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RESUMEN: Colombia cuenta con variedades nativas de maiz (Zea mays L.) que lentamente se han ido
perdiendo, a pesar de su interés potencial para programas de mejoramiento genético y uso nutracéutico. En
Colombia, el maiz coloreado es poco conocido y escasamente aprovechado, el cual si ha sido investigado en
otros paises. Como parte de nuestros estudios del aprovechamiento de materiales vegetales nativos, cinco
accesiones locales de maiz coloreado, provenientes de la regién cundiboyacense colombiana, fueron recupera-
das y cultivadas en condiciones agroecolégicas. Se caracterizaron los extractos metandlicos obtenidos de sus
granos, evaluando el contenido de antocianinas totales y la capacidad captadora de radicales DPPH?®, cuyos
valores estuvieron entre 21-168 mg eq cianidina 3-glucésido/kg grano seco y 195-412 uM Trolox/g grano seco,
respectivamente. Se determinaron los perfiles de antocianinas de cada fenotipo mediante HPLC-DAD-MS.
Se identificaron tentativamente nueve antocianinas, cuatro de ellas presentes en todos los fenotipos. Tales
perfiles permitieron realizar una discriminacién de los cinco fenotipos a partir de analisis multivariado. La
informacién estructural se apoyé en el aislamiento y elucidacién de cuatro de las antocianinas a partir del

extracto enriquecido del fenotipo purpura.
PALABRAS CLAVE: Antocianinas, captura de radicales libres, HPLC, maiz coloreado, Zea mays.

ABSTRACT: Colored corn is little known and poorly exploited in Colombia. Colombia has native corn
varieties that are being slowly lost on spite of its relevance in breeding programs. As part of our research focu-
sed on native plants, five local landraces of colored corn from central Colombia were collected and cultivated
under agroecological conditions. The grain were extracted with metanol and analyzed for total anthocyanins
and DPPH*® radical-scavenging capacity, whose values were between 21-168 mg eq C3G/kg dry grain and
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195- 412 uM Trolox/g dry grain, respectively. The anthocyanin profiles of the different accessions were deter-
mined by HPLC-DAD-MS on Amberlite-enriched fractions. Nine anthocyanins were tentatively identified in
the samples. Four anthocyanins occurred in all phenotypes. The anthocyanin profiles allowed a preliminary
discrimination of the five phenotypes by multivariate analysis. Structural information was supported on the
isolation and elucidation of four anthocyanins from the purple phenotype-derived extract.

KEYWORDS: Anthocyanins, colored corn, HPLC, radical scavenging, Zea mays.

1. INTRODUCCION

Las antocianinas son compuestos de origen natural presentes en una amplia variedad de plantas,
frutas, hortalizas y cereales que son de un extenso interés para la industria cosmética, farmacéu-
tica y alimenticia. Este interés se debe principalmente a dos razones: 1) por las cualidades como
colorantes (dada su interesante gama de colores que van desde el rojo hasta el azul), y 2) por sus
propiedades antioxidantes debido a la presencia usual de unidades fendlicas (Garzén, 2008). Este
tipo de metabolitos pertenecen al grupo de los flavonoides, por lo tanto poseen una estructura
bésica conjugada C6-C3-C6, la cual conforma una antocianidina (su forma aglicona), que consta
principalmente de dos grupos aromaticos: un benzopirilio y un anillo aromético, usualmente fené-
lico. Tal antocianidina a su vez se encuentra unida por enlaces glicosidicos a azicares (mono-, di-

o tri-sacdridos), especialmente en las posiciones 3 y 5 (Castaneda, 2009).

Una fuente importante e interesante de antocianinas son los fenotipos coloreados de la especie Zea
mays L., los cuales han sido muy estudiados en los ultimos anos, especialmente aquellas varie-
dades que presentan coloracién purpura. Estos estudios se han enfocado a la determinacién del
contenido antocidnico, la actividad antioxidante, la produccion tecnificada de las variedades y el
aprovechamiento de sus beneficios en el consumo humano, entre otros (He & Giusti, 2010). Paises
latinoamericanos como Perid, México y Bolivia ya presentan una apreciable trayectoria en el estudio
y aprovechamiento de especies nativas coloreadas; y en otros paises como China y Turquia, donde
se ha introducido el maiz coloreado, también se han realizado varias investigaciones al respecto
(Yang & Zhai, 2010; Cuevas, 2011).

