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RESUMEN

Los dimeros de acido ferllico son compuestos fendlicos que pertenecen a la familia de
los acidos hidroxicinamicos y poseen propiedades antioxidantes pero no estan
disponibles comercialmente y su sintesis no es trivial. Son inhibidores mas efectivos de
la peroxidacion lipidica que el acido ferdlico, la habilidad de estos compuestos fendlicos
para secuestrar los radicales como el ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-etiloenzotiazol)-6
sulfénico) en una fase acuosa parece estar influenciada por un sistema de conjugacion

lleno en la molécula.

Existen evidencias de que los dimeros de acido ferulico se encuentran covalentemente
unidos a los polimeros de las paredes celulares en plantas y semillas (como el maiz,
arroz, trigo, cebada, avena) y otras familias de monocotiledonias y dicotiledoneas junto
con acido ferdlico, acido p-coumarico y acido cinamico. El nejayote es considerado un
subproducto de la nixtamalizacion y se obtiene de las aguas de lavado del maiz, por lo
que se considera una fuente importante de acido ferdlico y de los dimeros de acido
ferdlico, la cantidad de estos compuestos va a depender de la variedad de maiz del cual

se obtuvo el nejayote.

El acido ferulico es utilizado como antioxidante natural en alimentos y es un ingrediente
activo en lociones y cremas como protector solar ademas de ser usado como
antitumoral, anticancerigeno, inhibidor de sabores amargos y precursor de la vainillina.
Entre los derivados del acido ferdlico estan los dimeros de acido ferdlico (DAFs), los
cuales brindan estabilidad en la pared celular de la planta, impiden in vitro la
degradacion de la pared celular de la planta y poseen propiedades insecticidas y

antioxidantes.

En este estudio se partido de tres muestras de nejayote de maiz nixtamalizadas, las
cuales se acidificaron hasta pH 4. Posteriormente se realiza una adsorcion del acido

ferdlico y sus dimeros, con carbon activado, amberlita y polivinilpirrolidona, los cuales



fueron extraidos con lavados sucesivos de cada uno de los adsorbentes con acetato de
etilo.

Todos los extractos fueron colectados y concentrados en rotavapor. El concentrado de
acido ferulico y sus dimeros se purificO por disolucion y recristalizacion en metanol.
Obteniendo asi un extracto enriquecido de acido ferulico y dimeros de acido ferulico. El

extracto obtenido se tratd con Saccharomyces cerevisiae para saturar los enlaces de

dimeros de acido ferulico contenidos en el extracto y formar los hidrodimeros de acido

feralico.

Para evaluar la actividad antioxidante de las muestras obtenidas, se aplico una prueba
cualitativa, la cromatografia en capa fina, usando como revelador DPPH, con la finalidad
de comprobar la presencia de un compuesto antioxidante. Posteriormente se realizaron
pruebas cuantitativas utilizando: Capacidad secuestrante sobre el radical 1,1-Difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), capacidad secuestrante sobre el radical, acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazol)-6 sulfénico (ABTS+) y actividad antioxidante por blanqueo con -

caroteno, como patron de referencia se utilizé el Trolox.

Los resultados obtenidos nos permitieron evaluar el posible aprovechamiento de los
dimeros e hidrodimeros de acido ferllico como antioxidantes para alimentos a partir de

un subproducto de la industrializacion del maiz, como lo es el nejayote.



1. INTRODUCCION

Dentro del campo de los aditivos de alimentos destacan los antioxidantes, estos pueden
tener dos origenes: sintéticos o bien naturales, los antioxidantes sintéticos han sido
ampliamente usados en la industria de los alimentos por incrementar el tiempo de vida
de los alimentos que son susceptibles a la oxidacion lipidica, sin embargo, existen
argumentos acerca de la seguridad y efectos adversos de los antioxidantes sintéticos
como aditivos en alimentos. Mientras que los antioxidantes naturales juegan un papel
importante en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, carcinogénesis y varias

enfermedades cronicas (3).

La sustitucion de antioxidantes sintéticos por antioxidantes de origen natural nos brinda
enormes beneficios debido a que contribuyen a mantener la salud. Dentro de los
antioxidantes naturales existe un particular interés en el acido ferdlico por sus
propiedades biologicas, tales como antioxidante, anti-inflamatorio, antialergénico,
antimicrobial, antiviral, anticarcinogénico, propiedades de filtro UV y ademas de ser
utilizado para la produccion de vainillina (21). Este antioxidante natural pertenece al
grupo de los acidos hidroxicinamicos, se encuentra en los cereales, especialmente en
el salvado de trigo, arroz, avena, cebada y maiz, y en las hojas de las plantas la
cantidad presente de este acido en cada una de estas fuentes varia de acuerdo a la
variedad de cereal y otros factores ambientales. En el nejayote, el cual es considerado
un subproducto de la nixtamalizacion que se obtiene de las aguas de lavado del maiz,

el cual contiene 2.6% de acido ferdlico y 1.3% de los dimeros de acido ferdlico (27).

Estudios recientes muestran que los dimeros de &cido ferdlico poseen una mayor
actividad antioxidante que los mondmeros. Pero sabemos que estos dimeros no estan
comercialmente disponibles y su sintesis no es trivial ademas de presentar baja
solubilidad y estabilidad en varios sistemas de disolventes. Tienen un caracter

hidrofilico lo cual reduce su efectividad en la estabilizacion de grasas y aceites (6).
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3. OBJETIVO

v' Obtener y medir la actividad antioxidante de un extracto enriquecido en

dimeros/hidrodimeros de acido ferulico a partir de nejayote.

Objetivos Particulares

v' Extraccion de acido ferllico y sus dimeros a partir del nejayote de maiz con tres

diferentes adsorbentes y evaluar sus rendimientos.

v' Obtener un extracto enriquecido en DAFs retirando la mayor cantidad de &cido

ferdlico

v' Tratar el extracto enriquecido en dimeros de &cido ferilico con Saccharomyces
cerevisiae para llevar a cabo la saturacion del doble enlace de los dimeros de acido
feralico y obtener los correspondientes hidrodimeros de acido ferdlico, evaluar los

rendimientos.

v" Verificar la AAO de los hidrodimeros de acido ferdlico con tres métodos, DPPH, ABTS,

y blanqueo con B-caroteno. Correlacionar la AAO con el contenido de fenoles totales.



ANTECEDENTES

3. ANTECEDENTES

3.1 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando se presenta en bajas concentraciones
comparado con el sustrato oxidable (lipidos, proteinas, carbohidratos, DNA),
significantemente retrasa y previene la oxidacion de esa sustancia. Los antioxidantes son
frecuentemente empleados para prevenir la oxidacion lipidica en los alimentos, cosméticos y
productos farmacéuticos, asi como retardar la oxidacion de grasas insaturadas y aceites y
evitar la asociada formacion de malos olores y sabores, preservando la calidad del alimento
(29).

Los principales antioxidantes utilizados habitualmente en los alimentos son los fenoles
mono o poli-hidroxilados con varias sustituciones en el anillo. Para que su eficacia sea
maxima, a menudo los antioxidantes primarios se combinan con otros antioxidantes
fendlicos o con agentes secuestrantes de metales. Los antioxidantes fendlicos ocupan una
situacion privilegiada. Son excelentes donadores de electrones o de hidrogeno y ademas sus
radicales intermediarios son relativamente estables debido a la deslocalizacion por
resonancia y a la falta de posiciones apropiadas para ser atacados por el oxigeno molecular
(36).

