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1.  RESUMEN

El presente trabajo describe la realizacion de una tesis de grado, realizada en el laboratorio
de Ciencias de Alimentos en la Universidad Estatal de Louisiana, Estados Unidos. En un
periodo de seis meses (Julio 2022 — Enero). Esta investigacion se realizé con el objetivo de
determinar la composicion de moléculas bioactivas de la harina de teosinte (Dioon mejiae)
mediante andlisis instrumental que promueven la buena salud en humanos. Se utilizaron los
estrébilos microsporangiados y los macrosporangios obtenidos del Teosinte (Dioon mejiae),
cosechados en las comunidades de Rio Grande y Saguey, Municipio de Gualaco,
Departamento de Olancho. Se determino la composicion de moléculas bioactivas utilizando
la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para evaluar el efecto de los parametros
PLE sobre la recuperacién y el rendimiento de compuestos fendlicos, utilizando el software
Statgraphics Centurion XV version 15.1.02. EI modelo de disefio que se aplico fue un disefio
compuesto central 23 Modelo (CCD) con dos puntos axiales y dos niveles (maximo y
minimo) para cada variable independiente. Los Compuestos Fendlicos Totales (TPC) se
midieron mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu y una técnica colorimétrica, los
carotenoides y sus ésteres fueron extraidos convencionalmente de Dioon mejiae (DM)
liofilizada utilizando el proceso descrito con pequefias modificaciones. Los resultados
mostraron abundante contenido de moléculas bioactivas, de los cuales se obtuvieron de
contenido total de fenoles (TPC) 305.73+9.05 ug GAE/mI, contenido de carotenoides totales
(TCC) 8.65+0.45 mg Q/ml y actividad antioxidante 38.78+2.05 % de la fuente vegetal de
teosinte. Dioon mejiae (DM) indico TCC alto con diferencias significativas (7,65+0,32,
8,65+0,45 mg Q/ml respectivamente). DM tiene cantidades significativamente diferentes (P
< 0,05) de TPC, TCCy actividad antioxidante. Llegando a la conclusién que harina de Dioon
mejiae (teosinte) presenta abundantes compuestos bioactivos como potencial ingrediente
funcional, promoviendo asi la buena salud en el ser humano.

Palabras clave: Tesis, Composicion, Moléculas, Bioactivas, harina, Teosinte, Dioon mejiae,
analisis, Salud, microsporangiados, macrosporangios, Metodologia, Evaluar, Pardametros,

Compuestos, Fenoles, Carotenoides, Antioxidante, Liofilizada, Potencial, Funcional, Salud.
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IV. INTRODUCCION

La relacion inseparable entre salud y alimentacion se ha reconocido por lo menos desde hace
2,500 afios. Hipdcrates, el filosofo griego padre de la medicina, decia: “Permitan a los
alimentos sea su medicina y a la medicina, que sea su alimento” (Guzman et al., 2009). En
este sentido, las frutas y verduras son muy apreciadas por sus beneficios para la salud, que
estan directamente relacionados con el alto nimero de componentes bioldgicamente activos
presentes en su composicion. Estas sustancias, llamadas fitoquimicos bioactivos o moléculas
bioactivas, poseen diferentes naturalezas y estructuras muy diversas. Entre estos, los
compuestos fendlicos, que se consideran metabolitos secundarios de las plantas, han
aumentado el interés cientifico en diferentes &reas (Frankel et al., 2013).

Las propiedades bioactivas que se han atribuido a los compuestos fenolicos son diversas, y
su capacidad antioxidante es el efecto mas conocido (del Carmen Villegas Aguilar et al.,
2020) Ademas, se han descrito otras propiedades como anticancerigeno, antiinflamatorio,
antihipertensivo, estrogénico, efectos protectores contra enfermedades cardiovasculares,

antihormonas, antidiabéticos y antitrombdéticos, entre otros (Leyva Jiménez et al., 2019).

El teosinte (Dioon mejiae) considerado un fosil viviente es una planta nativa cuyos
pseudofrutos son utilizados en la region nororiental de Honduras como alimento. Contiene
azucares, acidos grasos, aminoacidos, proteinas, minerales y fibras. (Bastias et al., 2020),
dicha harina de teosinte es rica en moléculas bioactivas (Marcia et al., 2021). Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es la obtencidn y caracterizacion de moléculas bioactivas del teosinte

(Dioon mejiae), como potencial alimento funcional en humanos.



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Determinar la composicion de moléculas bioactivas de la harina de teosinte (Dioon

mejiae) mediante analisis instrumental que promueven la buena salud en humanos.

5.2 Objetivos Especificos:

Obtener moléculas bioactivas de la harina de teosinte (D. mejiae) mediante las
técnicas de extraccion convencionales (microonda asistido y fluido presurizado) y

modernas (arrastre de vapor con equipo rota vapor).

Validar el contenido de las moléculas bioactivas de la harina de teosinte (D. mejiae)
mediante la técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS).

Identificar compuestos bioactivos de la harina de teosinte (D. mejiae) mediante

programas SciFinder y PubChem.



VI. REVISION DE LITERATURA

6.1 Teosinte (Dioon mejiae)

Es una semilla nativa de Honduras (Mora et al., 2015), que se ha utilizado para la elaboracién
de alimentos a partir de su harina, dicha harina de teosinte es rica en moléculas bioactivas
(Marcia et al., 2021b), no obstante, su uso en productos de panificacién no ha sido muy
estudiados. Por lo tanto, el presente estudio se planted con el objetivo, Obtener y Caracterizar
las Moléculas Bioactivas de la harina de teosinte (Dioon mejiae); desarrollando la harina de
teosinte, utilizando los estrébilos microsporangiados estos son la semilla y la estructura
reproductiva masculina, los macrosporangios son los 6vulos que van de dos en dos, es decir
la semilla y parte femenina de la planta que se utilizara en la elaboracién de harina (Bastias-
Montes et al., 2020).

6.1.1 Clasificacion taxonomica del Teosinte (Dioon mejiae)

Tabla 1 Clasificacién taxonémica del teosinte (Dioon mejiae)

Reino: Plantae
Division: Cycadophyta
Clase: Cycadopsida
Orden: Cicadales
Familia: Zamiaceae
Subfamilia: Encephalartoideae
Tribu: Diooeae
Genero: Dioon
Especie: D. mejiae

(Standley y Standley, 1941).



6.1.2 Morfologia del teosinte (Dioon mejiae)

Tiene tallos arborescentes, de 1-2 m de alto. Las hojas de 1-2 m de largo con pinnas
gradualmente reducidas a espinas en la porcién basal, glabras en la madurez; pinnas
continuas con el raquis, de 15-22 cm de largo y 1.4-1.7 cm de ancho, generalmente enteras,
en especial las que se encuentran en la porcién media y apical de la hoja. Estrobilos
microsporangiados de 70-90 cm de largo y 10 cm de didmetro incluyendo el pedunculo corto;
microsporofilos grisaceos, densamente pubescentes, aplanados y agudos apicalmente;
estrobilos macrosporangiados ovoides, al menos 40-50 cm de largo y 30 cm de diametro
cuando son jévenes, atenuados hacia el apice. Semillas blancas con un apéndice en el extremo

de la célaza, esclerotesta (capa dura interna) aspera (Haynes y Haynes, 2009).

6.1.3 Composicion Nutricional

El Teosinte proporciona almidon, harina o sagu que es un glucido extraido de las semillas.
Contiene azUcares, acidos grasos, aminoacidos, proteinas, minerales y fibras (Bastias-Montes
etal., 2020). Asimismo, es un alimento silvestre complementario en la dieta de maiz y frijoles
(Maciej Serda, 2013). Por tales caracteristicas podria emplearse como sustituto o
complemento de otras harinas derivadas de otros cereales (maiz, trigo, arroz, entre otros) para
la elaboracion de productos de panificacion en personas con regimenes especiales de
alimentacion, como fuentes de nutrientes no convencionales ricos en moléculas bioactivas
(Marcia Fuentes et al., 2021).

6.2 Antecedentes

La relacién inseparable entre salud y alimentacion se ha reconocido por lo menos desde hace
2,500 afios. Hipocrates, el filosofo griego padre de la medicina, decia: “Permitan a los
alimentos sea su medicina y a la medicina, que sea su alimento.” Actualmente se considera

que la alimentacion de los seres humanos es el conjunto de procesos bioldgicos, psicologicos
4



y sociolégicos que se relacionan con la ingestion de alimentos que proveen al organismo los
nutrientes que necesita, asi como lograr la satisfaccion intelectual, emocional, estética y

sociocultural que le es indispensable para tener una vida plena (Guzman et al., 2009).

La Asociacion Americana del Cancer estima que 70% de los enfermos con céancer tiene
problemas asociados a algunas deficiencias de nutrientes; por otra parte sefiala que son tres
las principales enfermedades que causan la mayoria de las muertes en el mundo: las
enfermedades cardiovasculares, el cancer y la diabetes, todas relacionadas con problemas
nutricionales. Con el avance de la ciencia y la tecnologia fue posible la sintesis quimica
ganando presencia ante otros procedimientos terapéuticos convencionales (Guzman et al.,
2009b).