Colombia es uno de los pequenios productores de maiz a nivel mundial, cuya producciéon mayoritaria
se basa en la forma tradicional y, en menor proporcién, en forma tecnificada, centrandose especial-
mente en dos tipos de maiz, el blanco y el amarillo, del cual se encuentran diversas variedades
dependiendo el lugar de cultivo (DANE, 2004). Sin embargo, aunque también se producen varieda-
des de maiz coloreado, con pigmentacién purpura, roja, café y azul, éstas son muy poco conocidas
por los consumidores y, por consiguiente, son excesivamente escasos los estudios referentes a las
variedades de maiz coloreado en Colombia y, mas ain, de aquellas variedades propias. Es tan asi la

situacién que ni siquiera se cuenta con registros de estudios previos de maiz coloreado provenientes
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de la regiéon cundiboyacense.

Por lo tanto, este estudio estd enfocado a contribuir a la caracterizacién quimica de cinco fenotipos
de maiz coloreado cultivados y procesados en el altiplano cundiboyacense, con énfasis en la cuan-
tificacién de antocianinas totales, la caracterizacion preliminar de sus propiedades de captura de
radicales y el andalisis cromatografico de su composicién antocidnica, con el animo de aportar a la

divulgacién de la existencia de tales fenotipos de maiz.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestreo y clasificacion

Cinco muestras de granos de variedades locales de maiz (donados por pequenos agricultores de la
regién Sabana Centro) fueron cultivadas bajo gestién agroecolégica (i.e., fertilizacién orgénica y sin
el uso de pesticidas, fertilizantes quimicos o el uso de productos agricolas sintéticos, en un disefio
de bloques completos al azar (BCA) con dos repeticiones), en el predio de cultivo experimental
del Campus de la Universidad Militar Nueva Granada. Este estudio se llevé a cabo de acuerdo
con la Politica Nacional de Gestién Integral de la Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos (STAC,
2012). Las muestras de grano (ca. 50 granos) se recogieron de plantas individuales, entre el cuarto
y séptimo dia después de surgir, e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido. Luego las
muestras se liofilizaron y se almacenaron a -18 °C hasta su posterior analisis. El muestreo se repitié
el mismo dia durante cuatro semanas (lunes, 10 a.m.), lo que quiere decir que se obtuvieron cuatro
muestras por fenotipo. La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas de los fenotipos, como el
tipo de grano, y el color del grano. De esta manera, estas cinco variedades locales de maiz fueron

codificadas de acuerdo a sus caracteristicas.

Tabla 1: Clasificacién de los fenotipos de maiz coloreado cultivados

Cédigo del fenotipo Tipo de grano Accesion Color aparente del grano

FtZm-1 Harinoso local Rojo

FtZm-2 Harinoso local Rojo jaspeado
FtZm-3 Dentado local Purpura

FtZm-4 Dentado local Purpura jaspeado
FtZm-5 Dentado y duro local Purpura punteado

2.2. Extraccion

Se tomaron 50 granos secos de cada muestra (5 fenotipos, 4 muestreos, i.e., n = 20) y se molieron
empleando un molino de cuchillas. Las muestras se almacenaron en frascos ambar a -18°C antes de

ser usadas. De cada muestra fueron extraidos 5 g con 4cido férmico al 0.5% en metanol (30 mL)
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en un erlenmeyer de 50 mL. La mezcla fue sometida a tres ciclos sucesivos de sonicacién (10 mL
del extractor, 5 minutos c¢/u) en un equipo Elmasonic S30H (Elma Schmidbauer GmbH, Singen,
Alemania). La mezcla resultante se concentré a presién reducida (a menos de 30°C) hasta sequedad,

en un rotaevaporador IKA Digital 10.

2.3. Contenido de antocianinas totales (CAT)

Se determind el contenido total de antocianinas (CAT) de cada uno de los 20 extractos crudos,
empleando el método de pH diferencial (Lee et al, 2005). A una alicuota de 1500 pL de cada
extracto se adicioné 1500 uL de buffer a pH 1 (0.025M de cloruro de potasio). Por otro lado, se
tomaron 1500 uL de cada extracto y se adicionaron 1500 uL de buffer a pH 4.5 (0.4 M de acetato
de sodio). Se midié la absorbancia a 520 y 700 nm para ambas mezclas resultantes. La absorbancia
corregida (A) para antocianinas totales simples se obtuvo a partir de A=(As20 - A700)pr1,0—(As20
- A700)pHa,5- El contenido total de antocianinas (expresada como mg de cianidina 3-glucésido/kg

grano seco) se determiné mediante:

CAT(Z—;]):(%)*(PM)*(D)*(%). (1)

Donde A es la absorbancia corregida, € es el coeficiente de extincién molar para cianidina 3-glucésido
(26900 M-1cm-1), L es la longitud de paso de la celda (1 cm), PM es el peso molecular de la
antocianina (449.2 g/mol), D es el factor de dilucién, V es el volumen final (L), y M es la masa del

grano seco (kg).

