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. RESUMEN

El maiz constituye la base de la alimentacién en México por lo que tiene una gran
importancia econdmica y social. Por ello, el desarrollo de maices especializados que
sean competitivos y puedan estar al alcance de los agricultores es muy relevante. El
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
desarrolld6 maices con alto contenido de aceite (ACA) (6-8%), los cuales también
poseen un mayor contenido de proteina como consecuencia del aumento en el tamafio
del germen. Las proteinas de maiz pueden generar mediante hidrélisis enzimatica
péptidos bioactivos que ejercen una amplia variedad de efectos biolégicos importantes
actuando como antioxidantes, anticancerigenos, antihipertensivos, hipoglucemiantes,
antimicrobianos, entre otros. Sin embargo, no existe informacién sobre las actividades
biolégicas de péptidos de maices ACA. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
actividad antioxidante (AAox) e inhibitoria de a-glucosidasa in vitro de hidrolizados de
albuminas (Alb), globulinas (Glb) y prolaminas (Pro) de maices ACA. Se utilizaron
cuatro hibridos ACA, dos blancos (PBN85 x PBB183, PNB11 x PBN84) y dos amarillos
(PAN157 x PAB218, CML451/CML486 x PAN133), asi como un hibrido comercial
como referencia. Se extrajeron fracciones proteicas secuencialmente de acuerdo con
su solubilidad: Alb (Agua), Glb (NaCl 0.5 M, pH 7) y Pro (EtOH 70%). Se hidrolizaron
con alcalasa y se obtuvieron las fracciones < 10 kDa. Se determiné el grado de
hidrdlisis (GH), la AAox por ABTS, DPPH y ORAC, asi como la actividad inhibitoria de
a-glucosidasa in vitro. La fraccion Alb presentd los mayores valores de GH (30.27-
24.35%), seguido de Glb (27.09-14.56%) y Pro (11.14-8.38%). En general la AAox de

los hidrolizados de maices ACA fue significativamente mayor que la del hibrido



comercial. Los hidrolizados de albuminas mostraron la mayor AAox por DPPH (5
mg/mL) observando la mayor inhibicion del radical en PBN11 x PBN84 (51.47%) y
CML451/CML486 x PAN133 (49.19%), mientras que los hidrolizados de prolaminas y
globulinas (1 mg/mL) mostraron la mayor AAox por ABTS (68.38% y 57.34%,
respectivamente) y ORAC (714.28 y 338.35 umol ET/g H bs, respectivamente); los
maices ACA sobresalientes fueron PBN11 x PBN84 (Pro) y PAN157 x PAB218 (Glb).
La actividad inhibitoria de a-glucosidasa fue mayor en Alb (34.09-68.15%), seguido de
Glb (20.33-58.59%) y Pro (29.61-58.71%), destacando el maiz ACA CML451/CML486
x PAN133, cuyos hidrolizados presentaron los valores mas altos en las tres fracciones
proteicas. Los resultados demuestran que los maices ACA son una buena fuente de
péptidos con actividad antioxidante e inhibitoria de a-glucosidasa y algunos de ellos
poseen mejores propiedades nutracéuticas que el hibrido comercial, por lo que
representan una buena alternativa para ser incluidos en la dieta o para ser utilizados
como parte de tratamientos no farmacol6gicos contra enfermedades relacionadas con

el estrés oxidativo y la diabetes.



ABSTRACT

Corn is a staple food in Mexico and has a great economic and social relevance.
Therefore, the development of specialized corn genotypes that are competitive and
within the reach of farmers is very relevant. The National Institute of Forestry,
Agricultural and Livestock Research (INIFAP) developed high oil corn (HOC) (6-8%),
which also have a higher protein content because of an increase in germ size. Corn
proteins can generate bioactive peptides through enzymatic hydrolysis, which exert a
wide variety of important biological effects, acting as antioxidants, anticancer,
antihypertensive, hypoglycemic, antimicrobial, among others. However, there is no
information about the biological activities of peptides from HOC. The objective of this
work was to evaluate the antioxidant activity (AoxA) and a-glucosidase inhibitory
activity in vitro of albumin (Alb), globulin (Glb), and prolamin (Pro) hydrolysates from
HOC. Four HOC hybrids were used, two white (PBN85 x PBB183, PNB11 x PBN84)
and two yellow (PAN157 x PAB218, CML451/CML486 x PAN133), and a commercial
hybrid as reference. The protein fractions were extracted sequentially based on their
solubility: Alb (Water), Glb (0.5 M NaCl, pH 7), and Pro (EtOH 70%); they were
hydrolyzed with alcalase and fractions <10 kDa were obtained. The degree of
hydrolysis (% GH), AoxA by ABTS, DPPH and ORAC assays, and the inhibitory activity
of a-glucosidase were determined. Alb showed the highest %GH (30.27-24.35%),
followed by Glb (27.09-14.56%) and Pro (11.14-8.38%). In general, the AoxA of the
HOC hydrolysates was significantly higher than that of the commercial hybrid. Albumin
hydrolysates showed the highest AoxA by DPPH (5 mg/mL) with the highest radical

inhibition observed in PBN11 x PBN84 (51.47%) and CML451/CML486 x PAN133



(49.19%), while prolamins and globulins hydrolyzates (1 mg/mL) showed the highest
AAox by ABTS (68.38% and 57.34%, respectively) and ORAC (714.28 and 338.35
umol ET/g H bs, respectively), highlighting PBN11 x PBN84 (Pro) and PAN157 X
PAB218(GIb). The inhibitory activity of a-glucosidase was higher in Alb (34.09-
68.15%), followed by Glb (20.33-58.59%), and Pro (29.61-58.71%), highlighting the
CML451/CML486 x PAN133 genotype, whose hydrolysates showed the highest values
in the three protein fractions evaluated. The results show that the HOC hydrolysates
have high antioxidant and hypoglycemic activity, and some of them have better
nutraceutical properties than the commercial hybrid, therefore, they represent a good
alternative to be included in the diet or to be used as part of non-pharmacological

treatments against diseases related to oxidative stress and diabetes.



ll. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial ya que se produce
en la mayoria de los paises y tiene una amplia variedad de usos. México ocupa el
octavo lugar de produccion de maiz a nivel mundial (FAOSTAT 2023) y a nivel nacional
el estado de Sinaloa es el principal productor de este cereal (SIACON 2023). El maiz
es una buena fuente de nutrimentos y compuestos bioactivos con beneficios para la
salud, siendo rico en carbohidratos (almidén), proteinas y aceite, ademas de contener
varios fitoquimicos importantes como vitamina E y fitoesteroles, entre otros (Austrias

2011; Arendt y Zannini 2013).

Las proteinas del maiz tradicionalmente se clasifican en cuatro fracciones segun
su solubilidad: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones
salinas), prolaminas o zeinas (solubles en alcohol) y glutelinas (solubles en diluyentes
alcalinos). Del total de la proteina del grano, alrededor del 52% son prolaminas y se
localizan principalmente en el endospermo, mientras que el resto lo constituyen las
albuminas y globulinas (22%), las cuales se concentran en el germen, y las glutelinas

(25%) que se encuentran tanto en el germen como en el endospermo (Wilson 1987).

El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
ha desarrollado maices especializados con alto contenido de aceite (ACA) los cuales
se caracterizan por tener mas del 6% de aceite y un alto contenido de acidos grasos
esenciales poliinsaturados, ademas de un aumento en el contenido de proteinas y

aminoacidos, caracteristicas que en conjunto pueden contribuir en la disminucién o la



revencion del desarrollo de enfermedades crénicas degenerativas (Dudley y Lambert

1992; Lambert 2001; Preciado-Ortiz y col 2013).

Los granos de maiz ACA se han tratado de introducir en la produccion comercial
de México, pero a la fecha sus beneficios no han sido aprovechados (Preciado-Ortiz y
col 2013), por lo que es importante estudiar las caracteristicas nutracéuticas de estos

materiales para darles valor agregado y motivar su uso.

La hidrélisis enzimatica de las proteinas genera cadenas mas cortas de
aminoacidos llamados péptidos, lo cual permite su absorcion del tracto digestivo al
torrente sanguineo (Chakrabarti y col 2018). Los biopéptidos o péptidos bioactivos se
han relacionado con actividades biolégicas importantes. Actualmente se cuenta con
mucha informacién sobre estudios realizados en péptidos bioactivos obtenidos de
diferentes genotipos de maiz, los cuales han reportado actividades tales como
induccion de apoptosis de células cancerigenas, actividades antioxidante,
antihipertensiva, anticolesterolémica e hipoglucemiante, entre otras, brindando
beneficios para la salud humana y teniendo el potencial de reducir el riesgo de
enfermedades crénicas importantes (Nasri 2017). Sin embargo, en maiz ACA no se
han encontrado reportes de péptidos bioactivos de hidrolizados de las diferentes
proteinas de almacenamiento. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
actividad antioxidante (AAox) e inhibitoria de a-glucosidasa in vitro de hidrolizados de
fracciones de proteinas (albuminas, globulinas y prolaminas) de maices ACA. Esto
permitié comprobar la actividad biolégica que pueden brindar los péptidos provenientes

de maices ACA y conocer el potencial uso de estos materiales para mejorar la salud.



ll. REVISION DE LITERATURA

A GENERALIDADES DEL MAIZ
1 Origen y taxonomia

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de unos 7,000 afios de antigliedad cuyo centro
de domesticacion fue Mesoamérica que incluye parte de México y América central,
siendo uno de los cereales mas importante para consumo humano y animal (Acosta
2009). Su domesticacion lo convirtié en una planta apta para proporcionar a los grupos
humanos cantidades de grano suficientes para alimentarse adecuadamente. Hoy en
dia continta siendo el principal alimento de los mexicanos ya que es procesado por

medios industriales para diversos fines (Lépez-Mazén y col 2012).

Zea mays pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas,
comprendiendo mas de 600 géneros (Cuadro 1). Son comunmente llamados teosinte
y las especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o maicillo son formas
salvajes parientes de Zea mays. Son clasificadas como del Nuevo Mundo, porque su
centro de origen estd en América (Acosta 2009; Kato-Yamakake y col 2009). Zea mays
es la uUnica especie cultivada de las Maydeas y de gran importancia econémica.
Ademas, es conocida con varios nombres comunes como choclo, jojote siendo maize,
el mas usado dentro de los paises de habla inglesa excepto en los Estados Unidos de

América y Canada, donde se le denomina corn (Paliwal 2001).

2 Caracteristicas botanicas
El maiz (Zea mays L.) es una planta monoica de flores unisexuales (masculinas y

femeninas) bien diferenciadas en la misma planta (Figura 1). La inflorescencia



Cuadro 1. Taxonomia del maiz

Categoria

Reino Plantae
Subdivisibn Magnoliophyta (angiosperma)
Clase Liliopsida (monocotiledonia)

Subclase Commelinidae

Orden Poales

Familia Poaceae

Tribu Andropogoneae
Subtribu Tripsacinae
Género Zea

Especie Zea mays

Linné y Lars (1753)



Figura 1. Planta de maiz. (A) Parte de la planta con mazorca, hojas, espiga y tallo.

(B) Inflorescencia masculina (C) Inflorescencia femenina (EncicloVida 2015).



masculina es terminal, conocida como panicula (espiga) y consta de un eje central
(raquis) y ramas laterales. Cada florecilla de la panicula tiene tres estambres donde se
desarrollan los granos de polen. Las inflorescencias femeninas (mazorcas) se
encuentran en las yemas axilares de las hojas, son espigas de forma cilindrica que
consisten en un raquis central u olote donde se insertan las espiguillas por pares, cada
espiguilla con dos flores pistiladas una fértil y una abortiva, las cuales se arreglan en
hileras paralelas. Esta inflorescencia puede formar alrededor de 400 a 1,000 granos
arreglados en 8 a 24 hileras por mazorca en promedio (Kato-Yamakake y col 2009).
En la mazorca cada grano es un fruto independiente llamado cariopside insertado en
el tallo cilindrico u olote. Las principales estructuras que componen al grano son
pericarpio, endospermo y embrién (germen), los cuales le confieren propiedades
fisicas y quimicas que han sido importantes en su selecciéon como alimento (Kato-

Yamakake y col 2009).