Los requerimientos para seleccionar el antioxidante mas efectivo para un alimento son
entender la verdadera propiedad protectora del antioxidante, identificar los sustratos que
se comienzan a oxidar, la localizacion del antioxidante en el sistema y el efecto de otros
componentes en la actividad del antioxidante. En los alimentos la eficiencia de un
antioxidante depende de su estructura, volatibilidad, estabilidad al calor y sensibilidad al

pH (29). Los antioxidantes pueden ser clasificados en naturales y sintéticos.
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3.1..1 Antioxidantes sintéticos

Los principales antioxidantes sintéticos empleados en los alimentos son el butil
hidroxianisol (BHA), el butil hidroxitolueno (BHT), el galato de propilo (GP) y la terbutil
hidroxiquinona (TBHQ), estos antioxidantes son mono o poli fenoles sustituidos (Figura 1).
Los antioxidantes sintéticos presentan algunas ventajas como su pureza, eficiencia,
disponibilidad, relativamente baratos, no presentan efectos adversos en el sabor y son
seguros toxicolégicamente con una constante actividad y calidad garantizada. Pero también
presentan algunas desventajas; solo algunas sustancias aprobadas estan disponibles en el
mercado como compuestos que pueden ser toxicos en altas dosis y los consumidores los
consideran como quimicos y peligrosos para la salud humana (29). Desde el punto de vista
practico, los antioxidantes tienen que poseer las siguientes propiedades; deben ser inocuos,
muy activos a concentraciones bajas (0.01-0.02%) y liposolubles para acumularse en la
fase lipidica. En el caso de las emulsiones aceite/agua son adecuados los antioxidantes
lipofilicos (BHA y BHT). Por el contrario, los antioxidantes fuertemente polares, (TBHQ) y
galato de propilo, son especialmente activos en grasas y aceites por gue se acumulan en

la interfase grasa/aire (36).

OH OH OH
C(CHy), (CH,),C C(GH,),
C(CH,),
OMe OMe OMe
A B C
OH OH
C(CH,), HO OH
OH COOC,H,
D E

Figura 1. Antioxidantes sintéticos. Ay B (butil hidroxianisol , 2-HAB y 3-HAB) C (butil hidroxitolueno ), D (ter-
butil hidroxiquinona, TBHQ) y E (galato de propilo, GP) (1).
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3.1.2 Antioxidantes naturales

Entre los antioxidantes naturales muchos son derivados principalmente de las plantas, por
ejemplo los tocoferoles, los flavonoides, los aminoacidos, algunos de los productos de las
reacciones de Maillard (reductonas) y los acidos hidroxicinamicos como el clorogénico, el
isoclorogénico, el caféico, el ferulico, el p-coumarico, el siringico, el vainilico y los acidos

hidroxibenzoicos.

0]
R1
X OH
R2
R3

R1=R2=R3=H Acido Cinamico
R1=H, R2=0OH, R3=0OMe Acido Ferdlico
R1=H, R2=0OH, R3=H Acido Cumarico
R1=OMe, R2=0OH, R3=OMe Acido Sinapico
R1=H, R2=R3=0H Acido Caféico

Figura. 2. Acidos hidroxicinamicos. Estructura quimica de antioxidantes naturales (1).

La importancia de los antioxidantes presentes en los alimentos radica en que son capaces
de preservar a los alimentos que los contienen y proporcionar el aporte in vivo de
antioxidantes esenciales (Figura 2). EI ser humano esta protegido del estrés oxidativo
gracias a la accion de varios antioxidantes que poseen diferentes funciones. Algunos son
enzimas y proteinas y otros son pequenas moléculas antioxidantes. Los alimentos son

importantes fuentes de tales antioxidantes y elementos traza (37).
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Aminoéacidos

Los aminoacidos, como la glicina o la B,B-dimetilcisteina, pueden actuar como antioxidantes
reaccionando directamente con radicales libres o por efecto sinérgico, como ocurre con la
mayoria. El efecto sinérgico de los aminoacidos con algunos antioxidantes fendlicos puede
deberse en parte a la quelacion de metales, aunque es posible que otros mecanismos, no

conocidos aun, estén involucrados (38).

Tocoferoles

Los tocoferoles son los antioxidantes mas ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los
tocoferoles se encuentran en muchas formas, incluidas el isébmero dextro rotatorio, la
mezcla racemica, su acetato y su ester de acido succinato. La forma alcohdlica libre es
facilmente oxidable mientras los esteres son mas estables. La vitamina E (Figura 3) es el o-
tocoferol, varios analogos del tocoferol como (-, 0-, y- son usados como aditivos
alimentarios y también estan presentes en la naturaleza aunque su actividad esta por

debajo de la vitamina E (64).

Figura 3. Estructura de o-tocoferol (A) y y- tocoferol (B) (64).
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Los antioxidantes naturales mas importantes que son comercialmente explotados son los
tocoferoles, debido a su habilidad para inhibir la peroxidacion lipidica atrapando los
radicales peroxi, desafortunadamente los tocoferoles son menos efectivos que otros
antioxidantes naturales. Los tocoferoles se encuentran ampliamente distribuidos en los
aceites de las plantas, vegetales verdes, fibra, carne, las yemas de huevo y el aceite de
germen (39). Varias formas del tocoferol, vitamina E y la forma esterificada de la vitamina
inhiben el crecimiento in vitro de varios tipos de células incluidas células-retrovirus
transformadas del tumor, neuroblastoma humano, neuroblastoma marino, neuroblastoma

de ratas y células glioma y melanoma marino (64).

Flavonoides

Los flavonoides son difenilpropanos que frecuentemente forman parte de las plantas y, por
lo tanto, de la dieta de los humanos. Se consumen en cantidades relativamente altas con la
alimentacion diaria. La principal fuente de flavonoides son las verduras, frutas y bebidas
populares como el vino, el te y la cerveza (37). Este grupo contiene mas de 8000
compuestos conocidos y esta cifra crece constantemente debido a su gran presencia
estructural de patrones de hidroxilacion, metoxilacion, glicosilacion y acilacion. Los
flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, que consisten en quince atomos de
carbono arreglados en una configuracion C6-C3-C6. La estructura consiste esencialmente
de dos anillos aromaticos A y B, unidos por tres enlaces carbono, usualmente, en la forma
de un anillo heterociclico (Figura 4). Los principales subgrupos son los flavonoles, flavones,

isoflavones, catequinas, proanticianidinas y antocianinas (39).

Flavones 4=0
Flavonoles 3=0H, 4=0
Antocianinas 3=0H

Figura 4. Estructura basica de los flavonoides (39).



ANTECEDENTES

Los flavonoides son los pigmentos responsables de los tonos amarillo, naranja y rojo en las
flores de las plantas (Figura 5). También son importantes factores de crecimiento y de

defensa de la planta (39).

Figura 5. Pigmentos responsables del color en las flores (65)

Los flavonoides y otros polifenoles poseen acciones antitumorales, antialérgenicas,
antiagregantes, antiisquémicas, antiinflamatorias y antioxidantes. La actividad biolégica de
los flavonoides se debe principalmente a su propiedad antioxidante la cual se ve reflejada
como antioxidantes primarios, quelantes y secuestradores de aniones superdxido. La
presencia de grupos hidroxilo en la posicion 3°-,4°-y 5°- en el anillo B incrementa la

actividad antioxidante comparado con un solo grupo hidroxilo (39).

3.2 Acido fertlico

El acido ferulico 6 acido 4-hidroxi-3-metoxi-trans cinamico (Figura 6) del latin férula, planta
gigante (54), se encuentra unido covalentemente a polisacaridos por medio de enlaces
ester y a dos componentes de lighina unidos por enlaces ester o eter en las paredes

celulares de las plantas de la familia Graminaceae y Chenopodiaceae.

La presencia de un doble enlace en la cadena lateral del acido ferdlico (AF) permite la
posible existencia de dos formas isomericas: cis (Z) y trans (E). Los compuestos nativos son
principalmente trans, a pesar de la interconversion en las dos formas puede conducir a

respuestas fisiologicas seguras (44).