2.4. Determinacion de la capacidad captadora de radicales DPPH*

La capacidad captadora de radicales libres se determiné para cada extracto crudo siguiendo la
metodologia reportada por Bernal et al. (2013). Se preparé una disolucién 0.1 mM de DPPH*®
(radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo) en etanol. Se tomé una alicuota de 100 pL del extracto, con
su apropiada dilucidon, y se adicioné a 1900 pL. de disolucién de DPPH®. La decoloracion se midié
a 517 nm por triplicado después de 30 min de incubacion en la oscuridad. Las determinaciones se

realizaron por triplicado. La capacidad antioxidante se expresé en uM Trolox/g grano seco.

2.5. Obtencién de la fraccién enriquecida en antocianinas (FEA) a partir de
FtZm-3

Para cada uno de los 20 extractos crudos, 300 mg del extracto crudo seco fueron redisueltos en
acido férmico al 0,5% en metanol. La disolucién se enriquecié en antocianinas mediante adsorcién
en una columna de amberlita XAD-7, eluyendo primero con &cido férmico al 1% en agua (para

eliminar otros componentes) y luego dcido férmico al 1% en metanol (para eluir los pigmentos
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retenidos en la resina). Esta segunda fraccién, enriquecida en antocianinas (FEA), se concentré en

rotaevaporador (30°C) y se almacené a -18°C para su posterior andlisis.

2.6. Analisis de antocianinas por CLAE-DAD-EM

El andlisis cromatografico se realizdé para cada uno de los extractos enriquecidos en antocianinas
en un sistema UFLC Shimadzu Prominence (Shimadzu Corp., Japén) equipado con un detector
de arreglo de diodos (DAD) y un detector de masas (DM) con analizador quadrupolar. El anélisis
se realizé con una columna Shimadzu premier C-18 (150 x 4.6 mm x 5 pum). La deteccién de
antocianinas se realiz6 a 520 nm a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min. La temperatura de
funcionamiento fue de 30 °C y el volumen de inyeccién de 5 pL. La fuente de electrospray del DM
fue operada en modo positivo (en scan en el rango de 100 - 1000 m/z). La temperatura de la CDL
de 250°C y el voltaje del detector fue de 1.2 kV. El flujo de gas de nebulizacién fue de 1.5 L/min y
el flujo del gas de secado fue de 9.0 L/min, obtenido a partir de un generador de nitrégeno. Para
el desarrollo del método se utiliz6 como fase mévil A una disolucién de acetonitrilo(ACN):acido
férmico:agua 3:10:87(v/v/v), y como fase mévil B una disolucién de acetonitrilo:acido férmico:agua
50:10:40 (v/v/v), en gradiente de elucién (6-20%B 0-15 min; 20-50 %B 15-25 min; 50-80 %B 25-
30 min; 80-90 %B 30-32 min; 90-6 %B 32-40 min). La separacién de antocianinas se llevé a cabo
durante 40 min. La identificacién tentativa de las antocianinas se realizé por el andlisis de sus
espectros de masas, sus espectros UV-Vis y los datos reportados en la literatura. Adicionalmente,

el aislamiento de algunos de estos compuestos, permitié confirmar las estructuras propuestas.

2.7. Analisis estadistico

Los resultados de CAT y captura de radicales se compararon con sus réplicas utilizando las pruebas
de ANOVA y TUKEY, para determinar si hay diferencias significativas (p<0.05) entre las variables
respuesta evaluadas. Se empled el software estadistico R version 2.15.2 (R-Project). Adicionalmente,
los datos de los 20 perfiles cromatograficos se analizaron mediante estadistica multivariada con
fines de discriminacién de los datos a través de Andlisis de Componentes Principales, utilizando el
software Minitab 16 (Minitab Inc., State College, PA, USA).

