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RESUMEN

Este estudio evalud los compuestos fenolicos presentes en el maiz parpura (Zea mays L.) INIAP
199, mediante espectrofotometria y cromatografia liquida de ultra alta resolucion demostrando
los beneficios que reporta a la salud humana. En este trabajo investigativo se plantearon dos
objetivos, (i) Cuantificar el contenido total de polifenoles, flavonoides y antocianinas presentes en
el extracto metanolico de los granos de maiz parpura INIAP 199 (Zea mays L.) mediante
espectrofotometria y (ii) Analizar polifenoles por cromatografia liquida de ultra alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas en el extracto metandlico de los granos de maiz ptarpura INIAP
199 (Zea mays L.). Se realiz6 el extracto metandlico de los granos y se someti6 al andlisis bajo
el método de Folin-Cicalteu para la determinacion de polifenoles totales, se realizd la
determinacion de los flavonoides totales por espectrofotometria siguiendo el método descrito
por Ramos-Escudero et al., (2012), se utilizO método diferencial de pH de AOAC para la
determinacion de antocianinas y por ultimo se utilizé equipo UHPLC acoplado a masas para la
identificacion de los polifenoles. Los resultados de este estudio demostrd que esta variedad
tiene un alto contenido de polifenoles como por ejemplo acido galico 4-O-glucosido, apigenina,
catequina, coumaroyl glucose, dihidroquercetina, geraldone, miricetina y la quercetina que tienen
una importante actividad bioldgica como antidiabéticos, antitumorales, antialérgicos, previenen la
obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades de tipo neurologico y coronario, problemas psicologicos

que convierte al maiz purpura en un producto beneficioso para la salud humana.

Palabras claves

Polifenoles, Antocianinas, Flavonoides, UHPLC
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ABSTRACT

This study evaluated the phenolic compounds present in purple corn (Zea mays L.) INIAP 199,
by means of spectrophotometry and ultra-high performance liquid chromatography, proving
the benefits for human health. In this research work, two objectives were set, (i) to quantify the
total content of polyphenols, flavonoids and anthocyanins present in the methanolic extract of
INIAP 199 (Zea mays L.) purple corn kernels by spectrophotometry and (ii) to analyze
polyphenols by ultra-high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry
in the methanolic extract of INIAP 199 (Zea mays L.) purple corn kernels. The methanolic
extract of the grains was made and subjected to analysis under the Folin-Cicalteu method for
the determination of total polyphenols, the determination of total flavonoids by
spectrophotometry was performed following the method described by Ramos-Escudero et al.,
(2012), AOAC pH differential method was used for the determination of anthocyanins and
finally UHPLC equipment coupled to mass was used for the identification of polyphenols. The
results of this study showed that this variety has a high content of polyphenols such as gallic
acid 4-O-glucoside, apigenin, catechin, coumaroyl glucose, dihydroquercetin, geraldone,
myricetin and quercetin that have an important biological activity as antidiabetic, antitumor,
antiallergic, prevent obesity, type 2 diabetes, neurological and coronary diseases, psychological

problems that makes purple corn a beneficial product for human health.

Key-words

Polyphenols, Anthocyanins, Flavonoids, UHPLC,
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INTRODUCCION

La provincia Bolivar se caracteriza por ser productora a gran escala de maiz; la mayoria
de las familias basan su sustento econdmico y alimenticio en esta especie; sin embargo, existen
pocos estudios realizados a nivel bromatologico que demuestren el contenido molecular de los
mismos y sus posibles beneficios a nivel nutricional. Actualmente, la sociedad busca una
alimentacion mas saludable y que aporte beneficios nutricionales més organicos frente a un
mercado que se resiste a ser sostenible.

Este estudio tiene la finalidad de caracterizar los polifenoles, flavonoides y antocianinas
en el maiz parpura (Zea mays L.), INIAP-199, variedad obtenida en colaboracion del INIAP y
la Universidad Estatal de Bolivar. En este trabajo investigativo se plantea dos objetivos, (i)
cuantificar el contenido total de polifenoles, flavonoides y antocianinas presentes en el extracto
metanolico de los granos de maiz ptarpura INIAP 199 (Zea mays L.) mediante espectrofotometria, y
(i1) analizar polifenoles por cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria
de masas en el extracto metanolico de los granos de maiz ptrpura INIAP 199 (Zea mays L.).

Para cumplir con este propodsito, se tomard una muestra proveniente de un cultivo en
las instalaciones de la Universidad Estatal de Bolivar, se cosechard a mano una vez que las
semillas alcancen la madurez fisioldogica y comercial; posteriormente, se desgranara
manualmente y se secaran en un tendedero al aire libre hasta alcanzar una humedad del 14%.
Luego se hara el retiro de impurezas, secado, pulverizado y finalmente se realizara la extraccion
de los extractos sujetos de estudio, los mismos que seran sometidos al analisis bajo el método
de Folin-Cicalteu para la determinaciéon de polifenoles totales. Ademads, se realizard la
determinacion de los flavonoides totales por espectrofotometria. Por otro lado, se utilizara el
método diferencial de pH de AOAC para la determinacién de antocianinas; por ultimo, se

utilizard equipo UHPLC para la identificacion de los polifenoles.
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Esta investigacion nos ayudara en a describir las propiedades del maiz purpura, INIAP-

199, asi como sus beneficios nutricionales que parten de entender el mecanismo de accion de

sus componentes fitoquimicos.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1.  Planteamiento del problema

El maiz (Zea mays L.) ocupa el tercer lugar dentro de los cultivos mas
importantes alrededor del mundo (Cuevas-Rodriguez et al., 2006), se estima que su
produccion. Es de 1420°870.272 toneladas de peso en un espacio aproximado de
24°3275645 millones de hectareas durante el 2020 (FAOSTAT, 2020). El maiz es
una especie central de la alimentacion de nuestra cultura; considerandola como
elemento indispensable para la soberania y seguridad alimentaria (Gonzélez-Cortés
et al., 2016).

En Ecuador, el maiz es considerado uno de los principales productos agricolas
y se estima que en 2020 se cosecharon més de 341.301 hectareas con una produccion
total de 1°304884 toneladas, significando un rendimiento aproximado de 38233
hg/ha (FAOSTAT, 2020). El maiz pertenece al género Zea de la familia de las Poacea
(Ul-Allah et al., 2020). Existe gran variedad de maiz en cuanto a colores se refiere;
estd el amarillo, el marrén, el morado entre otros; en este estudio en particular se
haré referencia al maiz purpura, conocido como maiz morado, siendo originario de
la region andina , teniendo mayor produccion en Perd, Ecuador, Bolivia y Argentina
(Mrad et al., 2014; Z. Yang & Zhai, 2010a).

El cultivo de este cereal estd extendido por todo el mundo desde el nivel del mar
hasta los 3000 metros de altitud, en zonas con precipitaciones entre 250 mm y 5000
mm (Kabir et al., 2019). A nivel mundial, los paises con mayor produccion son
Estados Unidos con el 30%, seguido de China con el 15%, La Union Europea 14%,

Brasil 4% y la India 3% (Kabir et al., 2019). Este cereal es utilizado para la
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alimentacion humana y animal; debido a su composiciéon quimica y su excelente
valor nutritivo ya que se estima que sus granos contienen un alto contenido de
almidon (72%), un 7-13% de contenido de proteinas, un 2,5% de fibra y un 4,8% de
aceite; asi como vitaminas y minerales (Carrillo et al., 2017; Cuevas-Rodriguez et
al., 2004; Govender et al., 2008; Moreira et al., 2015).

Se ha descrito en varias oportunidades las bondades de los extractos de algunas
plantas en cuanto a su contenido de polifenoles, flavonoides y antocianinas (Lao et
al., 2017; Q. Zhang et al., 2019).Es por esta razén, que desde hace mucho tiempo, el
valor nutricional del maiz ha empezado a llamar la atenciéon de la industria
alimentaria por sus propiedades biologicas y antioxidantes (Carrillo et al., 2016). En
la industria alimentaria, las propiedades antioxidantes del maiz, se utilizan
ampliamente en la preservacion de alimentos procesados con la finalidad de prevenir
la oxidacion lipidica (Saito et al., 2003; Vilcacundo et al., 2017).

Nuevas investigaciones han demostrado que sus propiedades bioldgicas y
antioxidantes, juegan un papel importante en la prevencion del cancer (Gawlik-Dziki
et al., 2013; Nieva-Echevarria et al., 2015), razon por la cual, el interés por parte de
la sociedad en encontrar productos de origen natural con propiedades importantes
para mantener un estado de salud es cada vez mas frecuente (A. K. Das & Singh,

2015; Vilcacundo, Barrio, et al., 2018; Vilcacundo, Miralles, et al., 2018).
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1.2. Delimitacion del problema

Esta investigacion cientifica cuantifica los polifenoles del extracto metanolico
de los granos de maiz purpura (Zea mays L.), de la provincia Bolivar, demostrando

los beneficios a la salud humana.

1.3. Formulacion del problema

Demostrar que la presencia de compuestos fendlicos en la variedad INIAP 199

(maiz purpura o racimo de uva) justifica sus posibles beneficios a la salud humana.

1.4.  Objetivo general

Evaluar los compuestos fenolicos presentes en el Zea mays L. (maiz plrpura),
mediante espectrofotometria y cromatografia liquida de ultra alta resolucion

demostrando los beneficios que reporta a la salud humana.