10
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GCOOH

OMe
OH

Acido ferulico

Figura 6. Estructura quimica del acido ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxi-trans cinamico) (12).

El coeficiente de particion en n-octanol/agua es de 0.375 y 0.489 a pH de 3y 10
respectivamente. Un estudio de estabilidad acelerada indica que el valor tgo estimado es de
459 dias a 25°C, el AF es inestable a una humedad relativa a mas de 76% probablemente
por su naturaleza higroscopica. Es incompatible con excipientes como Avicel (celulosa
microcristalina), CMC (carboximetilcelulosa), PVP (polivinil pirrilidona) y almidén por lo que
su manufactura con estos puede ser complicada. El tamano de distribucion de particula esta

en un intervalo de 10-190 uym con un tamano promedio de 61um (12).

El AF es el compuesto fendlico predominante en el tejido del maiz y se encuentra
principalmente enlazado a los polisacaridos de la pared celular como complejo FAXX (O-{5-O-
[(E)-feruloil]-a-L-arabinofuranosil}-(1,3)-O-B-D-xilanopiranosil-(1-=>4) -D-xilosa) (15).

Es el acido hidroxicinamico mas abundante presente en las paredes celulares de las
plantas. ElI AF y sus dimeros son compuestos ubicuos de la pared celular primaria de las

plantas (8).

La actividad antioxidante del AF se ve poco afectada por los cambios de pH en comparacion
con otros compuestos fendlicos. La actividad antioxidante de algunos esteres de AF es aun
mayor que la del AF y esto se debe a que en los esteres de AF existe una cadena de alcohol
(21). Las propiedades antioxidantes del AF y sus n-acil esteres son debido a su capacidad
para formar secuestradores estabilizando altamente el radical-fenoxi por la extensa
deslocalizacion sobre el nlcleo aromatico sustituido con dos grupos electron-donador. Se ha

demostrado que la actividad antioxidante del AF en los sistemas biologicos depende

11
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también de la cadena ester, sugiriendo la importancia de esta modificacion. Los dimeros de

acido feralico (DAFs) podrian ser antioxidantes mas fuertes que el acido por si mismo (29).

3.2.1 Funcion bioldgica del acido ferdlico

El acido ferulico desarrolla un papel muy importante en la pared celular de la planta
manteniendo su integridad, su forma y la defensa contra el ingreso de patégenos. El entre
cruzamiento de los polimeros de la pared celular, que se unen a través del AF, pueden
modificar las propiedades como accesibilidad, extensibilidad, plasticidad, digestibilidad y
adherencia. Cuando se completa la fase de extension del crecimiento de la célula, las
propiedades mecanicas de la pared celular cambian y ya no son capaces de recurrir a la
relajacion. En el punto final de la expansion se crean asociaciones permanentes entre los
polimeros de la pared por la formacion de enlaces. En las plantas el AF juega un papel
fundamental en este proceso de enlace, el cual controla la organizacion de la pared celular
y la integridad estructural. Estos eventos son cuidadosamente controlados por la planta en

respuesta a su medio (44).

3.2.2 Aplicaciones del acido ferdlico

A nivel industrial es usado como antioxidante natural en alimentos y es ingrediente activo
en lociones y cremas para la radiacion solar ya que funciona como fotoprotector. También
se le han asociado propiedades tales como: antihepatoxica, antitumoral, antiestrogénica,
antimicotica y colesterolémia, inhibidor de sabores amargos, precursor de la vainillina en
ensayos de biotransformacion, previene de enfermedades como inflamacién, cancer y el

envejecimiento causado por el desequilibrio oxidativo del tejido (9).

El AF es usado como droga antiinflamatoria en la medicina oriental Japonesa, es uno de los
componentes bioactivos en Carpobrotus edulis (higo amargo) con actividad antibacterial en
contra de Bacilllus subtilis y Streptococcus pneumoniae y ofrece diferentes beneficios al
sistema cardiovascular. En el Japén el AF ha sido aprovechado como un aditivo alimentario

y usado como antioxidante natural en los alimentos, las bebidas y los cosméticos (21).
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El AF es un agente protector contra la radiacion UV que induce dano en la piel, protege la
goma guar y el almidon de la degradacion térmica debido a la depolimerizacion por su

habilidad para terminar la reaccion en cadena del radical libre.

El AF es un buen sustrato para la produccion de vainillina, molécula aromatica mas usada
en la industria de alimentos, farmacéuticas y de cosméticos. Un sabor de este tipo
(sintetizado a partir del AF) podria colocarse entre los sabores extraidos de vainas de vainilla
y la vainilla sintetizada quimicamente en términos de calidad y precio. El AF también es
usado como sustrato para la transformacion biocatalitica de otras moléculas valiosas como
polimeros, epoxidos, acilbenzenos, acido protocatecoico relacionado con catecoles, guaiacol

y catecol (20).

3.2.3 Fuentes de acido ferdlico

Los acidos fendlicos como el AF y sus productos de la oxidacion, los DAFs, ambos se

encuentran en las paredes celulares de las plantas esterificados a polisacaridos (24).

En los tejidos de monocotiledonias como los cereales, arroz, trigo, cebada, avena (Figura 7)

el AF se encuentra asociado con heteroxilanos (47).

Figura 7. Algunas fuentes del AF son los cereales tales como: arroz, maiz, avena, trigo, centeno (66).

En dicotiledonias el AF generalmente no esta en la pared celular, solo en muy pocas plantas
de la familia de Chenopodiaceae y esta asociado con los polisacaridos pépticos en

espinacas, remolacha de azucar, quinoa y cirialera herbacea (47).
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La mayoria de estos compuestos se localizan en el exterior de las capas de aleurona, en el
salvado y en el germen de la semilla. La presencia, distribucion y poder antioxidante de
estos acidos hidroxicinamicos es diferente de acuerdo a la variedad del grano, el medio y

las condiciones de crecimiento, la molienda y el proceso de refinamiento del grano (43).

El contenido de mondmeros p-AC (acido p-coumarico), E-AF(acido ferulico trans) y Z-AF
(acido ferdlico cis) es significativamente diferente entre genotipos de maiz, de acuerdo con
estudios previos el E- AF es la especie predominante de la pared celular en la mayoria de
los genotipos de maiz. El estéreo isomero Z-AF es solo un constituyente menor (menos del
10% del AF total) y tal vez solo como resultado de una estéreo isomerizacion durante el
proceso de extraccion. Existen dos genotipos de maiz (CO433 y CO432) con diferentes
antecedentes genéticos que exhiben altos niveles de DAFs y por consecuencia altos niveles

de resistencia a insectos (15).

El AF y sus DAFs se encuentran en cantidades significativas en derivados agroindustriales de
bajo costo y disponibilidad como por ejemplo el bagazo de la cana, la pulpa del café, las
cascarillas de trigo y de arroz y para el caso de México el nejayote. Los residuos
agroindustriales son una fuente potencial de valor agregado de acidos fendlicos con
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica. La remolacha de azlcar, principal
subproducto de la industria del refinado del azlcar, contiene aproximadamente 1% de AF.
Es posible extraer AF que contenga pectina de esta remolacha y con este se hacen geles
(47). ElI AF es el acido hidroxicinamico mas abundante detectado en los granos de maiz,
pero el acido p-coumarico esta presente en cantidades significativas; juntos estos

monomeros fenodlicos son el 3% del grano (15).
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3.2.4 Obtencién del acido fertilico

Existen formas de obtener AF, la primera es la sintesis quimica o enzimatica y la otra es la

extraccion de AF de fuentes naturales.

El AF puede ser sintetizado quimicamente por una reaccion de condensacion de la vainillina
con acido malonico, catalizado por piperidina. Este método produce una mezcla de cis- y

tras AF, su rendimiento es alto pero toma tres semanas para completarse la reaccion (41).

