPC35 e hidrolizados (GH25,

DH25, GH35 y DH35).

Muestras Capacidad retencion de | Capacidad retencién de
agua (%) aceite (%)
PCF 26.90 + 0.52°¢ 22.08 + 0.21¢d
PCPC25 27.77 £ 2.97° 24.94 + 1.22¢
HG25 19.04 + 0.932P 19.05 + 1.40°¢
HD25 13.48 + 0.00? 11.32 +0.072
PCPC35 29.89 + 5.47°¢ 23.80 + 1.19¢
HG35 19.26 + 2,200 16.45 + 2.04°
HD35 13.17 + 0,502 11.31 + 0.60?

La Tabla 9 muestra los resultados de las propiedades funcionales de % WAC y %
OAC. PCF, PCPC25 y PCPC35 presentaron porcentajes similares de WAC, y el andlisis
estadistico no revelo diferencias significativas. Los hidrolizados presentaron valores
inferiores de %WAC en comparacion con los datos obtenidos para los concentrados y la

harina.

Esta misma situacion se observa con la capacidad de absorcion de aceite PCF;
PCPC25 y PCPC35 presentaron los valores mas altos de % AOC. Al comparar los datos de
PCPC y los hidrolizados se observan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05). Esta
propiedad funcional también puede ser importante para el uso de los concentrados como
ingredientes funcionales. (Akaffou et al., 2018) han descrito % WAC de harinas de maiz
amarillo y morado, denominados maiz amarillo, maiz morado oscuro, maiz rojo morado
claro y maiz morado claro de Pakistan con valores de 70.59, 70.38, 69.24 y 69.35 % WAC
y 131, 130, 128 y 128 % AOC, respectivamente. Nuestros valores de % WAC y % OAC

estan por debajo de esos valores.

Esta diferencia podria deberse a las caracteristicas de las variedades de maiz
estudiadas. (Gong et al., 2018) han descrito el % de indice de absorcién de agua (Y%WAI)
y el % OAC de harinas de maiz amarillo germinadas. Los valores de %OAC estaban en el
rango de 18,7-20,5 % OAC. Estos valores son consistentes con los reportados en nuestro
estudio. La harina de maiz sin germinar presentd un valor de % WAC de 25,1. Este valor

es consistente con los reportados en este estudio para las muestras analizadas.
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4.12. Actividad antioxidante de PCPC e hidrolizados gastrointestinales

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (n=3) y se
analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Tukey. Las
diferencias estadisticas se indicaron con letras minusculas. PCPC-5D-25°C (concentrado
de proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 25°C). PCPC-5D-35°C
(concentrado de proteina de maiz morado germinado durante 5 dias a 35°C). TE

(equivalentes de trolox). DW (peso seco).

Se observé que el PCF present6 los valores mas altos de actividad antioxidante con los
tres métodos utilizados. Su actividad antioxidante fue mayor frente a los cuatro controles
positivos. PCPC25 y PCPC35 presentaron valores altos de actividad antioxidante con los tres
métodos (ABTS, FRAP y DPPH) en comparacion con los valores de los hidrolizados. Ursu et
al. (2020) han evaluado la actividad antioxidante mediante el método in vitro DPPH de muestras
de maiz morado sometidas a digestion gastrointestinal (pepsina, pH 2,0 y pancreatina, pH 7,0)

previamente tratadas con calor (80, 100 y 120).

Tabla 10. Actividad antioxidante de PCPC25, PCPC35 vy sus hidrolizados gastrointestinales
(GH25, DH25, GH35 y DH35) por métodos ABTS, FRAP y DPPH.

Muestras ABTS [umol FRAP [pmol DPPH [pmol
Trolox/g muestra] | Trolox/g muestra] | Trolox/g muestra]
Harina de maiz

morado 63772,46 + 1,00° 47292,14 + 264 ° 93203,11 +1,18°

PCPC25 570,97 +0,07¢ 772,85 + 0,29" 90,60 + 20,90
HG25 142,00 + 0,00° 64,73 £ 0,01° 74,72 + 8,00
HD25 74,12 + 0,012 59,42 + 0,02 85,30 + 7,90°

PCPC35 402,75 + 0,09° 747,02 +0,09° 83,98 + 13,69"
HG35 107,52 + 0,04° 53,89 + 0,007 57,34 + 7,952
HD35 77,10 £ 0,012 59,16 + 0,01° 67,12 + 7,922

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la actividad antioxidante de PCF, PCPC25,
PCPC35y sus hidrolizados gastrointestinales evaluados con los métodos ABTS, FRAP y DPHH.