1.5. Objetivos especificos

e Cuantificar el contenido total de polifenoles, flavonoides y antocianinas presentes
en el extracto metanolico de los granos de maiz purpura INIAP 199 (Zea mays L.)
mediante espectrofotometria.

e Analizar polifenoles por cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a

espectrometria de masas en el extracto metanolico de los granos de maiz parpura

INIAP 199 (Zea mays L.).
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1.6. Justificacion

En la provincia Bolivar existen muchos estudios relacionados al maiz y sus
propiedades; sin embargo, la variedad INIAP 199, se desarrollé exclusivamente en
provincias de la sierra en altitudes que van desde los 2400 msnm a los 3000 msnm.

El maiz es la planta més domesticada y evolucionada del reino vegetal, usado
para producir granos y forraje, los cuales constituyen la base para la elaboracion de
alimentos tanto para el ser humano como para los animales, asi como, variedad de
productos para las industrias farmacéutica y manufacturera.

El maiz tiene mayor importancia mundial, ya que se cultiva en todos los paises
del mundo, y de ella se puede obtener: harina, fibra, aceite, proteinas, antocianinas
para alimentacion humana; de la proteina se puede obtener albuminas, globulinas,
prolaminas y gluteninas (Correa et al., 2017).

Recientes estudios han dado a conocer un alto contenido de pigmentos en los
granos de maiz que ademas son utilizados como colorantes naturales y demas se
extrae etanol (Somavat, Li, Gonzdlez, et al., 2016). El maiz (Zea mays L.) tiene un
papel de relevancia en la alimentacion humana y animal ya que el grano de maiz
aporta de 15% al 56% de calorias diarias en la poblacion, y a nivel mundial (Xin et
al., 2020).

Este estudio es muy importante ya que los componentes encontrados en la
variedad INIAP 199, se puede utilizar en varias aplicaciones que van desde
preparaciones alimenticias, pigmentos y en el campo medicinal por la presencia de
antocianinas.

La presente investigacion busca caracterizar los polifenoles, flavonoides y

antocianinas de maiz purpura (Zea mays L.), INIAP-199; con la finalidad de rescatar
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su importancia en el campo alimenticio y medicinal (Cabrera-Ponce et al., 2019;

Kopustinskiene et al., 2020; Rabanal-Atalaya & Medina-Hoyos, 2021).

1.7.  Alcance y limitaciones

Esta investigacion busca cuantificar los polifenoles existentes en el extracto
metandlico del maiz purpura (Zea Mays L.) INIAP 199 y determinar mediante
UHPLC acoplada a masas aquellos componentes existentes, la principal limitacion
ha sido la poca existencia de estudios en este campo en la variedad INIAP 199 ya
que esta recién introducida en la provincia por lo que encontrar estudios para

contrastar los resultados ha representado un limitante.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.1.1. Generalidades del Zea mays L. (Maiz morado)

El maiz (Zea mays L.) es la planta méas domesticada y evolucionada del
reino vegetal, es anual monoica y pertenece a la familia de las gramineas; sus
células tienen cromosomas 2n. Christopher Colombo encontré al maiz en Haiti
para posteriormente llevarlo desde América hacia Europa luego, fue llevado
por europeos hasta Africa y Asia, durante los siglos 16 y 17. No obstante, desde
el siglo 19 se han expuesto diversas teorias para explicar el origen y la evolucion
del maiz, de las cuales una de las mas aceptadas es que el predecesor directo del
maiz es el Teosintle (Mejia, 2003).

El Zea mays L. variedad morado (maiz morado) es un cereal
considerado sagrado y florece cultivado o en estado silvestre en diversos
lugares de América, es una variedad genética de maiz peruano; una mazorca
(tusa y grano) constituido en un 85% por grano y 15% por coronta (tusa),
este fruto contiene el pigmento denominado antocianina, que se encuentra en
mayor cantidad en la corontay en menor  proporcion en el

pericarpio (cascara) del grano (Guillén-Sanchez et al., 2014).

2.1.2. Variedad

El INIAP, (2016), describe al Zea mays L. de la siguiente manera:

e Nombre: INIAP - 199 “Racimo de uva”

e Nombre comun: Maiz negro
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e Nombre cientifico: Zea mays L.
¢ Grupo: Amilacea
e Ecotipo: Racimo de uva

e Fecha de obtencion de la variedad: 2016
2.1.3. Composicion quimica del Zea mays L.

El maiz estd conformado por el germen y el endospermo, el germen esta
constituido por el 11% de la masa seca, tiene un mayor porcentaje de proteinas
hidrosolubles y endospermo esta constituido por el 83% de la masa seca esta
formado en la mayor parte por almidon y proteinas liposolubles (albuminas,

globulinas, zeinas o prolaminas y gluteninas) (Correa Navarro et al., 2017).

Figura 1. Composicion de los granos de maiz morado en base seca (%)

VN

Grasa (6,65%)

Proteina (8,41%)

Carbohidratos (71,30%)

Elaborado por: Daniela Avalos
Fuente: (Singh, Singh, & Shevkani, 2019)
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Tabla 1. Contenidos de Carbohidratos

Compuesto Porcentaje
Almidén 70%
Hemicelulosas 3%
Celulosa 2,5%
Azucares libres 2,5%

Elaborado por: Daniela Avalos
Fuente: (N. Singh et al., 2019).

2.1.4. Usos del maiz morado y sus beneficios

El maiz tiene muchos usos para la alimentacion humana y animal y
también como materias primas en la transformacion de almidon industrial,
obtencion de edulcorantes, dextrinas, obtencion de etanol, alcohol industrial,
jarabes (Helstad, 2019). El maiz morado tiene varios componentes que pueden
bajar la incidencia de colesterol, cancer, diabetes, y obesidad (Zheng et al.,
2020).

Diaz, Castro, Pesantez, & Castro, (2016) manifiestan que el pigmento
natural existente en el maiz morado brinda muchas aplicaciones en el campo
medicinal asi como, para tratar el cancer; destacan igualmente si poder
antioxidante e hipocolesterolémico. También reduce la incidencia de las

cataratas y previene el envejecimiento (He et al., 2019).

2.1.5. Compuestos polifenolicos

2.1.5.1.  Polifenoles totales

Los compuestos fendlicos son de origen natural, podemos

encontrarlos en plantas, frutas, hortalizas, y cereales que son de un
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extenso interés para la industria cosmética, farmacéutica y
alimenticia (Quifiones & Coy-Barrera, 2015).

Se caracteriza por ser compuestos que tiene una estructura que
presenta un grupo —OH que se enlaza a un anillo aromatico, a estos
se les llaman compuestos fenolicos y cuando se repiten se les conoce
como polifenoles totales (Barrera, Badan, & Sema, 2019). Son
moléculas sumamente reactivas que por lo general estan
combinadas con azlcares, acidos carboxilicos, lipidos, entre otros.
Existen algunas clasificaciones que dependen de su complejidad,
pudiendo ser flavonoides, antocianinas, taninos y muchos mas

(Garcia Martinez et al., 2015).

2.1.5.2.  Uso de los polifenoles totales

Estos compuestos organicos presentan varios efectos
beneficiosos en la salud como la prevencion del cancer, también
tienen propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antitumorales,
antimicrobianas y antioxidantes (Cabrera, Valencia, & Trejo, 2019).
Es importante en el campo investigativo debido a las cualidades
como colorantes y a sus propiedades antioxidantes debido a la
presencia de fenoles (Su & Chien, 2007). Toda variedad de maiz
tiene compuestos fenolicos simples mientras que el maiz azul o

morado contiene cantidades significativas de antocianinas (Serna-

Saldivar et al., 2013).
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2.1.5.3.  Flavonoides

Los flavonoides son una clase importante de productos naturales;
En particular, pertenecen a una clase de metabolitos secundarios
vegetales que tienen una estructura polifendlica, ampliamente
encontrada en frutas, verduras y ciertas bebidas. Tienen diversos
efectos bioquimicos y antioxidantes favorables asociados con
diversas enfermedades como el cancer, la enfermedad de Alzheimer
(EA), la arterioesclerosis, entre otras (Panche et al., 2016).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos sintetizados en las
plantas como metabolitos secundarios bioactivos responsables de su
color, sabor y actividades farmacologicas. Las principales fuentes
de flavonoides son las frutas y verduras y también son abundantes
en productos de cacao, té negro y verde y vino tinto; entre las frutas,
las bayas, las ciruelas, las cerezas y las manzanas son las mas ricas
en flavonoides, mientras que las frutas tropicales son pobres en
flavonoides. Entre las verduras, los niveles mas altos de flavonoides
se encuentran en las habas, aceitunas, cebollas, espinacas, entre
otras. Los flavonoides son potentes antioxidantes que protegen a las
plantas de condiciones ambientales desfavorables, por lo que han
atraido la atencion y se han utilizado en numerosos estudios
epidemioldgicos y experimentales para evaluar sus posibles efectos
beneficiosos en multiples trastornos humanos agudos y cronicos.

Los estudios in vitro e in vivo han demostrado que los flavonoides

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



2.1.5.4.

podrian ejercer actividades antiinflamatorias, inmunomoduladores

y anticancerigenas fuertes (Kopustinskiene et al., 2020).

Propiedades quimicas de los flavonoides

Todos los flavonoides poseen el esqueleto basico de flavan, una
cadena de fenilpropanoides de 15 carbonos (sistema C6-C3-Co6),
que forma dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un anillo pirano

heterociclico.

Figura 2. Principales estructuras quimicas de los flavonoides.