Sin embargo, aunque los farmacos han perdido optimizar el tratamiento de muchas
enfermedades, los enfermos son sometidos a terapias que traen como consecuencia efectos
secundarios. Antes estas circunstancias, en otras culturas cobro importancia la basqueda de
alternativas; asi como los japoneses fueron los primeros en usar alimentos como posibles

fuente de salud y prevencién de las enfermedades (Guzman et al., 2009b).

Esta propuesta fue incorporada en el mundo occidental y fue en 1989 por Dr. Stephen L.
Defelice el primero en definir a esta modalidad de alimentos nutraceuticos como “cualquier
sustancia que se puede considerar como alimento, el que ademas de su valor nutricio, aporta
a quien lo consume beneficios para la salud y previene enfermedades” (Bonilla, 2021). Los
nutracéuticos son compuestos bioactivos (es decir, productos quimicos) que son beneficiosos
para la salud. Los nutracéuticos pueden producirse de forma natural o bien sintetizarse por
medios quimicos o bioldgicos (Dominguez, 2020).

Y los compuestos 0 moléculas bioactivos son un tipo de sustancia quimica que se encuentra
en pequefias cantidades en las plantas y ciertos alimentos(como frutas, verduras, nueces,

aceites y granos integrales); que al ser consumidos cumplen funciones que promueven la



buena salud, como es la prevencién del cancer, enfermedades del cardiovasculares,

enfermedades degenerativas, entre otras (Campos, 2019).

6.3 Compuestos Bioactivos y sus Propiedades

Los compuestos bioactivos son componentes menores de los alimentos que afectan al
organismo humano como un sistema biolégico, 6rgano, tejido o célula ya que se aplican en
medicina y aplicaciones farmacoldgicas. (Kris-Etherton et al., 2002). (Céardenas Baquero et
al., 2016) afirman que el consumo de estos fotoquimicos como fitoesteroles, acidos grasos,
carotenoides, péptidos, provitamina A y polifenoles pueden tratar y prevenir enfermedades

como el cancer, la diabetes, los trastornos neurodegenerativos y las enfermedades cardiovas.

El origen del desarrollo de estas enfermedades puede deberse, entre muchas causas, a la
desintegracion de la membrana celular inducida por especies reactivas de oxigeno (ROS),
que provocan dafos en las proteinas de membrana e incluso pueden generar Mutacion de
ADN. (Xiao et al., 2014). Por su capacidad antioxidante y los altos niveles de algunas
vitaminas como vitamina A (retinol), muchos estudios se han centrado en los efectos
potenciales de ciertos compuestos bioactivos contra el desarrollo de diferentes tipos de cancer
que han demostrado inhibicién de la proliferacion celular en células malignas de rifion y

puede reducir el crecimiento de células cancerosas endometriales (Wegert et al., 2011).

Asimismo, la vitamina D en su forma de D2 (ergocalciferol) y D3 (colecalciferol) tiene
efectos positivos sobre las células cancerigenas de la préstata y precursores del cancer de
ovario (Shen et al., 2011). Ademas, algunos minerales como el zinc acttan favorablemente
contra las células cancerosas de colon (Cohen et al.,, 2012), y polifenoles como las
isoflavonas han demostrado su eficacia contra las células malignas de la prostata y
proantocianidinas sobre células cancerigenas de cabeza y cuello (Sun et al., 2012). Ademas,
una dieta rica en alimentos con propiedades funcionales mejora el sistema inmunitario
previene la obesidad y ayuda a preservar varios 6rganos como el cerebro, corazon y pancreas
(Barbera, 2010).



6.4 Clasificacion de Compuestos Bioactivos

6.4.1 Compuestos bioactivos inorganicos:

Minerales como calcio, selenio, zinc, potasio o cobre (Olmedilla y Granado 2007). Los
minerales son elementos que se encuentran en la tierra y los alimentos y son esenciales para
la vida. Por ejemplo, los minerales son necesarios para el funcionamiento del corazén y el
cerebro, asi como para la produccion de hormonas y enzimas. Los minerales se dividen en
dos categorias segun la cantidad que necesita el cuerpo humano. Los macrominerales son
necesarios en mayores cantidades e incluyen calcio, potasio, sodio, cloruro, fosforo y
magnesio. Aunque igualmente importantes, los oligoelementos, que incluyen hierro, cobre,
fluoruro, selenio, zinc, cromo, molibdeno, yodo y manganeso, se necesitan en cantidades mas

pequenias (Castro, 2021).

6.4.2 Compuestos bioactivos organicos:

Isoprenoides (terpenoides) como carotenoides, saponinas, tocotrienoles, tocoferoles, y
terpenos. Hidratos de carbono y derivados del tipo como &cido ascérbico, oligosacaridos y
polisacaridos como el almidon. Proteinas, aminoacidos y derivados nombrando
isotiocianatos, capsaicinoides, compuestos alil-S, indoles y folatos. Lipidos, incluidos los
acidos grasos insaturados (un ejemplo de los cuales es el omega 3) y fitoesteroles.
Compuestos fendlicos como &cidos fendlicos, taninos, lignanos, flavonoides, entre otros
(Olmedilla y Granado 2007).



6.5 Compuestos Fenodlicos

Los compuestos fenodlicos son metabolitos secundarios que se generan a través de la
Metabolizacion de fenilpropanoides en el &acido shikimico de plantas y pentosa. Los
compuestos fenolicos son moléculas que tienen uno 0 méas grupos hidroxilo unidos a un anillo
aromatico. Junto con las vitaminas, los compuestos fendlicos se consideran importantes
antioxidantes en la dieta, por ejemplo, se encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices y

cereales (Pefiarrieta et al., 2014).

Pueden contribuir a los atributos sensoriales de los productos alimenticios, especialmente en
bebidas de origen vegetal que dan sabores astringentes. Su ingesta esta relacionada con varios
efectos beneficiosos considerandolos como importantes antioxidantes en la dieta, y

comunmente se pueden encontrar en vegetales, cereales, frutas y raices (Gomez, 2010).

6.6 Clasificacion de los compuestos fendlicos segun su estructura basica

6.6.1 Fenoles simples

En este grupo, estos compuestos se caracterizan por tener al menos un hidroxilo grupo unido
a un anillo aromatico. Los fenoles, las benzoquinonas y los acidos fenolicos son los mas
comunes, y también pueden incluir los acidos benzoico, fenilacético y cinamico. Ademas,
cubre acetofenonas, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas entre las que se encuentran las

cromonas Y las naftoquinonas (Gomez, 2010).

6.6.2 Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas que se encuentran en plantas y se
caracterizan por tener mas de un grupo fenol en su molécula. Entre estos, encontramos
flavonoides, quercetina, ligninas y lignanos, kampferol, catequinas y otros que se distribuyen
en diferentes alimentos de origen vegetal. Se trata de compuestos que no tienen funcion
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nutritiva, no aportan calorias y no son como las vitaminas o minerales. Sin embargo,
constituyen sustancias bioactivas que pueden impactar de diferentes forma en nuestro cuerpo

y su funcionamiento (Rios-Hoyo et al., 2015).

Otra clasificacion comun es diferenciarlos entre flavonoides y no flavonoides (Goncalves et
al., 2013; Valencia-Avilés et al., 2017): Los flavonoides son el grupo mas abundante de
fitoquimicos que incluyen flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas,
dihidroflavonoles, antocianidinas, y chalcones. Los componentes fenolicos no flavonoides
en los alimentos incluyen &cidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, polifenoles
volatiles, estilbenos y lignanos, y cumarinas. Estos compuestos son conocidos por tener

multiples unidades de fenol (Gongalves et al., 2013).

Los polifenoles incluyen xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides, lignanos,
neolignanos, taninos y lignanos. Los mas abundantes en la dieta son los acidos fenolicos y
los flavonoides (Gongalves et al., 2013). También se pueden clasificar por el grado de
solubilidad. Los compuestos solubles en agua incorporan acidos fenolicos, fenilpropanoides,
flavonoides y quinonas, mientras que los insolubles en agua incluyen taninos, ligninas y
hidroxicinamicos acidos, que comunmente se unen a la pared celular de las células vegetales
(Haminiuk et al., 2012).

6.7 Propiedades Bioactivas

Las propiedades bioactivas que se han asociado a los compuestos fendlicos son muy diversos,
incluyendo anticancerosos, antiinflamatorios, antihipertensivos y caracteristicas
estrogénicas. Ademas, pueden ejercer efectos potencialmente beneficiosos contra las
enfermedades cardiovasculares y puede proporcionar importantes ventajas en cuanto a la
inhibicion de los efectos antialérgicos, antimicrobianos y actividad antineoplasica (Mufioz y
Escudero, 2007).



No solo los compuestos fendlicos pueden tener muchos beneficios para la salud, sino que
también son conocido principalmente por sus propiedades antioxidantes, que radican en que
pueden secuestrar radicales libres, donan moléculas de hidrogeno, eliminan moléculas de

superdxido y metales de transicion quelados (Finley et al., 2011).