Enzimaticamente podemos obtener AF a partir de la conversion oxidativa enzimatica del
eugenol. El eugenol es un sustrato barato y natural que puede ser aislado del aceite esencial
del arbol de clavo Syzygium aromaticum, en escala industrial, esta comercialmente
disponible, su precio es aproximadamente de $5/Kg. El eugenol puede ser convertido
enzimaticamente a AF via coniferil alcohol o coniferil aldehido. Células de Escherichia coli se
crecen toda la noche a 30°C en 50 mL de medio TB que contiene tetraciclina y ampicilina,
cuando el cultivo entra en su fase estacionaria de crecimiento se adiciona 25 pL de eugenol
(0.05% v/v) cada hora durante 15 horas de fase de biotransformacion, y la aparicion de
coniferil alcohol y coniferil aldehido y el AF en el sobrenadante es analizado por HPLC.
Después de 15 horas la concentracion de AF obtenida es 8.6 g/L, lo cual corresponde a un

90.8% de rendimiento con respecto a la cantidad de eugenol adicionada (57).

El AF también de obtiene de la extraccion de fuentes naturales de varios cereales y plantas,
entre ellos del maiz, el AF se encuentra unido a polisacaridos y su separaciéon no es facil.
Afortunadamente existen dos tipos de métodos para romper este enlace y separarlo, el
primero es enzimatico usando esterasas de AF o en algunos casos polisacarido hidrolasas y

otro método es por medio de la saponificacion (25).

Los métodos enzimaticos para recuperar el AF de la biomasa, usando esterasas de AF, a
pesar de la importancia de estas enzimas, solas no son suficientes para liberar el AF de la
matriz de la biomasa. El uso sinergista de las esterasas de AF y otras hemicelulasas,

especialmente xilanasas y arabinofuranosas es necesario. Neosartorya spinosa fue
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descubierta como un microorganismo capaz de producir enzimas extracelulares para liberar
el AF del salvado de maiz y salvado de otras fibras. Las actividades enzimaticas de seis
celulasas fueron descubiertas usando carboximetilcelulosa de sodio como sustrato,
(hemicelulasas: xilanasas, B-xilosidasas, esterasas de AF, a-arabinofuranocidasas y xilano
acetilesterasa). Otra enzima fue también detectada a niveles menores, la a-glucoronocidasa
(45).

La hidrdlisis alcalina o saponificacion es el otro método, es una técnica aspera, la cual
puede conducir a cambios quimicos como la oxidacion del compuesto y su purificacion es
dificil (23). Este método se puede llevar a cabo de la siguiente forma. Las muestras de
grano de maiz congeladas y secadas se remojan toda la noche con agua a 4°C,
posteriormente se separan las capas del pericarpio y aleurona del endospermo usando unas
perlas como molino, este proceso es el mas conveniente para una separacion eficiente de
las capas exteriores del endospermo y del germen que generalmente permanece unos 10
segundos después de la molienda. La muestra de pericarpio-aleurona se digiere con NaOH
2N por 3 horas en la oscuridad, se homogeniza la muestra cada hora por 15 segundos. Se
acidifica a pH 2 con HClI concentrado (12N) y se mezcla vigorosamente finalmente la

muestra se extrae dos o tres veces con acetato de etilo (15).

La extraccion con solventes es frecuentemente usada para el aislamiento de antioxidantes
y tanto el rendimiento de extraccion y la actividad antioxidante de los extractos depende
fuertemente del disolvente debido a que los antioxidantes son compuestos con polaridades
distintas (3).

Ralph (22) y sus colaboradores demostraron el uso de Cromatografia de gases para separar
los compuestos fendlicos y espectroscopia de masa para su identificacion, mientras que
Waldron (22) y colaboradores usaron HPLC para separar compuestos fendlicos y un
detector con arreglo de diodos para su identificacion.

Actualmente el AF natural comercial es principalmente producido por y-oryzanol en el aceite

de arroz a pesar de que las paredes celulares de las plantas contienen mas AF (41).
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3.2.5 Derivados del acido fertlico

Los derivados de AF son naturalmente encontrados en las plantas o pueden ser sintetizados
guimicamente y enzimaticamente. Los derivados de AF implican la formacion de un enlace
ester entre la funcion carboxilica del AF y uno de los grupos alcohdlicos de un compuesto
organico o un enlace incluyendo uno de los grupos fendlicos de la molécula. La diversidad
de acidos hidroxicinamicos y sus propiedades bioactivas resultantes derivan de la

naturaleza de los enlaces y de la molécula(s) implicada(s) (54).

Naturalmente Feruloil-arabinosa se encuentra en el trigo y es precursor para la feruloilacion
de los arabinoxilanos, el 1-gliceril ferulato se encuentra en las papas. El hecho de que
actualmente se coman estos compuestos sugiere que son seguros. Se ha reportado que
algunos derivados de AF tienen actividad biologica. Por ejemplo, el esteril ferulato del
salvado de trigo es efectivo como secuestrador de radicales DPPH. El 2-etil-1-hexil-ferulato y
el 3,5-trimetil-1hexil ferulato son mas efectivos en la inhibicion superodxido y los compuestos
amida del AF son mas efectivos estimulando la secrecion de insulina, comparados con el AF
(44).

Recientemente se ha puesto mucha atencién en la actividad antioxidante del AF y sus
esteres n-acil debido a su capacidad para formar un alto sistema de estabilizacion del
radical fenoxi por una extensa deslocalizacion del electron en el nldcleo aromatico sustituido
con dos grupos electro donadores. Los derivados de AF pueden ser antioxidantes mas
fuertes que el AF por si mismo. Se ha demostrado que la actividad antioxidante del AF en
sistemas biologicos depende de la cadena ester, sugiriendo asi la importancia de esta

modificacion.

Algunos ejemplos de derivados de AF son (Figura 8):
- 2-etil-1-hexil-ferulato es estructuralmente relacionado a octal- metoxicinamato, uno de
los mas importantes filtros UV en el mercado farmacéutico y cosmético. ( n-octil ferulato

es el compuesto de referencia con una cadena lineal).
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- n-dodecil ferulato tiene una cadena que adopta una conformacion principal doblada

peculiarmente.

- El ester n-hexadecil, es un derivado de AF representado en gran parte en la naturaleza.

(42)

- Etil 3-(4 "-geraniloxi-3-metoxifenil)-2-propenato tiene mas accion potencial que el AF,
debido a su facilidad de absorbancia intestinal del compuesto debido a un aumento de

la velocidad celular o a las interacciones hidrofobicas con los sitios activos. (46)

@) OR 1: R=H
2: R= n-octil
7 3: R= 2-etil-1-hexil
4: R= n-dodecil
5: R= n-hexadecil
OMe
OH

Figura 8. Estructura del acido feralico (1) y sus derivados: n-octil ferulato (2), 2-etil-1hexil ferulato (3), n

dodecil ferulato (4), n-hexadecil ferulato (5) (46).

Los derivados de AF con polioles, como los azlcares, pueden experimentar un incremento
de su solubilidad en agua. La enzima pectinasa PL “Amano” preparada de A. niger tiene la

habilidad para catalizar la esterificacion del AF con polioles (44).
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3.2.5.1 Acido dihidrofertilico

Biotransformacion del acido ferulico (Saturacion del doble enlace)

Las transformaciones enzimaticas y microbianas son explotadas de materiales naturales
renovables como medios para la generacion de productos de valor agregado. Las
transformaciones microbianas del AF por bacterias y hongos conducidas hasta ahora se han
enfocado en gran parte a la identificacion de rutas metabdlicas y de degradacion.

