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RESUMEN

Las parasitosis son consideradas como un problema de salud publica en México.
Recientemente se ha reportado que el maiz criollo tiene propiedades antimicrobianas.
La coccién por microondas reduce el tiempo de preparacion de los alimentos sin
afectar su calidad nutricional y sensorial. Diversos autores han informado que la
fermentacion en estado sdlido (SSF) mejora propiedades nutricionales y
nutracéuticas de los granos fermentados. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la coccion por microondas y de la SSF sobre compuestos fendlicos,
propiedades antioxidantes y antiparasitarias de maiz azul. El maiz fue cocido por
microondas y posteriormente fermentado con Rhizopus oligosporus durante 108 h.
Se obtuvieron los extractos libres y ligados del grano crudo, cocido por microondas y
del grano fermentado, para evaluar su contenido fendlico, potencial antioxidante y
antiparasitario contra Giardia duodenalis. La SSF increment6 31 %, 28 % y 19 % el
contenido de proteinas, fendlicos totales, y actividad antioxidante, respectivamente.
La inhibicién del 70 % del paréasito se encontré a 50 mg/mL de polifenoles para las
tres muestras. La coccidén por microondas y la fermentacion de maiz azul presentan
un potencial benéfico a la salud, incrementando sus compuestos bioactivos y
permitiendo la inhibicion del paréasito Giardia duodenalis.
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ABSTRACT

Parasitic infections are a public health issue in Mexico. It has recently been reported
that native maize has antimicrobial properties. Microwave cooking reduces food
preparation time without affecting its nutritional and sensory quality. Several authors
have reported that solid-state fermentation (SSF) improves fermented grains'
nutritional and nutraceutical properties. This work aimed to evaluate the effect of
microwave cooking and SSF on phenolic compounds and antioxidant and antiparasitic
properties of blue maize. Maize grains were cooked in a microwave and then
fermented with Rhizopus oligosporus for 108 h. Free and bound extracts of raw,
microwave-cooked, and fermented grains were obtained to evaluate their phenolic
content antioxidant and antiparasitic potentials against Giardia duodenalis. SSF
increased protein, total phenolic content, and antioxidant activity by 31 %, 28 %, and
19 %, respectively. About 70 % of parasitic inhibition was found at 50 mg/mL
polyphenols for all three samples. Microwave cooking and fermentation of blue maize
show beneficial potential for health, increasing its bioactive components and allowing
the inhibition of the Giardia duodenalis parasite.
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Introducciéon

Las enfermedades gastrointestinales son consideradas uno de los principales
problemas de salud publica en México. Estas enfermedades son transmitidas via
fecal-oral, o por el consumo de agua y alimentos contaminados (Zavala et al., 2020).
La giardiasis es una enfermedad causada por Giardia duodenalis (también conocida
como G. lamblia y G. intestinalis), un protozoario enteropatégeno ubicuo que causa
la enfermedad diarreica aguda y la gastroenteritis en humanos, y sobre todo en nifios
(Vargas et al., 2018). Debido a los efectos adversos de farmacos antiparasitarios, se
ha propuesto la ingesta de fitoquimicos con efectos similares al metronidazol, entre
los que se encuentran algunos flavonoides, como las chalconas y polifenoles, los
cuales mostraron actividad antiparasitaria in vitro contra Giardia lamblia (Montes-Avila
et al., 2009; Anthony et al., 2011). El maiz azul presenta altos contenidos de
antocianinas y polifenoles, por lo que puede considerarse un alimento funcional de
gran valor para el combate de enfermedades crénicas y contra parasitosis intestinales
(Mora-Rochin et al., 2016; Chen et al., 2017; Dominguez-Hernandez et al., 2022).

Algunos métodos de procesamiento incrementan el contenido fendlico de cereales
y leguminosas, entre estos destacan la fermentacion en estado sélido (SSF) y la
coccién por microondas (Sanchez-Magafia et al., 2019; Teoh et al., 2024). La SSF se
define como el crecimiento de microorganismos en la superficie de un sustrato sdlido
poroso y humedo. El proceso se realiza en ausencia o casi ausencia de agua
superficial entre las particulas. Esta humedad es suficiente para mantener el
crecimiento y metabolismo microbiano, sobre todo el desarrollo de hongos
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filamentosos, debido a su peculiar capacidad para colonizar los espacios entre las
particulas de matrices sélidas. El tempeh, es un pastel blanco grisdceo que resulta de
fermentar en estado sélido a granos cocidos de la soja, mediante el empleo de hongos
Rhizopus spp. Este alimento fermentado es originario de Indonesia y se ha consumido
como fuente de proteinas de bajo costo durante mas de 300 afios. El proceso general
de elaboracién consiste en etapas de remojo, eliminacion del agua, descascarillado,
coccion en acido acético, eliminacion del liquido de coccidn, inoculacién, envasado e
incubacion. En la actualidad, debido a su consistencia similar a la carne, alto
contenido de proteinas y aporte de vitamina B12, el tempeh ha ganado aceptacioén en
la dieta vegana occidental en forma de carne para hamburguesas, salchichas,
nuggets y otros guisos. Ademas, otras leguminosas y cereales han sido usados para
producir este producto fermentado (Ahnan-Winarno et al., 2021; Teoh et al., 2024).
Recientemente Sanchez-Magafia et al. (2019) y Ramirez-Esparza et al. (2024)
realizaron la SSF en grano maiz utlizando R. oligosporus y R. oryzae,
respectivamente, ambos autores reportaron que este proceso incremento de manera
significativa el contenido de compuestos fendlicos.