En cuanto a las propiedades anticancerigenas, el consumo de alimentos con un alto cantidad
de flavonoides como quercetina, kaempferol y luteolina reduce el riesgo de contraer varios
tipos de cancer, aungue los mecanismos de estos protectores los efectos aun no se
comprenden completamente y estan siendo estudiados (Mufioz y Escudero , 2007). Ademas,
estudios recientes muestran que el resveratrol, un antifungico, sigue siendo producido por las
plantas principalmente en respuesta al estrés de las infecciones fungicas, tiene propiedades
para prevenir potencialmente enfermedades degenerativas y cancer de mama (Atanackovié¢
etal., 2012).

6.8 Técnicas de Extraccion y Caracterizacion de Compuestos Fenolicos

6.8.1 Técnicas generales de extraccion y caracterizacion de compuestos fenolicos

En la ultima década se han aplicado diferentes metodologias para evaluar bioactivos
compuestos en los sistemas de extraccion. Sistemas de extraccion avanzados que han sido
implementadas incluyen métodos novedosos como ultrasonido, fluidos supercriticos, fluidos
presurizados o extraccion asistida por microondas (Nasti¢ et al., 2018). Las ventajas de estas
nuevas técnicas en comparacion a los métodos de extraccion convencionales, son que
aumentan el rendimiento de extraccion, mas eficiente, aceleran el proceso, la cantidad de

solvente requerido y més ecologico (Marcia Fuentes et al., 2021a).

Sin embargo, estudios recientes sobre la extraccion de moléculas bioactivas del frijol fruit
determin6 que el método de fluido a presion es el mas apropiado para obteniendo altos

rendimientos de recuperacion para este tipo de moléculas (Marcia Fuentes et al., 2021).
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6.8.2 Extraccion de fluidos a presion (PFE)

La extraccion por fluidos a presion (PLE) es una técnica muy util en el caso de las plantas,
facilitando y mejorando la extraccién de compuestos polares en este tipo de matrices (Marcia
Fuentes et al., 2021a). Se basa en la extraccion, generalmente sélida, material en el que el
disolvente liquido se encuentra a una temperatura superior a su punto de ebullicion. Sin
embargo, logr6 mantenerlo en estado liquido debido a las altas presiones. Esta la
combinacion de altas temperaturas y presiones aumenta la velocidad y la eficiencia de

extraccion, mejora el rendimiento y reduce el tiempo de extraccion.

Especificamente, el aumento de la temperatura de extraccion mejora la solubilidad y
transferencia de los compuestos bioactivos de interés al solvente de extraccién. También
reduce la viscosidad y tensién superficial del solvente que le permite llegar mas facilmente a
todas las areas de la matriz y mejorando asi el rendimiento de extraccion (Leyva Jiménez et
al., 2018).

El disolvente de extraccidén generalmente utilizado para este tipo de compuestos polares es
el agua y sus mezclas hidroalcohdlicas, principalmente etanol. El etanol tiene la ventaja de
ser econdmicamente accesible en comparacion con otros disolventes utilizados en métodos
convencionales. Ademas, no es peligroso y esta incluido en la lista de disolventes GRAS. No
contamina el medio ambiente, por lo que su uso significa que el proceso de aplicacién y se

puede considerarse una tecnologia verde (Zhang et al., 2019).

El sistema de aparatos de un extractor de fluido presurizado consiste en un tanque de
solvente, un bomba de alta presion, celdas de extraccion, horno y valvulas. El solvente fluye
a través la celda y realiza la extraccion a la temperatura seleccionada y se deposita en un
frasco de coleccion. Después de la extraccion, el sistema se purga con gas nitrogeno (Cortez,
2018).
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6.9 Caracterizacion de Compuestos Fenolicos

6.9.1 La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Es una técnica de separacion y la determinacion de analitos se realiza tras la separacion de
los diferentes compuestos de la muestra. La fase estacionaria se fija a una columna de
pequefio didmetro, mientras que la fase mdvil se pasa por presion. Ambas fases son
inmiscibles, por lo que muestra componentes que tienen una mayor afinidad por la fase
estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mavil, mientras que los
componentes con menor afinidad por la fase estacionaria se mueven mas rapido. Como
resultado de la diferente movilidad, los componentes de la muestra son separados, y los
diferentes compuestos se pueden recoger en fracciones para el analisis cualitativo. Es
importante notar que este proceso de separacion resulta en una dilucion de los analitos
(Marcia Fuentes et al., 2021a).

Los componentes basicos de una HPLC son tanque de fase mévil bombas, un sistema de
inyeccidn de muestra, la columna que contiene la fase estacionaria, el detector, y un sistema
de procesamiento de datos que genera el cronograma. En el caso de elucién en gradiente, la
fase movil es una mezcla de diferentes disolventes de varias polaridades cuya composicion
de relacion cambia a lo largo del elucion cromatografica donde una fase movil puede estar
compuesta de una mas polar eluyente A (normalmente agua + acido formico/acético/etc.) o
un eluyente B mas apolar (normalmente acetonitrilo o metanol) durante todo el proceso
(Marcia Fuentes et al., 2021a).

Los gradientes utilizados para los compuestos fendlicos parten de un pequefio porcentaje de
la fase organica (generalmente acetonitrilo o metanol) y acaban con porcentajes elevados de
estos disolventes. Los &cidos utilizados no deben ser demasiado fuertes para evitar dafios a

la columna, y deben ser ajustados al pH dentro del rango de valores aceptados por la fase
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estacionaria, asi como permitir una buena ionizacién de los compuestos cuando la deteccion
de analitos es llevado a cabo por el detector de espectrometria de masas (Marcia-Fuentes et
al., 2021a).

Las fases estacionarias pueden ser sélidas y/o liquidas y, en el analisis de fendlicos
compuestos, los mas utilizados son los que tienen rellenos de silice modificada quimicamente
con cadenas hidrocarbonadas, generalmente n-octilo (C-8) o n-octadecilo (C-18), con
particulas tamafios que oscilan entre 1,8 y 5 pm. Teniendo en cuenta las polaridades del mévil
fase y la fase estacionaria, las separaciones cromatograficas de estos compuestos se llevan a

cabo generalmente en fase inversa o inversa (Marcia Fuentes et al., 2021a).

Finalmente, la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos separados por
HPLC puede llevarse a cabo utilizando un espectrometro de masas (MS). Este se coloca en
la salida de la columna y genera una sefial analitica que conduce al cromatograma. Es
importante sefalar que el efluente que sale de la columna cromatogréfica (fase maévil liquida)
debe ser convertido en un gas que contenga los analitos cargados. La ionizacion por
electrospray (ESI), es muy adecuada para lograr el propdsito e ioniza los compuestos
positivamente o negativamente dependiendo del modo seleccionado. La espectrometria de
masas se basa en la separacion de estos iones segun a su relacién masa/carga (m/z), y su
posterior deteccion puede registrarse en software y emparejar con un compuesto de una

relacion masa/carga similar (Marcia-Fuentes et al., 2021a).

6.9.2 Cromatografia de Gases

Entre las técnicas de cromatografias utilizadas con fines analiticos, la cromatografia de gases
es probablemente la técnica de mas amplia utilizacién; ninguna técnica analitica puede
ofrecer su capacidad de separacion o sensibilidad a la hora de analizar compuestos volatiles.
Por otra parte, el hecho de que con esta técnica las mezclas sean separadas en fases gaseosas,
establece los limites de su utilizacion, que estaran marcados fundamentalmente por la

estabilidad termica del compuesto a separar. Por lo general, la utilizacion de la cromatografia
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de gases esté restringida a la separacion de compuestos con un peso molecular menor de 1000
a una temperatura maxima de trabajo de aproximadamente 400 °C; dentro de estos limites,
como ya se ha mencionado, la Unica limitacion existente sera la estabilidad térmica de la

muestra (Gaitan et al., 2011).

La cromatografia de gases tiene sus origenes en 1951 y consiste en pasar una fase movil
gaseosa por una columna con el fin de separar los componentes volatiles y semi-volatiles de
una muestra. Esta es una de las técnicas mas utilizadas en laboratorios alrededor del mundo.
Pero a pesar de la efectividad de esta técnica, tiene ciertas limitaciones que no se presentan
en la cromatografia liquida. Es asi como los compuestos poco volatiles, los sensibles a una
elevacion en temperatura y los que se encuentran en forma idnica, no pueden ser sometidos

a esta técnica (Garcia, 2017).

El uso mas comun de la cromatografia de gases es la determinacion de la presencia o ausencia
de un compuesto especifico en una muestra determinada y esto se realiza mediante la
comparacion del cromatograma de la sustancia pura versus el de la muestra original. La
principal dificultad de esta comparacién radica en que pueden haber distintos compuestos
que presenten el mismo comportamiento cromatografico bajo condiciones idénticas. Es por
esto que, para evitar conclusiones erroneas, se debe combinar la cromatografia con la

espectroscopia de masas como técnicas acopladas (Gutiérrez Bouzan y Droguet, 2017).