2.8. Purificaciéon de las antocianinas mayoritarias a partir de FtZm-3

200 mg del eluato en dcido férmico al 1% en metanol, FEA (obtenido a partir del extracto de
FtZm-3) se redisolvieron en 2 mL de agua desionizada acidulada y se cargaron en una columna
empacada con 425 g de Sephadex LH-20 (Sigma Chemical Co., EE.UU; 40 cm de largo x 4.0 cm de
didmetro interno). La columna se eluyé con 400 mL de una mezcla de etanol al 25 % y dcido férmico
al 1%, a un flujo de 1.2 mL/min. Las fracciones con similar perfil UV fueron reunidas obteniendo
3 fracciones, las cuales posteriormente se liofilizaron y se almacenaron a -18°C. Las antocianinas

monoméricas mayoritarias fueron purificadas por HPLC a escala semi-preparativa (sistema UFLC
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Prominence, Shimadzu Corp., Japén), utilizando una columna semi-preparativa Luna C18 (10.0
mm x 250 mm, 5 pm). 15 mg de las fracciones obtenidas por permeacién en Sephadex LH-20 se
disolvieron en acido férmico al 1% en agua para obtener una concentracién final de 1 mg/mL. Las
muestras se pasaron a través de filtros de jeringa de teflén de 0.22 pM, y el volumen de inyecciéon
vari6 de 0.5 mL a 2.0 mL, dependiendo de la fraccion. La muestra se inyectd en la columna utilizando
un automuestreador (SIL-10A) con un loop de 2 mL. Las condiciones optimizadas a escala semi-
preparativa fueron adoptadas sobre la base de las condiciones a escala analitica. La fase mévil
consistié de una disolucién de acetonitrilo (ACN):4cido férmico:agua 3:10:87 (v/v/v) (fase A), y
una disolucién de acetonitrilo:dcido férmico:agua 50:10:40 (v/v/v) (fase B), en gradiente de elucién
(6-20 %B 0-15 min; 20-50 %B 15-25 min; 50-80 %B 25-30 min; 80-90 %B 30-32 min; 90-6 %B 32-40
min), a un flujo de 2 mL/min. La temperatura de la columna fue de 30°C y el andlisis se monitoreé
a una longitud de onda de 520 nm. Las fracciones colectadas fueron liofilizadas y almacenadas a
-18°C para su posterior uso. De esta forma fueron purificadas las antocianinas 2 (5.3 mg), 3 (6.5
mg), 5 (2.8 mg) y 6 (2.1 mg), cuyas estructuras fueron confirmadas por el analisis de sus espectros
RMN 1H y 13C (tomados en un espectrémetro Bruker Avance 500 (500 MHz 1H; 125 MHz 13C),
en TFA-d/DMSO-d6 9:1, con TMS como referencia) y por comparacién con datos reportados en la

literatura.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cuantificacion de antocianinas monoméricas y capacidad captadora de
radicales DPPH"*

Como criterios de caracterizacion quimica con fines de diferenciacion, los extractos metandlicos sin
fraccionar fueron sometidos a cuantificacién de antocianinas totales por el método de pH-diferencial
y capacidad captadora de radicales DPPH®(Lee et al, 2005), cuyos resultados son mostrados en
la Figura No 1. El fenotipo pirpura (FtZm-3) mostré los valores més altos de contenidos de
antocianinas totales, mientras que el grano rojo (FtZm-1) fue el que exhibié la mayor capacidad
de captura de radicales DPPH®. Esto concuerda con lo descrito en trabajos previos, donde se
ha observado que el contenido de antocianinas en variedades moradas es mayor que en aquellas de
color rojo (Mex-Alvarez et al., 2013). No obstante, el fenotipo rojo (cultivado en el presente trabajo)
mostré una capacidad captadora de radicales significativamente maés alta (p <0.05) que el fenotipo
purpura. Esto se debe a la presencia de otros componentes fendlicos que estarian aportando a esta
capacidad (Zili¢ et al., 2012). Los fenotipos de color intenso (FtZm-1 y FtZm-3) mostraron valores
significativamente mds altos (p <0.05) que aquellos fenotipos de coloracién parcial (FtZm-2, FtZm-
4y FtZm-5). Asi mismo, los granos de coloracién parcial morada (FtZm-4 y FtZm-5), mostraron un
comportamiento particular, pues sus contenidos de antocianinas fueron significativamente diferentes
(p <0.05). Esto se debe a que el grano de tipo punteado (FtZm-5) presenta pigmentacién también