Otra tecnologia que ha ganado interés es el tratamiento térmico con microondas.
Una de sus principales ventajas es que favorece la liberacion de fendlicos ligados a
materiales de la pared celular (Deng et al., 2022). La energia de las microondas puede
penetrar facilmente en la matriz alimentaria himeda promoviendo la disolucion de los
polifenoles en el tejido celular. Sin embargo, para los polifenoles sensibles al calor,
como las proantocianidinas, una temperatura mas alta acelera su descomposicion y
destruccién (Hu et al., 2021).

El procedimiento de SSF para elaborar el tempeh fue seleccionado para obtener
maiz azul fermentado. Este proceso fue modificado sustituyendo la etapa de coccién
tradicional con un tratamiento térmico con microondas, permitiendo ademas la
evaporacion del liquido de coccion, evitando asi la lixiviacion de componentes del
grano. Estas modificaciones fueron implementadas para lograr mayor liberacién y
retenciébn de compuestos bioactivos con potencial nutracéutico. El objetivo del
presente trabajo cientifico fue evaluar el efecto de la SSF aplicada a maiz azul cocido
por microondas, asi como el impacto individual de esta coccion sobre niveles de
compuestos fendlicos, propiedades nutricionales, antioxidantes y antiparasitarias del
grano procesado.

Materiales y Métodos
Materiales

Se utilizé maiz (Zea mays L.) criollo azul raza Elotero de Sinaloa. Después de la
cosecha los granos se limpiaron y almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta su
utilizacion. Para la evaluacion de la actividad antiparasitaria se utilizo la cepa ATCC,
25922 de G. duodenalis, y para fermentar el grano de maiz el microorganismo R.
oligosporus NRRL2710.
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Métodos
Composicion quimica

Los métodos 925.10, 920.39 y 934.01 de la AOAC (2000), fueron utilizados para
determinar la humedad, lipidos y cenizas de muestras de maiz, respectivamente.
Ademas, se evaluo el contenido de proteina cruda por el método microKjeldahl de
nitrogeno total, aplicando un factor de 6.25. Finalmente, el porcentaje de
carbohidratos se calculé por diferencia de 100, tomando en consideracion los
porcentajes de humedad, proteina cruda, lipidos y cenizas. Todas las pruebas se
realizaron por triplicado y se reporté la media y desviacion estandar de los resultados.

Coccién por microondas

Para la obtencion de harinas de maiz azul procesado por microondas se utilizaron
las condiciones reportadas por Martinez-Bustos et al. (2000) con ligeras
modificaciones. El grano de maiz se mezclé con acido acético al 0.1 % (relacion 1:3).
Posteriormente la mezcla se agité durante 2 min y fue colocada dentro del horno de
microondas comercial doméstico (voltaje / frecuencia 120 V / 60 Hz, 1350 W, 2450
MHz de frecuencia) durante 30 min a potencia media (nivel 5). Cada 10 min se mezcl6
manualmente el contenido para asegurar un calentamiento uniforme. Al final de este
tratamiento se logré evaporar casi totalmente el liquido de coccion. Este grano se
enfrio y usé para producir FBM y otro lote se llev6 a sequedad (50 °C/16 h) para luego
ser sometido a molienda hasta pasar malla 80. La harina obtenida se guardé en bolsa
de polietileno y fue sellada y almacenada (-20 °C) hasta su andlisis.

Fermentacién en estado sélido de maiz azul

Para la fermentacion, el hongo R. oligosporus se propagd en agar de papa
dextrosa, en tubos inclinados a 35 °C hasta que el cultivo alcanzé la esporulaciéon
adecuada. Las esporas se cosecharon con agua destilada estéril para obtener una
suspensién que se ajustd a una concentracion de 1 x108 esporas/mL, la cual luego se
uso para inocular los granos de maiz cocidos por microondas en una relacién de 3
mL de suspension por cada 100 g del sustrato seco inicial. El grano, una vez
inoculado, se coloc6 en bolsas de polietileno de 15 x 25 cm con perforaciones hechas
cada 4 cm de distancia. Las condiciones de SSF se obtuvieron siguiendo la
metodologia de Sdnchez-Magafia et al. (2019), temperatura de fermentacion 35 °C/
tiempo de fermentacion 108 h.

Obtencién de harinas de maiz azul crudo y procesados

Los granos de maiz crudos, cocidos por microondas y fermentados, fueron
sometidos a liofilizacion (UD Cyclone Sample Mill, UD Corp, Boulder, CO, EUA) y
posteriormente molturados hasta pasar a través de una malla 80 (0.180 mm). Las
harinas obtenidas se almacenaron en bolsas de plastico con cierre hermético a -20
°C hasta su utilizacion.