Los estandares de tres flavonoides (rutina, catequinay quercetina) y un fenol &cido (acido galico)
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se utilizaron como controles positivos.

La actividad antioxidante de los extractos de control (sin tratamiento térmico)
disminuyd su actividad antioxidante en un 14% para la fase géstrica y en un 24% para la
fase duodenal después de 120 min de digestion. La digestion gastrica mostro una
disminucién de la actividad antioxidante con rangos entre 7% y 14%. Sin embargo, las
muestras tratadas térmicamente disminuyeron significativamente su actividad antioxidante
con un rango entre 24% y 78% DPPH, lo que indica que esta pérdida de actividad

antioxidante estuvo relacionada con la pérdida de antocianinas en los hidrolizados.

En el presente estudio, la actividad antioxidante de todos los hidrolizados disminuye
en comparacion con la actividad de la harinay PCPCs. Nuestros hidrolizados tienen un bajo
contenido de todos los compuestos fenolicos determinados. Por tanto, la disminucion de la

actividad antioxidante puede estar relacionada con la pérdida de estos componentes.

L. Wu et al. (2021) han descrito las interacciones entre el hidrolizado de aislado de
proteina de soya (SPIH) y la cianidina-3-O-glucosido (C3G) y su efecto sobre la actividad
antioxidante evaluada por los métodos ABTS y DPPH. Encontraron diferencias entre la
actividad antioxidante por ABTS de la mezcla de SPIH3 (41,34% ABTS) y SPIH3-C3G
(66,07%ABTS) y la suma de SPIH3 mas C3G (69,07%ABTS). En general, la interaccién
proteina/polifenol (SPIH/C3G) significativamente (p<0.05) disminuydé la actividad
antioxidante utilizando los métodos ABTS y DPPH de sistema mixto en comparacién con
la suma de sus actividades individuales. Indicaron que existen interacciones entre las
proteinas y los polifenoles del tipo enmascarador/antagonista que bloquean la capacidad

antioxidante de las moléculas.

Sugirieron que una posible explicacion podria ser que la composicion y estructura
de los péptidos de los hidrolizados interactian con los anillos aromaticos y los grupos
hidroxilo de C3G, afectando la actividad antioxidante. Es claro que la presencia de
antocianinas en los hidrolizados afecta su respuesta antioxidante. En nuestro estudio, el
contenido de TAC en los hidrolizados fue bajo; su presencia podria producir interacciones

proteina/polifenoles que afectaran su actividad antioxidante.

X. Ren et al. (2018) han descrito las actividades antioxidantes de los hidrolizados
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de proteina de maiz (CPH) bajo digestion gastrointestinal simulada. La harina de gluten de
maiz se hidrolizé con la enzima alcalasa y luego se sometio a digestion gastrointestinal

simulada, fase géstrica (pepsina durante 6 h) y fase duodenal (pancreatina durante 10 h).

La digestion gastrica a los 0 min presentd 33,5% DPPH y la digestion géstrica a las
4 h present6 31,5% DPPH. Finalmente, la digestion duodenal a las 10 h presentd 46,3%
DPPH. EI aumento de la actividad antioxidante en la fase duodenal se explica por una
mayor produccion de pequefios péptidos que se producen con la pancreatina. En este
estudio, los hidrolizados de la fase duodenal (DH35) presentaron mayor actividad
antioxidante por los métodos FRAP y DPPH que los hidrolizados géastricos (GH35).
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DISCUSION GLOBAL
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5. DISCUSION GLOBAL

Si bien los Sistemas de produccion agricola en el Ecuador han evolucionado en los
Gltimos afios, uno de las grandes limitantes sigue siendo la industrializacion. Segun el informe
del Banco Central elaborado en el 2021 establece que la dependencia de la exportacion de
materias primas es mencionada como una limitacion para la diversificacion productiva y la
industrializacion (Central, 2022). Segun el informe "Perspectivas econdmicas de Ameérica
Latina 2021" de la OCDE, la baja productividad industrial es uno de los principales desafios
que enfrenta Ecuador. (Juntos, 2021).