La forma de llevar a cabo esta técnica comienza inyectando la muestra en la fase mavil, la
cual generalmente es un gas inerte como el helio. En esta primera etapa, los componentes de
la muestra pasan a través de la fase estacionaria, la cual esta fijada en una columna, siendo
maés comunes las columnas capilares. Esta columna se ubica dentro de un horno. La velocidad
de migracién de cada componente y su tiempo de permanencia en la columna seran funcion
de su paso desde esta primera fase a la fase estacionaria. La afinidad de cada soluto de la
muestra con esta fase permitira su separacion en bandas que pueden posteriormente

analizarse (Gutiérrez Bouzan y Droguet, 2017).
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Finalmente, la cromatografia de gases con espectrometria de masas es una de las técnicas
analiticas méas completas y es utilizada en investigacion, analisis de procesos industriales y
en control de calidad. Las principales cualidades de la espectrometria de masas son la
capacidad de identificacion casi inequivoca, es universal y especifica, permite medir la
concentracion de sustancias, proporciona informacion estructural de las moléculas y es una
técnica rapida que se puede realizar en décimas de segundos, por lo que entrega informacién
en tiempo real. La combinacion de estas dos técnicas permite la separacién de mezclas muy
complejas, detectando y cuantificando todos los componentes individuales de una muestra
(Garcia, 2017).

6.9.3 Descripcion del Cromatdgrafo de Gases

Un cromatografo de gases consiste en varios médulos bésicos ensamblados para: 1)
proporcionar un gasto o flujo constante del gas transportador (fase mavil), 2) permitir la
introduccion de vapores de la muestra en la corriente de gas que fluye, 3) contener la longitud
apropiada de fase estacionaria, 4) mantener la columna a la temperatura apropiada (o la
secuencia del programa de temperatura), 5) detectar los componentes de la muestra conforme
eluyen de la columna, y 6) proveer una sefial legible proporcional en magnitud a la cantidad
de cada componente (Berzosa, 2008).
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VII.MATERIALES Y METODOS

7.1 Descripcion del lugar donde se desarroll6 la investigacion.

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en la Universidad Estatal de Louisiana (LSU)
ubicada en la ciudad de Baton Rouge, estado de Lousiana, Estados Unidos. LSU conto con
todo equipo necesario de laboratorios especializados para esta investigacion en su
departamento de Ciencias de Alimentos, que pertenece al centro de agricultura de la

universidad.

7.2 Reactivos

Todos los reactivos que se utilizaron en este trabajo fueron de grado de reactivo analitico. Para
el procedimiento de extraccion, el agua que se utilizd6 como disolvente sera purificada por un
sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, EE.UU.) y el etanol se compraron a VWR
Chemicals (Radnor, PA, EE.UU.). Los filtros de arena y celulosa se compraron a Fisher
Chemicals (Waltham, MA, EE. UU.). Para la preparacion de la fase movil, el acido férmico lo
proporciono Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) y el acetonitrilo de grado LC-MS se
compra a Fisher Chemicals (Waltham, MA, EE. UU.). Los estdndares para las curvas de
calibracién (acido gélico, catequina, epicatequina, epigalocatequina-galato, quercetn-3-
glucésido y kaempferol-3-rutindsido) fueron adquiridos por Fluka, Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemania) o Extrasynthese (Genay Cedex, Francia) (Fuentes Marcia et al., 2021).



7.3 Material vegetal

Se utilizaron los estrobilos microsporangiados y los macrosporangios obtenidos del Teosinte
(Dioon mejiae). Cosechados en las comunidades de Rio Grande y Saguey, Municipo de
Gualaco, Departamento de Olancho. Se determino la composicion de moléculas bioactivas en
el Laboratorio de Ciencias de Alimentos en la Universidad Estatal de Louisiana. Para dicha
Obtencién y caracterizacion se lavaron los estrébilos microsporangiados y los
macrosporangios obtenidos del Teosinte, se secaron, pelaron y trituraron en un procesador
marca Hamilton Beach. Las muestras procesadas (harinas) se conservaron a temperatura

ambiente (30 °C + 5 °C) hasta el proceso de extraccion.

7.4 Disefio de experimentos

Se utilizo la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para evaluar el efecto de los
parametros PLE sobre la recuperacion y el rendimiento de compuestos fendlicos, utilizando el
software Statgraphics Centurion XV version 15.1.02. El modelo de disefio que se aplico fue un
disefio compuesto central 23 Modelo (CCD) con dos puntos axiales y dos niveles (maximo y
minimo) para cada variable independiente. Se eligiera la temperatura, el porcentaje de etanol y
el tiempo de extraccion para variables independientes, y el disefio experimental consistira en
un total de 14 experimentos en orden aleatorio (Tabla 2). El disefio experimental cubrird todo
el rango operativo de la relacion de temperatura y solvente que permite el dispositivo (Fuentes
Marcia et al., 2021).

Las variables de respuesta fue la composicion de moléculas bioactivas de los extractos
determinada por HPLC-ESI-TOF-MS y el rendimiento. EI rendimiento de extraccion de cada
procedimiento se calcul6 teniendo en cuenta el peso del extracto seco y la cantidad de harina

de teosinte utilizadas en el procedimiento (Ecuacién (1)):



Tabla 2 Modelo compuesto central 23. Valores de factores independientes.

Condicion experimental Temperatura (°C) %EtOH Ciclo estatico (min)
PLE 1 40 15 20
PLE 2 40 85 5
PLE 3 110 5 12.5
PLE 4 110 50 22
PLE 5 40 15 5
PLE 6 20 50 125
PLE 7 110 50 3
PLE 8 110 50 125
PLE9 110 50 12.5
PLE 10 40 85 20
PLE 11 180 85 5
PLE 12 180 85 20
PLE 13 110 95 125
PLE 14 200 50 125

Niveles de temperatura (°C): —a, o (20, 200), —1,1 (40.180) y 0 (110). Niveles de EtOH (%): —a, a (5,
95), —1,1 (15, 85) y 0 (50). Niveles de ciclo estatico (min): —a, a (3, 22), —1,1 (5, 20) y 0 (12,5).

Los resultados que se obtuvieron se integraron en el disefio experimental con el software
Statgraphics Centurion 15.0. La adecuacion del modelo obtenido para PLE se verifico mediante
la evaluacion del coeficiente de determinacion (R2), coeficiente de variacion (CV) y el valor
de prueba de Fisher (relacion F). Se van a considerar valores significativos cuando p < 0,05.
Las ecuaciones del modelo ajustadas por el rendimiento de extraccion y el contenido en
compuestos fendlicos totales se obtendran de acuerdo con un modelo polinémico de segundo
orden. Los graficos de superficie de respuesta 3D permitirdn visualizar la relacion entre
variables independientes y respuestas, representando las variables dependientes en funcion de
dos variables independientes mas influyentes. Las condiciones Optimas se calcularan
considerando la maximizacion de las variables de respuesta individuales (Fuentes Marcia et
al., 2021).



7.5 Captacion de radicales y polifenoles totales

100 mg (x 0,5 mg) liofilizados de DM molido con mortero que se liofilizé a -65 °C durante 72
horas y se transfirié a un tubo de centrifuga de 15 ml. La extraccion se aplicé usando 10 ml de
metanol al 80 %, seguido de vértice (1 min), sonicacién (15 min) y centrifugacién (a 1230 g
durante 5 min) de la solucién para una mejor extraccion de los compuestos de las paredes
celulares de la planta. El procedimiento fue esbozado por Swain & Hillis, 1959, que se utilizo

con ligeras modificaciones.

Los Compuestos Fendlicos Totales (TPC) se midieron mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu
y una técnica colorimétrica. En un tubo de ensayo de 25 mL se agregaron precisamente 0,5 mL
de sobrenadante junto con 8 mL de agua megapura (Barnstead MP-12A, Haverhill, MA) y 0,5
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Se mezclé 1 mL de bicarbonato de sodio 1 N (Na2CO3)
después de 3 minutos y la solucién (0,5 mg/mL) se mantuvo durante 2 horas a temperatura
ambiente (alrededor de 22 °C). Se uso6 un espectrofotometro Lambda 35 UV/Vis (Perkin Elmer
Instruments, Norwalk, CT) para probar la absorbancia del complejo azul a 750 nm. El estandar
fue acido galico y se logrd un gréafico de calibracion de acido galico (rango de concentracion:
50-300 g/mL). El contenido fendlico total se calculé como mg de acido galico equivalente/g

de peso seco (mg GAE/qg).