3 Estadisticas de produccién

En la produccién mundial de cereales en el afio 2021, el maiz ocupa el tercer lugar
después del arroz y el trigo obteniéndose una produccién de maiz superior a 1,482
millones de toneladas (Cuadro 2) (FAOSTAT 2023). Estados Unidos de América y
China fueron los principales paises productores y México ocupé el octavo lugar con
una produccion total de 27.5 millones de ton (FAOSTAT 2023). En ese mismo afio a
nivel nacional, Sinaloa fue el principal estado productor de maiz contribuyendo con un

20% del total, seguido de Jalisco y Estado de México (Cuadro 3) (SIACON 2023).

10



Cuadro 2. Produccion de maiz a nivel mundial (2021)

Ton
Estados Unidos de América 383,943,000
China 272,762,124
China, Continental 272,552,000
Brasil 88,461,943
Argentina 60,525,805
Ucrania 42,109,850
India 31,650,000
México 27,503,478
Indonesia 20,010,000
Sudafrica 16,870,705
Otros 266,608,354
Total 1,482, 997, 259

FAOSTAT (2023)

11



Cuadro 3. Produccion de maiz en México (2021)

Estado Ton

Sinaloa 5,535,561
Jalisco 3,945,528
México 1,936,184
Guanajuato 1,929,919
Michoacan 1,907,403
Chihuahua 1,501,316
Guerrero 1,460,629
Chiapas 1,288,652
Veracruz 1,285,497
Puebla 1,151,896
Otros 5,560,893
Total 27,503,478

SIACON (2023)

12



4 Estructura del grano y composicion

El grano de maiz esta constituido por cuatro estructuras principales: pericarpio o
cascara, germen o embridn, endospermo y pedicelo (Figura 2), las cuales varian en
su composicion quimica (Cuadro 4). El pericarpio es la piel externa o cubierta del
grano, que sirve como elemento protector y posee un elevado contenido de fibra cruda
(~ 87%), que a su vez esta formada por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina
(0.1%). Por su parte, el germen representa del 10 al 11 % del grano, teniendo un alto
contenido de proteina (~20%), ademas de contener un elevado contenido de grasa
(33%) y un nivel relativamente elevado de minerales (FAO 1993; Shewry y Halford

2002).

El endospermo, es la principal reserva energética del grano de maiz y ocupa hasta
el 80% del peso de este. Estd compuesto principalmente por almidon (amilosa y
amilopectina), el cual se encuentran incrustado en una matriz proteica; la porcion de
amilosa y amilopectina, asi como su tamafio, dependen del lugar en donde se ubiquen,
ya sea en la porcion vitrea o harinosa. El endospermo harinoso contiene granulos de
almidén sueltos que rodean la parte central del grano, mientras que el endospermo
vitreo tiene granulos de almidén méas pequefios y compactos hacia la periferia (FAO
1993; Rowe y col 1999). Por ultimo, el pedicelo juega un papel muy importante en la
germinacion del grano y esta compuesto de aceites y minerales, ademas de servir

como proteccion del germen (FAO 1993).
a Proteinas

Las proteinas del maiz tradicionalmente se clasifican en cuatro fracciones segun
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Pericarpio

Endospermo harinoso

Endospermo vitreo

Germen

Pedicelo

Figura 2. Estructura del grano de maiz. Cortesia de Joao T. Leiva (Departamento de

Ciencia de Plantas de la Universidad de Arizona).
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Cuadro 4. Composicion quimica del grano de maiz y sus principales estructuras

Composicién? Grano Endospermo Germen Pericarpio
Almidon 72.5 86.4 8.2 7.3
Proteina 10.3 9.4 34.5 3.7
Lipidos 4.8 0.8 18.8 1.0
Azucares 2.0 0.6 10.8 0.3
Cenizas 14 0.3 10.1 0.8

aPorcentaje (%) en base seca. FAO (1993); Paliwal (2001).
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su solubilidad: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones
salinas), prolaminas o zeinas (solubles en alcohol) y glutelinas (solubles en diluyentes
alcalinos), donde las ultimas dos representan gran parte de la proteina insoluble del
grano de maiz (Shewry y Halford 2002). Del total de la proteina del grano, alrededor
del 52% son prolaminas y se localizan principalmente en el endospermo, el resto lo
constituyen las albuminas y globulinas (22%), las cuales se concentran en el germen,
y las glutelinas (25%) que se encuentran tanto en el germen como en el endospermo
(Wilson 1987). Las albuminas y las globulinas representan mas del 60% de la proteina
germinal total, ademas las globulinas también se encuentran en la capa exterior de
aleurona del endospermo; ambas tienen un mejor balance de aminoacidos que las
prolaminas o zeinas que son las mas abundantes en el endospermo de maiz (Wilson

1987; Espinosa-Pardo y col 2020).

Las albaminas contienen altos contenidos de acido aspartico, treonina, glicina y
alanina, pero tienen un bajo contenido de cisteina, prolina, acido glutamico y
fenilalanina (Cuadro 5) en comparacion con las otras fracciones. Asi mismo, contienen
aminoacidos como la lisina y el tript6fano que contribuyen al crecimiento adecuado, la
estabilidad mental y el bienestar general de una persona. Por su parte, las globulinas,
se han considerado durante mucho tiempo como proteinas de almacenamiento
mientras que, las albuminas se consideran proteinas metabdlicas (Kumar-Vasal 2001;

Diaz-Gomez y col 2017).

En maiz, las globulinas se clasifican en globulina-1, la proteina de almacenamiento

mas abundante en el embrion, y globulina-2; estas contienen altas cantidades de
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Cuadro 5. Composicion de aminoacidos de albuminas, globulinas, prolaminas y

glutelinas en el endospermo de maiz

Aminoéacidos? Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
Ac. Aspartico Asp 8.2 8.6 3.6 7.3
Ac. Glutamico Glu 12.3 11.6 19.2 14.1
Alanina Ala 11.0 10.4 121 8.6
Arginina Arg 5.3 5.5 1.6 4.2
Cisteina Cys 0.2 1.2 1.7 1.4
Fenilalanina Phe 3.3 3.6 3.5 3.3
Glicina Gly 10.1 11.3 5.2 8.5
Histidina His 1.9 2.0 1.6 3.5
Isoleucina lle 4.4 4.1 2.7 4.2
Leucina Leu 9.3 8.1 14.6 9.1
Lisina Lys 5.4 5.0 0.1 4.7
Metionina Met 1.3 1.2 5.6 1.7
Prolina Pro 6.9 7.4 12.6 9.6
Serina Ser 5.6 5.6 5.0 5.2
Tirosina Tyr 2.5 2.6 4.2 2.8
Treonina Thr 5.0 4.9 2.9 4.3
Valina Val 7.1 7.0 3.8 7.4

1g de Aa/ 100 g de proteina.
(Sodek y Wilson 1971)
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arginina, glutamina, acido glutamico, asparagina y acido aspartico (Kriz 1989; Mouzo

y col 2018).

La composicion de aminoacidos de las globulinas se considera de gran
importancia, ya que son proteinas de almacenamiento que suministran nitrégeno para
la germinacion, pero contienen una cantidad baja de aminoacidos con azufre, lo que
puede ser un factor limitante en su valor nutricional (Youle y Anthony 1981; Mouzo y

col 2018).

En el endospermo las proteinas representan alrededor del 10% del peso del grano,
donde las zeinas son las mas importantes debido a que son las mas abundantes como
ya se menciond anteriormente, siendo su principal y Unica funcién la de almacenar
nitrégeno para la germinacion del embrion. Estas proteinas son nutricionalmente
pobres, debido principalmente a que son deficientes en los aminoacidos esenciales,
lisina y triptéfano (Cuadro 5). Las proteinas del maiz también son limitantes en
treonina y metionina. Las prolaminas se agregan en forma de cuerpos proteinicos y se
clasifican en cuatro grupos: a-, B-, y- y 0-zeinas, cada una con diferencias de
pesomolecular, secuencia de aminoacidos y solubilidad (Wilson 1987; Shewry y

Halford 2002).

La a-zeina (19 y 22 kDa) es la prolamina mas abundante del maiz y representa el
80-85% del total de las zeinas, B-(14 kDa) y &-zeinas (10 kDa) son fracciones
minoritarias, ambas son ricas en aminoacido azufrados y comprenden el 10% de las
zeinas. En cuanto a la y-zeina (16 y 27 kDa) es rica en cisteina y se subdivide en

subtipos de acuerdo a su peso molecular y secuencia de aminoacidos, contribuyendo
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de 10 a 15% del total de las zeinas (Shewry y Halford 2002; Huang y col 2004).

Las B y &-zeinas son ricas en metionina, cisteina y forman polimeros; estos
residuos se agrupan en una region cercana al extremo C-terminal. Por otra parte, las
a-zeinas contienen solo uno o dos residuos de cisteina por molécula y estan presentes
en el grano como monomeros u oligdmeros. Debido a que las zeinas son deficientes
en lisina y triptéfano, el endospermo posee pequefias cantidades de dichos
aminoéacidos esenciales (Shewry y Halford 2002; Arendt y Zannini 2013). Por otro lado,
la fraccion de glutelina tiene pesos moleculares de 10, 15, 18 y 27 kDa y estan
presentes en los cuerpos proteinicos junto con las zeinas, por lo que su funcién y
composicién de aminoacidos es similar a la de las zeinas. Sin embargo, a diferencia
de las zeinas, el contenido de lisina en las glutelinas es de 2 a 3 g/100 g de proteina o

incluso mayor (Kumar-Vasal 2001; Diaz-Gémez y col 2017).

De manera general las albuminas, las globulinas y las glutelinas poseen un
contenido elevado de lisina en comparacién con las zeinas, mientras que las zeinas
poseen niveles mas altos de glutamina/acido glutamico (Cuadro 5). Cabe sefalar que,
cuatro aminodcidos (glutamina, prolina, leucina y alanina) representan casi el 65% del

total de aminoacidos en la fraccion zeinas (Sodek y Wilson 1971; Larkins 2019).

b Lipidos

El contenido de lipidos en el grano de maiz varia entre 3y 4.5% y se encuentran
principalmente en el germen (84%) y endospermo (16%), donde el primero se
caracteriza por tener grandes cantidades de energia en forma de aceite, teniendo

como principal funcién nutrir a la planta cuando comienza el periodo de crecimiento
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(FAO 1993; Serna-Saldivar y col 2013). El contenido de aceite puede aumentar segun

el tamafio del germen.

El triacilglicerol es la principal forma de almacenamiento de los lipidos del grano,
aunqgue la composicion lipidica también puede incluir fosfolipidos (1.5%), esteroles
(1%), ceras (<1%), alcoholes (<1%) y micronutrientes hidrofobicos (<1%) (Taylor-Nuss
y Tanumihardjo 2010). Los lipidos de maiz estan constituidos principalmente por
acidos grasos libres, en los que predominan el acido linoleico (C18:2) (62%) que es un
acido graso poliinsaturado (AGP) y el &cido oleico (C18:1) (24%) que es un acido graso
monoinsaturado (AGM); en menor proporcion se encuentran los acidos grasos
poliinsaturados, como el &cido linolénico (C18:3) (0.7-0.8%) (AGP) y los acidos grasos
saturados (AGS) palmitico (C16:0) (11-11.5%) y estearico (C18:0) (2-2.2%) (FAO

1993; Cuevas-Mejia 2014; Delucchiy col 2019).