Extraccion de fendlicos libres y ligados

La extraccion de fendlicos libres y ligados se realizé de acuerdo a lo reportado por
Gamez-Valdez et al. (2021), con algunas modificaciones. Se partié6 de 0.050 g de
harina + 1 mL de etanol al 80 % (v/v); esta suspension se agité en un vértex por 10
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min, y después se centrifugé a 3000 x g/ 10 min. El sobrenadante se colocé en un
microtubo nuevo, y se concentré a 35 °C a presiones bajas (Speed Vac Concentrator,
Thermo Electron Corporation) hasta sequedad. La reconstitucion de los compuestos
se realizd con 200 pL de metanol al 50 % para obtener el extracto de fendlicos libres
que se almacenod a -20 °C hasta su posterior uso. Los fendlicos ligados se obtuvieron
del precipitado del extracto libre al que se le agregé 1 mL de NaOH 2 M, y se sometid
a tratamiento térmico por 30 min a 95 °C y posteriormente, se agité durante una hora
a temperatura ambiente. La mezcla se neutralizé con 200 pL de HCI concentrado, se
agité por 2 minutos en un vortex y se le afiadié 500 pL de hexano para remover lipidos.
A la mezcla resultante se le realizaron cuatro lavados con 500 pL de acetato de etilo
cada uno, se agité en voértex por 10 min y se centrifugé a 3000 x g/ 10 min. La fraccion
de acetato de etilo se evapor6 hasta sequedad en un concentrador utilizando bajas
presiones (Speed Vac Concentrator, Thermo Electron Concentrator). Los compuestos
extraidos fueron reconstituidos con 200 pL de metanol al 50 %, y se almacenaron a -
20 °C para su posterior utilizacion. Las extracciones se realizaron por cuadriplicado.

Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar la concentracion de fendlicos totales de las fracciones, se empled
el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Gamez-Valdez et al. (2021).
En una placa de 96 celdas, se afiadieron 20 pL de una solucién estdndar de acido
galico, en las siguientes celdas se agregaron 20 pL de los extractos fendlicos libres y
ligados. El estandar y las muestras se mezclaron con 180 L del reactivo de Folin, la
reaccion se neutralizé con 50 uL Na>COs al 7 % y posteriormente se incubé en el
espectro, después de 90 min, se registrd la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument), usando metanol como blanco, se
construy6 una curva de calibracién con acido galico. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido gélico (GAE) /100 g de muestra en base seca. El
contenido de compuestos fendlicos totales se calculé al sumar las fracciones de
fendlicos presentes en los extractos libres y ligados. La determinacion se realiz6 por
cuadruplicado.

Determinacién de antocianinas totales

Las antocianinas totales fueron determinadas por el método descrito por Abdel-Aal
& Hucl (1999) y and Mora-Rochin et al. (2016), con ligeras modificaciones. Se pesaron
0.05 g de muestra y agregaron 1 mL de metanol frio acidificado (95 % metanol y HCI
1 N, 85:15, v/v). Posteriormente se centrifugé a 3000 x g por 10 min, recolectando el
sobrenadante. La absorbancia de las muestras fue registrada inmediatamente a 535
nmy 700 nm (correccion de turbidez) en un lector de microplacas (Synergy HT, Biotek
Instrument). El contenido de antocianinas se calculé usando la siguiente ecuacion:

A —A
C = [( 535 nm - 700 nm) x(volumen total de extracto)x MW] /(peso de la muestra)
dénde: C: concentracién (mg equivalentes de cianidina-3-glucésido gmuestra); «:
absorcion molar (cianidina-3-glucésido = 25965 cm™ M?1); MW: peso molecular de
cianidina-3-glucésido (449.2 g mol™)
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Determinacion de la capacidad antioxidante
Actividad antioxidante por ABTS

La actividad antioxidante de extractos libres y ligados, se determind mediante la
eliminacion de radicales libres, la cual se estimé en términos de la actividad captadora
de radicales libres del ensayo de decoloracion del cation radical ABTS propuesto por
Gamez-Valdez et al. (2021), el cual se basa en la reduccion del radical ABTS+e por
los antioxidantes presentes en los extractos evaluados. El catién radical ABTS
(ABTS™) a una concentracion de 7 mM se generd mediante la reacciéon del ABTS con
persulfato de potasio 2.45 mM durante 16 h antes de su uso. El radical se diluy6 en
PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 765 nm. Se tom0o una lectura del
blanco y los extractos (20 L) se transfirieron a una cubeta de plastico; el ensayo se
inicié al adicionar 1980 pL de la solucion ABTS™. Se registré la absorbancia a 735
nm, 15 min después de la mezcla inicial se calcul6 la pérdida de absorbancia del
ABTS™ respecto a un blanco. Se prepar6 una curva de calibracion con trolox y los
datos se expresaron en micromoles equivalentes de trolox (TE) por 100 g de muestra
en base seca (umol de TE/100 g, bs).

Actividad antioxidante por ORAC

La capacidad antioxidante también se determing utilizando el método de capacidad
de absorbancia de radicales de oxigeno (del inglés, oxygen radical absorbance
capacity, ORAC), desarrollado para compuestos hidrofilicos (Gamez-Valdez et al.,
2021). La degradacion térmica del compuesto 2-2’-Azobis-aminopropano (AAPH)
produce radicales peroxilo (ROO¢), los cuales oxidan al compuesto fluorescente,
diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no fluorescente diclorofluorescina (DCF). El
grado de inhibicion de los antioxidantes (fitoquimicos) atrapa los radicales libres. Se
preparo la solucion generadora de radicales libres (2-2’-Azobis-aminopropano) AAPH
agregando 0.207 g del reactivo y se afora en un matraz de 5 mL. La fluoresceina se
prepar6 a una concentracion de 0.1 uM, a 25 L de muestra se le agregé 150 uL de
fluoresceina y se mezcl6 agitando a 1200 rpm por 20 s, la reaccion inicia al agregar
25 uL de AAPH. La fluorescencia fue registrada a 485 nm de excitacion y 583 nm de
emision. El efecto de un antioxidante es integrado por el &rea neta bajo la curva sobre
la pérdida de la fluorescencia (AUC) (AUCAOX — AUCno AOX). Los resultados se
expresaron como micromoles equivalentes de trolox por 100 g de base seca (umol de
TE/100g, bs).