Flavanol

o]
Flavone O |

Flavonol

Fuente: (Kopustinskiene et al., 2020)

2.1.5.5.
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Efectos anticancerigenos de flavonoides

La capacidad de los flavonoides para eliminar los radicales
libres, regular el metabolismo celular y prevenir enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo han sido demostradas en

numerosos estudios. Existe evidencia acumulada de que muchos



flavonoides ejercen actividad anticancerigena, sin embargo, los
mecanismos moleculares responsables de este efecto aun no se han
dilucidado por completo. Los flavonoides ejercen una amplia
variedad de efectos anticancerigenos: modulan las actividades
enzimaticas de eliminacion de ROS, participan en la detencion del
ciclo celular, inducen apoptosis, autofagia y suprimen Ila
proliferacion e invasividad de las células cancerosas

(Kopustinskiene et al., 2020).

2.1.5.6. Antocianinas

Las antocianinas del griego anthos: ‘flor’ y kyéaneos: ‘azul’ son
pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas de las células
vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o azul a las hojas,
flores y frutos; este término fue propuesto en 1835 por el
farmacéutico aleman Ludwig Clamor Marquart (1804-1881) para
describir el pigmento azul de la col lombarda (Fernandez &
Lizana, 2020).

Frecuentemente las antocianinas se utilizan como colorantes de
origen natural tanto en alimentos como en maquillajes; el maiz
purpura es rico en antocianinas; pertenecen a la clase de flavonoides
presentes en la materia vegetal y son responsables de los colores
vivos expresados en flores, verduras, frutas y hojas.

Actualmente, las antocianinas se recuperan principalmente de

frutas y verduras de color purpura como arandanos, zanahorias
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negras, entre otras; sin embargo el maiz pUrpura proporciona
importantes cantidades de este metabolito al tener una vida 1til de
almacenamiento mas larga y con un contenido significativo de
antocianinas, sin embargo, es importante determinar las
propiedades provenientes de las moliendas de estas variedades para

hallar su aptitud industrial (Somavat, Li, de Mejia, et al., 2016).

2.1.5.7.  Estructura de la antocianina

Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico, un benceno, con uno o mdas grupos hidroxidos
incluyendo  derivados  funcionales (ésteres, metil ésteres,

glicésidos, etc.) (Fernandez & Lizana, 2020).

La estructura quimica de las antocianinas es la siguiente:

Figura 3. Estructura quimica de las antocianinas

Fuente: (Chatham et al., 2019)
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Para que exista una diferencia entre antocianinas, debe existir
una variacion entre numero y posicion de los grupos hidroxilos,
metoxilo, naturaleza y el niimero de azucares unidos a la molécula

(Chatham et al., 2019).

2.1.5.8. Actividad antioxidante de la antocianina en el maiz morado

La capacidad antioxidante se refiere a la habilidad que tiene la
molécula de captar el electron desapareado del orbital externo de los
radicales libres, disminuyendo el estrés oxidativo, es decir,
disminuyendo la cantidad de especies oxidantes como las
especies reactivas de oxigeno (EROs) y las especies reactivas del
nitrégeno (RNS) (Rabanal-Atalaya & Medina-Hoyos, 2021a). Las
EROs son producidas en el citosol, mitocondrias,
peroxisomas, reticulo endoplasmatico, membrana plasmatica y
lisosomas; mientras que el RNS es producido en el metabolismo de
los aminoacidos (Di Meo et al., 2016).

La producciéon de EROs y otros radicales libres es un proceso
normal del metabolismo celular; sin embargo, la exposicion a
contaminantes ambientales, humo del tabaco y rayos X pueden
generar un exceso de estos; el incremento de las sustancias
reactivas permite la oxidacion de biomoléculas importantes
en el organismo como las proteinas, lipidos, carbohidratos
y acido desoxirribonucleico (ADN), generando la oxidacion

degenerativa de un tejido vivo y da lugar a diferentes patologias
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como las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, mal
del Parkinson, cancer, tumores, entre otros (Sanchez-Valle &

M¢éndez-Sanchez, 2013).

2.1.6. Determinacion analitica de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son productos de desecho a partir de
metabolitos primarios como consecuencia de la fotosintesis; pueden clasificarse
en varios grupos como son los compuestos aromaticos, flavonoides, terpenoides
entre otros y se han utilizado desde la antigiiedad como base para la preparacion
artesanal de medicinas (Reyes-Silva et al., 2020). La determinacion analitica de
un metabolito secundario de una planta, parte del metabolismo de la planta; es
decir, de la biosintesis, transformacion y degradacion de varios compuestos
internos; se realiza a través de proteinas especializadas, las cuales se derivan de
procesos de diferenciacion concretos (Garcia, 2004).

Dentro de los metabolitos secundarios mas destacados se encuentran los
polifenoles, mismos que intervienen en el crecimiento de las plantas, su
reproduccion y los procesos defensivos en contra de agentes patogenos; desde
la perspectiva de la salud humana, desempefian un papel fundamental en el
mantenimiento de la misma y sobre la calidad de los alimentos; por estas
razones, en los ultimos afios su actividad antioxidante ha sido lo que mas llama
la atencion ya que tiene gran habilidad para quelar metales, inhibir la actividad

de la enzima lipooxigenasa y actuar como atrapadores de radicales libres

(Garcia Martinez et al., 2015).
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Actualmente existen algunas técnicas analiticas que permiten cuantificar
estos metabolitos, dentro de los métodos més aplicados estd la
espectrofotometria de absorcién, mismos que deben ser validados para su
confiabilidad (Rojas A. et al., 2015).

La existencia de polifenoles y flavonoides totales se puede determinar
mediante el ensayo Folin-Ciocalteu el cual se basa en la reaccion de los
compuestos fenolicos con el reactivo de Folin a un pH basico, dando asi una
coloraciéon azul violdcea la cual puede ser determinada con un
espectrofotometro con una curva de calibracion a base de acido galico; este
método también se puede considerar una manera de medir la capacidad
antioxidante ya que es una reaccion redox; este método es fiable, preciso y sobre
todo sensible (Garcia Martinez et al., 2015). La cuantificacion se lleva a cabo a
través de cromatografia liquida de alta resolucion.

En el caso de las antocianinas, que son compuestos altamente estudiados
por su capacidad antioxidante, el método comunmente utilizado para la
cuantificacion es de pH diferencial que es un método espectrofotométrico que
se sustenta en la transformacion en la estructura de la antocianina a partir del
cambio de pH; a pH 1 coloreadas y a pH 4.5 incoloras utilizando la ecuacion de
Lambert; las antocianinas al ser altamente delicadas, necesitan un método de
extraccion adecuado en donde se tome en cuenta su estabilidad, mecanismo de
degradacion o alteracion del extracto; ya que si existe una alteracion en este
sentido, la extraccion y cuantificacion de las mismas se compromete (Zapata et
al., 2014). Su caracter polar permite una alta solubilidad tanto en agua como en

alcoholes o cetonas; sin embargo, su estabilidad se ve afectada con facilidad por
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las modificaciones en su estructura que sufre con algunos grupos hidroxilos,

glucdsidos, entre otros, asi como la luz y la temperatura (Kechinski et al., 2010).

2.1.7. Cromatografia Liquida

La definicion de cromatografia inicia a principios del siglo XX, cuando
el botanico Michael Tswett empled esta técnica para separar pigmentos
vegetales utilizando un hidrocarburo como disolvente y la inulina como fase
estacionaria; esta separacion a modo de bandas dio origen a la definicion de
cromatografia (Harris, 2013), a partir de la palabra griega “cromo” (color) y
“grafo (escribir), aunque Tswett ha indicado que el método no depende del
color, excepto para que sea mas facil ver las fracciones separadas (Collins et al.,
2006).

Basicamente, la cromatografia se basa en el principio de separacion, con
la diferencia de que una fase se mantiene fija y otra movil; la fase movil
atraviesa el sistema y porta consigo componentes aplicados a la muestra; la fase
estacionaria, por el contrario, se mantiene fija en el sistema, es decir, no se
mueve; mientras que los componentes de la muestra atraviesan este sistema, se
retienen aquellos componentes que tienen interacciones mas fuertes con la fase
estacionaria, razon por la cual se moveran de forma lenta a comparacion de
aquellos més débiles; teniendo de esta manera una diferencia en la velocidad
del desplazamiento de los componentes y la separacion respectiva en el sistema
(Hage, 2018).

Es necesario mencionar que, existe una clasificacion de las técnicas

cromatografias con relacion a las fases empleadas para la separacion,
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explicindose de esta manera que se requieren dos fases diferentes para
determinar el componente de distribucion del mecanismo de separacion, de esta
forma, Poole, (2019) realiza la siguiente clasificacion acorde a su fase movil, a

su fase estacionaria y su mecanismo de reparto:

Figura 4. Clasificacion de las técnicas cromatogrdficas.

Chromatography
|
[ [ |

Mobile Gas Supercritical Liquid
phase fluid
Stationary Solid Liquid Solid Liquid Solid Liquid  Micelles
phase (GSC) (GC) (SFC) (SFC) Lo) (LLC)  (MEKC)
| | |
Mechanism  Adsorption Adsorption  Adsorption  Adsorption
Size exclusion  Partition Partition
Adsorption Size lon Affinity Bonded
(LSC) exclusion exchange (AC) phases
(SEC) (IEC) (BPC)

Fuente: (Poole, 2019)

En la figura 4 se puede apreciar que cuando la fase movil es un gas, la
fase estacionaria puede ser un liquido o un so6lido y las técnicas de separacion
se denominan cromatografia gas-liquido (GLC) y cromatografia gas-solido
(GSC) siendo el mecanismo de retencion regido por la adsorcion interfacial o la
exclusion del tamafio. Si la fase movil es un fluido supercritico (SFC), la fase
estacionaria puede ser un liquido o un s6lido, y el proceso de distribucion puede
ser la adsorcion o absorcion interfacial. Finalmente, si la fase movil es un
liquido, la fase estacionaria puede ser un so6lido (LC) con adsorcion interfacial
(LSC) como proceso de distribuciéon dominante, tamafio de exclusion (SEC),
intercambio i6nico (IEC), afinidad (AC) y la cromatografia de fases
quimicamente ligadas (Poole, 2019).