B MAIiZ CON ALTO CONTENIDO DE ACEITE

1 Generalidades

Debido a la importancia econdmica del cultivo de maiz, se han realizado trabajos
de mejoramiento genético que han permitido desarrollar maices especializados para
satisfacer necesidades especificas de consumo humano y animal o para aplicaciones
industriales. Entre los maices especializados se encuentran los que presentan alto
contenido de aceite (ACA) y que fueron primero desarrollados en Estados Unidos de
América durante el siglo pasado mediante un esquema de seleccion recurrente.
Actualmente, en ese pais la tecnologia existente para maices ACA consiste

basicamente en desarrollar hibridos denominados "Top cross" o mestizo (Thomison y
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col 2003). En México, esta caracteristica no se habia aprovechado debido a que no se

contaba con variedades comerciales de alto contenido de aceite (Estrada y col 2008).

Se catalogan como maices ACA aquellos con mas de 6% de aceite y con alto
contenido de acidos grasos esenciales poliinsaturados, considerados deseables en la
dieta humana (Lambert 2001). En 1896, los cientificos de la Universidad de lllinois
iniciaron el primer experimento planificado para mejorar la calidad del grano de
cereales, llevando a cabo un experimento de seleccion a largo plazo de aceite y
proteina en maiz. Se utiliz6 el sistema de seleccibn en surco por mazorca,
seleccionando tanto para alto como para bajo contenido de aceite, observando que en
la linea de alto contenido de aceite este componente aumento6 de 4.7 a 9.9% durante
los primeros 29 afos de seleccion (Winter 1929). Sin embargo, fue hasta 1949 que el
lllinois High Oil se considerd la principal fuente de germoplasma para los primeros

hibridos de maiz con alto contenido de aceite (Moose y col 2004).

Desde el punto de vista nutrimental del maiz son importantes el contenido de
acidos grasos y la calidad proteinica del grano (Dudley y col 2007). Li (1997) encontrd
una correlacién positiva entre el contenido de proteina cruda y aceite, pero una relacion
negativa entre estas dos caracteristicas con respecto al contenido de carbohidratos.
Esto sugiere que los maices con altos niveles de aceite y menor proporcion de
carbohidratos tienen mayor energia, debido a que el contenido calorico del aceite es

aproximadamente 2.5 veces mayor que el de carbohidratos.

El aceite se localiza en el germen, por lo que la proporcion de este componente

depende en su mayoria del tamafio del embrion, lo cual a su vez es determinado
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genéticamente (Dudley y col 2007). EI aumento en el tamafio del germen de maices
ACA da como resultado un mayor contenido de aceite y mejora la calidad de la proteina
del grano (Lambert y col 1998), debido a que esta constituido principalmente por
albuminas y globulinas (Inglett y Blessin 1979); ademas destaca un aumento en el
contenido de algunos aminoacidos como treonina, metionina y lisina, siendo este
altimo uno de los aminoacidos limitantes en el maiz y debido a que el tamafio del
escutelo es mas grande en comparacion con el maiz normal, puede aumentar de un
0.28% (maiz normal) a 0.32% (maiz ACA) el contenido de lisina en peso seco (Lambert
2001). Aunado a eso, se estima que conforme incrementa el contenido de aceite
también aumentan compuestos con actividad nutracéutica como carotenoides,
xantofilas, ademas de compuestos fendlicos y vitamina E, siendo una buena fuente de
antioxidantes, asi como fitoesteroles que reducen el colesterol en la sangre al inhibir
su absorcion en los intestinos con ayuda del almidén resistente (Thomison y col 2003;

Singh y col 2014).

En un estudio realizado por Preciado-Ortiz y col (2018) en dos hibridos de maiz
ACA (maiz blanco y maiz amarillo) se encontré un incremento en el contenido de aceite
de 19.6% (maiz blanco) y 58.8% (maiz amarillo) con respecto al maiz normal,
localizandose la mayor proporcidén en el embrion y en el endospermo vitreo. Ademas,
se presentd un mayor contenido de acidos grasos insaturados (oleico + linoleico) en

los maices ACA con respecto al maiz normal.

2 Aplicaciones

Ademas del valor agregado del alto contenido de aceite, los hibridos de maiz ACA
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son una buena alternativa para la industria de alimentos por su alto valor energético,
por lo que se ha implementado en la alimentacién de cerdos, esto debido a una mayor
proporcion de aceite y proteinas con respecto al maiz convencional. Por otra parte, el
alto contenido de aceite suele tener una mayor proporcion de pigmentos amarillos
(carotenoides, xantofilas) que son beneficiosos en las raciones de las comidas de las
aves (Lambert 2001). La produccion por contrato de grano ACA puede ofrecer a los
productores mayores ganancias a través de comisiones. Sin embargo, los productores
gue producen ACA bajo contrato reciben comisiones por niveles elevados de aceite en
el grano ACA, pero no por otros atributos potenciales asociados a este, incluidos

niveles mas altos de proteinas y aminoacidos esenciales (Thomison y col 2003).

Los hibridos de maiz ACA adaptados a las regiones subtropicales, son necesarios
para cumplir con los requisitos existentes para fines industriales, pero ademas pueden
utilizarse en la alimentacion animal, como en aves y cerdos, ya que tienen un mayor
valor energético que el maiz normal y pueden reemplazar fuentes dietéticas mas
elevadas en grasas y proteinas, puesto que se ha encontrado que se necesita menor
cantidad de alimento para incrementar un kilogramo de peso (Lambert 2001; Singh y
col 2014; Silva-Venancio y col 2019). El uso de estos hibridos se ha extendido a la
produccion de etanol y la extraccion de aceite, ademas de que recientemente se

propuso su uso para la produccion de tortillas (Vazquez-Carrillo y col 2015).

C PEPTIDOS BIOACTIVOS

1 Introduccién

En actualidad las proteinas se investigan no sélo desde el punto de vista
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nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtenciéon de péptidos
bioactivos (Lee y col 2013), los cuales son secuencias cortas de aminoacidos (2-20
residuos) que permanecen inactivos dentro de la proteina pero que pueden ser
liberados por hidrolisis enzimatica tras un proceso industrial o digestion gastrointestinal
e inducir diversos efectos benéficos, como por ejemplo, oxidacion y degradacion
microbiana en los alimentos y como tratamiento en diversas enfermedades y trastornos

(Nasri 2017; Sanchez y Vazquez 2017).

En comparacién con las proteinas de origen animal, las proteinas vegetales se
consideran fuentes accesibles y sostenibles de péptidos bioactivos (Han y col 2021),
ofreciendo varias ventajas sobre los farmacos moleculares convencionales debido a
su amplio espectro de accién terapéutica, con bajos niveles de toxicidad y diversidad

estructural (Nasri 2017).
2 Hidrdlisis enzimatica

Los hidrolizados de proteinas se pueden obtener mediante el uso de varios
procesos, como hidrdlisis quimica, hidrolisis enzimatica por enzimas proteoliticas o
fermentacién microbiana con bacterias proteoliticas (Saadi y col 2015). La hidrolisis
enzimatica es ampliamente utilizada para la producciéon de péptidos con propiedades
biolégicas deseables (Kristinsson y Rasco 2000), ya que el uso de proteasas
especificas permite controlar el proceso para obtener hidrolizados reproducibles,
ademas de la posibilidad de producir hidrolizados de proteinas con diferentes perfiles

de péptidos debido a la relacion enzima/sustrato (Nasri 2017). Estas enzimas catalizan

la hidrdlisis de enlaces peptidicos de las proteinas y pueden actuar en enlaces éster y
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amida. En general, todas las proteasas tienen un cierto grado de especificidad para el
sustrato basandose en la secuencia de aminoacidos que rodean directamente el
enlace que se rompe. Esta especificidad y las condiciones de hidrdlisis (pH,
temperatura, tiempo) afectan el tamafio y las secuencias de aminoacidos en los
péptidos, asi como la cantidad de aminoacidos libres, lo que puede afectar la actividad
biologica de los hidrolizados (Kristinsson y Rasco 2000; Soares de Castro y Sato

2015).

Debido a sus ventajas, que incluyen un alto rendimiento, un proceso eficiente y un
tratamiento que ahorra tiempo, la hidrdlisis enzimatica se considera la mejor técnica
debido a que es un tratamiento eficaz que puede inducir la bioactividad de proteinas
intactas al momento de generar los péptidos, lo cual se puede escalar facilmente en el
laboratorio; sin embargo en la mayoria de los casos necesita ser controlada bajo

condiciones operativas especificas (Saadi y col 2015).

El método de hidrdlisis enzimatica se basa en la naturaleza de la proteina de
interés, la cual se somete al tratamiento enzimético bajo condiciones de pH y
temperatura especificas de la proteasa utilizada, asi como a un determinado tiempo
de hidrdlisis, lo cual es la base fundamental para crear péptidos especificos

(Chakrabarti y col 2018).

En la Figura 3 se explica la accion de las enzimas proteoliticas antes y después
de la hidrdlisis enzimética, generando polipéptidos, dipéptidos y aminoacidos libres,
donde en un primer paso las enzimas estan en estado activo y después se genera una

desactivacion de las mismas debido a la hidrélisis completa.
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Figura 3. Esquema de la accion de enzimas proteoliticas sobre un complejo proteico.
Paso 1: las enzimas estan en estado activo, paso 2: generacién de polipéptidos,
dipéptidos y aminoacidos libres, asi como la desactivacion de las enzimas después de

la hidrdlisis enzimatica completa (Saadi y col 2015).
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Las proteasas pueden ser clasificadas por su origen (animal, vegetal, bacteriano o
fungico), por su mecanismo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o bien con
base en su sitio catalitico (serin, tiol, carboxilo y metilo). De acuerdo con su accion
catalitica, estas se clasifican en endoproteasas y exoproteasas, donde las primeras
hidrolizan enlaces peptidicos dentro de la cadena de proteina en residuos especificos
para producir péptidos relativamente grandes. Por ejemplo, durante la digestion
intestinal de las proteinas, proteasas endégenas como la pepsina, tripsina,
quimotripsina y pancreatina generan fragmentos activos libres, convirtiéndose en
biopéptidos que interaccionan con grupos funcionales y carga, de esta manera se

facilita el reconocimiento, transporte y absorcion de los biopéptidos en su forma intacta.

Ademas, pueden ser transportados por diferentes mecanismos como difusion
pasiva, endocitosis y a través del sistema linfatico (Kristinsson y Rasco 2000; Saadi y

col 2015; Soares de Castro y Sato 2015).

Por otro lado, las exoproteasas eliminan sisteméaticamente los aminoacidos
terminales de las proteinas y se denominan aminopeptidasas si es del N-terminal, o
carboxipeptidasas si es del C-terminal, teniendo como ejemplo la alcalasa que se ha
indicado como una de las mas apropiadas para generar la hidrélisis de péptidos in
vitro. En particular, la hidrélisis con alcalasa ha demostrado ser un enfoque eficaz para
la generacion de péptidos de proteinas vegetales (Clare y Swaisgood 2000; Kristinsson
y Rasco 2000; Liu y col 2015). La alcalasa es una serin proteasa con amplia
especificidad principalmente por sitios hidrofébicos (Adler-Nissen 1986). Su amplia

utilizacion es debida a varios factores: su actividad hidrolitica 6ptima se encuentra
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comprendida en un intervalo de pH de 7-10 y temperatura entre 50 y 70 °C, lo que es
de gran interés para evitar la contaminacion en el proceso al impedir el crecimiento
bacteriano. Tiene un amplio espectro de especificidad, es totalmente soluble en agua
y cumple con las especificaciones recomendadas por la FAO/OMS, JECFA (Joint
Expert Committee on Food Aditives) y FCC (Food Chemicals Codex) relativas a

enzimas de uso alimentario.

3 Actividades bioldgicas de péptidos de maiz

Los hidrolizados de proteinas se definen como una mezcla compleja de
oligopéptidos, péptidos y aminoacidos libres que se producen por hidrdlisis parcial o
extensa, mientras que los biopéptidos o péptidos bioactivos se definen como péptidos
que poseen propiedades farmacoldgicas beneficiosas (Nasri 2017). En los péptidos
bioactivos se tienen secuencias especificas de aminoacidos que poseen actividad
biolégica importante en los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunitario y nervioso.
Por ello, se han realizado numerosos estudios sobre la capacidad antioxidante,
antihipertensiva, hipoglucemiante, hipotensora, antimicrobiana, anticoagulante,
antitumoral, antiinflamatoria, asi como también efectos inmunomoduladores e
hipocolesterolémicos, entre otros; por lo tanto, pueden utilizarse como alternativa de

farmacos sintéticos (Soares de Castro y Sato 2015; Nasri 2017).