en el endospermo, a diferencia del jaspeado (FtZm-5) que solo lo presenta en el pericarpio.
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En términos generales, los valores de CAT estdn en concordancia con estudios previos, asi como los
valores de capacidad captadora de radicales, cuando los granos fueron sometidos a extracciéon con
metanol acidificado, como es el caso de las genotipos azules y rojos cultivados en Serbia, Brasil,
Corea y China (Zﬂic’ et al., 2012; Kuhnen et al., 2011; Ku et al., 2014; Hu y Xu, 2011). En el cultivar
de color morado de origen peruano, luego de varias condiciones de extraccion realizadas sobre la
coronta (tusa), se encontraron valores mucho mayores de CAT (entre 11.5-37.1 mg eq C3G/100 g
de coronta seca) (Gorriti-Gutierrez et al., 2009). Aunque el trabajo se centr6 en la coronta y no
en el grano, este estudio permite apreciar que el método de extraccién es un parametro que afecta
sensiblemente el rendimiento en las antocianinas extraidas. Un ejemplo de tal caso es el estudio de
las variedades nativas de coloracién roja (chac chop) y morada (x malay), similares a los fenotipos
FtZm-1 y -3, cultivados por campesinos locales del estado de Campeche, en México, donde se
obtuvieron valores mayores de CAT (111 y 410 mg eq C3G/ 100 g de harina, respectivamente),
cuando se realizé la extraccién con etanol al 70 % (Mex-Alvarez et al., 2013), o los fenotipos Ver 42
(de color morado) y rojo de origen mexicano, que presentaron notables valores de CAT (325 y 82 mg
eq C3G/ 100 g de material, respectivamente) bajo extraccién con etanol al 96 % (Lopez-Martinez

et al., 2001). Por tanto, el hecho de extraer con metanol acidulado puede explicar estas diferencias.
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Figura 1: Contenido de antocianinas totales, CAT, (expresados como mg equivalentes a cianidina 3-glucésido (C3G)
por kg de grano seco) y capacidad captadora de radicales DPPH® (expresados como puM de Trolox por gramo de
grano seco) para los extractos sin fraccionar provenientes de los cinco fenotipos de maiz coloreado (FtZm-1 a -5).

Valores expresados como el promedio de tres réplicastintérvalo de confianza. Para cada variable, los valores con la
misma letra indica que no son significativamente diferentes (p <0,05) segtn la prueba de Tukey.
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3.2. Perfiles cromatograficos de las fracciones enriquecidas en antocianinas

Una vez fraccionados los extractos a través de la columna empacada con la resina Amberlita XAD-
7, las fracciones enriquecidas en antocianinas fueron analizadas por HPLC-DAD-ESI-MS, cuyos
perfiles cromatograficos (deteccién a 520 nm) se presentan en la Figura 2. El enriquecimiento de
antocianinas con la resina permitié una refinaciéon importante en las fracciones resultantes, dado
que los compuestos presentes corresponden unicamente a antocianinas (detectados a 520 nm),
ya que bajo monitoreo a otras longitudes de onda, no se observaron otros compuestos (datos no
mostrados). Los perfiles de las cinco variedades presentaron sensibles diferencias entre si, sobretodo,
y como era de esperarse, entre las variedades rojas y purpuras. Los compuestos mayoritarios (1-9),
identificados tentativamente por medio del analisis de sus espectros de masas (M ") y UV-Vis, son
mostrados en la Tabla 2.

Los compuestos identificados en estos fenotipos cultivados coinciden con los informados en trabajos
previos realizados sobre maices coloreados (Zilié et al., 2012; Pascual-Teresa et al., 2002; Liu et
al., 2012; Salinas-Moreno et al., 2005), cuyas agliconas se basaron en las antocianidinas peonidina,
pelargonidina y cianidina. La antocianina cianidina 3-(6"-malonil)-glucésido (3) fue el pigmento
mayoritario en todas las fracciones como ha sido reportado en otros trabajos con maiz coloreado
(Salinas-Moreno et al., 2005). No obstante, en otros trabajos se ha encontrado que la antocianina
cianidina 3-glucésido (1) también puede presentarse como el componente mayoritario en los granos
de maiz coloreado, especialmente aquel de color morado (Pascual-Teresa et al., 2002). En el presente
trabajo, el compuesto 1 se encontré también presente en todos los extractos enriquecidos, sin ser