Por tanto, resulta de gran interés aportar valor agregado a los productos tradicionales
como es el caso del maiz. En el Ecuador el maiz es un cultivo de suma importancia debido al
significativo rol que cumple en seguridad alimentaria de la poblacion. El maiz amarillo duro,
destinado en un 80% a la produccién de alimento balanceado, se produce mayoritariamente en
la region litoral y es el primer cultivo transitorio en importancia en relacion con la superficie
sembrada (300.000 ha) (Zambrano Mendoza et al., 2019).

Figura 18. Productores de maiz en la Provincia de Bolivar Ecuador
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Por otra parte, el maiz morado muestra particularidades y caracteristicas propias
otorgadas por los pigmentos que poseen (entre 1,5% Yy 6,0%), llamados antocianinas, que
pertenecen al grupo de los flavonoides. Debido a su alto contenido de antocianinas (cianin-3-
glucosa C3G que es su principal colorante) y compuestos fendlicos que posiblemente actdan
como antioxidantes naturales con actividad anticancerigena, teniendo ademas propiedades

funcionales debido a estos compuestos bioactivos (Guillén-sanchez et al., 2014).

Por otro lado, los germinados, también llamados brotes, son alimentos que han ido
conquistando a los consumidores por su agradable frescura y su interés nutricional y se usan
acompariando a diversos platos, tanto a nivel doméstico como en un gran namero de
restaurantes de todo el mundo. Diferentes autores investigan sobre el valor nutritivo de estos
alimentos. Algunos autores indican que el proceso de germinacion mejora el valor nutritivo de
las semillas, al favorecer la presencia de compuestos bioactivos, tales como la vitamina C y
polifenoles y que en el proceso de germinacion se produce una disminucion de factores

antinutricionales dando lugar a alimentos de mayor valor nutricional (Lama et al., 2020).

En nuestra investigacion se verifico el saber popular, que manifiesta la capacidad de la
variedad de maiz purpura andino a un amplio rango climatico, mas alld de lo considerado
habitualmente. De modo que las semillas de maiz purpura andino pueden germinar en un amplio
rango de temperatura que flucta desde los 15 hasta los 40 °C, considerados en nuestro estudio.
De igual forma su proceso de germinacion puede ocurrir entre 24 y 168 horas hecho que

permitiria desarrollar de forma efectiva la industria de los germinados.

Ademas, se ha valorado la disminucion paulatina del potencial fisiolégico de las
semillas de maiz ocasionada por el envejecimiento natural, misma que merma progresivamente
la capacidad germinativa, la velocidad de crecimiento inicial de la plantula y la tolerancia a
condiciones adversas. Tales efectos estan asociados con alteraciones bioquimicas evidenciadas
durante las primeras horas de imbibicion de los tejidos seminales y se expresan primero como
reducciones en el desempefio germinativo y en el vigor de las semillas y, posteriormente, a nivel
del ADN.

El proceso se realizd en condiciones de laboratorio, lo que ha permitido acotar los

indices de contaminacion, hecho que es un problema de gran importancia en la industria de los
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germinados (E. Vilcacundo et al., 2020).

Adicionalmente, si se considera que los germinados se almacenan en refrigeracion por
varios dias antes de su consumo, podria esperarse que la carga microbiolégica aumentara y
representar un riesgo a la salud (Cava et al., 2009). La industria de los germinados en el Ecuador
es potencial sin embargo se debera considerar la implementacion de controles microbiol6gicos

exhaustivos para evitar los problemas reportados en otros paises.

En este sentido, los germinados podrian incrementar significativamente la poblacion de
aerobios mesofilos, coliformes totales, mohos y levaduras con respecto a las semillas sin

germinar.

Por otra parte, si bien no se ha detectado presencia de patdgenos como Listeria
monocytogenes, Salmonella y Escherichia coli en las semillas germinadas, sin embargo, se
observaron altos recuentos de Bacillus cereus, lo que representa un riesgo a la salud de los

consumidores.