Diversos estudios han reportado propiedades de péptidos bioactivos de maiz
(Cuadro 6). Los péptidos aislados del maiz y sus coproductos industriales han
demostrado ejercer una amplia variedad de efectos biologicos actuando como

antioxidantes, inhibidores de enzimas renales y digestivas, quimioprotectores, asi
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como inhibidores del crecimiento e inductores de apoptosis en células cancerosas

(Ortiz-Martinez y col 2017a).

a Actividad antihipertensiva

La hipertension arterial es uno de los factores de riesgo mas importantes, debido
a que el individuo es méas propenso a padecer enfermedades cerebrovasculares y
fallas renales; este padecimiento afecta alrededor del 30% de la poblacion adulta del
mundo y causa importantes tasas de mortalidad (Stevens y col 2008). Existen algunos
tratamientos farmacolégicos que utilizan antihipertensivos como beta bloqueadores,
antagonistas de calcio, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
simpaticoliticos o antihipertensivos no esenciales como los alfa-bloqueadores y

antagonistas de los receptores de angiotensina Il (Herrera-Chalé y col 2014).

La enzima convertidora de angiotensina | juega un papel fisiol6gico muy importante
papel en el sistema renina-angiotensina (RAS), que regula la presion arterial humana
y la homeostasis. La enzima cataliza la conversidon del decapéptido inactivo
angiotensina | en un potente vasoconstrictor, el octapéptido angiotensina ll, eliminando

el dipéptido C-terminal His-Leu (Lavoie y Sigmund 2003).

En el mercado existen varios inhibidores especificos de la ECA, como captopril,
lisinopril y enalapril, que se utilizan para tratar y prevenir la hipertension. Pero estos
tratamientos traen consigo algunos efectos secundarios indeseables, como sequedad,
tos, pérdida del gusto, insuficiencia renal y angioedema (Atkinson y Robertson 1979).
Por tanto, en los dltimos afios ha aumentado el interés por encontrar inhibidores

alternativos de ECA naturales y seguros (Nasri 2017).
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Se ha puesto gran interés en hidrolizados de proteinas alimentarias con péptidos
bioactivos que son inhibidores de la ECA. Los péptidos antihipertensivos mas
estudiados proceden de alimentos de origen animal, especialmente productos lacteos
(Atkinson y Robertson 1979). Otros hidrolizados son de diversas fuentes alimentarias
vegetales ricas en proteinas, como ajonjoli (Nakano y col 2006), germen de trigo (Jia
y col 2010) y leche de soja (Tomatsu y col 2013). También en maiz se han reportado
péptidos de este tipo (Cuadro 6). Puchalskay col (2012) mostraron que tres tripéptidos
(LQP, LSP y LRP) derivados de la subfraccion a-zeinas presentan una actividad

antihipertensiva extremadamente alta.
b Actividad antioxidante

Los radicales libres se generan a través de reacciones fisiolégicas normales dentro
del cuerpo. La produccion excesiva de radicales libres puede causar efectos nocivos
sobre las membranas, las proteinas y el ADN de los seres humanos, lo que puede
iniciar una serie de enfermedades crénicas como el envejecimiento, el cancer y las
enfermedades cardiovasculares (Jin y col 2016). Los compuestos antioxidantes tienen
la capacidad de inhibir o interrumpir las reacciones de transformacion que causan
dafios a las biomoléculas de las células (Angerhofer y col 2009). La actividad
antioxidante se define como la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, por ejemplo la peroxidacion lipidica, de tal manera que un antioxidante actua

principalmente a través de la inactivacion de radicales libres (Londofio-Londoiio 2012).

En los ultimos afios se han obtenido hidrolizados de proteinas antioxidantes o

péptidos de proteinas vegetales y animales para captar radicales libres, inactivar los
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intermediarios reactivos y/o quelar los metales de transicion pro-oxidativos, todos ellos
provocados por el estrés oxidativo (Jin y col 2016). Los principales antioxidantes en el
maiz son los compuestos fendlicos, carotenoides y vitamina E (Abdel-Aal y col 2006);
sin embargo, también se han identificado algunos péptidos obtenidos de hidrolizados
de proteinas de maiz con dicha caracteristica. Esta actividad se explica por la
presencia de aminoacidos especificos con captacion y reduccion de radicales, como
lisina, tirosina, fenilalanina, prolina, alanina, histidina y leucina (Zhou y col 2015).
Zheng y col (2006) estudiaron la capacidad antioxidante de péptidos obtenidos
utilizando gluten de maiz extrudido, donde péptidos de bajo peso molecular (< 5 kDa)
exhibieron una mayor actividad antioxidante (Li y col 2008; Zhuang y col 2013; Tang y
Zhuang 2014). La accion antioxidante se debe principalmente a la diversidad de accién
de los péptidos bioactivos y, esto es atribuido a los efectos cooperativos de varios
mecanismos, incluida la quelacion de iones metdlicos, asi como la captacion de
radicales libres, inhibicion de la peroxidacion lipidica, entre otras (Nasri 2017). Los
péptidos de menos de 3 kDa han demostrado presentar potente actividad antioxidante
en ensayos in vitro en células HepG2 y Caco2 expuestas a un alto estrés oxidativo
(Wang y col 2015a). Ademas, en estudios realizados en modelos de macroéfagos, los
péptidos de maiz han mostrado efectos antiinflamatorios (Hernandez-Ledesma y col
2009). Estas propiedades son relevantes debido a la relacion entre el estrés oxidativo
y procesos degenerativos como la carcinogénesis. Por lo tanto, la actividad
antioxidante que presentan los péptidos de maiz podria ser beneficiosa para el

tratamiento de cancer.
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c Actividad hipoglucémica

La diabetes mellitus (DM) se define como un grupo de trastornos metabdlicos,
caracterizado por altos niveles de glucosa en la sangre debido a deficiencias en la
secrecion de insulina, asi como por resistencia periférica a esta misma, lo que conduce
a hiperglucemia cronica y alteraciones del metabolismo (Rojas de P y col 2012). Hay
tres tipos principales de diabetes: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y diabetes gestacional. La DM2 es el tipo mas comun de diabetes y comprende
entre el 90 y el 95% de la poblacion mundial de diabéticos (Valencia-Mejia y col 2019).
Uno de los principales sintomas de la DM2 es la hiperglucemia posprandial, que
constituye un factor de riesgo importante que contribuye a las complicaciones
asociadas con la diabetes, incluyendo un alto riesgo de padecer hipertension,
cardiopatia y accidente cerebrovascular (Spinola y col 2019). La alta incidencia de
diabetes se atribuye a cambios en el estilo de vida, el consumo de alimentos ricos en
grasas y carbohidratos, asi como una vida sedentaria que conduce a la obesidad
(Ardisson-Korat y col 2014). La diabetes se puede controlar disminuyendo la
hiperglucemia postprandial y una forma de lograrlo es mediante el control o retraso de
la absorcidon de glucosa en el intestino delgado (Campbell y Rains 2014). Para ello se
utilizan varios agentes hipoglucemiantes orales sintéticos, pero alrededor del 40% de
estos compuestos provocan alteraciones en los procesos bioguimicos del cuerpo
humano que pueden conducir a varios efectos no deseados, incluyendo trastornos
gastrointestinales y hepaticos. La insulina es ampliamente usada como farmaco
sintético en la actualidad, sin embargo tiene la desventaja de que no puede

administrarse por via oral y suele causar efectos secundarios graves, asi como
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toxicidad (Tolman y Chandramouli 2003).

Diversos estudios han reportado que la a-glucosidasa y la a-amilasa juegan
papeles importantes en el ajuste de la insulina, debido a que el almidén y
otros polisacaridos son hidrolizados por la a-amilasa a oligosacaridos, los cuales se
hidrolizan nuevamente por accién de la enzima a-glucosidasa que esta presente en la
mucosa epitelial del intestino delgado, escindiendo los enlaces glucosidicos de los
oligosacaridos y liberando monosacaridos, los cuales son absorbidos (Kim y col 2014).
De forma mas especifica, las a-amilasas son enzimas que se encuentran en las
glandulas salivales que se secretan en la boca, asi como en el pancreas y en el
intestino delgado. Su papel principal es catalizar la hidrolisis del almidén, siendo
enzimas de accion endo- ya que atacan las partes interiores de las moléculas de
amilosa (un glucano esencialmente lineal con enlaces a-(1—4)) y de amilopectina
(porciones lineales con enlaces a-(1—4) que posee ramificaciones con enlaces a-
(1—6)). Especificamente, las a-amilasas hidrolizan los enlaces glucosidicos a-(1—4)
internos, lo que conduce a la produccién de maltosa, maltotriosa, maltotetraosa y
maltodextrinas. Por otra parte, la a-glucosidasa se encuentra en la superficie luminal
de los enterocitos y puede hidrolizar selectivamente los enlaces a-(1 — 4) (almidén o
disacaridos) del extremo no reductor, lo que conduce a la liberacién de a-glucosa. Los
inhibidores de a-glucosidasa pueden reducir la tasa de absorcion de glucosa al retrasar
la digestion de los carbohidratos que involucra la escision hidrolitica de disacéaridos
(maltosa y sacarosa) en monosacaridos (glucosa y fructosa) (Figura 4) (Papoutsis y

col 2021). Por lo tanto, la inhibicién de estas enzimas se considera una alternativa
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atil en el tratamiento de la diabetes ya que al retrasar la digestion de los carbohidratos
se disminuye la liberacion de glucosa libre, reduciendo asi los niveles de glucosa en
sangre posprandiales (Bhandari y col 2008).

Existen inhibidores de la a-glucosidasa que reducen la digestion de los hidratos de
carbono a través de varios mecanismos, los cuales pueden ser competitivos, no
competitivos y alostéricos, provocando que la absorcion de glucosa se retrase y
disminuya la hiperglucemia sin necesidad de secrecion de insulina (Figura 5) (Bailey
y Krentz 2010; Sohrabi y col 2022). Diversos compuestos hipoglucemiantes libres
pueden ejercer tal actividad y disminuir los niveles de glucosa en sangre, siendo la
acarbosa y miglitol los principales farmacos para este fin (Bailey y Krentz 2010;
Preetha y col 2012; Konrad y col 2014). Todo esto ha fomentado la busqueda de
nuevos agentes hipoglucemiantes mas efectivos, especificos, seguros y naturales
como alternativa a los sintéticos, lo que podria contribuir a una respuesta terapéutica
positiva con efectos no deseados minimos o nulos (Wang y col 2010; Liu y col 2011).
En este contexto, se han propuesto tratamientos alternativos basados en péptidos de
diferentes fuentes alimenticias en la prevencién y control de la diabetes, demostrando
qgue las proteinas e hidrolizados de proteinas pueden tener actividad inhibitoria

especifica de gran interés cientifico para tratar diferentes enfermedades.