el mayoritario.
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Figura 2: Perfiles cromatogréaficos (monitoreados a 520 nm) de los extractos enriquecidos en antocianinas
monoméricas (fraccién enriquecida en Amberlita XAD-7) de los cinco fenotipos de maiz coloreado de Colombia. Los
numeros corresponden a las antocianinas identificadas (ver Tabla 2).
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Entre los fenotipos de color rojo (FtZm-1y FtZm-2) y de color pirpura (FtZm-3, FtZm-4 y FtZm-5)
se encontrd que los compuestos 1, 3, y 6-7 eran comunes para todos, mientras que los compuestos
2, 5 y 8 fueron exclusivos de los fenotipos purpura y los compuestos 4 y 9 se presentaron tnica-
mente en los rojos. Estas diferencias se basaron principalmente en el tipo de aglicona, ya que los
compuestos preferentes en los fenotipos rojos mostraron la presencia de antocianinas con aglico-
na tipo peonidina (4,9) y los pirpura la presencia de pelargonidina (5,8), excepto el compuesto
6, que estuvo presente en todos los fenotipos. Los demds compuestos exhibieron la cianidina como

la aglicona comin en las fracciones enriquecidas en antocianinas de maiz coloreado (Liu et al., 2012).

Con el fin de discriminar los fenotipos a partir de la composicién en las fracciones enriquecidas en
antocianinas, los 20 perfiles cromatograficos obtenidos (con deteccién a 520 nm) fueron exportados
a formato ASCII, para ser utilizados como variables de entrada para realizar un anélisis multivaria-
do por componentes principales. Con la informacion de los perfiles de las cinco variedades con sus
cuatro réplicas en el tiempo, se construyé una matriz de dos vias (20 x 4052). El andlisis se realizé
en el programa Minitab®) 16.0 (Minitab Inc.) con el algoritmo para Anélisis de Componentes Prin-
cipales (ACP) incluido en el software. El diagrama de dispersion CP1 (primer componente) vs CP2
(segundo componente) es mostrado en la Figura 3. Estos dos primeros componentes explicaron el

92.1% de los datos, por lo que no se hizo necesario utilizar componentes adicionales.

Tabla 2: Antocianinas monoméricas identificadas tentativamente en las fracciones enriquecidas de los fenotipos de

maiz
. .. tr [M]*  Fragmentos

N° Antocianina Amax (nm) (min) (m/z) (m/z)
1 cianidina 3-glucsido 518, 282 13.03 449 287

22  cianidina 3-rutinésido 518, 281 14.47 595 287

3%  cianidina 3-(6"-malonil)-glucdsido 517, 281 13.60 535 287, 449
4  peonidina 3-glucésido 518, 282 17.12 463 301

5%  pelargonidina 3-(6”-malonil)-glucdsido 502, 440, 278 23.44 519 271, 433
6 peonidina 3-(6"-malonil)-glucésido 518, 281 20.33 549 301, 463
7 cianidina 3-(6"-etilmalonil)-glucésido 518, 282 26.90 563 287, 449
8  pelargonidina 3-(6"-etilmalonil)-glucésido 502, 441, 278  31.77 547 271, 433
9  peonidina 3-(6"-etilmalonil)-glucésido 518, 281 36.71 LY 301, 463

2Estructuras confirmadas por andlisis de RMN a partir de sus aislados.

Dada la distribucién de las observaciones en el diagrama de dispersién es posible apreciar que
los dos componentes principales influyen en la separaciéon de las 20 muestras, pues una direccién
internodal se observa desde el cuadrante IV hacia el II, partiendo del fenotipo FtZm-3 hasta los
fenotipos rojos (FtZm-1 y -2), discrimindndolos en 3 grupos. En este andlisis no se encontré