Un método de investigacion de dos etapas fue empleado para identificar los cultivos
capaces de llevar a acabo la biotransformacion del AF en otros productos. Un total de 52
microorganismos fueron examinados y la cromatografia en capa fina revelo que solo 22 de
del total de microorganismos son capaces de llevar a cabo la biotransformacion del AF. EI AF
fue completamente metabolizado por Aspergillus niger, Bacillus subtilis_y dos especies de
Rhodotorula. EI metabolito comuln fue 4-hidroxi-3-metoxiestireno (compuesto A), el cual se
produjo dando altos rendimientos en 16 cultivos. La levadura de panificacion
Saccharomyces cerevisiae es el Unico organismo que forma el acido 4-hidroxi-3-
metoxifenilpropionico 6 acido dihidroferdlico (compuesto B) como metabolito, y solo cuando

se le brinda una atmoésfera de argon (Figura 9) (28).

H 0O O
_ B Saccharomyces cerevisiae B
) atmosfera de argén O
H —
HO HO
OMe OMe
Acido ferulico Acido dihidroferulico

Figura 9. Reaccion de saturacion del doble enlace del acido ferdlico (28).

La biotransformacion del AF por Saccharomyces cerevisiae bajo condiciones aerdbicas
estandar, da rendimientos cuantitativos, llevandose a cabo la descarboxilacion del AF para
dar como resultado el 4-hidroxi-3-metoxiestireno en 48 horas. Bajo una atmésfera de argon,

Saccharomyces cerevisiae lleva a cabo la saturacion del doble enlace del AFy también la
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descarboxilacion, por lo que se obtienen dos compuestos: el acido dihidroferulico y el 4-
hidroxi-3-metoxiestireno esencialmente en cantidades equivalentes. La reduccion del AF en
la cadena lateral se ha observado con la bacterias aisladas de, el lumen bovino, el lodo de
aguas residuales 'y con el hongo blanco de la putrefaccion Phaerochaete chysosporium. El
acido dihidroferdlico junto con el 4-hidroxi-3-metoxiestireno son aislados por una extraccion
de la fase sélida, se ajusta la mezcla de reaccion a pH 9 con NaOH (6N) y se extrae con
acetato de etilo para obtener el 4-hidroxi-3-metoxiestireno. Después se acidifica a pH 2 con
HCI (6N) para extraer el acido dihidroferulico (28).

3.2.5.2 Esteres de acido ferdulico

Los esteres de AF se encuentran en la naturaleza por ejemplo esteril esteres de AF se
encuentra en la soya y en los cereales, los hexadecil y octadecil ferulatos se encuentran en

la papa. Aunque también pueden ser sintetizados por via quimica o enzimatica (29).

Muchos de los acidos fendlicos naturales tienen poca solubilidad y estabilidad en varios
sistemas de solventes. Por ejemplo el caracter hidrofilico del AF reduce su efectividad
antioxidante en la estabilizacion de grasas y aceites. Por ello es importante mejorar la

solubilidad de este compuesto y asi ampliar su uso como antioxidante de alimentos.
La modificacion del AF via esterificacion con alcoholes alifaticos (Figura 10) puede ser

usada como una herramienta para alterar la solubilidad en formulas y emulsiones basados

en aceites (19).
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Figura 10 Esteres de Acido Ferdlico. 1)metil ferulato, 2) etil ferulato, 3) n- propil ferulato, 4) n-butil ferulato,

5) iso-propil ferulato y 6) 2-butil ferulato (19).

Las reacciones de sintesis de esteres son Utiles por que estas pueden producir compuestos
esterificados con caracteristicas nuevas. Se sabe que las lipasas catalizan esterificaciones

(Ecuacion 1) o transesterificaciones (Ecuacion 2) en solventes no acuoso o poco polares.

Reaccion de esterificacion 1
R1-COOH + R2-OH < R1-COO-R2 + H20
Reaccion de transesterificacion 2

R1-COOH + R3-OH < R2-COO-Rs + R2-OH

Las reacciones de esterificacion son mas practicas para una aplicacion industrial que las
reacciones de transesterificacion debido a que el AF puede ser usado directamente como el
donador feruloil en las reacciones de formacion. Las reacciones de transesterificacion son
mas caras por que requieren de la preparacion de esteres de AF, como metil ferulato, para
su uso como sustratos (44). Para llevar a cabo la esterificacion es posible el uso de lipasas
en medios con poca agua para esterificar un alcohol de cadena larga al compuesto fendlico,
pero también son utilizadas feruloil esterasas, tanasas y cutinasas. La sintesis enzimatica
de los esteres presenta algunas ventajas como tener condiciones de reaccion del medio
agradables, minimizacion de reacciones laterales y formacion de subproductos, una

especificidad selectiva, pocos intermediarios y pocos pasos de purificacion (29).
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La esterificacion de AF solo es posible con alcoholes que poseen mas de ocho carbonos
(Figura 11), pero da bajos rendimientos, y después de 15 dias de reaccion los rendimientos
maximos a obtener son 13% con octanol, 10% con dodecanoly 14% con 9-octadeceno-1-ol.
H. Satamatis y colaboradores (19) llevaron a cabo la esterificacion enzimatica de varios
acidos fendlicos con un exceso de octanol como sustrato y disolvente y sin la presencia de
otro disolvente. La esterificacion de acido cinamico, ferulico y p-coumarico fue catalizada por
las lipasas de C. antartica, R. miehei, y C. rugosa. Todas las enzimas utilizadas pueden
catalizar la esterificacion del acido cinamico con velocidades altas relativamente. La lipasa
de C. antartica pudo catalizar la esterificacion de acidos aromaticos con una gran velocidad
de reaccion y altos rendimientos, mientras que la velocidad de reaccion para la
esterificacion de los derivados de acidos cinamicos metoxilados (AF) o hidroxilados es muy
baja, y esta relativa baja velocidad de reaccion y la limitacion de la baja solubilidad del AF en
1-octanol hacen dificil y extensivo el estudio cinético de la reaccion de esterificacion.

Un efecto inhibitorio similar en el AF se observo con las otras enzimas usadas. La lipasa de
R. miehei cataliza la acilacion del AF relativamente con una gran velocidad de reaccion y
alto rendimiento (30% de conversion después de 12 dias de reaccion). El efecto inhibitorio
de los derivados de AF también han sido reportados en otros estudios y esto puede ser
atribuido al efecto electronico y esterico. Se ha propuesto que el efecto donador electrénico
desactiva el nucleo electrofilico del grupo carboxilico para el ataque nucleofilico del alcohol
(19).

OCH,(CH,),CH,

HO
OMe

Figura 11. Estructura de octyl ester de AF, sintetizado enzimaticamente (19).

A pesar de la poca disponibilidad y dificultad para sintetizarlos, los esteres de AF muestran,
analizados en un sistema de membranas, marcadas diferencias un su potencial

antioxidante. El derivado n-Ci2 (n-dodecil, 4a y 4b) es el mas potente 6 con mayor poder

22



ANTECEDENTES

antioxidante, seguido de n-Cg(n- octil, 2a y 2b), n-C1e(n-hexadecil, 5a y 5b), el ramificado Cs
(2-etil-1-hexil, 3a y 3b) y al final el AF (Figura 12). Un estudio conformacional realizado por
RMN y modelos moleculares, indica que la diferente actividad antioxidante de los ferulatos
en modelos de membrana es debido a las diferentes conformaciones espaciales y al arreglo
de la cadena lateral de molécula que gobierna el acceso de la capa fosfolipidica, la
modalidad de la orientacion del ndcleo secuestrador/quelante (grupo fenol) y por lo tanto la

potencia antioxidante total del derivado (42).