Con algunos ajustes menores, la técnica de Brand-Williams et al., 1995 se utilizd para evaluar
el potencial antioxidante. Los radicales libres se generaron utilizando el compuesto DPPH (1,
1-difenil-2-picrilhidrazilo) que se utilizé para generar radicales libres (lbragic et al., 2021).
Cuando los radicales libres son reducidos por un antioxidante, su absorcion a 517 nm se
desvanece. Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2-carboxilico) se utiliz6 como
agente antioxidante de referencia en esta investigacion. Se disolvieron 0,1 ml de muestras de
cultivo de tejido con 0,4 ml adicionales de metanol al 80 % y se transfirieron a un tubo de
centrifuga de 1,5 ml afiadiendo 0,5 ml de solucion de DPPH fresca (0,01577 g/100 ml) que se
prepard con metanol al 80 %. La mezcla resultante se agito en la oscuridad durante 2 minutos
antes de incubarla a temperatura ambiente durante 30 minutos en un lugar oscuro. Mediante el
uso de la ecuacion (1), se determin el porcentaje de supresioén de DPPH a partir de la reduccién
de la absorcion (Wang et al., 2008):



blank absorbance—sample absorbance

1% = x 100

blank absorbance

Se uso un espectrofotdmetro Lambda 35 UV/Vis para detectar la reduccion en la absorcion de
DPPH a 517 nm (Perkin Elmer Instruments, Norwalk, CT). En el experimento controlado, los
extractos de DM se sustituyeron por metanol al 80% y también se empled una mezcla de
metanol al 80% sin DPPH. El potencial antioxidante se determind utilizando una calibracion

de referencia creada con dosis especificas de Trolox.

7.6  Contenido total de Carotenoides

Los carotenoides y sus ésteres han sido extraidos convencionalmente de DM liofilizada
utilizando el proceso descrito con pequefias modificaciones Cano et al., 2019. Para comenzar,
se combind 1 g del material liofilizado con 0.5 g de carbonato de magnesio 50 pL de ( all-E)-
B-apo-8'-carotenal (0,40 mg/mL). Posteriormente, para la extraccion se aplicaron 20 mL de
tetrahidrofurano (THF) fijado con butilhidroxitolueno (BHT) al 0,1% (p/v). La mezcla se
mezcl6 y homogeneiz6 en un Omnimixer (OMNI Macro S®, OMNI International, Kennesaw,
GA, EE. UU.) a 3000 g durante 3 minutos antes de colocarla en un bafio de ultrasonidos (J.P.
Selecta S.A., Barcelona, Espafia) a 50/ 60 Hz y 360 W durante 30 minutos. El extracto
centrifugado (a 15 000 g durante 10 minutos a 4 °C) se us0 para recolectar el sobrenadante y
se mezclaron 20 mL de acetona en el precipitado y la muestra se extrajo 3 veces (el
sobrenadante se mezcl6 usando 20 mL de éter dietilico al final para llegar a granulos incoloros).
Cada vez que surgia una emulsion, se mezclaban con la solucién 20 ml de agua saturada que
contenia NaCl al 30 % (p/v).

La fase organica se recupero y se secO durante 10 minutos a temperatura ambiente con 2,5 g
de sulfato de sodio anhidro. La muestra se limpid y filtrd utilizando papel de filtro Whatman
No. 1, y el sobrenadante limpio se sec6 al vacio a 30 °C en un evaporador rotatorio. Luego, el
extracto se diluyé a 2 ml con MeOH/MTBE/H20 (45,5:52,5:2, v/viv) y se purifico a través de
un filtro de 0,45 pum. Minimizar la isomerizacion y el deterioro de los carotenoides. Se utilizo

un espectrofotometro UV-Vis para medir la concentracion total de carotenoides a 450 nm



(Specord 210 Plus, Analytik Jena). Después del proceso de separacion de carotenoides, se
cuantifico el volumen de los extractos de aceite de carotenoides, se determind la absorbancia 'y
se utilizé hexano como referencia. En condiciones de poca luz, se examinaron las mezclas de
hexano. El contenido total de carotenoides (g de carotenoides/g de aceite vegetal) se estimo

utilizando la ecuacion (2).

Total carotenoid content (%) = (4xV) 10°

T E1%1cmXPx100

Donde A es la absorcion a 450 nm, V es el volumen total de absorcion (mL), E1%21cm es el
coeficiente de absorcion de los carotenoides mezclados en hexano (§ = 2500 dL/g

cm,(Meléndez-Martinez et al. , 2007)), y P es la cantidad de tejido vegetal extraido (g).

7.7 Determinacion por HPLC de azUcares y acidos organicos

7.7.1 Preparacion de patrones y muestras

Se prepararon homogéneamente 100 mg de cada uno de fructosa, maltosa, glucosa y sacarosa
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en etanol al 80 %, hirviendo, filtrando y completando
hasta 10 ml con etanol al 80 % (1 %) usando matraz aforado y filtrado antes de inyectar en el
HPLC. Los estandares ayudan a generar una curva de calibracion (Jalaludin y Kim, 2021).

Para la preparacion de los extractos, 10 g de polvo de DM se mezclaron y homogeneizaron en
etanol al 80 % utilizando un homogeneizador Vitris 45 durante 1 minuto. Las soluciones
producidas se hirvieron durante 15 min y se filtraron utilizando un filtro de jeringa con un

tamafio de poro de 0,2 pm (Whatman™ Puradisc, Buckinghamshire, Reino Unido).

7.7.2 Operacion HPLC

Para la determinacion de azUcares, los cromatografos de liquidos Beckman serie 340 equipados
con una bomba modelo 112, un inyector modelo 210 conectado con un bucle de muestra de 20
/IL y un sensor de indice de refraccion modelo 156. Un diametro interior de 300 mm x 7,8 mm.

Se us6 una columna recubierta con resina Aminex HPX-87C y calentada a 75 °C para extraer



azucares. En el modo estandar externo utilizando una atenuacion de 16 y una velocidad de
grafico de 0,5 cm/min, la sefial del detector se combiné electronicamente mediante un
integrador Varian 401. Se insertaron entre ambos un filtro de admision de columna Rheadyne
7302 de 2~, una capsula de retencion de exclusion de iones de 40 x 4,6 mm equipada con resina
Aminex HPX-85H y un cartucho protector de aniones/OH de 40 x 4,6 mm empaquetado con
resina Aminex A-25. el inyector y la columna analitica. La fase mévil fue de grado HPLC a
una velocidad de fluido de 1,2 ml/min (PICHA, 1985).

7.7.3  Estandares de acidos organicos

Se utiliz6 un patrén al 0,5% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) de cualquier acido orgéanico
(citrico, tartarico, L-mélico, quinico y succinico) segun Zeppa et al. (2001) con algunas
modificaciones. ElI aumento de temperatura no afect6 a los acidos organicos en comparacion
con los valores sin hervir diluidos en etanol al 80%. Se utilizé el mismo modelo de HPLC, la
misma columna (modelo de HPLC de azlcar) y un sensor UV Modelo 160 con una frecuencia
especificada de 214 nm para la medicion de acidos organicos. El sensor se ajusté a 0,100 AU
y la curva de calibracion del pulso se combiné eléctricamente en el modo de calibracidn externa
mediante un integrador Vista 401 (Varan Assoc., Sunnyvale, CA) con una atenuacién de 4 y
una velocidad de grafico de 0,5 cm/ min. Se insertaron entre el inyector y la columna (Bio-Rad
Laboratories) un filtro de entrada de columna Rheodyne modelo 7302 de 2 p£ (Rheodyne,
Cotati, CA) y una cépsula de filtro de exclusion de iones de 40 x 4,6 mm rellena con resina
Aminex HPX-85H. El fluido H2S04 0,0008 N desgasificado se prepard disolviendo una
concentracion de acido sulfurico a nivel quimico en una solucién de grado HPLC como fase

movil a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min.

7.8 Analisis HPLC-ESI-TOF-MS

Los extractos se analizaron con un sistema RRLC 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA), equipado con un desgasificador de vacio, una bomba binaria, un muestreador
automatizado, un compartimento de columna termostatico y un detector de matriz de diodos
(DAD). La columna analitica utilizada para la separacion cromatografica sera una columna

Zorbax Eclipse Plus C18 de 150 mm de % 4,6 mm de didmetro de particula, 1,8 pm de didmetro



(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La fase movil sera de acido formico al 0,1% en

agua como eluyente A y acetonitrilo como eluyente B (Fuentes Marcia et al., 2021).

El volumen de inyeccion sera de 10 pL. El caudal de la fase movil fue de 0,5 mL/min y la
temperatura de la columna se mantendra a 25 °C. El tiempo de ejecucién total sera de 45 min
con un gradiente lineal de varios pasos aplicado para la separacion fitoquimica: 0 min, 5% B;
15 min, 65% B; 36 min, 95% B; 40 min, 5% B, y, luego, un ciclo de acondicionamiento de 5

min con las condiciones iniciales antes de la siguiente inyeccion (Fuentes Marcia et al., 2021).

El sistema HPLC se acoplo a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo por
electropulverizacion (HPLC-ESI-TOF-MS). La calibracion externa del espectrometro de
masas se realizé utilizando una bomba de jeringa Cole Palmer 74900-00-05 (Vernon Hills, IL,
EE. UU.) conectada directamente a la interfaz, equipada con una solucion de formiato de sodio
de 10 mm. La mezcla se inyecto al comienzo de cada analisis y todos los espectros se calibraron
antes de la identificacion de los compuestos. Los datos exactos de masa de los iones
moleculares seran procesados por el software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, USA), que proporcionara una lista de posibles férmulas elementales utilizando Generate-

Molecular Formula Editor (Fuentes Marcia et al., 2021).