Estudios recientes han demostrado la gran actividad antidiabética que tienen los
péptidos generados a partir de cereales (Uraipong y Zhao 2016; Karimi y col 2020).
Obaroakpo y col (2019) estudiaron la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de
hidrolizados de proteinas en bebidas de yogurt de quinoa germinada, donde se lleg6

a la conclusion que los aminoacidos alifaticos hidrofébicos como la glicina, la leucina
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Figura 5. Esquema de accion de la enzima a-glucosidasa y modos basicos de accion
de sus inhibidores. (a) Diagrama esquematico del intestino delgado. (b) Hidrdlisis de
carbohidratos complejos por a-glucosidasa a lo largo del borde en cepillo del intestino
delgado para liberar a-D-glucosa. Modos basicos de accién de los inhibidores de a-
glucosidasa que conduce a una disminucion de los niveles de glucosa en sangre
posprandiales: (c) inhibicibn competitiva, (d) inhibicibn no competitiva, (e) inhibicién

acompetitiva (Sohrabi y col 2022).
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y la alanina promueven la capacidad antidiabética de los hidrolizados y son agentes
terapéuticos potenciales contra la hipertension y la diabetes. Por otra parte, Ibrahim y
col (2018) propusieron que la mayoria de los péptidos inhibidores de la a-glucosidasa
altamente activos tienen alguna caracteristica especifica, la cual incluye aminoacidos
con una cadena lateral de hidroxilo 0 una cadena basica como lisina o arginina en el
extremo N-terminal, asi como prolina preferentemente en la pendltima posicion C-

terminal y la presencia de alanina o metionina en el extremo C-terminal.

Por otro lado, existen hormonas intestinales que mejoran la secrecion de insulina
dependiente de la glucosa llamadas incretinas. Dentro de las mas importantes se
encuentran el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido 1
similar al glucagon (GLP-1). Debido a sus efectos estimulantes sobre la secrecion de
insulina dependiente de la glucosa y la proliferaciébn pancreatica, los sistemas de
incretinas son un objetivo convincente para el tratamiento de la intolerancia a la
glucosa y la DM2. Ambas incretinas se degradan e inactivan inmediatamente por la
dipeptidil peptidasa-IvV (DPP-1V), por lo que los analogos de GLP-1 estables y los
inhibidores de DPP-IV se utilizan actualmente como farmacos clinicos inhibidores de

DPP-IV (Quintanilla-Garcia y Zufiga-Guajardo 2010).

De igual manera se ha demostrado la alta actividad ejercida por hidrolizados de
zeinas sobre la secrecion de GLP-1 en estudios con modelos murinos (Hira y col 2009;
Mochida y col 2010). Higuchi y col (2013) reportaron que la administracion oral de
péptidos de zeinas mejord la capacidad de ratas, tanto normales como diabéticas, para

tolerar la glucosa por su actividad liberadora de incretinas.
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De acuerdo con lo anterior, los mecanismos mediante los cuales los péptidos
bioactivos regulan los niveles de glucosa en sangre incluyen la inhibicion de enzimas
especificas como a-amilasa, a-glucosidasa y la DPP-IV ayudando a tener control en
los indices de glucosa al mejorar la secrecion de GLP-1 y de insulina (Valencia-Mejia

y col 2019; Acquah y col 2020).
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IV. JUSTIFICACION

El maiz es uno de los cereales de mayor importancia a nivel mundial por ser una
buena fuente de nutrientes y compuestos bioactivos con beneficios para la salud. Entre
los maices especializados que se han generado se encuentran los maices con alto
contenido de aceite (ACA), los cuales se caracterizan por tener mas de 6% de aceite
y un alto contenido de acidos grasos esenciales poliinsaturados, ademas de un
aumento en el contenido de proteinas. Estos maices se han tratado de introducir en la
produccion comercial de México, pero a la fecha sus beneficios no han sido
aprovechados, por lo que es importante estudiar las caracteristicas nutracéuticas de

estos materiales para darles valor agregado y motivar su uso.

Los hidrolizados proteicos se han relacionado con actividades biologicas
importantes, por lo que actualmente se cuenta con mucha informacién de péptidos
bioactivos obtenidos de diferentes variedades de maices donde se han reportado
actividades benéficas para la salud humana y con el potencial de reducir el riesgo de
enfermedades cronicas importantes. Sin embargo, en maiz ACA no se han encontrado
reportes de péptidos bioactivos de hidrolizados de las diferentes proteinas de
almacenamiento. En este sentido, el identificar y caracterizar péptidos con actividad
antioxidante e inhibitoria de a-glucosidasa en genotipos de maiz ACA permitira

conocer el potencial uso de estos materiales para mejorar la salud humana.
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V. HIPOTESIS

Los hidrolizados de fracciones proteicas de hibridos de maiz ACA obtenidos con
alcalasa presentan mayor actividad antioxidante e inhibicion de la enzima a-

glucosidasa que los obtenidos de hibridos comerciales normales.
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VI. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antioxidante e inhibicion de la enzima a-glucosidasa de

hidrolizados de fracciones proteicas de hibridos de maiz con alto contenido de aceite.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener hidrolizados de las fracciones albuminas, globulinas y prolaminas de

hibridos de maiz con alto contenido de aceite.

2. Evaluar la actividad antioxidante in vitro de los hidrolizados de las fracciones

proteicas de maices con alto contenido de aceite.

3. Evaluar la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa de los hidrolizados

de las fracciones proteicas de maices con alto contenido de aceite.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron cuatro maices hibridos con alto contenido en aceite, dos amarillos
(CML451/CML486 x PAN133 y PAN157 x PAB218) y dos blancos (PBN85 x PBB183
y PBN11 x PBN84), asi como un hibrido comercial (Armadillo, Asgrow®©) como
referencia. Estos materiales fueron cultivados en el campo experimental Valle del
Fuerte del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) durante el ciclo otofio-invierno 2019-2020, utilizando las condiciones
establecidas en la agenda técnica agricola de Sinaloa (INIFAP 2017). Se cosecharon
granos en estado maduro y humedad promedio del 14%, los cuales fueron

proporcionados por el MC. Luis Alberto Peinado Fuentes.

B METODOS

1 Extraccioén y cuantificacion de las fracciones de proteinas

Se obtuvieron harinas de los granos maduros de maiz utilizando un molino de
bolas MM40 (Retsch, Haan, Alemania). La harina primeramente se desgrasé con
hexano en una proporcién 1:10 (p/v). Las fracciones de proteina se extrajeron
secuencialmente de la harina desgrasada usando una modificacién del protocolo de
solubilidad diferencial de Laundry y Moureaux (Malumba y col 2008; Ortiz-Martinez y
col 2017b). Posteriormente, se afiadid la solucion de extraccion | (agua desionizada)
a la harina en una proporcion 1:10 (p/v) y se agité durante 20 s mediante balanceo
(Varimix, Thermolyne, Dubuque, IA), se incub6 a 25 °C durante 2 h con agitacion a

500 rpm. La mezcla se centrifugd a 16,000 g por 30 min a 4 °C (5804, Eppendorf, EUA)
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y el sobrenadante correspondi6 a la fraccion de albuminas (Alb) (Landry y Moureaux
1980; Parris y col 2006; Malumba y col 2008), el cual se liofilizé (25EL, VirTis Co.,
Gardiner, NY, EUA). La muestra liofilizada se lavo secuencialmente con metanol (1:10,
p/v) y acetona (1:10, p/v), centrifugando entre cada lavado (4,000 g, 10 min, 4 °C). Se
descartaron los sobrenadantes y se dej6 secar la pastilla, para después almacenarse

a —20°C hasta su uso.

A la pastilla obtenida de la extraccion de albuminas se le agregé amortiguador de
extraccion Il (NaCl 0.5 M, pH 7) en una proporcion 1:10 (p/v) y la mezcla se trat6 bajo
las mismas condiciones. El sobrenadante recolectado después de centrifugar
correspondio a la fraccién de globulinas (Glb), las cuales se dializaron en contra de
agua desionizada por 48 h, con cambios de agua cada 8 h. La muestra dializada se
liofilizé (VirTis Co.), se lavo como se describid para albuminas y se almacen6 a —20 °C

hasta su uso.

Para extraer las prolaminas, se afiadi6 amortiguador de extraccién Il (EtOH al
70%) a la pastilla obtenida de las globulinas en una proporcion 1:10 (p/v), la mezcla se
agité por 20 s y se incub6 a 25 °C durante 1 h a 500 rpm. La mezcla se centrifugd
(16,000 g, 30 min, 4 °C) (Eppendorf, EUA) y el sobrenadante se tom6 como la fraccion
de prolaminas (Pro) (Parris y col 2006; Malumba y col 2008). El etanol se eliminé con
un rotavapor (BUCHI R-124, Brinkmann Instruments, EUA) a 337 mbar y 40 °C. La
muestra concentrada se liofilizo, se lavd como se describid para albuminas y se

almacend a —20 °C hasta su uso.
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La concentracion de las proteinas se determind colorimétricamente utilizando el
meétodo del acido bicinconinico (BCA) (Brown y col 1989) para las prolaminas y el
meétodo de Bradford (1976) para albuminas y globulinas. En ambos casos se utilizo

albumina de suero bovino (BSA) como estandar.
2 Obtencion de hidrolizados proteinicos

Las fracciones proteicas se resuspendieron en agua (pH=8.0) en una proporcion
1:10 (p/v) y se colocaron a 80 °C por 5 min para desnaturalizarlas y mejorar la
disponibilidad de los sitios de corte de la enzima. Las muestras se dejaron enfriar,
luego se colocaron a 55 °C durante 5 min y posteriormente se adiciono6 la enzima
alcalasa (0.5 UA/g de proteina) (Ortiz-Martinez y col 2017b). Las muestras se
mantuvieron a 50 °C por 120 min (Alb, Glb) y 200 min (Pro) a pH constante (pH=8.0).
Para finalizar la hidrolisis la temperatura se elevé a 80 °C por 20 min. Las muestras se
dejaron enfriar a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugaron (5,000 g, 20 min,
4 °C) (5804R, Eppendorf, EUA). Se recuperé el sobrenadante y se paso a través de
filtros de 0.45 um (PVDF membrana HPLC certified, Pall, EUA). Finalmente, el filtrado
se paso6 por tubos de corte de peso molecular de 10 kDa para eliminar restos de
proteinas sin hidrolizar. El filtrado recuperado se liofilizé y se almacen6 a —20 °C hasta
Su posterior uso.

El grado de hidrolisis (GH) se determiné por la metodologia de Adler-Nissen (1986)

con la siguiente formula:

GHY% = (Bx Nb) (1) (1
=1 mr |F\a)* i,

>x100
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Dénde:
Nb = Normalidad del NaOH

B = Base consumida

MP = Cantidad de proteina
a = grado medio de disociacion de a-NH:2

htor = 15 min
El rendimiento (%) se obtuvo dividiendo el peso del hidrolizado obtenido entre el

peso de la proteina y multiplicando por 100.

3 Evaluacioén de la actividad antioxidante

a Método DPPH

La actividad anti-radical DPPH de las muestras se determind utilizando la
metodologia descrita por Brand-Williams y col (1995) con las modificaciones de Mejri
y col (2017). Se prepard una solucién del radical DPPH en metanol (100 puM). Se
tomaron 100 pL de hidrolizado (5 mg/mL) y se mezclaron con 100 pL de la solucion de
DPPH en una microplaca de 96 pozos. Después de 30 min de incubacién a 37 °C, se
midid la absorbancia a 520 nm en un lector de microplacas modelo Multiskan Sky
(Thermo Fisher, Massachusetts, EUA). Para la cuantificacion se preparé una curva
estandar de Trolox (0 - 200 pg/mL). Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicion del radical DPPH y como pmol equivalentes de Trolox por gramo de

hidrolizado en base seca (umol ET/g H bs).

b Método ABTS

Se utilizé el método de Re y col (1999) con las modificaciones de Mejriy col (2017).