Figura 12. Conformaciones mas probables de los derivados de AF deducidas por experimentos de RMN y

modelos moleculares 2a 'y 2b: n- octil, 3a y 3b: 2-etil-1-hexil, 4a y 4b: n-dodecil y 5a, 5b: n-hexadecil (42).
La sintesis quimica es dificil debido a la sensibilidad al calor y a la susceptibilidad de
oxidacion en medios alcalinos. Las reacciones quimicas son no selectivas, resultan
reacciones en cadena no deseadas, involucran varias etapas intermediarias y pasos de
purificacion para quitar los subproductos y residuos cataliticos, generan residuos que no
sirven. Taniguchi (29) produjo quimicamente acil ferulatos, haciendo reaccionar AF con un
alcanol (2-etil-1-hexanol) catalizado por la presencia de un acido (acido p-toluensulfonico) en

un disolvente organico (tolueno).
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3.3 Dimeros de acido fertlico

Los dimeros de acido ferulico (DAFs), son compuestos fendlicos derivados del AF, son
antioxidantes naturales y se encuentran covalentemente unidos a los polimeros de las
paredes celulares en las plantas, teniendo influencia en las propiedades quimicas y
mecanicas de la pared celular de la planta y contribuyendo a su indigestibilidad,
posiblemente porque estos DAFs limitan la accesibilidad de las enzimas a los polisacaridos

estructurales (2).

El primer dimero de acido ferulico obtenido in vitro de la pared celular de Tritucum aestium
fue el 5-5-diAF y lo nombraron cominmente como acido diferulico. Este dimero ha sido
aislado de varias paredes celulares de monocotiledonias y dicotiledonias principalmente en

la configuracion trans, solo o esterificado a un aztcar (14).

Aproximadamente ocho formas de dimeros de acido ferulico han sido descubiertas, desde
el primer isdmero el 5-5° (15). Los DAFs (Figura 13) pueden mostrar los siguientes arreglos:
8-0-4 "diAF acido [(Z)-B-{4-[(E)-2-carboxivinil]-2-metoxifenoxi}-4-hidroxi-3-metoxi cinamico], 8-

5 “BenDi [acido trans-5-[(E,)-2-carboxivinil]-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2-3-
dihidrobenzofurano-3-carboxilico], 5-5°diAF [acido (E,E)-4-4 "-dihidroxi-5-5 "-dimetoxi-3-3 "-
bicinamico], 8-5 "diAF [acido(E,E)-4-4 "-dihidroxi-3,5 “-dimetoxi-3, 3 “-bicinamico], 8-

8 ArylD [acido trans- 7-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-metoxi-1,2-dihidronaftaleno-2,3-
dicarboxilico] (20).
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OH

OMe
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(5-5")dIAF (22%)

HO_ O
(0]
HO 7
o] OMe
OMe OH

(4-O-5)diAF

(8-0-4") diAF (43%)

(8-8")diAF

(8-8)diAF

Figura 13. Dimeros de acido ferulico 8,5 “-diAF [acido(E,E)-4-4 "-dihidroxi-3,5 "-dimetoxi-B, 3 “-bicinamico], 8-O-
4°-diAF [(2)-B-{4-[(E)-2-carboxivinil]-2-metoxifenoxi}-4-hidroxi-3-metoxi cinamico], 5,5 -diAF [acido (E,E)-4-4 -
dihidroxi-5-5 “-dimetoxi-3-3 “-bicinamico], 8,8-diAF no ciclico, 8,8 "-diAF ciclico [acido trans- 7-hidroxi-1-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-6-metoxi-1,2-dihidronaftaleno-2,3-dicarboxilico] y 4-O-5-diAF (30).

El DAFs mas abundante en el nejayote de maiz es el 8-0-4"- diAF (43% del total de DAFs

detectados), en menor cantidad se encuentran el 8,5 -diAF (35%) y 5,5 "diAF (22%). En total

en el nejayote de maiz hay aproximadamente 1.3% (w/w) de DAFs (27).
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3.3.1 Funcion biolégica de los dimeros de acido ferdlico

Los roles estructurales y funcionales de las paredes celulares de la planta estan controlados
por la composicion y organizacion de los compuestos de la pared celular (entre otros los
DAFs), los enlaces de estos compuestos tienen una notable influencia sobre numerosas
propiedades de la pared celular como: accesibilidad, extensibilidad, plasticidad,
digestibilidad y adherencia (10,16).

La naturaleza quimica de los enlaces entre DAFs puede alterar la conformacion de la cadena
de los polisacaridos, haciendo algunas areas mas accesibles para la de-estificacion por la
feruloil estearasa y otras inaccesibles debido al impedimento estérico por lo menos sobre un
enlace ester (44). Los DAFs reducen la biodegrabilidad de los polisacaridos de la pared
celular por bacterias y enzimas de hongos. Los DAFs han sido comparados a remaches
moleculares, ensamblando cadenas de polisacaridos juntas en la pared, asi alargando la
longitud de polimeros particulares, analogos a una cadena de papel y determinando la

estructura y funcion de la pared celular (54).

Los DAFs son los Unicos elementos bifuncionales los cuales pueden estar enlazados a los
polimeros de la pared celular y han sido identificados y cuantificados en varios tejidos de
plantas (27). Los DAFs estabilizan la pared celular en un etapa temprana del desarrollo de
la planta, también impiden in vitro la degradacion de la pared celular por hidrolasas de

hongos como Aspergillus estearasa. Han estado implicados en mecanismos de resistencia

de la planta, como por ejemplo la resistencia del maiz a insectos como el gorgojo. El
Chapalote, una antigua variedad criolla Mexicana, es rico en DAFs y tienen altos niveles de

resistencia a insecticidas (15).

Anélisis de los acidos fendlicos enlazados a la pared celular de una planta nativa de china
cuyo nombre cientifico es Eleocharis dulcis (Chinese water chestnuts) demostraron que el
AF y los DAFs fueron liberados por la accion alcalina, antes de que el tejido perdiera su
fuerza. La perdida de la fuerza del tejido de la planta coincidié con la perdida del 8-8°-

aryltetralin formado del 8-8 "diAF, un minimo componente comparado con las formas mas
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abundantes de DAFs en las paredes celulares, y este dimero el 8-8 "DAF esta usualmente
concentrado en los bordes de la superficie de la célula. Estos estudios sugieren que el 8-8-
DAF es un factor importante en la cohesion de la célula, cerrando las paredes celulares y

dando una estructura mas robusta para el crecimiento de la planta (54).

La Figura 14 muestra la posible asociacion de los polisacaridos en las paredes celulares del
salvado de maiz. Los heteroxilanos, los cuales estan altamente reticulados por los puentes
diferdlicos, constituyen una red en la cual las microfibrillas celulosicas pueden estar
encajadas. Probablemente existen otros enlaces en la pared celular. Las proteinas
estructurales de la pared. Las cuales estan presentes en el pericarpio del maiz, pueden
estar reticuladas juntas por puentes de isoditirosine y con heteroxilanos ferulados, formando

asi una red insoluble (47).