Para llevar a cabo la identificacion y cuantificacion de los compuestos bioactivos presentes en
los extractos de PLE, las muestras se prepararon a una concentracion de 5 mg/ml utilizando la
mezcla hidroalcohdlica de etanol y agua (50:50, v:v) como disolvente. Cada extracto sera
analizado por triplicado. Para llevar a cabo el analisis cuantitativo, se prepararon curvas de
calibracion de los seis estandares descritos en la seccidn de reactivos a una concentracion de 1
mg/ml. Para dibujar la curva de calibracion para cada compuesto estandar, se prepararon y
analizaron diluciones a las siguientes concentraciones: 0,5; 1; 2.5; 10; 10X 30; 50; 75; 100 y
150 ug/ml (Fuentes Marcia et al., 2021).



VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Actividad antioxidante de diferentes fuentes vegetales

La Tabla 1 indica los resultados de TPC, TCC y actividad antioxidante de las fuentes vegetales
del Dioon mejiae para comparar su capacidad antioxidante. DM indico TCC alto con
diferencias significativas (7,65+0,32, 8,65+0,45 mg Q/mL respectivamente). DM tiene
cantidades significativamente diferentes (P < 0,05) de TPC, TCC y actividad antioxidante.

8.2 Concentracion Fenoles Totales

Fecha: 2/12/2022 Hora: 4:54:15 p. m.

Instrumento: PerkinElmer Lambda 35 Numero de serie: 502508071606 Método:
PHENGALI

Modo ordenado: longitud de onda Unica

Rendija: UV/VIS: 2,00 rm

Linea base: Sin correccién 0.00 0.00)

Nombre del archivo de resultado: DANY-PA.RCO

Autozero realizado: 12/2/2022 4:53:42 PM Analista

Tabla 3 Concentracion fenoles totales

Wavelength (s) Sample ID Ordinate Factor  Concentration = Sample Info

MEAN 129.13 ug/ml

750.0 0.0  03-T-1 0.0756  1.0000 22.426 ug/ml
750. 0 0.0 03-T-2 0.0393  1.0000 12.520 ug/ml
750.0 0.0 03-T-3 0.0456  1.0000  14.225ug/ml

750.0 0.0 03-T-4 0.0734 1.0000  21.838 ug/ml



750.0

750.0
750.0
750. 0
750.0
750.0

750.0
750. 0
750.0
750.0
750.0

0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

1.0000 29.831 ug/ml

47.544 ug/ml
27.009 ug/ml
27.520 ug/ml

32.381 ug/ml
30.187 ug/ml

9.8780 ug/ml
8.4789 ug/ml
14.457 ug/ml
22.246 ug/ml

03-T-5 0.1027
S.DEV; 6.9835  MEAN 20.168 ug/ml
05-T-1 0.1675 1.0000
05-T-2 0.0924  1.0000
05-T-3 0.0942  1.0000
05-T-4 0.1120  1.0000
05-T-5 0.1040  1.0000
DEV: MEAN 32.928 ug/ml

01-T-I 0.0297  1.0000
01-T-2 0.0245  1.0000
01-T-3 0.0464  1.0000
01-T-4 0.0749  1.0000
OI-T-5 0.0321  1.0000

10.547 ug/ml

S.DEV:5.5620 MEAN 13.121 ug/ml

8.3 Concentracion total carotenoides

Fecha: 10/12/2022 instrumento: PerkinElmer Lambda 35 Numero de serie: 502508071606
Método: CRTNDS21

Modo ordenado: longitud de onda Unica

Rendija: UV/ViS: 2,00 nm

Linea de base: Sin correccion 0.00 0.00) Nombre de archivo de resultado: DANY -CRT.

Autocero realizado: 10/12/2022 1:10:58 Analista:

Tabla 4 Concentracion total carotenoides

Wavelength (s)  Sample ID Ordinate Factor Concentration ~ Sample Info
440.0 0.0  T-05-1 0.4092 1.0000 10 .053 mg/ml

440.0 0.0 T-05-2 0.1026 1.0000 2.5211 mg/ml

440.0 0.0  T-05-3 0.4334 1.0000 10.648 mg/ml

440.0 0.0 T-05-4 0.1085 1.0000 2.6651 mg/ml

440.0 0.0 T-05-5 0.0944 1.0000 2.3181 mg /ml




8.4 Concentracion de Antioxidantes

Fecha: 2/12/2022 Hora: 4:25:50 p. m.

Instrumento: PerkinE1lmer Lambda 35 Numero de serie: 502508071606
Método: CONCGALI

Ranura: Uv/VIS: 2,00 mm

Nombre de archivo de resultado: ANT-DANY . RCO

Autocero realizado: 2/12/2022 4:24:50 p. m. Analisis:

Tabla 5 Concentracion de Antioxidantes

Wavelength (s) Sample  Ordinate Factor Concentration Sample Info
5170 0.0 03-T-I 1.2971 1.0000 14. 096 ug/mL
5170 0.0 03-T-2 1.3410 1.0000 13.069 ug /rt1L
5170 0.0 03-T-3 1. 3337 1.0000 13.238 ug /mL
5170 0.0 03-T-4 1.4199 1.0000 11.218 ug /rrL
5170 0.0 03-T-5 1.2935 1.0000 14. 181 ug /mL
5170 0.0 05-T-I 1.3684 1.0000 12.42 4 ug/mL
5170 0.0 05-T-2 1.3794 1.0000 12. 168 ug/mL
317.0 0.0 05-T-3 1.3605 1.0000 12. 611 ug/mL
517.0 0.0 05-T-4 1.3388 1.0000 13.119 ug/mL
517.0 0.0 05-T-5 1.3624 1.0000 12.566 ug/mL
5170 0.0 01-T-1 1.3632 1.0000 12.547 ug/mL
517.0 0.0 01-T-2 1.3767 1.0000 12. 231 ug /Ml
517.0 0.0 01-T-3 1.3236 1.0000 13. 477 ug /mL
5170 0.0 01.T-4 1.3158 1.0000 13. 658 ug /mL

517.0 0.0 01-T-5 1.3996 1.0000 11. 695 ug /mL



Tabla 6 Contenido de fenoles totales, contenido de carotenoides totales y actividad
antioxidante del Dioon mejiae

Fuente vegetal TPC (ng GAE/mL) TCC (mg Q/mL) Antioxidant activity (%)

DM 305.73+9.05° 8.65+0.45% 38.78+2.05°

Medias con letras diferentes dentro de la misma columna representan diferencias significativas a P <
0,05. DM=Dioon mejiae

8.5  Perfil de azUcar y &cidos organicos

Tablas 2 y 3. Muestran contenido importante de azucares y acidos (g/100g) de fuentes vegetal
Dioon mejiae. DM no tenian cantidades significativamente diferentes (P > 0,05) de sacarosa,
fructosa y glucosa. Las cantidades de glucosa en DM son altas tuvo la cantidad de glucosa
(0,27 +£ 0,03 g/100 g).

Tabla 7 Pico de Resultados de Azucares

Nombre | RT Area %Urea | Altura | Cantidad | Unidad | %Cantidad

de Pico
1 Fructuosa | 5.956 | 25279 | 40.89 1773 0.049 53.43
2 Glucosa |6.366 | 13260 |21.45 |1128 |0.026 28.71
3 Sucrosa | 7.034 | 8663 14.01 801 0.016 17.86
4 Maltosa | 7.889




Tabla 8 Perfil de azucar del Dioon mejiae

Fuentes Sucrose (g /100g) Fructose (g /100g)  Glucose (g /100g)  Maltose (g /100g)
vegetale
DM 0.05+0.02° 0.09+0.02° 0.27+0.03? 1.37+0.19

Medias con letras diferentes dentro de la misma columna representan diferencias significativas a P < 0,05.

DM=Dioon mejiae

Tabla 9 Resultado &cidos organicos Dioon mejiae

Nombre . RT Area % Area | Altura | Cantidad % Cantidad
4.809 | 402814 5.72 22228

2 4.984 408424 | 5.80 25488
3 5.450 | 388247 551 17015
4 5850 | 22878 0.32 5107
5 |Citric 6.164 | 67696 0.96 5974 | 0.017 2.08
6 | Tartaric | 6506 | 76320 1.08 7141 = 0006 0.72
7 6.868 | 2067362 29.37 | 150930
8 L-Malic | 7.493 1283989 @ 18.24 43189 0.200 24.63
9 | Quinic 8.163 | 2148720 | 30.52 | 117035 0.543 66.79
10 |Succinic |9.730 173707 | 2.47 6232 0.047 5.79
Tabla 10 Perfil de acidos organicos de Dioon mejiae

Plant sources Citric Tartaric L- Malic  Quinic Succinic

(9 /1009) (9/100g)  (9/100g) (g /1009) (9 /1009)
DM Not detected ~ 1.31+0.18%  2.05+0.21* Not detected 2.44+0.242

Medias con letras diferentes dentro de la misma columna representan diferencias significativas a P < 0,05.