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL de hidrolizado resuspendido en
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PBS (1 mg/mL) y se mezclaron con 180 uL de la solucioén del radical ABTS++ (Abs 734
nm = 1.4 + 1). La mezcla se dejé reaccionar 10 min a temperatura ambiente en la
oscuridad y posteriormente se leyo el cambio en la absorbancia a 734 nm con respecto
a la referencia (PBS) en un lector de microplacas modelo Multiskan Sky (Thermo
Fisher, Massachusetts, EUA). Para la cuantificacion se preparé una curva estandar de
Trolox (0 - 100 pg/mL). Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicidon

del radical ABTS y como umol ET/g H bs.

c Método ORAC

El ensayo de ORAC mide la capacidad de un antioxidante de inhibir, mediante un
mecanismo de transferencia de hidrégenos, la oxidacion de la fluoresceina inducida
por los radicales peroxilo generados por APPH (2,2'-azobis dihidrocloruro). Los
hidrolizados (10 mg/mL) se diluyeron (1:500 v/v) con PBS (75 mM, pH 7.4). En una
microplaca oscura de 96 pozos con fondo plano se agregaron 25 uL de la muestra, 25
uL de PBS (blanco) o 25 uL de Trolox (25 - 125 umol) (curva estandar). La placa se
coloco en un lector de fluorescencia (Synergy 2 SL, BioTek Instruments, EUA), donde
se afiadieron 200 pL de fluoresceina (0.96 uM) y 75 pL de AAPH (95.8 mM) a cada
pozo. La intensidad de fluorescencia (485 nm (ex)/525 nm (em)) se midid por un
periodo de 75 min (37 °C) en intervalos de 1 min (Huang y col 2004). La capacidad
antioxidante se obtuvo calculando la diferencia entre la disminucion en la intensidad
de fluorescencia de la muestra y del control Trolox, comparando las areas bajo la curva

generada por el equipo. Los resultados fueron expresados como (umol ET/ g H bs).
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4 Evaluacién de la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

La actividad inhibitoria de a-glucosidasa se determind a través de la medicion
indirecta del p-nitrofenol liberado por la enzima al hidrolizar al p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido; en donde una unidad de la enzima libera 1 pmol/min de p-nitrofenol
cuyo maximo de absorcion es a 405 nm, por lo que, a mayor inhibicién de la enzima,
menor sera la concentracion de p-nitrofenol encontrada. La evaluacion se realizo de
acuerdo con el protocolo establecido por Lopez-Angulo y col (2019), en una microplaca
de 96 pozos se colocaron 50 pL de hidrolizados (100 mg/mL) y se mezclaron con 100
ML de la solucién de a-glucosidasa (0.25 U/mL) y la mezcla se incub6 durante 10 min
a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 50 uL de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (5
mmol), la mezcla se incubd 10 min y se midio6 la absorbancia a 405 nm. Los resultados

se expresaron como porcentaje de inhibicién de acuerdo con la siguiente formula:

% Inhibicion = 100 * [1- (Abs muestra/ Abs control)

Dénde: Abs control corresponde a la mezcla de reaccion sin la muestra.

5 Andlisis estadistico

Se utilizé un analisis de varianza unifactorial, donde el factor fue el tipo de maiz
estudiado. La comparacion de medias se realizé mediante la prueba de Fisher con un
nivel de significancia del 5%. Los analisis se realizaron con el programa Statgraphics
Plus 5.1 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton VA, EUA). Las relaciones entre las
variables analizadas para maices ACA y el hibrido comercial se determinaron
mediante un analisis de componentes principales (PCA) usando el programa STATA

version 11.1 (Stata Corp, College Station, Texas, USA).
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A CONTENIDO DE ALBUMINAS, GLOBULINAS Y PROLAMINAS EN MAICES ACA

Las proteinas del maiz se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a su solubilidad:
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en sales), prolaminas (solubles en
alcohol) y glutelinas (soluble en condiciones reductoras) (Diaz-Gémez y col 2017). Las
albuminas y globulinas se encuentran localizadas principalmente en el germen y
representan menos del 5% del contenido de proteina total en el grano del maiz. Las
proteinas mayoritarias son prolaminas (40-50%) y glutelinas (40%), encontrandose

ambas en el endospermo (Diaz-Gomez y col 2017; Larkins 2019).

En la Figura 6 se muestra el contenido de albuminas, globulinas y prolaminas de
los maices ACA y el hibrido comercial Armadillo. En general, los maices amarillos
CML451/CML486 x PAN133 y PAN157 x PAB218 presentaron mayor contenido de
albuminas que los maices blancos (PBN85 x PBB183, PBN11 x PBN84 y Armadillo).
En esta fraccion se observé un rango de 3.74 a 6.30 mg/100 mg de proteina en los
maices ACA, valores hasta 2.3 veces superiores al obtenido en el hibrido comercial.
En relacion con las globulinas, con excepciéon del maiz PAN157 x PAB218, se observo
un mayor contenido de esta fraccion en los maices ACA con respecto al hibrido

comercial (Figura 6).

Lee y col (2001) reportaron un mayor contenido de proteina en maiz ACA con
respecto al maiz normal. A pesar de no haber realizado la cuantificacion de proteina

total en el presente estudio, al considerar el promedio de las diferentes fracciones, el
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Figura 6. Contenido de albuminas, globulinas y prolaminas en los maices ACA y un
hibrido comercial. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
diferentes maices para una misma fraccion de proteina con base en la prueba Fisher

(p £ 0.05). La barra indica la desviacion estandar observada.
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contenido de proteina de los maices ACA (38.9-44.7 mg/100 mg proteina) fue mayor
al testigo (34.6 mg/100 mg proteina), siendo los maices CML451/CML486 x PAN 133
y PBN11 x PBN84 los de mayor contenido de proteina. Las principales diferencias se
observan en la distribucion de las fracciones, lo que corresponde con lo reportado
previamente en maices ACA donde se incrementa la proporcion de albuminas y
globulinas como consecuencia de un aumento en el tamafo del germen (Lambert

2001; Dudley y col 2007).

B GRADO DE HIDROLISIS Y RENDIMIENTO DE HIDROLIZADOS DE
FRACCIONES PROTEICAS DE MAICES ACA

1 Grado de hidrélisis (GH)

El GH se define como el porcentaje de enlaces peptidicos escindidos por una
proteasa. El uso de enzimas proteoliticas permite una mejor hidrolisis, debido a que
presentan una mejor especificidad respecto a los enlaces que fragmentan. La alcalasa
es una endopeptidasa con una amplia especificidad que corta favorablemente los
enlaces de residuos de aminoacidos hidrofébicos (triptéfano, fenilalanina, leucina,
isoleucina, valina y metionina), resultando en valores altos de GH que aumentan
conforme se extiende el tiempo reaccion hasta alcanzar un maximo (Vioque y col

1999).

El grado de hidrolisis de albuminas y globulinas se muestra en las Figuras 7y 8,
respectivamente. Ambas fracciones mostraron un comportamiento similar,
presentandose un incremento significativo durante los primeros 10 min, seguido de un

incremento moderado hasta los 20 min y, posteriormente cambios leves con un
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comportamiento asintético. Estos resultados indican que el mayor rompimiento de
enlaces peptidicos en albuminas y globulinas ocurre durante los primeros 20 min de
hidrolisis, lo cual supone una mayor disponibilidad de enlaces peptidicos escindibles
en la proteina durante este tiempo y posteriormente disminuyen de manera
considerable. Durante la hidrolisis, ademas de disminuir el tamafio de los péptidos se
incrementa la generacion de grupos polares (-NHz y COO"), traduciéndose en un

incremento de la solubilidad (Vioque y Millan 2005; Karimi y col 2020).

En albuminas, el GH al final de los 120 min fue significativamente mayor en los
maices PBN85 x PBB183 (30.27%) y CML451/CML486 x PAN133 (28.92%), mientras
gque PAN157 x PAB218 fue el que presentd un menor grado de hidrdlisis (24.35%)
(Figura 7). En el caso de las globulinas, el GH (120 min) de CML451/CML486 x
PAN133 (27.09%) fue significativamente mas alto que el del resto de los maices ACA
(14.56 - 18.82%) y el hibrido comercial (17.28%) (Figura 8). Los valores observados
de GH para albuminas y globulinas son similares a los reportados previamente en
hidrolizados de maiz obtenidos con alcalasa. Karimi y col (2020) obtuvieron un GH de
17.5% en hidrolizados de germen de maiz, mientras que en harina de gluten de maiz

se han reportado valores de GH de 17.8 a 24.4% (Zhuang y col 2013; Jin y col 2016).

Las prolaminas mostraron una cinética de hidrolisis muy diferente a lo observado
en albuminas y globulinas, presentandose una menor pendiente y un incremento
constante en la hidrolisis aun después de 120 min de incubacion, logrando
estabilizarse hasta los 200 min (Figura 9). Con respecto a esta fraccion los mayores

valores de GH se observaron en los maices PBN11 x PBN84 (11.14%) y
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CML451/CML486 x PAN133 (10.17%). Estos valores son similares a los observados
previamente por Kong y Xiong (2006) en hidrolizados de zeinas obtenidos con
alcalasa. Sin embargo, Tang y Zhuang (2014) hidrolizaron zeinas con 4 diferentes
proteasas Yy alcalasa present6 el mayor valor de GH (26.3%), el cual es superior a lo
obtenido en el presente estudio. Estas discrepancias podrian atribuirse a diferencias

en el genotipo, la extraccion de las proteinas y las condiciones de reaccién, entre otros.

2 Rendimiento de los hidrolizados de las fracciones proteicas

Se observd una variacion significativa en el rendimiento de los hidrolizados de
albuminas (49.2-68.9%), globulinas (75.2-94.3%) y prolaminas (73.3-88.4%) (Cuadro
7). El GH y el rendimiento presentaron una correlacion positiva en los hidrolizados de
albuminas (r=0.65, p=0.009) y globulinas (r=0.52, p=0.048). El maiz CML451/CML486
x PAN133 presentd rendimientos y GH altos en ambas fracciones, este
comportamiento no fue observado para prolaminas, en donde a pesar de tener
rendimientos altos se observaron GH bajos. En general, los valores observados son
superiores al rendimiento obtenido en hidrolizados de gluten de maiz con alcalasa

(55%) (Hu y col 2022).

C ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE HIDROLIZADOS DE ALBUMINAS,

GLOBULINAS Y PROLAMINAS DE MAICES ACA

La actividad antioxidante (AAox) de una sustancia puede ser identificada con
mayor precision mediante la evaluacion de la actividad de captacion de radicales libres

generados en sistemas oxidativos (Je y col 2007). Se reporta que las proteinas por si
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Cuadro 7. Rendimiento de hidrolizados de albuminas, globulinas y prolaminas de

maices ACA y un maiz hibrido comercial

Muestras Albuminas (%) Globulinas (%) Prolaminas (%)

. b ab ab
Armadillo 52.54 +6.27 88.77 £ 0.45 82.74 £ 1.55

CML451/CML486 x PAN133  68.02+1.22° 0428 +4.78°  79.10 + 3.46

PAN157 x PAB218 5422 +2.81°  7254+153" 7325+522°
PBNS5 x PBB183 68.00+3.43"° 83.46+1.15° 88.85+3.05
PBN11 x PBN84 40.23+120°  81.88+655° 8338+7.91°

Letras diferentes por columna indican diferencia significativa por la prueba de Fisher
(p =0.05).

58



solas, en su forma nativa, presentan AAox debido a que inactivan las especies
reactivas de oxigeno (ROS), pero los péptidos presentan mayor actividad

(Samaranayaka y Li-Chan 2011).

1 DPPH

La AAox por DPPH de las albuminas, globulinas y prolaminas, asi como sus
hidrolizados se muestran en el Cuadro 8. En general, la mayoria de los hidrolizados
presentaron mayor AAox con respecto a las fracciones de proteina. La fraccion de
hidrolizados de albuminas fue la que tuvo mayor AAox con respecto a globulinas y
prolaminas. Un comportamiento similar fue observado por Félix-Medina y col (2023),
quienes reportaron un porcentaje de inhibicion del radical DPPH mayor en hidrolizados
con alcalasa de la fraccion de no-zeinas (30.74%) con respecto a la fraccidén de zeinas

(26.75%) en maiz comercial.