Determinacién de la actividad antiparasitaria

Las muestras se extrajeron con etanol (80 %) mediante sonicacion (10 min) y
agitacion a temperatura ambiente (5 h, 27 °C). El sobrenadante se recuperé mediante
centrifugacion (10 min a 10 000 rpm y 10 °C). La muestra se sometié a un segundo
lavado con etanol y agitacion (3 h, 27 °C). La recuperacion del sobrenadante se llevé
a sequedad y se resuspendio en agua desionizada estéril. Se retird el solvente en un
evaporador rotativo, el residuo se liofilizé y almacené a — 20 °C para su posterior
utilizacion. La determinacion de la actividad antiparasitaria se realiz6 de acuerdo el
método descrito por Montes-Avila et al. (2009) con algunas modificaciones. Los
extractos fueron resuspendidos en agua desionizada estéril, para ponerlos en
contacto con trofozoitos de G. duodenalis, los cuales se cultivaron en medio TYI-S-
33y suero fetal bovino al 10 %, bilis 1 g/L, pH de 7.0, 50 pg/mL de gentamicina. Los
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trofozoitos en la fase logaritmica media se resuspendieron en el medio después de
enfriarlos en hielo durante 20 min y se contaron en un hemocitémetro. En el recuento,
la mortalidad se determind mediante tincién celular (azul tripano) y ausencia de
movilidad. Estas células se utilizaron como indculo para la evaluacion antigiardial de
los compuestos sintéticos. En el procedimiento de prueba se utilizaron placas de
cultivo celular de 24 pocillos. Los trofozoitos se incubaron (300 pL de inéculo, 1,5x10°
células) (24 h/ 37 °C) con 1,2 mL de los extractos para obtener un volumen final de
1,5 mL. Para el ensayo se utilizaron concentraciones de 50, 75, 100,150 y 180 mg/mL
de polifenoles solubles de las muestras estudiadas. Los experimentos de control se
realizaron en condiciones experimentales similares sin extractos: positivos con
metronidazol (1, 2, 3, 4 y 5 ug/mL) y negativos con el disolvente de extraccion.
Después de 24 h de incubacion, las placas se enfriaron en hielo (20 min).

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron aplicando un ANOVA unifactorial, mediante el
paquete estadistico Minitab 16, y para la comparacion de medias se utilizé la prueba
de Tukey con un nivel de significancia del 95 % (p < 0.05).

Resultados
Composiciéon quimica

Los resultados de composicion quimica del grano de maiz azul (Tabla 1)
encontrados en esta investigacion son similares a lo reportado por Montoya-
Rodriguez et al. (2020), quienes obtuvieron valores promedio de 8.9, 5.0, 1.4 y 84.6
% en grano de maiz azul en proteina, lipidos, cenizas y carbohidratos,
respectivamente. La coccién por microondas del grano de maiz azul no presentd un
efecto significativo en la composicion quimica con respecto al grano crudo (Tabla 1).
Estas observaciones concuerdan con las reportadas por otras investigaciones
(Khatoon & Prakash, 2004; Alajaji & El-Adawy, 2006) que aplicaron coccién por
microondas a diferentes tipos de leguminosas sin afectar su composicion quimica
proximal. Por otro lado, la fermentacion en estado sélido (SSF) del grano de maiz azul
causo6 un incremento significativo (p < 0.05) del 31 % en el contenido de proteina
(12.22 % vs 9.32 %), 33 % en lipidos (5.05 vs 3.8 %), y 23 % en cenizas (1.74 vs 1.41
%); y a su vez una ligera disminucién (p < 0.05) en carbohidratos (< 5 %, 80.99 vs
85.47 %), con respecto al crudo y cocido por microondas. Elincremento de proteina
por accién de la SSF ha sido reportado previamente (Mora-Uzeta et al., 2019;
Sanchez-Magafa et al., 2019). Este aumento se atribuye al crecimiento de la biomasa
del hongo y a la disminucion de otros componentes que podrian perderse por
lixiviacion durante los pasos iniciales (remojo, coccion) de la SSF o podrian ser
consumidos por el hongo para su crecimiento (Mora-Uzeta et al., 2019; Sanchez-
Maganfa et al., 2019). A diferencia de lo reportado por Reyes-Bastidas et al. (2010)
en frijol comun, donde la SSF caus6 una disminucion en el contenido de cenizas, en
el este estudio se observo un incremento del 23 %, lo cual podria atribuirse a que el
maiz azul fue fermentado sin eliminar el agua de remojo y el agua de coccién por
microondas, permitiendo retener estos nutrientes del grano crudo y cocido. Por otro
lado, el aumento del contenido de lipidos durante la SSF también ha sido reportado
en salvado de arroz fermentado con R. oryzae (Dos Santos-Oliveira et al., 2011), y en
Canavalia fermentada con R. oligosporus (Niveditha et al., 2012). EI aumento de
lipidos totales por fermentacion fingica se ha atribuido a la disociacion de complejos


about:blank
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1700

http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1700 @@@@

de lipoproteinas y a la sintesis de lipidos enddgenos durante el crecimiento del
microorganismo sobre el sustrato o a la posibilidad de que los hongos fermentadores
transformen el contenido de carbohidratos de las semillas en lipidos (Dos Santos-
Oliveira et al., 2011; Niveditha et al., 2012).