discriminacién entre las repeticiones de cada fenotipo, lo que indicé dos escenarios: 1) que no
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hubo una variacién apreciable en la composicién de antocianinas entre las muestras colectadas
cada semana y, 2) que el proceso de enriquecimiento en antocianinas con Amberlita XAD-7 fue
realizado adecuadamente. Esta discriminacién también permitié agrupar los fenotipos rojos en el
grupo 1, los fenotipos parcialmente morados en el segundo y el fenotipo morado como el grupo 3.
Lo anterior indica que la composicién de las fracciones enriquecidas en antocianinas podria servir
como un parametro importante de distincién de fenotipos de maiz coloreado. En un estudio previo
realizado con genotipos de maiz coloreados y no coloreados provenientes de Corea, se encontrd
una muy buena discriminacién de los extractos al correlacionar variables de cuantificacién (fenoles,
antocianinas, flavonoides y carotenoides totales) y de capacidad antioxidante (ABTS*® y FRAP),
separando los genotipos no coloreados de los coloreados a partir del diagrama de los tres primeros
componentes. Sin embargo, la discriminacion, aunque fue razonable, no fue del todo certera por

tratarse de variables globales y no holisticas como lo es un perfil cromatografico.

Segundo Componente (17.3%)

5 4 3 2 1 0 1 2 3
Primer Componente (74.8%)

-

Figura 3: Diagrama de dispersién CP1 vs CP2 sobre los datos de los perfiles cromatograficos (520 nm) para las
veinte muestras de maiz coloreados (5 fenotipos, cada uno con cuatro réplicas).
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3.3. Antocianinas monoméricas aisladas a partir del grano del fenotipo FtZm-3

Teniendo en cuenta que la fraccion enriquecida en antocianinas provenientes del extracto del feno-
tipo purpura present6 el mayor contenido de antocianinas y un perfil con el mayor niimero de anto-
cianinas, éste se enriquecié en antocianinas por cromatografia de permeacién en Sephadex LH-20 y
se purificé posteriormente por cromatografia liquida en fase reversa a escala semipreparativa. Bajo
las condiciones de purificacién por HPLC, las antocianinas 2, 8, 5 y 6 fueron aisladas, cuyas estruc-
turas son mostradas en la Figura 4. La identificacién estructural fue corroborada por RMN (H?) y
(C13) bajo comparacién con datos reportados en literatura. Los compuestos fueron identificados co-
mo cianidina 3-O-rutindsido (2) (Tulio et al., 2008); cianidina 3-O-(6"-O-malonil)-glucopiranésido
(3) (Bridle et al., 1984), pelargonidina 3-O-(6"-O-malonil)-glucopiranésido (5) (Toki et al., 1995),
y peonidina 3-O-(6"-O-malonil)-glucopirandsido (6) (Fossen et al., 2001). Aunque ya ha sido iden-
tificada en un trabajo previo (Zili¢ et al., 2012), esta es la primera vez que la antocianina cianidina
3-O-rutinésido es aislada de granos de maiz de color pirpura, mientras que las demés antocianinas

ya han sido aisladas de otras fuentes de maiz.

OH OH
® ®
0. HO 0.

OH OH
HO HO
OHO Ok,
0 o} 0 &
OH 3 R'=0H 0 OH
2 5 OH 5 R -1 W
HO 6 R'=0OCH, o

Figura 4: Estructura de las antocianinas aisladas de granos del fenotipo FtZm-3 de Zea mays cultivado en Colombia.

4. CONCLUSIONES

El presente estudio corresponde al primer trabajo en Colombia dirigido a determinar la composicién
de antocianinas de cinco fenotipos de maiz coloreado. Tales fenotipos fueron cultivados a partir de
semillas de variedades nativas con el fin de promover y dar a conocer estas variedades en nuestro
pais. Asi mismo, como parametro quimioprospectivo enfocado a proporcionar informacién sobre
valor agregado a estos materiales, el andlisis de la composicién de antocianinas monoméricas y
de capacidad captadora de radicales de 20 extractos crudos de los cinco fenotipos permitié su

adecuada caracterizacion quimica y diferenciacién. Los maices de color homogéneo fueron aquellos
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con mejores valores cuantitativos, lo cual es correlacionable con su pigmentacién. Asi mismo, el
protocolo utilizado para el fraccionamiento de los extractos permitié obtener perfiles antocidnicos
definidos, razonablemente depurados y diferenciables estadisticamente, por lo que podrian tomarse
como huellas digitales para propdsitos de futuras evaluaciones de calidad. Esta depuracion sirvid
ademas de base para el aislamiento de cuatro antocianinas conocidas como base de confirmacion de
la identificacion de los compuestos. Por lo tanto, el protocolo aqui presentado podria ser utilizado
en futuros estudios de caracterizacién de variedades nativas adicionales, las cuales requieren de

pronta divulgacion con miras a su proteccion en planes de conservacién de germoplasma.
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