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), en vista de que
es una técnica utilizada en diversidad de andlisis; antiguamente se la conocia

como LC de alta presion, pero en esencia sus principios implican la diferencia
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de interaccion existente entre los analitos la fase movil asi como la estacionaria
(Sadiq & Beauchemin, 2020).

Hablando sobre el principio de separacion de HPLC es importante
describir que practicamente se refiere a la distribucion del analito entre una fase
movil y una estacionaria; la estructura del analito retrasa a las moléculas
mientras atraviesan la fase estacionaria seglin su estructura quimica; el tiempo
en la columna se define segin la interaccion de sus moléculas, como
consecuencia, los componentes de la muestra se eluyen a diferentes tiempos y
finalmente luego de este proceso se puede utilizar alguna unidad de deteccion
para reconocer a los analitos tras su salida a través de la columna; finalmente
esta informacion se analiza en un software que convierte y registra estos datos
para mostrarlos en un cromatograma (Jandera, 2011; Meyer, 2013).

En un sistema HPLC se encuentra un deposito del solvente, la bomba, la valvula
de inyeccidn, la columna, la unidad detectora y finalmente la unidad en donde
se procesa los datos obtenidos. El funcionamiento del equipo se describe a

continuacion;

Figura 5. Diserio esquematico de un sistema HPLC.

Computer
Eluent
1
Sample e
Waste
C - 8
C == 'A' ,_
| Detector
Pump
Injection Column
valve

Fuente: (Bottcher et al., 2021)

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



En la figura 5, el solvente se suministra a la bomba a alta presion con
una velocidad constante, el analito se proporciona al eluyente mediante la
valvula de inyeccidn, si la fase mévil permanece constante durante el proceso
de separacion, el sistema HPLC se define como un sistema de elucion isocratico
pero si se cambia la composicion de la fase movil durante la separacion, se lo
define como un sistema de elucion de gradiente que puede ser de baja presion
(GLP) cuando la mezcla de los solventes se realiza arriba de la bomba y de alta
presion (HPG) cuando los solventes se administran por bombas individuales y
se mezclan luego en el lado de descargas (Meyer, 2013). Las principales fuerzas
que actian en las moléculas son las fuerzas de dispersion de London,
interacciones dipolo, puente de hidrogeno, interacciones dieléctricas,
interacciones electroestaticas (Suarez Ospina & Morales Hernandez, 2018).

La HPLC se centra en la identificacion y separacion adecuada de analitos en
tiempos cortos tanto cuantitativa como cualitativamente; esta ventaja se usa en
compuestos poco volatiles, termolabiles e i6nicos como las proteinas, los
hidrocarburos, fArmacos, terpenos, entre otros; asi mismo, esta técnica permite
separar ¢ identificar sustancias o grupos en un tiempo relativamente corto.

(Gomis Yagiies, 2008).
2.1.8. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica que se sustenta en obtener
iones partiendo de moléculas organicas en fase gaseosa; luego de esta obtencion
se separan los iones por su masa y su carga que dard una informaciéon que

permita determinar los compuestos existentes en la molécula (Pomilio et al.,
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2011). Los espectrometros de masas son considerados instrumentos cualitativos
y cuantitativos que pueden ser muy pequefios o grandes, cada uno con
aplicaciones diferentes y sistemas operativos que permiten su funcionamiento
pudiendo ser mas pequefio que una moneda o pueden llenar habitaciones muy

grandes (Waters, 2013).

Figura 6. Esquema de un espectrometro de masas. MALDI: desorcion/ionizacion por
laser asistida por matriz, ESI: ionizacion por electrospray,; m/z: ratio masa/carga.
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Fuente: Jordana-Lluch et al., (2012)

En la figura 6 se muestran los componentes principales de un
espectrometro de masa: una fuente de ionizacion que participa en la formacion
de iones, producidos por un aumento o pérdida de electrones lo que produce un

aumento de la carga eléctrica; un analizador de masas que es el componente
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principal que delimita la zona de vuelo en la cual los iones adquieren una alta
energia cinética y se separan segiin su masa/carga y por ultimo un detector que
es la zona de impacto de los iones lo que produce un aumento de la resolucion,
a través de este detector se muestran las masas de los compuestos a analizar;

estos tres elementos se encargan de mantener una atmosfera de vacio (Jordana-

Lluch et al., 2012).

Figura 7. Conversion de la informacion digital a un espectrometro de masas.

Fuente: Waters, (2013).

En la figura 7 se describe El aumento de la abundancia en la corriente
total de iones que cambia con el tiempo en un corrido cromatografico (a), el
segmento de un pico que representa a los iones que constituyen la corriente
ionica; el eje de las x (tiempo) relaciona la masa/carga (b) y finalmente se tiene

el espectro que ofrece una imagen de alta resolucion a manera de un grafico de

barras (c) (Waters, 2013).
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2.1.9. Efectos de los polifenoles en la salud humana

Los polifenoles han sido reportados en grandes cantidades en alimentos
como verduras, te, entre otros, esto evidentemente ha llamado el interés de los
beneficios que aporta a la salud humana considerandolos incluso como los
nuevos “probiodticos” (Moorthy et al., 2020); en los seres humanos se han
reportado una serie de beneficios para la salud; previniendo enfermedades
cardiovasculares y el envejecimiento (Kwok et al., 2015; Tresserra-Rimbau et
al., 2014), ayuda a modular significativamente la microbiota intestinal ya que
estos compuestos al unirse con metales limitan la disponibilidad del hierro
minimizando la produccion de estos radicales y explicando a su vez su
capacidad antioxidante (Medina-Larqué et al., 2020); asi también, disminuye
los riesgos de sufrir obesidad o diabetes (Greenberg, 2015; P. Wang et al.,
2016), mejora la cognicidn y contrarresta el envejecimiento cerebral (Liu et al.,
2017); sin embargo, existen algunos estudios que reportan riesgos potenciales
(Cardona et al., 2013).

Actualmente, los polifenoles son ampliamente investigados por su
biodisponibilidad y efectos sobre la salud humana, estos estudios recientemente
han demostrado su poder antiviral (Kumar & Pandey, 2013; Tungmunnithum et
al., 2018; Vuolo et al., 2019); mejoran la regulacion positiva de las vias
autofagicas y la disfuncion endotelial (Baluchnejadmojarad & Roghani, 2006);
tienen gran efecto neuroprotector (Sonee et al., 2004).

La Quercetina y el revestrol son los polifenoles mas estudiados y que
por lo tanto reportan mas beneficios para la salud; los compuestos fendlicos si

bien es cierto, no son considerados micronutrientes; sin embargo, poseen
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propiedades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas,
inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Neri-Numa et al., 2020). La
quercetina, es conocida por ser eliminadora de radicales libres, por lo que inhibe
directamente los procesos oxidativos, ejerce proteccion contra la diabetes,
problemas cardiovasculares, dafio a los nervios, vision, entre otros (Haddad &
Eid, 2017). El uso de quercetina y sus derivados glicosilados se ha mostrado
beneficioso para combatir la colitis inducida en ratones, mejorando el colon y
la pérdida de peso a consecuencia de la misma (Mahboob et al., 2022).

En otros estudios se demuestra también que los tratamientos utilizando
polifenoles derivados del cacao han disminuido significativamente los
marcadores cardiovasculares (Garcia-Alloza et al., 2007); también, se ha
estudiado el bloqueo de entrada que producen los polifenoles al momento de
deshabilitar la replicacion, interrumpir el empaquetamiento y mejorar la
respuesta inmune del huésped ante procesos virales (Daval et al., 2010a; F.
Yang et al., 2005); estudios mas recientes demuestran que los polifenoles
inhiben moléculas diana (TMPRSS2 y 3CLpro en SARs-CoV-2), con lo que se
evita la entrada y replicacion del virus (Daval et al., 2010b; Hafner-Bratkovic¢
et al., 2008).

En canceres cerebrales, los polifenoles promueven la generacion de ROS
en las células cancerosas logrando asi atravesar la barrera hematoencefalica
(Cheng et al., 2012), dando la posibilidad de usar terapias combinadas que
permitan mejorar el tratamiento integral de la enfermedad; de igual forma se
realizan constantemente investigaciones de las acciones de los polifenoles al

momento de combatir los diferentes mecanismos de accion de la diabetes

(Mahboob et al., 2022).
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CAPITULO III: DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipoy disefio de investigacion

La presente investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Guaranda, provincia
Bolivar en los predios de la Universidad Estatal de Bolivar, sector Laguacoto II, en los
Laboratorios de Investigacion, cuya zona de vida corresponde al Bosque Humedo
Montano Bajo.