En Espafia existen varias industrias registradas en este ambito de conocimiento, algunas
dedicadas concretamente a la produccion de germinados y establecidas en las diferentes
regiones espafiolas, destacando La Rioja, Madrid, Murcia y Barcelona. En Madrid aparece
registrada una empresa que comercializa, aproximadamente 100 tipos distintos de germinados.
(Lama et al., 2020). Este dato nos muestra la importancia de esta industria en otros paises

pudiendo replicarse con gran potencial en el Ecuador.

La extraccion de proteina a partir de residuos agroindustriales, surge como una
alternativa de aprovechamiento y desarrollo de nuevos productos. Para esto, es fundamental
conocer su punto isoeléctrico, pH en el cual la proteina presenta su minima solubilidad y por
tanto precipita (Serpa et al., 2014). Por otro lado, la obtencién de concentrados de proteinas por
punto isoeléctrico obtenida a partir de los germinados de maiz morado de acuerdo a nuestro

estudio resulto ser eficiente si se lo compara con las harinas de grano de maiz sin germinar.
Los solventes altamente alcalinos ayudan a romper los puentes de hidrégeno y a disociar

el hidrégeno de los grupos sulfato carbdlico, asi el incremento de la carga superficial de las

moléculas proteicas aumenta la solubilidad en agua, como muestran estudios previos, en los
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que se utilizd6 como solvente NaOH al 0.1M, logrando extracciones entre el 55% y 90 de
proteina (Serpa et al., 2014).

En nuestra investigacion se determin6 un pH 4.0 como punto de precipitacion efectivo
para la obtencidn de concentrados proteicos de maiz morado con dos pHs de solubilizacién
(pH8 — pH10).

El proceso de germinacion de los granos de maiz morado andino se podria utilizar como
estrategia para obtener concentrados proteicos con actividades bioldgicas, como la actividad
antioxidante, que pueden aumentar el valor nutricional y la calidad de este producto alimenticio.
Los concentrados proteicos de maiz morado germinado tienen un alto contenido de

componentes fenolicos que son los responsables de la actividad antioxidante.

El protocolo utilizado para obtener lo concentrados proteicos de maiz morado con
actividad antioxidante desarrollado en este estudio es un protocolo preliminar que podria
enfrentarse en futuras investigaciones con diferentes variedades de semillas de maiz cultivadas
a diferentes condiciones ambientales. Este protocolo debe considerar la influencia de las etapas
de latencia de las semillas (E. Vilcacundo et al., 2020).

Nuestros resultados ademas muestran mayor concentracion de antocianinas en los
concentrados de proteina de maiz morado de las muestras germinadas durante 5 dias a 25°C y
35°C respectivamente. Estos resultados podrian ser muy significativos para la agroindustria ya
que se podria escalar la produccion de germinados con las condiciones probadas de forma

efectiva a nivel de laboratorio.

En la hidrdlisis enzimética de proteinas hasta péptidos o aminoacidos, por accion de
enzimas proteoliticas, la composicion final y, por tanto, el uso de los hidrolizados dependera
principalmente de la fuente proteica, del tipo de proteasa usada, de las condiciones de hidroélisis
y del grado de hidrdlisis alcanzado en la reaccion. Los hidrolizados se utilizan ampliamente en
la industria alimentaria por sus propiedades nutricionales o funcionales (solubilidad, poder

emulsificante, capacidad espumante) (R. Benitez et al., 2008).

Los resultados obtenidos en los hidrolizados de maiz morado presentaron bajos

contenidos de todos los compuestos fenolicos determinados en comparacion con las muestras
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no hidrolizadas. Las condiciones de la simulacion gastrointestinal in vitro favorecieron la
degradacion de estas moléculas. Sin embargo, las muestras de harina normal de maiz morado
mostraron altas propiedades funcionales; tales como solubilidad de proteina, capacidad de

absorcion de agua, capacidad de absorcion de aceite.

Finalmente, se identificaron seis flavonoles (Apigenin; 7,4’-Dihydroxy-3’-
methoxyflavone; Catechin; Quercetin; Dihydroquercetin/Taxifolin; Myricetin;) y dos fenoles
acidos (p-Coumaric acid 4-O-glucoside y Gallic acid 4-O-glucoside) en la harina de maiz. La
caracterizacion de las propiedades funcionales y bioldgicas puede ser un aspecto importante

para su uso en la industria alimentaria como ingrediente funcional (E. Vilcacundo et al., 2022).
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6. CONCLUSIONES.