Figura 14. Modelo para las membranas celulares del salvado de maiz (47).
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3.3.2 Aplicaciones de los dimeros de acido ferdlico

Los DAFs pueden contribuir con efectos benéficos en una dieta rica en salvado de cereales.
Por ejemplo un producto que contenga 10g de salvado de trigo o salvado de centeno puede
contribuir con 10mg de DAFs al ser ingerido. La contribucion potencial a la salud a través de
la dieta y los mecanismos por los cuales la proteccion ocurre in vivo se desconocen. Los
beneficios a la salud que proporcionan los DAFs y el AF han sido relacionados sobre todo a
su actividad antioxidante efectiva, protegen a las lipoproteinas de baja densidad de
modificaciones oxidativas y reducen arterogenesis. Estos también tienen efectos inhibitorios
sobre la promocion de los tumores y pueden bloquear la formacion de compuestos
mutagénicos como la nitrosaminas. La extensa proporcion de estos acidos hidroxicinamicos
presentes en la dieta, los cuales estan acoplados con un enlace ester a los polimeros de la
pared celular de la planta, no pueden ser absorbidos a través del moco del tracto
gastrointestinal de esta forma. La actividad de una esterasa es necesaria para romper l0s
enlaces ester y liberar los acidos dentro del lumen del intestino y entonces ya disponibles
para la absorcion a la sangre o el futuro metabolismo. Muy probablemente el colon es el
sitio donde se liberan los DAFs. Las esterasas son capaces de liberar los DAFs, de fuentes
dietéticas por ejemplo el salvado de cereales, y estan presentes en el tracto gastrointestinal
de mamiferos incluyendo a los humanos, los DAFs pueden ser absorbidos a través de la
barrera gastrointestinal y entrar a la circulacion periferial de los mamiferos. El 8-0-4 diAF es
el dimero que se hidroliza mas eficientemente en el intestino de ratas, en particular por la
esterasa de la mucosa duodenal y por el contenido del intestino largo, ademas este dimero
inhibe la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad mas eficientemente que el AF. Se
ha propuesto que los DAFs pueden funcionar a través de interacciones con receptores de la
pared celular de una manera similar a ligninas relacionadas estructuralmente, dando un
mecanismo para sus efectos propuestos, previniendo y retrasando el progreso de

enfermedades degenerativas de largo plazo (52).
Los descubrimientos han permitido también nuevas aplicaciones de los DAFs, por ejemplo

la remolacha de cana de azlcar, rica en DAFs y en la cual se han podido manipular los

niveles de AF y DAFs; enlazados a polisacaridos. Tratando la pulpa con peroxidasa y peroxido
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de hidrogeno y cambiando asi sus propiedades de gelificacion en varias fracciones de pulpa.

Ampliando asi los usos en alimentos (59).

El acido O-acetilferulico bajo fotodimerizacion en estado cristalino, da el dimero: acido ¢-2, t-
4-di(4-acetoxy-3-metoxifenil) r-1, t-3-ciclobutanedicarboxilico (I) con altos rendimientos, este
nuevo dimero | (Figura 15) se utiliza como intermediario para nuevos materiales foto
funcionales y medicinas sedantes. El dimero | se convierte con calor en polifenil ester por
condensacion, eliminando dos moléculas de acido acético y dando como resultado un

polimero y finalmente una poliamida con un anillo de ciclobutano (56).

(0]
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CH,0 0~ “CH, 0
CH,0
A0 CHO o O
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CH,

Figura 15. Reaccion de obtencion del dimero | utilizado para la polimerizacion (56).
Los enlaces de los DAFs juegan un papel importante en la adhesion célula-célula por lo que

tienen efectos significativos en la textura de los alimentos derivados de plantas y en

mantener la textura durante la coccion y también tienen propiedades antioxidantes (16).
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3.3.3 Actividad antioxidante de los dimeros de acido ferdlico

Como algunos antioxidantes sintéticos pueden exhibir toxicidad, requieren de altos costos
de manufactura y muestran menor eficiencia que los antioxidantes naturales, existe una
necesidad para identificar antioxidantes naturales posiblemente mas econdmicos y
efectivos con potencial para ser incorporados en la industria de los alimentos (3).

Los DAFs son antioxidantes naturales y son inhibidores mas efectivos de la peroxidacion
lipidica que el acido ferulico en una base molar. La habilidad de estos compuestos fendlicos
para secuestrar los radicales como el ABTS en una fase acuosa parece estar relacionada

con la existencia de una molécula con un sistema de conjugacion lleno (6).

La dimerizacion del acido ferulico afecta la capacidad antioxidante siendo esta dependiente
de la posicion del enlace entre los mondémeros. Asi la actividad antioxidante que se
presenta al formarse el dimero dependera de la terminacion de la cadena alifatica, el
ndmero total de grupos hidroxilo fenélicos y del nimero de sitios disponibles en los que se
puede acomodar un electron desapareado. La capacidad antioxidante se incrementa con
mas grupos hidroxilo libres y una gran conjugacion no interrumpida en la molécula, aunque
existen sus excepciones; la mayoria de los DAFs son mas efectivos en la fase lipidica que el
AF (5).

El dimero 88~ de AF es el mejor antioxidante en la fase acuosa. Este dimero tiene dos
grupos hidroxilo y dos anillos completos de AF lo cual explica su alta actividad antioxidante,
su alto grado de conjugacion permite una gran deslocalizacion del electron desapareado. El
8-57di AF solo tiene un grupo hidroxilo y un sistema de conjugacion interrumpido por un

anillo 3-0-4, por lo que entre los DAFs su capacidad antioxidante es baja en la fase acuosa

(6).

Los dimeros de acido ferdlico pueden inhibir la oxidacion de proteinas de baja densidad (low
density lipoproteins, por sus siglas en ingles LDL) por diferentes mecanismos como:
actividad secuestrante de un radical libre, quelacion metalica, regeneracion de los

antioxidantes LDL endégenos (4).
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La medicion de la capacidad antioxidante de los dimeros de acido ferulico en sistemas
acuosos, por secuestro del radical ABTS, muestran que el 8-0-4diAF es mejor antioxidante
qgue el 8-5benzofuran-diAF y 5-5diAF. Si las estructuras quimicas de estos tres compuestos
es analizada se esperaria que el 5-5diAF fuera el mejor antioxidante debido a que tiene dos
grupos hidroxilo libres en su molécula comparado con un solo grupo hidroxilo libre por

molécula que tiene el 8-0-4diFA y el 8-5benzofurano-diFA (5).

3.3.4 Fuentes de los dimeros de acido fertlico

La pared celular de plantas y cereales de familias de monocotiledonias y dicotiledonias
contienen AF, acido hidroxicinamico junto con cantidades pequenas de acido p-coumarico y
DAFs (7).

Investigaciones de la fibra dietética insoluble (FDI) de trigo, centeno, cebada, avena, maiz,
arroz y mijo permitieron la identificacion de nuevos DAFs. En la forma esterificada 8-8 “-aril
DAF y 5-5° DAF predominan en la FDI de estos cereales con 46-60% de la suma de DAFs.
Mas del 60% de total de los enlaces de DAFs son enlaces eter. Se estima gran cantidad de
DAFs esterificados asi como eterificados en el mijo, seguido del maiz. El contenido de DAFs
en el trigo, centeno y cebada es cerca de dos o tres veces menor que en el mijo pero cerca
de dos veces mayor que en la avenay el arroz. La FDI (fibra dietética insoluble)del mijo y el
trigo contienen grandes cantidades de AF esterificado 15mg /g seguido del maiz con
10mg/g. Por otro lado las cantidades de AF en la FDI del arroz o0 avena son cinco veces
menores (3 mg/g) (Tabla 1). El centeno y la cebada estan a la mitad de estos extremos con
una cantidad de 6-7 mg/g de AF esterificado (48).

Tabla. 1 Cantidad de AF y DAFs después de un tratamiento alcalino con NaOH 1 M y temperatura
ambiente (48).

Cebada | Maiz | Avena | Arroz | Centeno | Mijo Trigo

Acido coumarico (ug/g) | 151 502 503 | 310 665 4219 | 283
AF (ug/g) 6401 | 10318 | 3328 | 3046 | 7183 | 18573 | 15224
DAF (ug/g) 367 677 153 | ———| 222 954 288
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En la remolacha de azlcar las cantidades de DAFs varian en los diferentes tejidos en la
misma planta: en las hojas el 8-8 diAF es el mas abundante, mientras que el 8-0-4 "diAF
predomina en el resto de la planta. Aun no se conocen las causas de estas variaciones del
grado de enlaces y de la naturaleza de enlaces formados. De todas formas el grado y la
naturaleza de enlace afectan las reacciones entre los DAFs. En la remolacha de cana de
azucar se ha demostrado la presencia de DAFs, pero no ciclodimeros, los principales cuatro
DAFs encontrados son 5-57, 8-0-47, 85" y 887, el mas abundante es el 85". La suma de
los DAFs representa el 0.1% de la pared. Por lo que podemos concluir que el AF se acopla
en una variedad de dimeros sugiriendo que los entrecruzamientos de las cadenas laterales

de arabinanos y/o arabinogalactanos ocurre en la pared celular (47).