DM=Dioon mejiae



8.6 Discusién

El Dioon mejiae se usa tradicionalmente para alimentos y bebidas que indicaron un alto
contenido de polifenoles y segin EI Gendy et al. (2022), tiene 83,00 + 4,1 % de inhibicién en
el método ABTS y menor TPC (37,14 pg GAE/mg) en comparacion con los resultados
obtenidos. EI DM es rica en valores nutricionales y calorias debido a la presencia de
carbohidratos como el almidén con alto contenido de amilopectina, aminoacidos esenciales,

fibra dietética y alto contenido de acidos grasos insaturados.

La glucosa y la fructosa se informaron en 0,12 + 0,01 ¢/100 g y 0,24 + 0,01 g/100 ¢
respectivamente (Bastias-Montes et al., 2020) en DM, mientras que el contenido de glucosa
del presente estudio fue mayor (0,27 + 0,03 g/100 g) y el contenido de fructosa fue menor
(0,09+0,02 g/100g). el alto contenido de glucosa en MS y el mayor contenido de TCC podrian
ser la razén del mayor conteo bacteriano (Sakata et al., 2003) luego de una disminucién

significativa a las 4 horas y aumento hasta las 8 h en la prueba de resistencia a la bilis.

La glucosa acelera el crecimiento bacteriano y la produccion de acido y carotenoides estimula
el crecimiento bacteriano al proporcionar aminoacidos esenciales e hipoxantina (Patel et al.,
2019). Ademas, la DM contenia una gran cantidad de acido tartarico, acido L-malico y acido
succinico que proporcionan un ambiente acido. Segun Donkor et al. (2006), una condicién
acida en el cultivo de yogur conduce a un aumento en la supervivencia de Lactobacillus

acidophilus L10 y Lactobacillus paracasei L26.



IX. CONCLUSIONES

Conforme a los resultados obtenidos, se lleg6é a la conclusion que harina de Dioon
mejiae (teosinte) presenta abundantes compuestos bioactivos como potencial

ingrediente funcional, promoviendo asi la buena salud en el ser humano.

Los resultados mostraron abundante contenido de moléculas bioactivas, mediante la
extraccion convencionales (microonda asistido y fluido presurizado), de los cuales se
obtuvieron contenido total de fenoles (TPC) 305.73+9.05 ug GAE/ml, contenido de
carotenoides totales (TCC) 8.65+0.45 mg Q/ml y actividad antioxidante 38.78+2.05 %

de la fuente vegetal de teosinte.

De acuerdo a los resultados de la extraccion Dioon mejiae (DM) se cuantifico y valido
el contenido total de fenoles (TPC), alto con diferencias significativas (7,65%0,32,
8,65+0,45 mg Q/ml respectivamente). El teosinte (Dioon mejiae) tiene cantidades
significativamente diferentes (P < 0,05) de contenido total de fenoles (TPC), contenido

de carotenoides totales (TCC) y actividad antioxidante

Al finalizar la investigacion concluimos que la harina de Dioon mejiae (teosinte) tiene
alto e importante contenido de moléculas bioactivas que ayuda a promover la buena
salud en los humanos, por lo que se puede utilizar para la fortificacion, enriquecimiento
de productos comestibles o mediante la fabricacion de productos de panificacion a base

de esta harina.



X. RECOMENDACIONES

Promover en Honduras y en especial al departamento de Olancho la propagacion de
esta especie vegetal Dioon mejiae (teosinte) mediante reproduccion sexual o asexual,
para evitar que se pierda esta planta que tiene alto valor, como potencial ingrediente

funcional, promoviendo asi la buena salud en el ser humano.

Realizar mas investigaciones con la harina de esta especie vegetal Dioon mejiae
(teosinte), ya que este presenta un buen perfil nutricional y de moléculas bioactivas que
promueve la buena salud en humano. Por otro lado, es una alternativa para realizar

productos de panificacién, dado que en el futuro se limite el acceso a harina de trigo.

Promover més investigaciones utilizando la harina de teosinte, con diferentes productos
alimenticios a parte de productos de panificacion, que contenga bajo perfil nutricional
y funcional, para analizar los resultados que se obtenga al fortificar o enriquecer

alimentos con harina de teosinte (Dioon mejiae) y la aceptabilidad de la poblacion.
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XIT.ANEXOS

Anexo 1. Calibracion para la Obtencion de contenido Total de Fenoles

PHENDLIC AciDs.

Date : 12/2/2022 Time : 16:53:45

CALIBRATION
\_—

Date: 12/2/2022 Time: 4:53:43 BM
Instrument: PerkinElmer Lambda 35 Serial No: 502508071606

Method: PHENGALI

Ordinate mode: Single wavelength

Baseline: No correction ( 0.00 0.00 )

Analyst:
Wavelength(s) Sample ID Concentration Ord. value Comment
750.0 0.0 GA-0.m01 0,0000 ug/ml 0.0144

750.0 0.0 Ga-50.a02 50.000 ug/ml 0.1490

750.0 0.0 GA-100.R03 100.00 ug/ml 0.3658

750.0 0.0 GA~150.R04 150.00 ug/ml 0.5379

750.0 0.0 GA-300.A05 300.00 ug/ml 1.0961

Equation: y = -6.488113e-03 + 3.659451e-03 * x

Residual error: 0.020616
Correlation coefficient: 0.999103



Anexo 2. Curva de Calibracion para la Obtencién de Contenido Total de Fenoles
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Jonceéntration Results

Date: 12/2/2022
Instrument:
Method: PHENGALI

Date ¢

Time: 4:54:15 PM
PerkinElmer Lambda 35

Ordinate mode: Single wavelength

Slit: UV/VIS: 2.00 nm

Serial

12/72/2022

Anexo 3. Resultados de Contenido Total de Fenoles

Time : 17:

No: 502508071606

19:28

Baseline: No correction ( 0.00 0.00 )

Result Filename: DANY-PA.RCO

Autozero performed: 12/2/2022 4:53:42 PM

Analyst:

Wavelength(s) Sample ID Ordinate Factor Concentration Sample Info
750.0 0.0 03-p-1 1.3962 1.0000 383.31 wug/ml
750.0 0.0 03-pP-2 1.1820 1.0000 327.49 ug/ml
750.0 0.0 03-P-3 1.0862 1.0000 298.5% ug/ml
750.0 0.0 03-P-4 1.0711 1.0000 294.47 ug/ml
750.0 0.0 03-p-5 1.2400 1.0000 340.62 ug/ml

S.DEV: 36.068 MEAN 328.90 ug/ml
750.0 0.0 05-P-1 1.7434 1.0000 478.19% ug/ml
750.0 0.0 05-pP-2 1.7583 1.0000 482.26% ug/ml
750.0 0.0 05-p-3 1.6070 1.0000 440.92* ug/ml
750.0 0.0 05-P-4 1.6519 1.0000 453.17* ug/ml
750.0 0.0 05-P-5 2.1320 1.0000 584.38* ug/ml
S.DEV: 56.673 MEAN 487.78* ug/ml
750.0 0.0 01=-p=1 0.41%5 1.0000 116.39 ug/ml
750.0 0.0 01-p=2 0.4966 1.0000 134.75 ug/ml
750.0 0.0 01-p-3 0.5107 1.0000 141.32 ug/ml
750.0 0.0 01-p-4 0.4723 1.0000 130.82 ug/ml
750.0 0.0 01-P-5 0.4412 1.0000 122.34 wug/ml
5.DEV: 9.8926 MEAN 129.13 ug/ml
750.0 0.0 03-T-1 0.0756 1.0000 22.426 wug/ml
750.0 0.0 03-T-2 0.03%3 1.0000 12.520 ug/ml
750.0 0.0 03-T-3 0.0456 1.0000 14.225 ug/ml
750.0 0.0 03-T-4 0.0734 1.0000 21.838 wug/ml
750.0 0.0 03-7-5 0.1027 1.0000 29.831 ug/ml
S.DEV: 6.9835 MEAN 20.168 ug/ml
750.0 0.0 05-T-1 0.1675 1.0000 47.544 ug/ml
750.0 0.0 05-T-2 0.0924 1.0000 27.009 ug/ml
750.0 0.0 05-T-3 0.0942 1.0000 27.520 wug/ml
750.0 0.0 05-T-4 0.1120 1.0000 32.381 wug/ml
750.0 0.0 05-T=-5 0.1040 1.0000 30.187 ug/ml
S.DEV: 8.4520 MEAN 32.928 ug/ml

750.0 0.0 01-T-1 0.02%7 1.0000 9.8780 ug/ml
750.0 0.0 01-T=-2 0.0245 1.0000 B8.478% ug/ml

750.0 0.0 01-T-3 0.0464 1.0000 14.457 ug/ml
750.0 0.0 01-7-4 0.0749 1.0000 22.246 ug/ml