Ecuador es un actor estratégico en la conservacion de la biodiversidad animal y
vegetal donde el conocimiento de las especies y variedades locales constituye una
primera etapa en el desarrollo de futuros programas de conservacion. En este sentido
esta Tesis contribuye al conocimiento del maiz morado en la zona de la Sierra de

Ecuador.

El cultivo del maiz morado admite un amplio rango climético desde los 15 hasta los

40°C y la germinacién se produce en un intervalo entre 24 y 168 h.

Se obtuvo el mayor nivel de concentracién de antocianinas en los concentrados de
maiz morado en aquellas muestras germinadas durante 5 dias en un intervalo de
temperatura entre 25°C y 35°C. Por tanto el proceso de germinacion podria utilizarse
para obtener concentrados proteicos con una alta actividad antioxidante y contenido de
componentes fenolicos, lo que podria mejorar significativamente el valor nutricional y

la calidad del producto alimenticio.

Se identificaron seis flavonoles: Apigenin; 7,4’-Dihydroxy-3’-methoxyflavone;
Catechin; Quercetin; Dihydroquercetin/Taxifolin; Myricetin; y dos fenoles acidos (p-
Coumaric acid 4-O-glucoside y Gallic acid 4-O-glucoside) en la harina de maiz. Estos
biocompuestos podrian utilizarse como ingredientes funcionales en la industria

alimentaria.

83



84



RESUMEN



86



7. RESUMEN

Respecto al objetivo especifico 1. Determinar las condiciones de germinacién de
semillas de maiz morado andino para producir concentrado de proteina de maiz morado y

evaluar su actividad antioxidante

El maiz morado andino de Ecuador (Zea mays L.) se sometié a un proceso de
germinacion a 1540 °C durante 24-168 horas de incubacion. Los concentrados de proteina
de maiz morado (PCPCs) se obtuvieron por extraccion alcalinaa pH 8,0 y pH 10,0, seguido
de un proceso de precipitacion isoeléctrica a pH 4,0, pH 5,0 y pH 6,0. Se calculo el
contenido de proteinas y fenoles de los PCPC. Las propiedades antioxidantes del PCPC se
determinaron mediante el método in vitro del poder antioxidante reductor férrico (FRAP) y
mediante el método in vitro del &cido 2,2-azinobis, 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS). Las semillas de maiz morado andino pudieron germinar bajo las condiciones de
germinacion probadas en este estudio. EI mayor porcentaje de germinacion fue de 63,33%
a las 168 h/25 °C. El perfil proteico de las PCPC se caracterizd por la presencia de seis
bandas con pesos moleculares de 14,50 kDa, 20,12 kDa, 25,18 kDa, 41,85 kDa, 59,59 kDa
y 65,87 kDa. EI PCPC germinado presentd un alto contenido de TPC con rangos de 605.71—
1820.00 mg equivalentes de acido galico (GAE)/g PCPC peso seco (PS), el PCPC
germinado/72 h/25 °C present6 un valor mayor de 1820.00 mg GAE/g PCPC, DW. Todas
las muestras de PCPC germinadas analizadas presentaron una fuerte actividad antioxidante
cuando se midieron mediante los métodos ABTS y FRAP. El PCPC germinado/144 h/35
°C presento alta actividad antioxidante por ABTS con 804,35 pumol Trolox equivalentes
(TE)/g PCPC DW y el PCPC germinado/144 h/30 °C present6 un valor alto por el método
FRAP, 987,83 umol TE/ g PCPC DW.
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Respecto al objetivo especifico 2: Evaluar las propiedades funcionales de los
compuestos fitoquimicos del concentrado de proteina de maiz morado germinado y sus