Tabla 1. Composicién quimica de maiz azul crudo y procesado

MAIiZ AZUL (g /100 g)*

COMPONENTE Crudo Cocido por microondas Fermentado
Proteinas 9.32+0.35P 9.43+0.38° 12.22 + 0.362
Lipidos 3.8+ 0.05° 3.8+0.2b 5.05+0.172
Cenizas 1.41 +£0.03b 1.53 £ 0.05° 1.74 + 0.092
Carbohidratos 85.47 £ 0.422 85.24 + 0.62 80.99 * 0.42°

1 Media * desviacion estandar (n=3). " Valores entre columnas con letras en comin no presentan diferencia

estadistica (Tukey, p <0.05).

Contenido de fitoquimicos de maiz azul crudo y procesado
Antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales fue expresado como miligramos equivalentes
de cianidina-3-glucosido en base seca (mg CGE/100 g, bs), en grano de maiz azul
crudo, cocido y fermentado (Tabla 2). El grano de maiz utilizado en este estudio
mostré un contenido total de antocianinas que se encuentra dentro del rango
reportado por Mora-Rochin et al. (2016), quienes realizaron un estudio con 15
genotipos de maiz azul en el estado de Sinaloa, y reportaron valores que oscilaron de
14.1 a 34.3 mg CGE/100 g, bs. El grano de maiz azul sometido a coccion por
microondas y fermentacion en estado solido mostraron disminuciones del 52 y 57 %
en antocianinas totales con respecto al grano sin procesar, respectivamente (Tabla
2). Diversos autores han reportado que los tratamientos térmicos durante largos
periodos de tiempo y el incremento del pH por el uso de cal, afectan el contenido total
de antocianinas en el grano de maiz azul, lo que causa disminuciones mayores al 50
% con respecto al grano de maiz azul sin procesar (Sanchez-Madrigal et al., 2015;
Mora-Rochin et al., 2016; Parra-Aguilar, 2018). La disminucion del contenido de
antocianinas en el presente estudio fue menor al reportado por Parra-Aguilar (2018)
quién observo una disminucion mayor al 60 % en el contenido total de antocianinas
durante la nixtamalizacion por microondas de maiz azul. Esta diferencia se atribuye a
gue este autor utilizé cal para cocer el grano, la cual no se adicion6é en la coccién por
microondas de maiz azul usado en este trabajo. Sin embargo, el efecto del tratamiento
térmico prolongado puede provocar que las antocianinas del maiz azul se acomplejen
y precipiten con proteinas desnaturalizadas después de la coccion (100 °C),
conduciendo a una disminucion en el total de antocianinas (Jing & Giusti, 2007). Por
otro lado, también se ha reportado que un incremento en el tiempo de fermentacion
de frijol Cajanus spp. con Rhizopus spp. disminuy6 el contenido de antocianinas del
grano (Mushollaeni & Tantalu, 2020). Las antocianinas son muy sensibles a los
cambios de temperatura y pH. Durante la fermentacion se incrementa la temperatura
del sustrato y el pH por la actividad metabdlica del hongo, lo cual podria asociarse a
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la disminucién de estos componentes (Mushollaeni & Tantalu, 2020; Ahnan-Winarno
et al., 2021). También se ha observado que durante la fermentacién puede ocurrir
hidrélisis de antocianinas a antocianidinas que luego se polimerizan para formar otro
tipo de polifenoles (Mushollaeni &Tantalu, 2020).

Compuestos fendlicos

El contenido de fendlicos totales se calculé como la suma de fendlicos libres y ligados,
y fueron expresados como miligramos equivalentes de acido galico en base seca (mg
GAE/100 g, bs) (Tabla 2). El contenido de fendlicos libres en este estudio fue mayor
al reportado por Gaxiola-Cuevas et al. (2017) en maiz criollo azul Raza Elotero de
Sinaloa (41.2 mg GAE /100 g, bs), pero menor al contenido de fendlicos ligados
reportado por estos autores (202.8 mg GAE /100 g, bs). Sin embargo, esta fraccion
fue similar a lo reportado por Aguayo-Rojas et al. (2012) (113.2 mg GAE /100 g, bs).
La fraccién fendlica ligada representd la mayor proporciéon del contenido fendlico total
del grano de maiz crudo (60 %), procesado por microondas (60 %) y fermentado (54
%) (Tabla 2). Esto fue consistente con lo reportado por otros investigadores en
diferentes tipos de maiz crudo y procesados, donde los fitoquimicos ligados
representaron la fraccion mayoritaria (Aguayo-Rojas et al.,2012; Gaxiola-Cuevas et
al. 2017; Sanchez-Magafia et al., 2019). La coccién por microondas no causé
cambios significativos en el contenido de fendlicos libres, ligados y totales con
respecto al grano de maiz azul crudo. De acuerdo con los resultados obtenidos se
puede inferir que la coccion por microondas fue mucho mas eficiente que la coccién
tradicional aplicada por Sanchez-Magafa et al. (2019) para producir maiz blanco
fermentado, quienes reportaron que la coccion tradicional previa a la fermentacion
disminuyd en un 49 % el contenido de fendlicos libres con respecto al grano crudo.
Liazid et al. (2007) reportaron el efecto de extraccion asistida por microondas sobre
la estabilidad de 22 compuestos fendlicos, concluyendo que es posible la utilizacion
de una temperatura de 100 °C durante 20 min sin que se produzca la degradacion de
estos compuestos. Sin embargo, conforme se incrementé la temperatura se observé
una degradacion considerable de fendlicos.