La situacion geografica y climatica en la cual se desarrollo la especie sujeta a analisis

fue:

Tabla 2. Pardametros geogrdficos y climaticos

Parametros Valor

Altitud 2800 msnm
Latitud 01°34'15" sur
Longitud 79°0'02" oeste
Temperatura minima 8°C
Temperatura media anual 13°C
Temperatura maxima 26,44 °C
Humedad 30 %

Fuente: Estacion Meteorologica, Universidad Estatal de Bolivar. Laguacoto II, 2017

En los ultimos afios, la investigacion experimental ha dado grandes pasos y ha
permitido que el departamento de Vinculacion e Investigacion, ubicado en el campus

Laguacoto, cuente con laboratorios altamente equipados para realizar diversos estudios

en areas de gran interés.
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La finalidad de este estudio es cuantificar los polifenoles existentes en el maiz
morado (Zea Mays L.) de la variedad INIAP 199, la cual se siembra en la provincia y

tiene importancia cultural y alimenticia en las comunidades.

3.2.  Los métodos y las técnicas
3.2.1. Materiales
3.2.1.1.Material experimental
e Maiz purpura (Zea Mays L.) INIAP 199.
3.2.1.2.Materiales del Laboratorio

e Vaso de precipitacion

Varilla de agitacion
e Balones de aforo
e Tubos Eppendorf
e Puntas de pipetas automaticas
e Micropipetas automaticas
e Bandejas de plastico
e Magnetos
e Desecador
e Gradillas
e Probeta
e Columnas
3.2.1.3.Equipos
e Balanza analitica Shimadzu
e Molino Retsch Cyclone mill

e Plancha de calentamiento y agitacion digital Glassco
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e Baiio Ultrasonico Fisher Scientific

e Centrifuga Eppendorf 5804R Germany

e Agitador magnético Multistirrer 6 multiple Velp Scientifica

e Espectrofotometro Thermo Scientific NanoDro One
Microvolume UV-Vis

e Agitador de laboratorio Thermo Fisher Scientific

e (alibrador de pH/ORP/Temperature Benchtop Meter 230V
HANNA Instruments

e Cromatoégrafo de liquida ultra-alta resolucion ACQUITY
UPLC WATERS

e Columna Acquity UPLC BEH C18 1,7 um 2,1 * 50 mm

3.2.1.4.Reactivos

e Metanol 70%

e Acido formico 0,1%

e Folin

e (Carbonato de sodio

e Acido Galico

e Cloruro de aluminio 40%.

¢ Rutina

e Cloruro de potasio

e Acido clorhidrico

e Acetato de sodio trihidratado

e Agua

e Acetonitrilo
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3.2.2. Obtencion de la muestra

La muestra de maiz parpura INIAP 199 (Zea mays L.) se consiguid en
los predios de la Universidad Estatal de Bolivar, se molid la muestra en un
molino (Retsch Cyclone mill), y se pes6é 303 mg de muestra en una balanza

analitica Shimadzu.
3.2.3. Obtencion del extracto metanolico

Se prepararon los extractos metanolicos, con metanol al 70% y 4acido
formico al 0,1 %, empleando 303 mg de muestra. Esta solucion se llevd a
proceso de agitaciéon en una plancha de calentamiento y agitacion digital
(Glassco), ultrasonificacion en un bafio Ultrasonico (Fisher Scientific) y
centrifugacion en la centrifuga (Eppendorf 5804R Germany) a temperatura
ambiente, 500 rpm, durante 10 minutos en cada etapa (Rabanal-Atalaya &

Medina-Hoyos, 2021).

3.2.4. Polifenoles totales

Se utilizé el método de Folin-Cicalteu, segun Pifiuel et al., (2019). Se
mezclaron 40 pL de extracto, previamente preparado, con 40 pL de Folin, se
agitd por un minuto en el agitador magnético (Multistirrer 6 multiple Velp
Scientifica) y se anadio 800 pL de carbonato de sodio al 7,5 %. Finalmente se
aforo con agua a un volumen total de 1120 pL y se dejo reposar a temperatura

ambiente y en oscuridad durante 60 minutos. Se determind la absorbancia a una
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longitud de onda de 750 nm con un espectrofotometro (Thermo Scientific
NanoDro One Microvolume UV-Vis). Se calcul6 las concentraciones con una

curva de calibracion con acido géalico.
3.2.5. Flavonoides totales

Se sigui6d el método descrito por Ramos-Escudero et al., (2012). Se
realiz6 una dilucién de 1:1 a la muestra, es decir, 1 mL de muestra con 1 mL de
metanol para garantizar que entre en la curva de calibracion, luego se mezcld
600 pL de extracto con 600 pL de cloruro de aluminio al 40%. Se dejo reposar
durante 40 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad y se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 415 nm en el espectrofotometro (Thermo
Scientific NanoDro One Microvolume UV-Vis). Se realizdé una curva de

calibracion con Rutina.

3.2.6. Antocianinas totales

Se utiliz6 el método de diferencial de pH de AOAC, 2005, descrito en
Saldafia et al., (2021). Se prepar6 un buffer de pH 1,08, mezclando 0,0475 gr
de cloruro de potasio con 25 mL de agua destilada, y se ajusto el pH con acido
clorhidrico. Se prepard, ademads, un buffer de pH 4,55 mezclando 1,4206 g de
acetato de sodio trihidratado con 25 mL de agua destilada y se ajusto el pH con

acido clorhidrico. Se utiliz6 un calibrador de pH (Benchtop Meter 230V); se
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3.2.7.
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centrifugaron las muestras para evitar residuos antes de iniciar con la disolucién
de 1:1.

Se mezclaron 1 mL de extracto con 1 mL de buffer pH 1 y se midi6 la
absorbancia en las longitudes de onda de 520 nm y 700 nm en el
espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDro One Microvolume UV-Vis).
Posteriormente, se mezclaron 1 mL de extracto con 1 ml de buffer 4,5 y se midi6
la absorbancia en las longitudes de onda de 520 nm y 700 nm.

El contenido de antocianinas se calculara usando la ecuacion:

mg Cy3GE _ Ax MW * DF  10°
L B ex1l

Donde:

A= (A520nm-A700nm) pHI — (A520nm-A700nm)pH4,5
MW= peso molecular de Cy3GE, 449,2 g/mol

DF= Factor de dilucion

&= coeficiente de extincién molar, 26900 L/mol*cm Cy3GE
1= longitud de trayectoria

103= factor de conversion de gramos a miligramos

Identificacion de polifenoles mediante UHPLC

Se sigui6 el método descrito por Waters, (2013). Se filtraron los extractos a
través de filtros de membrana de 0,45 um. Se emple6 el equipo UPLC H-Class

con detector QDA. Las condiciones fueron las siguientes:



LC conditions:
LC system: ACQUITY UPLC H-Class
Mobile phase A: Water + 0.1% formic acid

Mobile phase B: Acetonitrile + 0.1% formic acid

MS conditions:

MS System: ACQUITY QDa Detector
Ionization: Electrospray Positive Scan
Capillary voltage: 0.8 kV

Cone voltage: 15V

Scan mass range: 50 to 650 m/z

Method:

Column: ACQUITY UPLC® BEH C18 column (1.7 pm, 2.1x50 mm)
Column temp.: 45 °C

Flow rate: 0.80 mL/min

Total run time: 7.0 min

Figura 8. Tiempo de corrida de la muestra

Time (min) %A %B
Initial 99 |
05 99 ]
4.0 70 30
5.5 5 95
5.6 99 ]
70 99 ]

Fuente: (Bottcher et al., 2021)
Note: All data were acquired and processed using Empower 3 Software.

S _




3.3. Procesamiento estadistico de la informacion.

El modelo estadistico fue descriptivo con una muestra de extracto metanolico
de maiz morado (Zea mays L.) INIAP 199 y tres réplicas; se manejaron varios datos los

cuéles se procesaron por triplicado obteniendo promedios + desviaciones estandar en

Excel.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



CAPITULO IV: ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.

Analisis de polifenoles totales

Tabla 3. Andlisis de polifenoles totales

. mg GAE / PROMEDIO
MUESTRA | REPLICAS | ABSORBANCIA CONCENTRACION 100 g (mg GAE /
(mg/L) 100 g
muestra
muestra)
1 0,19 79,2 653,47
1 2 0,18 74,4 613,86 627,06+22,87
3 0,18 74,4 613,86

Nota: Elaborado por Avalos, Daniela (2022), Laboratorios Universidad Estatal de Bolivar.

En los ultimos tiempos el estudio de los polifenoles ha llamado gran atencion
cientifica debido a los beneficios reportados sobre la salud humana, més ain cuando su
existencia ha sido cuantificada en gran cantidad de alimentos de origen vegetal
(Cardona et al., 2013). En el presente estudio se cuantificaron polifenoles en el maiz
morado (Zea Mays L.) INIAP 199 mediante espectrofotometria utilizando el método de
Folin-Cicalteu, descrito en Pinuel et al., (2019), los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 4, en donde se puede observar que el promedio de las tres réplicas realizadas
en la muestra oscila en un rango de 627,06122,87 mg GAE / 100 g muestra; estos
resultados indican una alta presencia de polifenoles en la variedad de maiz estudiada;
debido a la reciente introduccion de esta variedad de maiz, no existen estudios hasta el
momento con los que se pueda realizar una comparacion en igualdad de condiciones,
sin embargo, existen estudios de maiz morado de distintas variedades que permiten
contrastar los resultados encontrados en este estudio.

Mansilla et al., (2020) estudio las propiedades funcionales de la harina de maiz
morado de una variedad mejorada genéticamente a partir de poblaciones introducidas
de M¢éxico, Bolivia y Perq; este andlisis se dio entre los ciclos del 2014 y 2015; el

método utilizado fue el mismo con la diferencia de que la extraccion fue realizada con
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etanol; los valores obtenidos en cada afio fueron 1073+£35 mg GAE / 100 g y 974422
mg GAE / 100 g respectivamente, siendo mayores que este estudio, lo cual se podria
atribuir a la mejora genética realizada en este maiz.