hidrolizados gastrointestinales

Semillas de maiz morado germinadas a 25 °C y 35 °C durante 5 dias se utilizaron para
obtener concentrado proteico de maiz morado (PCPC25 y PCPC35). PCPC25 y PCPC35 se
sometieron a hidrolisis gastrointestinal. Se utilizaron PCPC y sus hidrolizados para evaluar sus
propiedades funcionales y biologicas. Se determinaron el contenido total de flavonoides (TFC),
el contenido total de flavonoides (TFLC), el contenido total de antocianinas (TAC) y el total de
proantocianinas (TAP). Los polifenoles y flavonoides fueron identificados por UPLC-QDa. Se
determinaron la solubilidad de proteinas (PS), la capacidad de absorcién de agua y aceite (WAC
y OAC). La actividad antioxidante se evalu6 por los métodos FRAP, ABTS y DPPH. PCPC35
mostro los valores mas altos de TFLC (11.091,37 mg de equivalentes de rutina (RE)/100 g de
peso seco DW), y TFL present6 valores de 7975,59 mg RE/100 g DW. Los PCPCs presentaron
mejores propiedades funcionales que los hidrolizados. PCPC25 present6 una PS de 59,43%PS
apH 8,0,27,77%WAC y 24,94%0AC. PCPC25 y PCPC35 mostraron altos valores de actividad
antioxidante. PCPC25 mostro valores ABTS (570,97 umol equivalentes de trolox (TE)/g DW)
y FRAP (772,85 pumol TE/g DW). Los hidrolizados de PCPC fueron menos activos con valores
ABTS (74,12 umol TE/g DW) y FRAP (59,42 umol TE/g DW).
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8. SUMMARY

Published as:

Vilcacundo, E., Garcia, A., Vilcacundo, M., Moréan, R., Samaniego, I., & Carrillo,
W. (2020). Antioxidant purple corn protein concentrate from germinated andean purple
corn seeds. Agronomy, 10(9), 1-16. https://doi.org/10.3390/agronomy10091282

Ecuador Andean purple corn (Zea mays L.) was subjected to a germination process at
15-40 °C for 24-168 incubation hours. Purple corn protein concentrates (PCPCs) were
obtained by alkaline extraction at pH 8.0 and pH 10.0, followed by an isoelectric
precipitation process at pH 4.0, pH 5.0 and pH 6.0. Proteins and phenolic content of PCPCs
was calculated. PCPC antioxidant properties were determined by the ferric-reducing
antioxidant power (FRAP) in vitro method and by the 2,2-azinobis, 3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid, (ABTS) in vitro method. Andean purple corn seeds were
able to germinate under the germination conditions tested in this study. The higher
percentage of germination was of 63.33% at 168 h/25 °C. The PCPCs protein profile was
characterized for the presence of six bands with molecular weights of 14.50 kDa, 20.12
kDa, 25.18 kDa, 41.85 kDa, 59.59 kDa, and 65.87 kDa. Germinated PCPC presented a high
TPC content with ranges of 605.71-1820.00 mg gallic acid equivalents (GAE)/g PCPC dry
weight (DW), germinated PCPC/72 h/25 °C presented a higher value of 1820.00 mg GAE/g
PCPC, DW. All germinated PCPCs samples assayed presented strong antioxidant activity
when measured by the ABTS and FRAP methods. Germinated PCPC/144 h/35 °C presented
high antioxidant activity by ABTS with 804.35 pumol Trolox equivalents (TE)/g PCPC DW
and germinated PCPC/144 h/30 °C presented a high value by the FRAP method, 987.83
umol TE/g PCPC DW.
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Published as:

Vilcacundo, E., Montalvo, V., Sanaguano, H., Moran, R., Carrillo, W., & Garcia,
A. (2022). Identification of Phytochemical Compounds, Functional Properties and
Antioxidant Activity of Germinated Purple Corn Protein Concentrate and Its
Gastrointestinal Hydrolysates. Agronomy, 12(9).
https://doi.org/10.3390/agronomy12092217