Tabla 2. Contenido de fitoquimicos de maiz azul crudo y procesado.

MAIZ AZUL!

FITOQUIMICOS Crudo Cocido por microondas Fermentado
Antocianinas totales? 25.7+1.52 12.4+1.3b 11.1+£0.1°
Fendlicos®
Libres 73.5+5.4b 70.9 £ 1.4b 110.0 £ 4.22
Ligados 111.8 +6.7° 1045+ 7.6° 127.2 + 10.12
Totales 185.3 +5.6° 175.4 + 6.6 237.3+5.12

IMedia + desviacion estandar (n=3); 3mg equivalentes de cianidina-3-glucésido/ 100 g de muestra en base
seca; 2 mg equivalentes de &cido galico (mg AGE) / 100 g de muestra en base seca. 2° Valores dentro de las

columnas sin letras en com(in son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Por otro lado, la SSF del grano de maiz azul increment6 (p < 0.05) (28 %) el
contenido total de fendlicos con respecto al grano sin procesar (237.3 vs 185.3 mg
GAE/100 g, bs). Asimismo, fueron observados incrementos del 49.65y 14 % para las
fracciones de fendlicos libres y ligados, respectivamente (Tabla 2). Este bioproceso
también incremento (p < 0.05) en un 55 y 22 % el contenido fendlico libre y ligado con
respecto al grano cocido por microondas, respectivamente. Las anteriores tendencias
fueron similares a las reportadas por Sanchez-Magafia et al. (2019), quienes
estudiaron la influencia de la fermentacion en estado soélido sobre el perfil de acidos
fendlicos de maiz blanco comercial a diferentes tiempos de fermentacion. La
biotransformacion del grano por fermentacion en estado sélido facilita el acceso al
sustrato, causando una mayor liberacion de &cidos fendlicos libres-conjugados y
ligados a materiales de pared celular en el grano de maiz (Sanchez-Magafa et al.,
2019). Asimismo, esté incremento pudiera en parte atribuirse a la etapa previa de
coccion por microondas. Se ha reportado que esta tecnologia afecta a materiales
complejos de la pared celular, como la lignina, permitiendo una mayor disponibilidad
de &cidos fendlicos durante el proceso de extraccion. Por otro lado, la fermentaciéon
en estado sélido (SSF) es un proceso bioguimico complejo donde se producen varias
enzimas como a-amilasa, xilanasa, p-glucosidasa, esterasas, entre otras, que se han
asociado con la liberacion de compuestos fendlicos solubles en agua, y ademas de
una mayor biodisponibilidad en su forma ligada insoluble. Junto con la liberacién
enzimatica de compuestos fendlicos, otras vias biogquimicas desconocidas podrian
estar involucradas en el proceso de SSF para aumentar el contenido de fendlicos
(Mora-Uzeta et al., 2019; Sanchez-Magania et al., 2019).

Actividad antioxidante de maiz azul crudo y procesado

Los antioxidantes reaccionan con los radicales libres a través de diferentes
mecanismos, siendo los principales ejemplos la transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT) o la transferencia de un solo electrén (SET) o la combinacion de ambos
mecanismos. En consecuencia, es importante que, para los estudios de propiedades
antioxidantes se seleccionen al menos tres métodos de evaluacion: uno para evaluar
exclusivamente el HAT, otro SET y un método combinado, HAT/SET. El método ABTS
puede actuar mediante ambos mecanismos, y el ensayo de capacidad de absorcién
de radicales de oxigeno (ORAC) implica transferencia de atomos de hidrégeno
(Shukla & Sathyanarayana, 2021). En esta investigacion se utilizé el método ABTS y
ORAC para estudiar las propiedades antioxidantes de las muestras analizadas. Los
resultados fueron expresados en micromoles equivalentes de trolox/100 g de muestra
en base seca (UM TE/100 g, bs) (Tabla 3). La fraccion de fendlicos ligados de maiz
azul crudo y cocido por microondas fue la que aport6 la mayor actividad antioxidante
ABTS y ORAC. En contraste, la fraccion libre del maiz azul fermentado fue la que
contribuy6 en mayor medida a la actividad antioxidante ORAC, y la forma ligada a la
actividad total medida por el ensayo ABTS (Tabla 3). La actividad antioxidante total
de maiz azul crudo evaluada por los métodos de ABTS y ORAC, encontrada en esta
investigacion fue superior a lo reportado por Gaxiola-Cuevas et al. (2017) (7,661.1y
10,878.6 umol TE/100 g, bs). Por otro lado, los valores de actividad antioxidante total
medidos por el método ABTS y ORAC fueron mayores a los reportados por Sdnchez-
Magafa et al. (2019) para maiz blanco cocido y fermentado medidos por el ensayo
ABTS (3,904 y 10,041 vs 28,551 y 29,614 umol TE/100 g, bs) y por el ensayo ORAC
(12,058 y 20,422 vs 19,692 y 30,630 pmol TE/100 g, bs). Estas diferencias
encontradas podrian ser debido a la estructura quimica de los compuestos de las
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muestras, la naturaleza del disolvente, la temperatura y el pH, asi como la reactividad
y estructura quimica de los radicales libres (Shukla & Sathyanarayana, 2021).