750.0 0.0 01-T-5 0.0321 1.0000 10.547 ug/ml

S.DEV: 5.5620 MEAN 13.121 ug/ml



Anexo 4. Calibracion para la Obtencion de Contenido de carotenoides Totales

Totn) Caxotovoids

Date : 12/10/2022 Time : 13:11:02

CALIBRATION
e —

Date: 12/10/2022 Time: 1:10:59 PM

Instrument: PerkinElmer Lambda 35  Serial No: 502508071606
Method: CRTNDSZ]

Ordinate mode: Single wavelength

Raseline: No correction ( 0.00 0.00 )

Analyst:

Wavelength(s)  Sample ID Concentration  Ord. value Comment

440.0 0.0 Ref0,A01 0.0000 mq/ml 0.0715
440.0 0.0  Ref5.A02 9.0000 mg/ml 0,1593
440.0 0.0 Refl0.A03 10,000 mg/ml 0.3362
440.0 0.0 Refl5.A04 15,000 mg/ml 0.5684
440.0 0.0 Ref20.A05 20,000 mg/ml 0.8911

Equation: y = 4,070087e-02 * x

Residual error: 0.069833
Correlation coefficient: 0.977529



Anexo 5. Curva de Calibracion para la Obtencion de Contenido de carotenoides Totales

Calibration Curve
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Spectrum Name: CRTNDS21
Description: y = 4.070087e-02 * x
Comments: RE = 6.983299e-02, CC = 9.775295e-01

Date Created: Wed Jun 15 17:15:57 2022



Anexo 6. Resultados de contenido de carotenoides totales

Date : 12/10/2022 Time : 13:21:17

concentration Results

pate: 12/10/2022 Time: 1:12:49 PM
Instrument: PerkinElmer Lambda 35
Method: CRTNDS21

Ordinate mode: Single wavelength
Slits: UV/VIS: 2.00 nm

Raseline: No correction ( 0.00 0.00 )
Result Filename: DANY-CRT.RCO

ARutozero performed: 12/10/2022 1:10:58 PM
Analyst:

Serial No: 5028508071606

Wavelength(s) Sample ID Ordinate Factor Concentration Sample Info

440.0 0.0 T-05-1 0.4092 1.0000 10.053 mg/ml
440.0 0.0 T-05-2 0.1026 1.0000 2.5211 mg/ml
440.0 0.0 T-05-3 0.4334 1.0000 10.648 mg/ml
440.0 0.0 T-05-4 0,1085 1.0000 2.6651 mg/ml
440.0 0.0 T-05-5 0.0944 1.0000 2.3181 mg/ml
440.0 0.0 PI-05-1 1.3439 1.0000 33.018* mg/ml
440.0 0.0 PI-05-2 1.3636 1.0000 33.502* mg/ml
440.0 0.0 PI-05-3 0.3327 1.0000 8.1743 mg/ml
440.0 0.0 PI-05-3 0.9610 1.0000 23.611 mg/ml
440.0 0.0 PI-05-4 1.5767 1.0000 38.788* mg/ml
440.0 0.0 PI-05-5 0.7564 1.0000 18.584 mg/ml
440.0 0.0 PC-05-1 0.0015 1.0000 0.036%9 mg/ml
440.0 0.0 PC-05-2 0.0118 1.0000 0.2894 mg/ml
440.0 0.0 PC-05-3 0.0550 1.0000 1.3506 mg/ml
440.0 0.0 PC-05-4 0.0280 1.0000 0.6892 mg/ml
440.0 0.0 SC-05-1 0.6270 1.0000 15.404 mg/ml
440.0 0.0 sC-05-2 1.3179 1.0000 32.380* mg/ml
440.0 0.0 SC-05-3 1.1741 1.0000 28.847 mg/ml
440.0 0.0 SC-05-4 1.3194 1.0000 32.417* mg/ml




Anexo 7. Calibracion para la Obtencion de Antioxidantes

ANTIOX IDANTS.

—— Date : 12/2/2022 Time : 16:24:53

CALIBRATION
R —

pate: 12/2/2022 Time: 4:24:50 PM

Instrument: PerkinElmer Lambda 35 Serial No: 502508071606
Method: CONCGALI

Ordinate mode: Single wavelength

Baseline: No correction ( 0.00 0.00 )
Analyst:
Wavelength(s) Sample ID Concentration Ord. value Comment
517.0 0.0 STDO.AO1 0.0000 ug/mL 2.0627
517.0 0.0 STD5.A02 5.0000 ug/mL 1.5901
517.0 0.0 STD10.A03 10,000 ug/mL 1.4030
517.0 0.0 STD20.A04 20.000 ug/mL 0.9865
517.0 0.0 STD40.R05 40.000 ug/mL 0.2507

Equation: y = 1.898456e+00 + -4.265735e-02 * x

Residual error: 0.126044
Correlation coefficient: 0.987156



Anexo 8. Curva de Calibracién para la Obtencion de Antioxidantes
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Spectrum Name: CONCGAL!

Description: y = 1.898456e+00 + -4.265735e-02 * x
Comments: RE = 1.260438e-01, CC = 9.871556e-01

Date Created: Fri Nov 04 17:44:10 2022



Anexo 9. Resultados de Contenido de Antioxidantes

Date : 12/2/2022 Time : 16:44:34

.oncentration Results

Date: 12/2/2022 Time: 4:25:50 PM

Instrument: PerkinElmer Lambda 35 Serial No: 502508071606
Method: CONCGALI

Ordinate mode: Single wavelength

Slit: UV/VIS: 2.00 nm

Baseline: No correction | 0.00 0.00 )

Result Filename: ANT-DANY.RCO

Autozero performed: 12/2/2022 4:24:50 PM

Analyst:

wavelength(s) Sample ID Ordinate Factor Concentration Sample Info
517.0 0.0 03-pP-1 0.3323 1.0000 36.714 ug/mL
517.0 0.0 03-p-2 0.3045 1.0000 37.365 ug/mL
517.0 0.0 03-pP-3 0.1993 1.0000 39.832 ug/mL
517.0 0.0 03-pP-4 0.2432 1.0000 38.802 ug/mL
517.0 0.0 03-P-5 0.3162 1.0000 37.093 ug/mL
517.0 0.0 05-p-1 0.4866 1.0000 33.097 ug/mL
517.0 0.0 05-pP-2 0.2276 1.0000 39.168 ug/mL
517.0 0.0 05-pP-3 0.2927 1.0000 37.644 ug/mL
517.0 0.0 05-P-4 0.3434 1.0000 36.454 ug/mL
517.0 0.0 05-P-5 0.4393 1.0000 34.206 ug/mL
517.0 0.0 01-P-1 0.2072 1.0000 39.647 wug/mL
517.0 0.0 01-pP-2 0.2547 1.0000 38.533 wug/mL
517.0 0.0 01-P-3 0.2763 1.0000 38.027 wug/mL
517.0 0.0 01-pP-4 0.2344 1.0000 39.009 ug/mL
517.0 0.0 01-pP-5 0.2714 1.0000 38.142 ug/mL
517.0 0.0 03-T-1 1.2971 1.0000 14.096 wug/mL
517.0 0.0 03-T-2 1.3410 1.0000 13.069 ug/mL
$17.0 0.0 03-T-3 1.3337 1.0000 13.238 ug/mL
517.0 0.0 03-T-4 1.4199 1.0000 11.218 wug/mL
517.0 0.0 03-T-5 1.2935 1.0000 14.181 wug/mL
$17.0 0.0 05-T-1 1.3684 1.0000 12.424 ug/mL
517.0 0.0 05-T-2 1.3794 1.0000 12.168 ug/mL
517.0 0.0 05-T-3 1.3605 1.0000 12.611 ug/mL
517.0 0.0 05-T-4 1.3388 1.0000 13.119 ug/mL
517.0 0.0 05-T-5 1.3624 1.0000 12.566 ug/mL
517.0 0.0 01-T-1 1.3632 1.0000 12.547 ug/mL
517.0 0.0 01-T-2 1.3767 1.0000 12.231 ug/mL
517.0 0.0 01-T-3 1.3236 1.0000 13.477 ug/mL
517.0 0.0 01-T-4 1.3158 1.0000 13.658 ug/mL
517.0 0.0 01-T-5 1.3996 1.0000 11.695 ug/mL



Anexo 10. Resultados de Contenido total de acidos organicos
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Anexo 11. Resultados de contenido total de azucares
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Anexo 12. Proceso para la obtencidn de harina de Dioon mejiae (teosinte)
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Anexo 13. Insumos y equipo de laboratorio para la extraccion de moléculas bioactivas



Anexo 14. Insumos y equipo de laboratorio para la extraccion de moléculas bioactivas



Anexo 15.
Equipo de laboratorio para la validacion de moléculas bioactivas



Anexo 16. Programas SciFinder y PubChem. para la identificacion de moléculas bioactivas
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Anexo 17. Realizacion de actividades en laboratorio




Anexo 18. Equipo de laboratorio
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