Otro estudio fue el de Ramos-Escudero et al., (2012), cuyo proceso de
extraccion fue de 100:0, 80:20, 60:40, 40:60 y 20:80 de metanol y agua, todas
acidificadas con HCI al 1%; el método aplicado fue el mismo, siendo su mejor
extraccion de 80:20 en donde se obtuvieron resultados de 906 mg GAE / 100 g; se
puede atribuir este valor superior a la eficiencia del sistema de extracciéon mismo que
estéd influenciado por el cardcter hidrofilico o lipofilico del compuesto y la afinidad que
tiene al disolvente de extraccion.

Un estudio realizado por Hu & Xu, (2011) sobre los perfiles fenolicos de granos
de maiz de diferentes tipos y en diferentes estadios de maduracion (M1. M2, M3),
analizd también el maiz morado y se obtuvieron resultados de 255+6 mg GAE / 100 g
para M1, 29317 mg GAE / 100 g para M2 y 388+16 mg GAE / 100 g para M3; pese a
que los valores en el estudio de Hu & Xu muestran diferencias cuantitativas en los
distintos tipos de maduracioén, el presente estudio arroja valores mas altos
independientemente de la etapa de maduracion.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el maiz purpura (Zea
Mays L.) INIAP 199 tiene un alto contenido de polifenoles, los mismos que aportan
grandes beneficios para la salud no unicamente como antioxidante si no también como
un aporte importante para el sistema inmunolédgico, cardiometabdlico, como promotor
de la abundancia de flora intestinal e inclusive como regulador de los ARN

codificadores y no codificantes en seres humanos (Ma & Chen, 2020; Ruskovska et al.,

2022).
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4.2. Analisis de flavonoides totales

Tabla 4. Andlisis de flavonoides totales

. mg RUTINA | PROMEDIO
MUESTRA | REPLICAS | ABSORBANCIA CONCENTRACIEN /100 g (mg RUTINA /
(mg/L)
muestra 100 g muestra)
1 0,22 16,14 266,42
1 2 0,25 18,27 301,45 285,88+17,84
3 0,24 17,56 289,78

Nota: Elaborado por Avalos, Daniela (2022), Laboratorios Universidad Estatal de Bolivar.

Se han detectado cientos de flavonoides en verduras que son consumidas a
diario, su actividad antioxidante es indiscutiblemente un importante aporte para la salud
humana (Tao et al., 2023), los beneficios de los flavonoides contribuyen no solo como
antioxidante si no también la regulacion del microbiota intestinal (Li et al., 2023), como
apoyo terapéutico en el cancer, enfermedades coronarias y cerebrovasculares (Zhou et
al., 2022).

La cuantificacion de flavonoides en el maiz ptrpura (Zea Mays L.) INIAP 199
se realiz6 siguiendo el método descrito por Ramos-Escudero et al., (2012); los valores
arrojados en esta investigacion (tabla 5) corresponden a 285,88+17,84 mg RUTINA /
100 g muestra y al no existir estudios sobre este andlisis en esta variedad sujeta a
investigacion, se realiza el analisis comparativo con distintos estudios de maiz parpura;
por ejemplo, existe un estudio de Suriano et al., (2021) cuya curva de calibracion fue
realizada con quercetina en lugar de Rutina, como es el caso de este estudio, por lo que
no se puede hacer un andlisis comparativo equivalente.

Un perfil fenolico del maiz morado realizado por Ramos-Escudero et al., (2012) con
dos soluciones extractoras de metanol 80:20 y 60:20 arroj6 un contenido de flavonoides
de 266 mg RUTINA / 100 g muestra y 224 mg RUTINA / 100 g muestra
respectivamente, estos resultados son ligeramente mdas bajos que la presente

investigacion de flavonoides, por lo que se demuestra que el contenido de flavonoides
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presentes en el maiz morado de la variedad INIAP 199 es importante, demostrando asi

los beneficios que el consumo de esta especie puede generar sobre la salud humana.

4.3. Analisis de antocianinas totales

Tabla 5. Analisis de antocianinas totales

MUESTRA REPLICAS ABSORBANCIA mg Cy3GE/L (mlg’r(‘:’;“;c‘;ig’/L)
1 1,22 20,37
MUESTRA 1 2 1,11 18,54 19,54+0,93
3 1,18 19,70

Nota: Elaborado por Avalos, Daniela (2022), Laboratorios Universidad Estatal de Bolivar.

Dentro de los compuestos fendlicos cuantificados en esta investigacion, un
grupo importante corresponde a las antocianinas, estas existen en grandes cantidades
en el mundo vegetal y pueden presentar espectros naranjas a azules, morados entre otros
(Cooke et al., 2005); se han usado comunmente como colorantes artificiales en la
industria alimentaria (Z. Yang & Zhai, 2010), sin embargo, en los ultimos tiempos sus
propiedades farmacoldgicas se han utilizado con fines anticarcinogénicos, citotdxicos,
cardioprotectores, antioxidantes y antiinflamatorias (Pergola et al., 2006; Wang et al.,
2000) lo que beneficia enormemente a la salud humana.

En esta investigacion las antocianinas del maiz parpura (Zea Mays L.) INIAP
199 se han cuantificado mediante el método de diferencial de pH de AOAC, 2005, las
mismas son responsables de la coloracion de esta especie y al ser mds intensa esta
coloracion pues se asume la presencia elevada de antocianinas. Para la determinacion
de estos compuestos fenolicos se debe tener en consideracion factores como el proceso
de extraccion y las condiciones de temperatura. Esta investigacion se ha realizado bajo
el método descrito en Saldafia et al., (2021), en la tabla 6 se puede observar que se ha

obtenido un valor promedio de 19,5440,93 mg Cy3GE/L (162+83 mg Cy3GE/100 g);
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al igual que en los demas compuestos; no existen compuestos en la misma variedad
mediante los que se pueda establecer una comparacion equivalente pero, el estudio de
Mansilla et al., (2020), que hace un analisis en la harina de maiz morado a partir de
germoplasma mejorado en el ciclo 2014 y 2015 utilizando el mismo método para la
cuantificaciéon de antocianinas obtuvo 19520 mg Cy3GE/100 g y 149415 mg
Cy3GE/100 g respectivamente; por lo tanto, el resultado de este trabajo investigativo
es menor en referencia al resultado obtenido en el 2014; empero, en el 2015 el analisis
de este estudio muestra resultados mas elevados, pudiendo aducirse que en el 2015 los
datos obtenidos por Mansilla et al., (2020) fueron inferiores debido a que el contenido
de proteinas aument6 por las altas temperaturas.

Hu & Xu, (2011) cuantificaron antocianinas de granos de maiz de diferentes
tipos y en diferentes estadios de maduracion (M1, M2, M3) y al analizar el maiz
morado obtuvo 63,58+5,44 mg Cy3GE/100 g para M1, 138,06+9,85 mg Cy3GE/100 g
para M2 y 276,11£22,62 mg Cy3GE/100 g para M3; lo que permite deducir que
mientras mas maduro esté el grano, mayor contenido de antocianinas tiene,
concordante con el aumento de polifenoles también; mientras que en los estadios de
maduracion 1 y 2 los valores cuantificados son inferiores, en el estudio de Hu & Xu se
atribuye que esta diferencia se debe a que las altas temperaturas causaron una elevacion
del contenido proteico lo que disminuyd el contenido de antocianinas.

Estos resultados demuestran que el maiz morado (Zea Mays L.) de la variedad
INIAP 199 es una fuente extraordinaria de antocianinas que aportan grandes beneficios
para la salud, en el campo farmacologico y la industria alimentaria, sin lugar a duda,
existe un amplio campo a ser estudiado en esta variedad y que aun no se ha hecho, por
lo que realizar mas trabajos de investigacion en este maiz es importante para los

consumidores y productores no solo a nivel local si no nacional también.
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4.4.  Analisis de polifenoles mediante UHPLC acoplado a masas

En el analisis cromatografico de polifenoles mediante UHPL acoplado a

masas, se encontraron en mayor presencia los siguientes compuestos:

Tabla 6. Identificacion tentativa de compuestos fenolicos en extractos de maiz purpura (Zea Mays L.) mediante

UHPL acoplado a masas.
Tiempo Masa Masa , Identificaciéon . .
Componente de . . . Formula . Presencia en alimentos
.. | obtenida | tedrica tentativa
retencion
Arandanos, grosellas
o i1 rojas
! 5903 | 3324 | 3322601 | CisHicOy |AC190 gdlico 4-O-
glucodsido
2 3.004 | 2702 | 2702369 | CisHioOs Apigening | Aceite  de  oliva,
pistachos, orégano,
romero, mejorana.
Chocolate, cacao, uvas,
fresas, cereza,
3 5362 | 2904 | 290.2681 | CisH14Os Catequina | melocoton,  nectarin,
manzanas, peras,
chirimoyas, té, lentejas,
fréjol, guisantes
Coumarovl Zarzamora, varios tipos
4 3.809 | 3264 | 3262986 | CisHisOs Y lde grosellas, fresas,
glucose . .
pimientos rojos y verdes.
5 5.743 304.3 304.2516 C1sH1207 | Dihidroquercetina Orégano
Granos como el fréjol
6 3.570 284.4 284.2635 Ci6H120s Geraldone
Verduras, frutas, nueces,
7 2742 | 3183 | 3182351 | CisHioOg Miricetina | 02Y3> 16, Vino tinto
Vino, trigo, chocolate
negro, arandanos,
8 2.984 302.3 302.2357 Ci5sH1007 Quercetina frambuesas, manzanas,
té, almendras, pistachos,
tomate y cebolla

Nota: Elaborado por Avalos, Daniela (2022)
Fuente: Explorador de fenoles (Rothwell et al., 2013)

En la tabla 7 se muestra los resultados obtenidos a partir del extracto

metanolicos del maiz purpura (Zea Mays L.) INIAP 199 mediante el analisis
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cromatografico UHPLC acoplado a masas; en los cuales se obtienen 8 componentes
polifenolicos preponderantes los cuales se identifican tentativamente gracias a un
andlisis bibliografico apoyado en un estudio de Rothwell et al., (2013) por medio de la
base de datos llamada phenol-explorer que cuenta con informaciéon sobre todos los
polifenoles presentes en alimentos.