Tabla 3. Actividad antioxidante del maiz azul crudo y procesado

ACTIVIDAD MAIZ AZUL*!
ANTIOXIDANTE? ] .
Crudo Cocido por microondas Fermentado

ABTS

Libres 10,243.9 £ 954.8° 9,146.1 + 824.8b 16,072.2 £ 413.42
Ligados 18,295.3 + 608.82 19,405.6 £ 19512 13,542.4 £ 1311°
Totales 28,539.2 + 1087.62 28,551.7 £ 1989.72 29,614.6 + 985.12
ORAC

Libres 7,933.0 £ 219.9b 6,032.2 + 439.7¢ 11,340.0 £ 110.32
Ligados 17,751.91 + 276.6° 13,659.5 £ 553.2¢ 19,289.9 + 697.12
Totales 25,684.9 + 121.1° 19,691.7 £ 274.8° 30,629.9 + 588.92

1 Media * desviacion estandar (n=3); 2 umol TE (micromoles equivalentes de trolox) /100 g, bs; ¢ Valores dentro
de las columnas sin letras en comun son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

El proceso de microondas no caus6 cambios significativos en la actividad antioxidante
por ABTS en las fracciones libre y ligada con respecto al grano crudo. Sin embargo,
este proceso térmico si causé una disminucion significativa (p < 0.05) en la actividad
antioxidante ORAC de la fraccidn libre (-32 %) y ligada (-30 %) con respecto del al
grano crudo (Tabla 3). Sin embargo, el maiz fermentado presenté incrementos
significativos en la actividad antioxidante total del 16 y 35 % al compararse con maiz
sin procesar y el cocido por microondas, respectivamente (Tabla 2). Este
comportamiento de la capacidad antioxidante in vitro fue reportado en maiz blanco
donde se observo una correlacion positiva de esta propiedad con el contenido fendlico
total del grano de maiz blanco procesado a diferentes tiempos de fermentacion
(Sanchez-Magana et al., 2019).

Las soluciones etandlicas son usadas para extraer fendlicos y precipitar
compuestos de alta polaridad, como azlcares y proteinas (Tai et al., 2020). Por lo
que estas Ultimas sustancias aportan actividad antioxidante principalmente en
extractos acuosos. Sin embargo, no debe descartarse su contribucién en bajas
concentraciones en extractos etanodlicos o de acetato de etilo, los cuales fueron
usados en esta investigacion para evaluar la actividad antioxidante y antiparasitaria.
A diferencia de lo observado por el método ORAC, la SSF de maiz azul no caus6
cambios significativos en la actividad antioxidante total ABTS con respecto al del
grano crudo y procesado por microondas (Tabla 3). Las caracteristicas antioxidantes
de los compuestos fendlicos en este estudio podrian haber influido en los efectos
diferenciados de la SSF en la actividad antioxidante ABTS y ORAC del grano crudo y
cocido por microondas (Tabla 3). En este sentido es importante sefialar que los acidos
fendlicos (acido ferulico, mayoritario en maiz) y antocianinas, son los principales
promotores de la actividad antioxidante en el grano de maiz azul (Mora- Rochin et al.,
2016; Gaxiola-Cuevas et al., 2017). Se ha reportado que los compuestos fendlicos
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con mayor probabilidad de sufrir un HAT son el acido gélico, el acido cafeico y la
epicatequina, mientras que los compuestos fendlicos, que tenian mejor capacidad de
SET, fueron los flavonoides kaempferol y el resveratrol. Esto sin duda nos da un
indicio de que los compuestos fendlicos pueden realizar estos dos mecanismos y que
esto depende principalmente de su estructura quimica (Shukla & Sathyanarayana,
2021).

Actividad antiparasitaria de maiz azul crudo y procesado

En la Tabla 4 se presentan los porcentajes de inhibicion obtenidos del ensayo de
actividad antiparasitaria realizado con trofozoitos de Giardia duodenalis. Para este
estudio se usaron concentraciones de 50 a 180 mg/mL de extractos hidroalcohdlicos.
Es importante destacar que todos los extractos utilizados lograron una inhibicién de
Giardia duodenalis mayor al 70 % a una concentracion de 50 mg/mL. A esta
concentracion, el extracto de maiz cocido por microondas present6é el mayor efecto
(p < 0.05) inhibitorio (92.1 %) del parasito. Los extractos de maiz azul crudo y
fermentado presentaron una inhibicion del 100 % de Giardia a una concentracion del
180 mg/mL, a diferencia de maiz cocido por microondas que logré una inhibicion total
a 100 mg/mL (Tabla 4). Los valores menores de ICso se relacionan con la mayor
efectividad antiparasitaria. En este sentido, el ICsy calculado para maiz azul
fermentado fue mayor (p < 0.05) que el de grano cocido, pero no presento diferencia
significativa respecto al valor del grano crudo (29 y 21.8). A pesar de estas diferencias,
estos extractos tienen efectos similares, ya que tienen la misma actividad inhibitoria
a concentraciones de 100 mg/mL y 180 mg/mL (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antiparasitaria de maiz azul crudo y procesado

Inhibicién de Giardia duodenalis (%) *

Concentracién

(mg/mL) Crudo Cocido por microondas Fermentado
50 79.9 + 3.8%8 92.1 £ 0.428 70.1 £ 2.38B¢
100 95.4 + 1.920A 100.0 £ 0.0 86.9 + 4.68
150 97.8 £ 0.084 100.0 £ 0.0 89.4 + 3.5348
180 100.0 £ 0.02A 100.0 £ 0.0 100.0 £ 0.0%4
ICso 29.0+1.72 21.8+0.1° 329+ 1.12

IMedia + desviacion estandar (n=3). ¢ Valores dentro de un renglén con letras mindsculas iguales no son
estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05); ~B Valores dentro de una columna con letras mayusculas en
comun no son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). ICso = Concentracion inhibitoria media maxima.