Purple corn seeds germinated at 25 °C and 35 °C for 5 days were used to obtain purple
corn protein concentrate (PCPC25 and PCPC35). PCPC25 and PCPC35 were subject to
gastrointestinal hydrolysis. PCPC and its hydrolysates were used to evaluate their functional
and biological properties. Total flavonoid content (TFC), total flavonol content (TFLC), total
anthocyanin content (TAC) and total proanthocyanin (TAP) were determined. The polyphenols
and flavonoids were identified by UPLC-QDa. Protein solubility (PS), water and oil absorption
capacity (WAC and OAC) were determined. The antioxidant activity was evaluated by the
FRAP, ABTS and DPPH methods. PCPC35 showed the highest TFLC values (11,091.37 mg
rutin equivalents (RE)/100 g dry weight DW), and TFL presented values of 7975.59 mg RE/100
g DW. The PCPCs presented better functional properties than the hydrolysates. PCPC25
presented a PS of 59.43%PS at pH 8.0, 27.77%WAC and 24.94%0AC. PCPC25 and PCPC35
showed high values of antioxidant activity. PCPC25 showed ABTS values (570.97 pmol trolox
equivalents (TE)/g DW) and FRAP (772.85 umol TE/g DW). PCPCs hydrolysates were less
active with ABTS values (74.12 umol TE/g DW) and FRAP (59.42 umol TE/g DW).
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10.2 Grupo AGROPROBIOPEP junto a equipos de Cromatografia
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Antioxidant Purple Corn Protein Concentrate from
Germinated Andean Purple Corn Seeds
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Abstract: Ecuador Andean purple corn (Zea mays L.) was subjected toa germination process at 15-40°C
for 24-168 incubation hours. Purple corn protein concentrates (PCPCs) were obtained by alkaline
extraction at pH 8.0 and pH 10.0, followed by an isoelectric precipitation process at pH 4.0, pH 5.0 and
pH 6.0. Proteins and phenolic content of PCPCs was calculated. PCPC antioxidant properties were
determined by the ferric-reducing antioxidant power (FRAP) in vitro method and by the 2,2-azinobis,
3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid, (ABTS) in vitro method. Andean purple corn seeds were
able to germinate under the germination conditions tested in this study. The higher percentage
of germination was of 63.33% at 168 h/25 °C. The PCPCs protein profile was characterized for the
presence of six bands with molecular weights of 14.50 kDa, 20.12 kDa, 25.18 kDa, 41.85 kDa, 59.59 kDa,
and 65.87 kDa. Germinated PCPC presented a high TPC content with ranges of 605.71-1820.00 mg
gallic acid equivalents (GAE)/g PCPC dry weight (DW), germinated PCPC/72 h/25 °C presented a
higher value of 1820.00 mg GAE/g PCPC, DW. All germinated PCPCs samples assayed presented strong
antioxidant activity when measured by the ABTS and FRAP methods. Germinated PCPC/144 h/35 °C
presented high antioxidant activity by ABTS with 804.35 pmol Trolox equivalents (TE)/g PCPC DW
and germinated PCPC/144 h/30 °C presented a high value by the FRAP method, 987.83 umol TE/g
PCPC DW.

Keywords: Andean purple corn; Zea mays; purple corn protein concentrate; germinated;
antioxidant activity
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Abstract: Purple corn seeds germinated at 25 °C and 35 °C for 5 days were used to obtain purple corn
protein concentrate (PCPC25 and PCPC35). PCPC25 and PCPC35 were subject to gastrointestinal
hydrolysis. PCPC and its hydrolysates were used to evaluate their functional and biological properties.
Total flavonoid content (TFC), total flavonol content (TFLC), total anthocyanin content (TAC) and
total proanthocyanin (TAP) were determined. The polyphenols and flavonoids were identified
by UPLC-QDa. Protein solubility (PS), water and oil absorption capacity (WAC and OAC) were
determined. The antioxidant activity was evaluated by the FRAP, ABTS and DPPH methods. PCPC35
showed the highest TFLC values (11,091.37 mg rutin equivalents (RE)/100 g dry weight DW), and
TFL presented values of 7975.59 mg RE/100 g DW. The PCPCs presented better functional properties
than the hydrolysates. PCPC25 presented a PS of 59.43%PS at pH 8.0, 27.777%WAC and 24.94%0AC.
PCPC25 and PCPC35 showed high values of antioxidant activity. PCPC25 showed ABTS values
(57097 pmol trolox equivalents (TE) /g DW) and FRAP (772.85 umol TE /g DW). PCPCs hydrolysates
were less active with ABTS values (74.12 umol TE /g DW) and FRAP (59.42 pmol TE/g DW).

Keywords: purple corn concentrate protein; hydrolysates; functional properties; antioxidant activ-
ity; flavonoids
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