Los valores de inhibicion del radical DPPH de albuminas oscilaron entre 41.63%
y 51.47%, siendo los maices PBN11 x PBN84 (51.47%) y CML451/CML486 x PAN133
(49.19%) los que presentaron los valores mas altos, mientras que el hibrido comercial
fue el que presentd el menor valor (41.63%) (Cuadro 8). Estos valores
correspondieron con el GH observado para estos materiales. En relacion con la
fraccién de globulinas, todos los hidrolizados presentaron mayor AAox con respecto a
la proteina. En este caso el hidrolizado del hibrido comercial presentd la mayor
inhibicion del radical DPPH (37.41%), seguido de CML451/CML482 x PAN133
(33.03%) (Cuadro 8). Quintero-Soto y col (2021) evaluaron la AAox por DPPH en

hidrolizados de albuminas (Alb) y globulinas (Glb) de garbanzo obtenidos con alcalasa,
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reportando valores de inhibicion que oscilaron entre 23 y 53% (Alb) y de 23.2 a 27.6%
(GIb) en diferentes genotipos, lo que coincide con los valores observados en el

presente estudio para ambas fracciones.

El comportamiento observado para AAox en los hidrolizados derivados de
prolaminas fue muy diferente al observado en albuminas y globulinas, ya que no hubo
diferencias considerables entre la actividad de la proteina con respecto a su hidrolizado
(Cuadro 8). Los valores de AAox de los hidrolizados de prolaminas variaron de 21.61%
a 44.57%, los cuales caen dentro del rango obtenido por Tang y col (2010) en
hidrolizados de zeinas purificadas de harina de gluten de maiz y evaluados a 1 mg/mL
(12.8%) y 10 mg/mL (46%). Por su parte, Jiny col (2016) reportaron una inhibicion del
radical DPPH de 46.55% en hidrolizados de harina de gluten de maiz (5 mg/mL)

obtenidos con alcalasa.

2 ABTS

La AAox por ABTS de todos los hidrolizados fue mayor a la observada en proteina
(Cuadro 9). Los mayores valores de actividad se observaron en hidrolizados de la
fraccion prolaminas, destacando la inhibicion del radical ABTS de los maices ACA
PBN11 x PBN84 (68.38%) y PAN157 x PAB218 (65.40%), mientras que en el hibrido
comercial fue de un 59.68%. Los valores de AAox del presente estudio corresponden
con los valores reportados previamente por otros autores en hidrolizados de zeinas
con alcalasa (59.44-64.3%) (Tang y col 2010; Zhuang y col 2013), y se encuentran por
arriba de lo reportado por Zhu y col (2008) en hidrolizados de zeinas (122.8 umol ET/g)

evaluados a 1 mg/mL.
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El porcentaje de inhibicion del radical ABTS de globulinas en los maices ACA vari6 en un
rango de 36.52% a 57.34% (Cuadro 9). El menor porcentaje de inhibicidon lo present6 el maiz

CML451/CML486 x PAN133 (36.52%), mientras que el valor mas alto se observo en PAN157
x PAB218 (57.34%). Por otro lado, en los hidrolizados de albuminas se observaron
valores mas bajos de AAox con un rango de 24.84% (PBN85 x PBB183) a 28.87%
(PBN11 x PBN84) (Cuadro 9). Son pocos los estudios de AAox por ABTS en
hidrolizados de globulinas y albuminas. En germen de maiz, fraccion mayoritaria en
albuminas y globulinas, los hidrolizados obtenidos con alcalasa, flavourzima y tripsina
(2.5 mg/mL) presentaron valores de 220 a 267 pmol ET/g (Karimi y col 2020), los
cuales son inferiores a los observados en el presente estudio en la fraccién de
globulinas (Cuadro 9) tomando en cuenta que los autores usaron una concentracion
2.5 veces mas alta. Por otro lado, se reporté un 38.34% de inhibicion del radical ABTS
en hidrolizados de no-zeinas de maiz normal obtenidos con alcalasa y evaluados a 1
mg/mL (Félix-Medina y col 2023). Cabe destacar que las no-zeinas comprenden a las
albuminas, globulinas y glutelinas, por lo que el valor obtenido por estos autores
corresponde aproximadamente al promedio obtenido entre albiminas y globulinas en

el presente estudio (Cuadro 9).

3 ORAC

La AAox por ORAC de las fracciones de proteinas e hidrolizados mostr6 un
comportamiento diferente al observado por DPPH pero similar al de ABTS. En general
los hidrolizados de prolaminas presentaron una mayor AAox con respecto a los de
albuminas y globulinas (Cuadro 10). Los valores de AAox en los hidrolizados de

prolaminas oscilaron entre 582.01 umol ET/g H (CML451/CML486 x PAN133) y 714.28
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umol ET/g H (PBN11 x PABN84). Con respecto a la AAox de los hidrolizados de
globulinas, el maiz ACA mas sobresaliente fue PAN157 x PAB218 (338.35 pumol ET/g
H bs), mientras que los valores mas bajos se observaron en CML451/CML486 x
PAN133 (145.09) y el hibrido comercial (199.77 umol ET/g H bs). En ambas fracciones
el maiz que presentd los menores valores fue CML451/CML486 x PAN133. Los
hidrolizados de globulinas y prolaminas presentaron en promedio una AAox por ORAC
de 3 a 9 veces mas alta con respecto a los hidrolizados de albuminas (64.05-76.87
pmol ET/g). Ortiz-Martinez y col (2017b), observaron mayor AAox en hidrolizados de
prolaminas y globulinas obtenidos con alcalasa con respecto a los obtenidos a partir

de albuminas en maiz QPM.

Zhou y col (2012) evaluaron la AAox por ORAC en hidrolizados de un concentrado
de proteinas de maiz comercial obtenidos a partir de tres proteasas (proteasa neutra,
proteasa validasa® y proteasa alcalina), observando un rango de 65.6 a 191.4 pmol
ET/g en las fracciones de hidrolizados. Los autores reportaron ademas que las
fracciones de hidrolizados <10 kDa presentaron mayor AAox con respecto a los >10

kDa.

D CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

OBSERVADA EN LOS HIDROLIZADOS DE MAICES ACA

Los métodos de determinacion de la AAox se basan en comprobar como un agente
antioxidante inhibe la presencia de radicales libres. Esta inhibicion es proporcional a la
AAox del compuesto o la muestra, donde existen ensayos que se basan en la

cuantificacion de los productos formados tras el proceso oxidativo.
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Los antioxidantes reaccionan con los radicales libres por diferentes mecanismos:
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), transferencia de un solo electron (SET)
o la combinacion de ambos mecanismos. En el primer caso, el radical libre elimina un
atomo de hidrégeno del antioxidante que se convierte en un radical. En el mecanismo
SET, el antioxidante proporciona un electrén al radical libre y luego se convierte en un
cation radical. El mecanismo esta determinado por la estructura y solubilidad del
antioxidante y la polaridad del solvente. En la mayoria de las situaciones los dos
mecanismos pueden ocurrir simultAneamente. En relacidén con los métodos utilizados
en el presente estudio, se han reportado comportamientos diferentes, donde el método
puede ocurrir en condiciones HAT o SET de acuerdo a la solubilidad del antioxidante,
la polaridad del solvente y el tipo de muestra a evaluar (Schaich y col 2015). En el caso
particular de ABTS y DPPH pueden actuar bajo un mecanismo “mixto” (HAT/SET),
mientras que ORAC se ha reportado principalmente bajo un mecanismo HAT (Liang y

Kitts 2014; Schaich y col 2015; Munteanu y Apetrei 2021).

En los ensayos ORAC y ABTS se observé en general una tendencia similar, en
donde la AAox de los hidrolizados mostré el siguiente orden descendente:
Pro>Glb>Alb, mientras que por DPPH el orden de AAox fue Alb>Glb>Pro. En el caso
de los hidrolizados de prolaminas se ha reportado que el método ABTS resulta mas
efectivo, mientras que en el ensayo de DPPH no se obtuvieron buenos resultados (Zhu
y col 2008). Esto corresponde con lo encontrado en el presente estudio, donde los
hidrolizados de prolaminas presentaron una AAox considerablemente mayor por ABTS

con respecto a lo observado por DPPH.
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De acuerdo con uno de los mecanismos de accidn propuestos para el ensayo de
DPPH (SET), se ha reportado que aminoacidos aromaticos como el triptéfano, tirosina,
fenilalanina e histidina tienen alta AAox sobre radicales libres (Sanchez-Mendoza y col
2017). Sin embargo, las zeinas son deficientes en lisina (Lys) y triptéfano (Trp),
teniendo el endospermo pequefias cantidades de estos aminoacidos esenciales
(Shewry y Halford 2002), mientras que las albiminas son ricas en tales aminoacidos
(Diaz-Gomez y col 2017). En este sentido, se puede concluir que los altos valores de
AAox por DPPH de los hidrolizados de Alb, en comparacion con las demas fracciones
(Pro y GIb) pudiera deberse a la presencia de Lys y Trp en la secuencia de

aminodcidos de los péptidos.

Wang y col (2015a) reportaron la actividad antiradical DPPH y ABTS del péptido
QQPQPW del hidrolizado de proteina de maiz, concluyendo que esta se debe a la
presencia de triptéfano en su secuencia. La diferencia entre la capacidad de captacion
de radicales DPPH y ABTS podria deberse, en gran medida, a la diferencia de
solubilidad y difusividad de los radicales en el medio de reaccion, puesto que la
eliminacién de radicales libres por el método de DPPH suele usarse para conocer el
papel de los antioxidantes hidrofébicos donde suelen disolverse en medios alcohdlicos,
no en una solucién acuosa, mientras que ABTS se utiliza para compuestos hidrofilicos

e hidrofébicos (Tang y col 2010).

Se ha demostrado en ciertos cereales como el trigo que la presencia de triptofano
o tirosina en el C-terminal de los péptidos influye en la eliminacién de radicales ABTS

(Zhu y col 2008; Esfandi y col 2019). Zheng y col (2016) indicaron que la presencia de
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residuos de aminoacidos antioxidantes (Tyr, Trp y Cys) en la secuencia es el factor
determinante para la actividad de los dipéptidos durante la eliminacion del radical
ABTS. Ademas, los autores revelaron que los dipéptidos que contenian residuos
Tyr/Trp en el extremo N-terminal mostraron AAox mas fuerte que si estos se
encontraban en el extremo C-terminal. Se ha reportado que el grupo hidroxilo (-OH)
de la estructura fendlica en Tyr y el grupo inddlico -NH en Trp sirven como donadores
de hidrégeno y/o electrones, mientras que la Cys dona el hidrégeno tiol (SH) y Met es
propenso a la oxidacion a sulfoxido de Met (Hernandez-Ledesma y col 2005). Mirzaee
y col (2023) analizaron el contenido y composicion de aminoacidos en gluten de maiz
e hidrolizados, observando un aumento en general en el contenido de aminoacidos

hidrofilicos en los hidrolizados en comparacion con la proteina nativa.

En un estudio realizado por Zheng y col (2016) con el ensayo de ORAC indicaron
gue la eliminacion de ROO- se presentaba principalmente en péptidos con Tyr, Trp,
Cys y Met. Asi mismo, reportaron que los aminoacidos como Lys, Phe, Pro, His, Ala,
Leu, Glu y/o Asp también podrian servir como donadores de hidrégeno y actuar de
esta manera como antioxidantes con alta actividad inhibitoria de radicales libres (He y
col 2012; Saadi y col 2015). Por lo tanto, la mayor AAox observada en prolaminas por
ORAC pudiera atribuirse a la abundancia de Glu, Phe, Leu, Pro y Ala que posee esta
fraccibn y que podrian presentarse en la mayoria de los péptidos derivados de la
misma. De manera similar los péptidos derivados de globulinas podrian ser
abundantes en aminoacidos como Arg, Gly y Thr y podrian favorecer una alta AAox

(Landry y Moureaux 1980; Wilson 1987; Larkins 2019).
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Los altos valores de AAox obtenidos por los métodos ABTS y ORAC en las
fracciones de globulinas y prolaminas pudieran estar influenciados por la
hidrofobicidad de los aminoéacidos, asi como su mecanismo, observando como en 3
de los 4 maices ACA, ambas fracciones presentaron los valores mas altos contra el
maiz comercial. Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de la enzima
alcalasa para producir péptidos con alta AAox. Sin embargo, se requiere conocer el
perfil de los hidrolizados para conocer los posibles péptidos responsables de dicha

actividad.