Los valores de ICsp obtenidos en esta investigacion fueron menores al obtenido por
Parra-Aguilar (2018), quien reporté un ICso de 58.2 mg/mL para extractos de tortilla
de maiz azul nixtamalizado por microondas. De manera semejante, esté autor
observé una inhibicién del 100 % del parasito a una concentracion de 180 mg/mL,
valor que fue muy cercano a los 100 mg/mL que presentd el mismo efecto inhibitorio
en la presente investigacion. La diferencia entre estos resultados pudiera atribuirse al
tipo de maiz azul utilizado, al proceso de nixtamalizacion empleado, asi como también
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el tipo de extraccion aplicada. Los valores obtenidos en este trabajo también fueron
semejantes a lo reportado por Delgado-Vargas et al. (2008) en extractos metandlicos
de guamuchil (Pithecellobium dulce), los cuales lograron una mortalidad del 100 % de
Giardia duodenalis a una concentracion de 50 mg/mL.

Algunos autores han reportado que los principales compuestos bioactivos
presentes en maiz azul, son acidos fenolicos (acido ferulico, p-cumarico, sinpico, p-
hidroxibenzoico y vanilico) (Gaxiola-Cuevas et al., 2017) y antocianinas (cianidina-3-
glucosido) (Mora-Rochin et al. 2016). Por otro lado, se ha observado que acidos
fendlicos (ferdlico, p-cumarico, sinapico y p-hidroxibenzoico) se incrementan por
efecto de la coccion tradicional y la fermentacién en estado sélido de maiz blanco
(Sanchez-Magafia et al., 2019). Sin embargo, en el presente trabajo se us6 maiz azul
cocido por otro método de procesamiento y pudieran estar implicados otros
compuestos. El maiz azul también presenta contenidos importantes de polimeros
fendlicos llamados taninos condensados o proantocianidinas (PA) (Chen etal., 2017).
Estos polifenoles han mostrado efectos inhibitorios del crecimiento de G. dudodenalis
(Anthony et al., 2011). Sin embargo, esta actividad y otras propiedades funcionales
dependen en gran medida de la estructura quimica de sus unidades monoméricas de
flavan-3-ol, el tipo de enlaces entre estas unidades y su grado de polimerizacion
(Chen et al., 2017). Ademas, otros compuestos fenélicos pueden potenciar esta
actividad antiparasitaria. Por ejemplo, los extractos de moras con mayor actividad
inhibitoria contenian elagitaninos, acido p-cumarico y acido benzoico no conjugados
(Anthony et al., 2011). Adicionalmente, otros investigadores han probado el efecto de
flavonoides (Najumudin et al., 2018; Montes-Avila et al., 2009; Hernandez-Bolio et al.
2015) y saponinas (Gonzalez et al., 2010) contra el crecimiento in vitro de Giardia
duodenalis.

A pesar de que el tratamiento por microondas fue el que disminuyé en mayor
grado el contenido de compuestos fenélicos y de la actividad antioxidante, fue el que
presentd la mayor actividad contra G. duodenalis (Tablas 2 y 3). Lo anterior podria
indicar que compuestos termoresistentes pudieran estar implicados con esta actividad
inhibitoria, los cuales son alterados durante el proceso de fermentacién en estado
sélido. Como se sefial6 en otras secciones, este bioproceso incrementa el contenido
de &cidos fendlicos en maiz, los cuales aportan la mayor actividad antioxidante del
grano fermentado (Sanchez-Magafa et al., 2019). Sin embargo, también se ha
informado que la SSF disminuye el contenido de taninos condensados (Teoh et al,
2024), los cuales han mostrado efectos antiparasitarios (Anthony et al., 2011). Los
efectos complejos de este procesamiento sobre estos compuestos, asi como la
naturaleza quimica de los mismos, podria explicar al menos parcialmente la falta de
correlacion entre el contenido fendlico (Tabla 2) del maiz azul fermentado y cocido
con respecto a sus correspondientes porcentajes de inhibicion de G. dudodenalis
(Tabla 4). Sin embargo, se requiere de una identificacion mas fina sobre el tipo de
compuestos implicados que pudieran estar liberdndose durante la coccion por
microondas, y determinar si estos son los responsables del mayor efecto
antiparasitario de este extracto.

Conclusiones

La coccion por microondas del grano de maiz azul no alteré la composicion
guimica, el contenido fendlico y actividad antioxidante con respecto al grano crudo,
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pero si caus6 una disminucion significativa del contenido de antocianinas totales. Sin
embargo, el maiz azul cocido por microondas presenté la mayor actividad
antiparasitaria contra G. duodenalis. Por otro lado, la SSF de maiz azul causé un
incremento en el contenido de proteinas, lipidos, cenizas, fendlicos totales y actividad
antioxidante evaluada por el método ORAC. Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que la aplicacion térmica por microondas y SSF al grano de maiz azul
incrementa sus componentes bioactivos, y ademas inhibe el crecimiento del parasito
Giardia duodenalis. Lo anterior demuestra que son alternativas de procesamiento
para obtener productos con potencial benéfico para la salud.
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