El maiz purpura de la variedad INIAP 199 posee polifenoles identificados en
una variedad de alimentos con potenciales beneficios para la salud humana, el acido
géalico 4-O-glucosido (fig.9) con una masa tedrica de 332,26 corresponde
aproximadamente al pico encontrado por el equipo, con una masa de 332,4; este
compuesto estd presente en los arandanos y grosellas rojas, se puede atribuir su

presencia en el maiz ptrpura debido a su coloracion.

Figura 9. Cromatograma del Acido gdlico 4-O-glucésido
Auto-Scaled Chromatogram
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Otro de los componentes identificados por el equipo fue la apigenina (fig.10);
la masa teorica de este flavonoide segun la base de datos corresponde a 270.23; mismo

valor que fue detectado en el equipo UHPLC (270.2); la apigenina encontrada
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frecuentemente en el aceite de oliva, pistachos, orégano, romero, mejorana y como este
estudio lo indica también en el maiz plrpura INIAP 199; fue utilizada antiguamente
para teiiir la tela, se conoce quimicamente como 4', 5, 7,-trihidroxiflavona y esta
descrita como un producto natural que pertenece a las flavonas; su presencia em
diversas actividades bioldgicas la caracteriza por su poder antioxidante,
antiinflamatorio, antitumorales, antialérgicas, cardioprotectoras y antimicrobianas
entre otras (Elkhedir et al., 2022). En los tltimos tiempos sus beneficios sobre la salud
humana y su baja toxicidad demuestran su gran poder terapéutico y antinflamatorio
frente a las células que producen el cancer (D. Singh et al., 2022), asi también, su poder
antioxidante eliminando radicales libres y activando sus propiedades

quimiopreventivas (Ali et al., 2017).

Figura 10. Cromatograma de la Apigenina
Auto-Scaled Chromatogram
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La catequina (fig.11) ha sido identificada en este estudio por su presencia en el
maiz purpura INIAP 199, quimicamente se le conoce como 3,3'4'5,7-
pentahidroxiflavano con dos formas estéricas de (+)-catequina y su enantidémero; su

masa molecular es de 290.681 y la masa determinada por el equipo responde a 290.4;
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su distribucion esta dada en muchos alimentos y hierbas como el chocolate, cerezas,
fresas, manzanas, bayas, entre otras (Isemura, 2019); sus propiedades en beneficio para
la salud humana son muchas, tiene un efecto anticancerigeno, antioxidante
antiinflamatorio , quimiopreventivo, previene la obesidad y las enfermedades gripales.
Nuevos estudios colocan a la catequina como un posible tratamiento preventivo sobre

el Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas (Michel et al., 2022).

Figura 11. Cromatograma de la Catequina
Auto-Scaled Chromatogram
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Note: Laboratorios de Investigacion y Vinculacion, Universidad Estatal de Bolivar

El coumaroyl glucosa (fig.12) se determind en este estudio por su presencia en
la muestra analizada de maiz parpura INIAP 199, su masa tedrica es de 326.2986
mientras que la determinada por el equipo es de 326.4 por lo que analizando la
bibliografia se puede determinar la presencia de este compuesto fenolico. Este
compuesto se encuentra en varios tipos de bayas e inclusive en fresas, grosellas,
pimientos rojos y verdes, los efectos beneficiosos de este componente incluyen
enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cancer y grandes propiedades

antioxidantes que producen un impacto en la salud humana (Y. Zhang et al., 2008). Las
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propiedades antioxidantes de este componente demuestran su capacidad para servir

como un potente ingrediente alimenticio (Yuan et al., 2022).

Figura 12. Cromatograma del Coumaroyl glucose
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Otro componente detectado en el equipo es la dihidroquercetina (fig.13),
conocida también como taxifolina (Taxifolin 3-O-rhamnoside) , es un andlogo de la
quercetina o rutina pero que posee propiedades distintas; se encuentra frecuentemente
en el orégano, el cacao e inclusive la cannabis; este componente ejerce un efecto
antioxidante mucho mas potente que la mayoria de los flavonoides, posee propiedades
antiinflamatorias , antihepatotoxicas y antioxidante; también refuerza las membranas
vasculares y un gran efecto reductor de alergias, entre otras (A. Das et al., 2021); la
masa tedrica de este compuesto es 304.2516 correspondiente a lo determinado por el
equipo UHPLC (304.3); estudios recientes demuestran que pese a que la taxifolina
posee extensos efectos en el campo de la salud, la actividad anticancerigena destaca
sobre las demas por lo que el desarrollo de fArmacos de uso humano basados en este
compuesto son una posibilidad tentadora (Sunil & Xu, 2019). También se ha

demostrado que la dihidroquercetina previene el dafo al rifidn, al higado e inclusive se
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puede usar en estados de alcoholismo para la recuperacion de este ultimo 6rgano (Bedir

etal., 2021).

Figura 13. Cromatograma de la Dihidroquercetina.
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Otro componente es la Geraldone (fig.14) quimicamente conocido como 7,4'-
Dihydroxy-3'-methoxyflavone, tiene una masa teodrica de 284.2635, es un flavonoide
que coincide con el componente encontrado con el equipo de UHPLC al analizar el
extracto de maiz morado, la masa detectada fue de 284.4 y se encuentra normalmente
en los granos; durante los ultimos tiempos, la actividad antioxidante de los flavonoides
ha sido estudiada; este componente en particular ha mostrado ser un antioxidante

alimentico beneficioso para la salud humana (Ren et al., 2013).
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Figura 14. Cromatograma del Geraldone
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La Miricetina (fig.15), quimicamente conocida como 3,5,7,3'4'5'-
Hexahydroxyflavone, es un flavonoide con una masa tedrica de 318.2351, comparable
con el valor detectado en el maiz purpura en donde el equipo determind un pico de
318.3; cominmente se encuentra en verduras, frutas, nueces, bayas, té, vino tinto; este
componente ha demostrado reducir el dafio producido en el ADN como consecuencia
de procesos cancerigenos, previniendo la invasién de tumores o a su vez el volumen de
los mismos, también muestra una alta capacidad antioxidante (Enriquez-Valencia et al.,
2020). Estudios de (Zhao et al., 2022) en ratones demuestra que la miricetina alivia los
sintomas de la diabetes tipo 2 al mismo tiempo que regula la flora antimicrobiana;
estudios recomienda que sea explorada como suplemento dietético para la
hipoglucemia (Qian et al., 2022). También se ha demostrado que la miricetina tiene
actividad biolégica como agente antitumoral ante la metdstasis y la apoptosis,
antiinflamatorio y antioxidante por lo que el maiz purpura al tener miricetina puede ser
utilizado como investigacion en el desarrollo de productos con propiedades

beneficiosas para la salud humana (Jiang et al., 2019).
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Figura 15. Cromatograma de la Miricetina.

Auto-Scaled Chromatogram

8000001

7000007

6000007

2742 3483

5000007

ity

400000+

Intens:i

3000007

2000007

1000007 / h

]
W/W _J L,w U LWJ‘MJ (S

L B B B B T By B B By TR B e
0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 700 8.00 9.00 10.00

Minutes

Fuente: Acquity Uplc Waters, 2022
Note: Laboratorios de Investigacion y Vinculacion, Universidad Estatal de Bolivar

Otro componente es la Quercetina (fig.16) conocida quimicamente como
3,5,7,3',4'-Pentahydroxyflavone es un flavonoide con una masa de 302.2357 que se
encuentra en el vino, trigo, chocolate negro, ardndanos, frambuesas, manzanas, té,
almendras, pistachos, tomate y cebolla; el extracto de maiz plirpura variedad INIAP
199 analizado en el equipo UHPLC mostrd un pico similar con una masa de 302.3. Este
flavonoide ha sido estudiado por sus propiedades beneficiosas para el ser humano
sugiriéndolo incluso como un posible suplemento alimenticio, sus propiedades
farmacoldgicas mas importantes son su actividad antioxidante, tratamiento de alergias
y asma, mejora de la salud cardiovascular, prostatitis, anticancerigeno, previene
cataratas, accion antiviral, protege al rifion entre otras (Vicente-Vicente et al., 2013).
Nuevas investigaciones apuntan a la quercetina como posible agente terapéutico contra
los trastornos psicologicos y neurodegenerativos (Agrawal et al., 2023). Por lo tanto, el
maiz morado al poseer este componente tiene un gran potencial para ser investigado en

el campo farmacologico e incluso alimentico con grandes beneficios en la salud.
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Figura 16. Cromatograma de la Quercetina.
Auto-Scaled Chromatogram
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se harealizado la cuantificacion de polifenoles en el extracto metanélicos de los
granos de maiz purpura INIAP 199 (Zea mays L.) mediante espectrofotometria,
encontrando valores que permiten identificar la presencia de estos compuestos, los
mismos que contrastados con estudios similares en otras variedades de maiz
demuestran los beneficios que aportan a la salud humana.