E INHIBICION DE a-GLUCOSIDASA DE HIDROLIZADOS DE ALBUMINAS,

GLOBULINAS Y PROLAMINAS EN MAICES ACA

La actividad inhibitoria de a-glucosidasa in vitro de los hidrolizados de albuminas,
globulinas y prolaminas se muestra en el Cuadro 11. El maiz ACA mas sobresaliente
fue CML451/CML486 x PAN133, cuyos hidrolizados presentaron los valores mas altos
de inhibicion de a-glucosidasa en todas las fracciones. De manera general, los
hidrolizados de albuminas (34.09-68.15%) presentaron porcentajes de inhibicibn mas
altos con respecto a globulinas (20.33-58.59%) y prolaminas (29.61-58.71%). Un
comportamiento similar fue observado por Félix-Medina y col (2023), quienes
registraron una mayor actividad inhibitoria en hidrolizados de no-zeinas (40.13%) con
respecto a los hidrolizados de zeinas (36.15%), ambos tratados con alcalasa. La a-
glucosidasa es una enzima clave en la digestién del almidén, ya que convierte los
fragmentos de almiddén producidos por la a-amilasa en glucosa. Por lo tanto, bloquear

la accién de esta enzima puede efectivamente reducir el impacto de los alimentos con
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Cuadro 11. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa de hidrolizados de albuminas,

globulinas y prolaminas

Muestra Albuminas Globulinas Prolaminas

Armadillo 42.83 +0.53° 48.53+0.84° 30.07+1.67°
CML451/CML486 x PAN133 68.15+1.56 2 5859+2352 58.71+3.222
PAN157 x PAB218 44.05+2.52° 20.33+0.80 ¢ 29.61+1.69°
PBN85 x PBB183 34.09£4.29°¢ 57.37+0592 31.91+207°
PBN11 x PBN84 4256 +1.41° 41.52+0.26 ¢ 33.10+4.13°

Las fracciones de albuminas, globulinas y prolaminas fueron evaluadas a 66 mg/mL,

99 mg/mL y 33 mg/mL, respectivamente. Los valores estdn expresados como % de

inhibicion y corresponden a la media = desviacion estandar de tres mediciones

independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de

Fisher (p < 0.05).
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almidon en el nivel posprandial de azlUcar en sangre en diabéticos. Existen pocos
reportes sobre el potencial antidiabético de hidrolizados obtenidos de las diferentes
fracciones de proteinas en cereales. En salvado de arroz se ha reportado una mayor
actividad inhibitoria de a-glucosidasa en hidrolizados de albuminas (52.43%) con

respecto al resto de las fracciones proteinicas (25.84-45.26%) (Uraipong y Zhao 2017).

Por otro lado, en hidrolizados de germen de maiz obtenidos con alcalasa,
flavourzima y tripsina se registraron valores de 12.8 a 37.1% de actividad inhibitoria de
a-glucosidasa (20 mg/mL), los péptidos generados se encontraron compuestos
principalmente por aminoacidos con grupos hidroxilo (Ser, Thr y Tyr), o aminoacidos
basicos (Lys y Arg) en el extremo amino de los péptidos, que podrian desempefar un
papel fundamental en la inhibicién de la a-glucosidasa, encontrandose mayormente

Lys y Ser (Karimi y col 2020).

Mirzaee y col (2023) evaluaron la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de
hidrolizados de proteinas de maiz (CPH), soya (SPH) y mezclas de estas proteinas
(SPH30:CPH70; SPH70:CPH30), observando una mayor actividad en los hidrolizados
de soya (SPH, SPH70:CPH30) con respecto a los de maiz, lo que se relacion6 con un
mayor contenido de péptidos mas pequefos producidos en la hidrélisis y la presencia
de aminoacidos basicos (Lys, Arg) en el extremo de las cadenas peptidicas y de
aminoacidos con grupos hidroxilo (Ser, Thr, Tyr), lo cual podria estar contribuyendo a
la inhibicién de la a-glucosidasa a traves de la interaccion con el sitio activo de la

enzima (Karimi y col 2021).

Abbasi y col (2022) estudiaron el efecto inhibidor de a-glucosidasa de péptidos
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bioactivos obtenidos a partir de proteina de quinoa hidrolizada con alcalasa y tripsina,
en donde los péptidos con PM < 3 kDa obtenidos después de 0.5 h de hidrdlisis con
tripsina fue la fraccibn que mostré el mayor porcentaje de inhibicion, lo que sugiere
que la disminucién del tamafio del péptido conduce a una mayor actividad inhibitoria

de la enzima, probablemente con un mecanismo de inhibicion competitiva.

Wang y col (2019) explicaron la relacion entre la estructura y la actividad de
péptidos de soya generados con alcalasa, donde la actividad inhibitoria de la o-
glucosidasa estuvo fuertemente influenciada por dos aminoacidos hidrofobicos: Pro y
Leu, los cuales se consideraron aminoacidos vitales que tenian un efecto inhibidor
contra la a-glucosidasa por separado o sinérgicamente. Posteriormente, Wang y col
(2020) encontraron que el péptido LPLLR que contiene dos aminoacidos hidrofébicos
(Leu y Pro) y una Arg en su extremo C posee alta inhibicion de la a-glucosidasa,
considerandose estos tres aminoacidos vitales para tal actividad. Esto fue validado
posteriormente por Zhang y col (2023), al identificar los péptidos con alta capacidad
inhibitoria de a-glucosidasa en las secuencias LLVLYYEY y LLLLPSYSEF, las cuales
contenian altos niveles de Leu. Asi mismo, Liu y col (2021) observaron que la
secuencia peptidica KVIISAPSKDAPMF, con lisina en el extremo inicial del N-terminal
y fenilalanina al final del C-terminal, presenté una excelente actividad inhibitoria de la
a-glucosidasa, atribuyéndole ademas esta actividad a la presencia de una alanina, una
prolina y un residuo de metionina presentes en el extremo C-terminal, lo cual trajo

consigo una mayor actividad.

Aun se desconoce el mecanismo exacto por el cual los péptidos podrian inhibir la

actividad de la a-glucosidasa, aunque algunos de ellos ejercen su actividad inhibitoria
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uniéndose al sitio activo de la enzima a través de interacciones hidrofobicas
(Bharatham y col 2008). Analisis de acoplamiento molecular indicaron que la mayoria
de las interacciones entre los péptidos y la enzima a-glucosidasa se deben a cuatro
interacciones principales (enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofébicas, puentes
salinos y apilamiento 1T (interaccién aromatica)), siendo los enlaces de hidrégeno y las
interacciones hidrofébicas los mas importantes en la actividad inhibitoria de a-

glucosidasa (Yang y col 2023).

Los resultados obtenidos demuestran el gran potencial hipoglucémico de los
hidrolizados de maices ACA, destacando el maiz ACA CML451/CML486 x PAN133
gue fue el mas sobresaliente en los hidrolizados obtenidos en las tres fracciones, por
lo que es de gran interés realizar la purificacion y fraccionamiento de los péptidos
obtenidos por hidrélisis con alcalasa para verificar su contribucion y asociacion con la
actividad inhibitoria de a-glucosidasa, informacion que podria identificar péptidos

inhibidores para el tratamiento antidiabético.

F RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS EVALUADAS EN LOS MAICES

ACA

El andlisis de componentes principales (PCA) mostro las similitudes y diferencias
entre los genotipos de maiz (Figura 10). Dos componentes explicaron el 80.69% de la
variacion total observada en AAo0x, actividad inhibitoria de a-glucosidasa y GH. El
primer componente (PC1, 43.78%) fue asociado principalmente con la actividad
inhibitoria a-glucosidasa, mientras que el segundo (PC2, 36.73%) se asocio con la

AAox (DPPH y ABTS).
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Figura 10. Analisis de componentes principales de maices ACA y un hibrido

comercial.
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Como resultado del anélisis de PCA, en el cuadrante superior derecho se ubico al
maiz CML451/CML486 x PAN133, el cual destacO por sus altos valores de AAox e
inhibitoria de glucosidasa. En el cuadrante superior izquierdo se ubicaron los maices
PBN11 x PBN84 y PAN157 x PAB218, los cuales presentaron una mayor AAox en las
fracciones de prolaminas y globulinas. Con base en este analisis, los maices con las
mejores caracteristicas fueron CML451/CML486 x PAN133, PBN11l x PBN84 y

PAN157 x PAB218.
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IX. CONCLUSIONES

1. Los hidrolizados con alcalasa de la fraccion albuminas presentaron mayores GH
gue los de las fracciones globulinas y prolaminas, lo cual corresponde con la mayor

variabilidad de proteinas en esta fraccion.

2. Los hidrolizados de albuminas presentaron mayor AAox por DPPH lo que podria
asociarse con un mayor contenido de aminoacidos como Trp y Lys; mientras que,
los hidrolizados de globulinas y prolaminas inhibieron mejor los radicales ABTS y
ORAC, lo que podria asociarse con una mayor proporcion en dichas fracciones de

aminoéacidos con alta AAox (Met, Arg, Leu, Trp, Pro, His).

3. El maiz ACA CML451/CML486 x PAN133 representa una buena fuente de péptidos
con actividad inhibitoria de a-glucosidasa, lo que sugiere su uso potencial como
parte de tratamientos no farmacoldgicos para coadyuvar en el tratamiento de la
diabetes. Sin embargo, se requieren estudios in vivo para demostrar su potencial

antidiabético.

4. Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de la enzima alcalasa para
producir péptidos de proteinas de maiz con alta AAox y actividad inhibitoria de a-
glucosidasa. También demuestran que algunos de los maices ACA evaluados
poseen caracteristicas nutracéuticas superiores al hibrido comercial, dandole valor

agregado a estos materiales para su posible comercializacién y consumo.
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ACA
ADN
AGM
AGP
AGS

Ala

Alb
AAOX
APPH
Arg

BCA
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BSA
Caco2
CIMMYT
COOr
CPH
C-terminal

Cys

ABREVIATURAS

Absorbancia
2, acido 2'-Azino-Bis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfénico
Maiz con alto contenido en aceite

Acido desoxirribonucleico

Acido graso monoinsaturado

Acido graso poliinsaturado

Acido graso saturado

Alanina

Albuminas

Actividad antioxidante

2-2’-Azobis dihidrocloruro

Arginina

Acido bicinconinico

Base seca

Albumina de suero bovino

Células de adenocarcinoma de colon humano

Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
Grupo carboxilo

Hidrolizados de proteinas de maiz

Carboxilo terminal

Cisteina
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DM Diabetes mellitus

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DPPH 2,2-di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazilo

DPP-IV Dipeptidil peptidasa-IV

ECA Enzima convertidora de angiotensina

ET/g Equivalentes de trolox por gramo

EtOH Etanol

FAO Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion

FAOSTAT Base de datos estadisticos corporativos de la Organizacién para la

Agricultura y la Alimentacion

FCC Codex de productos quimicos alimentarios

g Fuerza centrifuga relativa

GH Grado de hidrolisis

GIP Péptido insulinotrépico dependiente de glucosa

Glb Globulinas

GIn Glutamina

GLP-1 Péptido 1 similar al glucagon

HAT Transferencia de atomos de hidrégeno

HepG2 Human Epidermoid carcinoma strain #2 (Células cancerosas

epidermoides humanas)
His Histidina

INIFAP Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
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Joint Expert Committee on Food Aditives (Comité Mixto FAO/OMS de

Expertos en Aditivos Alimentarios).
Kilo dalton
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Metionina

Milimol

Cloruro de sodio
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Amino terminal
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Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno

Peso por volumen
Tampon de fosfato salino
Andlisis de componentes principales
Coeficiente de acidez y alcalinidad
Peso molecular

Prolaminas
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ROS
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Radical peroxilo
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Hidrolizados de proteinas de soya
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