e El contenido elevado de polifenoles en la variedad INIAP 199, muestran sus
propiedades alimenticias, farmacologicas y preventivas; antioxidantes que de
acuerdo con fundamentacidon cientifica poseen accién anticancerigenos,
cardioprotectora, neuroprotectora, previene enfermedades renales, entre otros.

e El maiz parpura de la variedad INIAP 199 podria ser investigado como posible
suplemento nutricional, asi como, participar activamente en el campo de la
industria farmacolégica.

e El analisis cromatografico determind ocho componente importantes en el maiz
purpura INIAP 199 (Zea mays L.); estos componentes fenolicos fueron el acido
galico 4-O-glucosido, apigenina, catequina, coumaroyl glucose, dihidroquercetina,
geraldone, miricetina y la quercetina , mismos que tienen actividad biologica
importante en el campo de la salud como antidiabéticos, antitumorales,
antialérgicos, previenen la obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades de tipo
neurologico y coronario, problemas psicoldgicos entre los mas importantes.

e Elmaiz parpura INIAP 199 (Zea mays L.); cultivado en la provincia Bolivar puede

ser utilizado en diferentes campos que beneficien directamente a la salud de sus
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consumidores, por lo que este estudio abre las puertas a més investigaciones que
permitan incorporarlos al campo farmacologico y alimenticio con grandes
probabilidades de crear productos altamente utiles para la comunidad a la que estén

dirigidos.
5.1. Recomendaciones

e Se recomienda la continuacion del trabajo investigativo para crear posibles
productos alimenticos o farmacologicos que aprovechen todo el potencial del maiz
purpura INIAP 199 (Zea mays L.).

¢ Realizar mas estudios con otros métodos de extraccion para poder comparar los
resultados obtenidos en este trabajo investigativo.

e Investigar a profundidad el maiz purpura INIAP 199 (Zea mays L.) en otros campos

que aporten mas material bibliografico que sirva como impulso a mas aplicaciones

en el campo de la salud humana.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion de la materia prima
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Anexo 2. Obtencion y preparacion del extracto

EXTRACTOS OBTENIDOS
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Anexo 3. Analisis de Polifenoles, Flavonoides y Antocianinas
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Anexo 4. Analisis UHPLC

PREPARACION DEL EQUIPO

CROMATOGRAFO UHPLC SOFTWARE EMPOWER
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Anexo 5. Resultados UHPLC

Laboratorio de Cromatografia

Date Acquired:
Date Processed:

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: MAIZINIAP 199 Acquired By: AGROPROBIOPEP
Sample Type: Unknown Sample Set Name MAIZ
Vial: 1:A,5 Acq. Method Set: Polifenoles1
Injection #: 1 Processing Method Ac glucogalico
Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: QDa Ch3 332.26 Da
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:. QDa Positive(+) SIR Ch3 332.26

4/14/2022 11:38:29 AM ECT
4/14/2022 11:53:06 AM ECT

Auto-Scaled Chromatogram

4.0x10™]

35x107

3.0x107]

25x10'

20x107]

Intensity

1.5x10™]

1.0x10™]

5.0x10%]

0.0

Peak Results

5.903 | 61245897 | 38059263

Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP)
Report Method: Untitled

Report Method ID: 125

Page: 1 of 1

Project Name: Prueba

Date Printed:

4/14/2022

11:53:59 AM America/Guayaquil
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Laboratorio de cromatografia

INFORMATION

SAMPLE
Sample Name: MAIZINIAP 199
Sample Type: Unknown
Vial: 1:A,5
Injection #: 1
Injection Volume: 1.00 ul
Run Time: 10.0 Minutes

Date Acquired: 4/14/2022 3:24:31 PM ECT
Date Processed: 4/14/2022 3:41:42 PM ECT

Acquired By
Sample Set

Acq. Method Set: polifenoles100a300

Processing Method apigenin

Channel Name: QDa Ch1 270.24 Da

Proc. Chnl. Descr.:  QDa Positive(+) SIR Ch1 270.24

: AGROPROBIOPEP

Name maiz

Auto-Scaled Chromatogram

1.2x1084

1.0x108-

8.0x10°-

Intensity

6.0x10°-

4.0x10°

2702
19

2 N0A4
SOA as

L |
v’i\Lm‘ o e

H

1.00 200 3.00 4.00 5.00

Peak Results

3.004 | 1842155 | 1191830

Minutes

6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP)
Report Meth
Report Meth
Page: 1 of 1

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

od: Untitled
od ID: 125

Project Name: Prueba

Date Printed:

4/14/2022

3:41:50 PM America/Guayaquil




Laboratorio de Cromatografia

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: MAIZINIAP199 Acquired By: AGROPROBIOPEP
Sample Type: Unknown Sample Set Name: MAIZINIAP199
Vial: 1:A1 Acq. Method Set:  polifenoles
Injection #: 1 Processing Method: Catequina
Injection Volume: 0.50 ul Channel Name: QDa Ch4 290.26 Da
Run Time: 8.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: QDa Positive(+) SIR Ch4 290.26
Date Acquired: 4/5/2022 11:53:02 AM ECT
Date Processed: 4/12/2022 11:10:54 AM ECT

Auto-Scaled Chromatogram

Intensity

£ 262 _ 2004
04

Speisr

Peak Results

5.362 | 615882 | 577385

Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP)
Report Method: Untitled
Report Method ID: 125

Page: 1 of 1

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

Project Name:

AGROPROBIOPEP
Date Printed:
4/12/2022

11:11:13 AM Guaranda/Ecuador




Laboratorio de Cromatografia

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: MAIZINIAP 199 Acquired By: AGROPROBIOPEP

Sample Type: Unknown Sample Set Name maiz

Vial: 1:A,5 Acq. Method Set: polifenoles100a300

Injection #: 1 Processing Method Coumaroyl glucose

Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: QDa Ch2 326.30 Da

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: QDa Positive(+) SIR Ch2 326.30

Date Acquired: 4/14/2022 2:48:18 PM ECT
Date Processed: 4/14/2022 3:12:06 PM ECT

Auto-Scaled Chromatogram

Peak Results

3.809 | 1553033 | 666745

Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP) Project Name: Prueba
Report Method: Untitled Date Printed:
Report Method ID: 125 4/14/2022
Page: 1 of 1 3:13:52 PM America/Guayaquil
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Untitled

Date Acquired:
Date Processed:

4/14/2022 11:38:29 AM ECT
4/14/2022 11:51:09 AM ECT

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: MAIZINIAP 199 Acquired By: AGROPROBIOPEP
Sample Type: Unknown Sample Set Name MAIZ
Vial: 1:A,5 Acq. Method Set: Polifenoles1
Injection #: 1 Processing Method DIHIDROQUERCETINA
Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: QDa Ch2 304.25 Da
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: QDa Positive(+) SIR Ch2 304.25

Auto-Scaled Chromatogram

1.8x107 L
4 (‘_
16x10™ 3
] o
1.4x107 ®
] N
1.2x107 «
2 1.0a0]
g ]
= 80x10%]
6.0x10°
4.0x10%]
2.0x108] |
00 ——AK—
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Minutes
Peak Results
5.743 | 27143441 | 18592987
Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP) Project Name: Prueba
Report Method: Untitled Date Printed:
Report Method ID: 125 4/14/2022

Page: 1 of 1
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11:51:35 AM America/Guayaquil




Untitled
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: MAIZINIAP 199 Acquired By: AGROPROBIOPEP
Sample Type: Unknown Sample Set Name MAIZ
Vial: 1:A,5 Acq. Method Set: polifenoles100a300
Injection #: 1 Processing Method GERALDONE
Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: QDa Ch2 284.26 Da
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: QDa Positive(+) SIR Ch2 284.26
Date Acquired: 4/14/2022 1:36:47 PM ECT
Date Processed: 4/14/2022 1:49:20 PM ECT
Auto-Scaled Chromatogram
3.5x108] <
: :
3.0x10%]
] [«
] @
] w0
25x10%] o
2 ] ‘
2 20x108]
9 ]
z ]
15x10%]
1.0x108] ‘
] \
5.0x10°] \\
4 |\
] g_b\,/‘*‘jk\,‘u
0.0 VARAS
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Minutes
Peak Results
3.570 | 10665330 | 3772648
Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP) Project Name: Prueba
Report Method: Untitled Date Printed:
Report Method ID: 125 4/14/2022
Page: 1 of 1 2:05:26 PM America/Guayaquil
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Laboratorio de Cromatografia

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: MAIZINIAP 199 Acquired By: AGROPROBIOPEP
Sample Type: Unknown Sample Set Name maiz
Vial: 1:A,5 Acq. Method Set: polifenoles100a300
Injection #: 1 Processing Method miricetina
Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: QDa Ch2 318.23 Da
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: QDa Positive(+) SIR Ch2 318.23
Date Acquired: 4/14/2022 2:14:34 PM ECT
Date Processed: 4/14/2022 2:38:06 PM ECT

Auto-Scaled Chromatogram

Intensity
S
8
(=]
(=]
LT

,
Al

|

I
) ¥ S A .

Peak Results

5.00 6.00
Minutes

2.742 | 841314 | 703855

Reported by User: AGROPROBIOPEP (AGROPROBIOPEP)
Report Method: Untitled
Report Method ID: 125
Page: 1 of 1
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Date Printed:
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2:38:30 PM America/Guayaquil
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