Entre los subproductos agricolas, los cuales son fuentes potenciales de AF, el maiz es una
de las mas prometedoras. ElI AF constituye cerca de 0.14% en granos de cebada, 0.66% en
trigo, 0.8% en remolacha de azlcar, 0.5% en la pared celular del endospermo de arroz y
3.1% en el maiz (20).

El nejayote (Figura 16), un subproducto de la industria del maiz, es una fuente rica en AF y
DAFs y se compone principalmente de pared celular secundaria de tejidos del pericarpio;
esta contiene celulosa (22% ), pero el mayor polisacarido (50%) es un heteroxilano
compuesto principalmente de arabinosa y xilosa con pequenas cantidades de galactosa,
acido glucoronico y fendlico. Se estima que en el nejayote de maiz hay aproximadamente
2.61 % de AF y 1.33% de DAFs. Se calcula que por cada molécula de heteroxilano hay 15
moléculas de DAFs (27).
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La nixtamalizacion es un proceso indigena de las culturas Mesoamericanas, conocido desde
tiempos prehispanicos, consiste de un cocimiento alcalino del maiz en una solucion de cal 6
hidroxido de calcio. Este proceso es responsable de importantes caracteristicas
fisicoquimicas, nutricionales y sensoriales de los productos del maiz incluidos el retiro del
pericarpio, la incorporacion del calcio dentro del nucleo, mejorar la biodisponibilidad de la
niacina y la formaciéon de compuestos de sabor y color que imparten caracteristicas

organolépticas tipicas al producto final (52).

Figura 16. Proceso de Nixtamalizacion del maiz (67).
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3.3.5 Obtencién de los dimeros de acido ferdlico

Los DAFs no estan comercialmente disponibles y su sintesis quimica no es facil.
Especialmente la sintesis del 8-8~ diAF y el 8-0-4 "diAF es una tarea agotadora, la sintesis

del 8-0-4 se lleva a cabo en 9 pasos (32).

La formacion del acido 5,57 -diAF comprende reacciones en condiciones dificiles y la
utilizacion de reactivos peligrosos. Richitzenhain (13) ha reportado la primera sintesis de
este dimero en 4 pasos, pero el método no es frecuentemente reproducible y no puede ser
usado para preparar una cantidad sustancial del dimero, uno de los principales obstaculos
es el acoplamiento de vainillina a di-vainillina en un sistema acuoso, el cual contiene
peroxidasa y peroxido de hidrogeno. Esta reaccion no es recomendable para un
experimento a gran escala, debido a la pobre solubilidad de la vainillina en agua y dificultad
para controlar la reaccion.

El 8-5 DAF puede ser preparado por un método relativamente simple, utilizando oxido de
plata, como oxidante, pero la separacion de los productos no es trivial. El método de oxido
de plata y probablemente otros métodos, dan rendimientos de 30%, pero el compuesto

sintetizado esta contaminado por otros componentes y su separacion no es facil (53).

Los DAFs son evidentes en extractos saponificables de una gran variedad de plantas y
cereales. Por lo que otra forma de obtenerlos es a partir de la extraccion de fuentes
naturales en donde se forman por acoplamientos del AF para formar esteres de ferulato por
medio de una reaccion de dimerizacion. La dimerizacion de tales esteres de ferulato
proporcionan una ruta para enlazar las cadenas de polisacaridos. Dos mecanismos
diferentes para la dimerizacion han sido descritos: la ciclodimerizacion inducida [2+2] la
cual es el mecanismos predominante y el acoplamiento oxidativo via peroxidasa para
producir los DAFs (58). La dimerizacion es posible por acoplamiento fotoquimico o
cicloadicion fotoinducida entre los carbonos de etileno de dos acidos fendlicos que conduce
a la formacion de dimeros tipo ciclobutanos como el truxilico. EI AF también es capaz de
experimentar la dimerizacion por acoplamiento oxidativo a radicales el cual puede ser

catalizado por varios sistemas como peroxidasa/peroxido de hidrogeno (mediado por la
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peroxidasa y usando como cofactor el peroxido de hidrogeno (H202)), polifenol oxidasa y
lacasas para conducir a la formacion de DAFs (Figura 17) los cuales van a estar enlazados a
la matriz de polisacaridos (31,10). Estos enlaces ocurren en la pared celular o

intracelularmente durante la biosintesis de la pared celular (15).

OO0-R

OMe

Figura 17. Mecanismo propuesto para la formacién de los enlaces quimicos en la pared celular de las
plantas. Saponificacion alcalina o digestion de los a) esteres de polisacaridos de la pared celular b) acidos
libres o c) esteres de oligosacaridos, respectivamente. El 1 (AF) que es esterificado a polimeros de la pared

celular es de vital importancia ya que forma enlaces entre si para producir 2 (DAFs) en este caso el 5-5

diAF (13).

Lignin peroxidasa (LIP) es considerada como un de las enzimas mas importantes del
sistema de degradacion lignina extracelular, secretada por el hongo blanco de la
putrefaccion Phanerochaete chrysosporium. La LIP puede oxidar una amplia gama de
sustratos y por lo tanto tener aplicaciones potenciales, inadecuadas para peroxidasas
menos potentes. Los compuestos fendlicos son oxidados para generar radicales fenoxi, los
cuales se acoplan con otros sustratos para formar productos dimericos, oligomericos y
poliméricos. Este fenébmeno puede ser explotado para la produccion biocatalitica de
oligomeros y polimeros Utiles, asi como el tratamiento de aguas residuales con compuestos
fendlicos toxicos. La peroxidasa cataliza la oxidacion del AF esterificandolo a los
polisacaridos de la pared celular primaria de las plantas dando como resultado la formacién

de DAFs y como consecuencia el incremento de la rigidez y fuerza de la pared celular. Los
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DAFs formados por el acoplamiento oxidativo de AF son antioxidantes mas efectivos que el
AF solo (60). La asociacion oxidativa via esterificacion del AF de las paredes celulares de las

plantas por accion de las peroxidasas produce muchos regio-isomeros diferulicos (6,11).

3.4 Trimeros de acido fertlico

Debido a la naturaleza reactiva del AF y a las reacciones de polimerizacion de las
peroxidasas de la pared celular, es mas probable que los trimeros y los compuestos
poliméricos largos sean formados por el acoplamiento radical del AF de la planta. Por la
naturaleza quimica de la polimerizacion radical generada, el grado de acoplamiento puede
continuar hasta que la reaccion es limitada por el agotamiento del sustrato o por la
naturaleza fisica de la pared celular, controlando el movimiento y la flexibilidad de los
polisacaridos ferulados. Se ha postulado que los arabinoxilanos ferulados solubles en la
pasta del pan intervienen con la formacion de la red de proteinas del gluten por
acoplamiento oxidativo con el AF libre. Los triferulicos (Figura 18) y productos mas grandes
hacen la principal contribucion de enlaces en los polisacaridos de la pared en las células del
maiz. Cuatro diferentes triferulicos de AF se han identificado recientemente en el maiz. La
cantidad de triferulicos de AF en el salvado de maiz corresponde a 0.05%, 0.01% y 0.0075%
en peso seco de las paredes celulares del maiz, en comparacion con el 1.3% del total de
niveles de DAFs y 2.6 % de AF monomérico en el salvado de maiz (54). Recientemente se
ha reportado la formacion de trimeros de acido ferdlico que se encuentran unidos a
polisacaridos los cuales tienen un interés tecnolégico debido a que se encuentran enlazados
covalentemente, lo cual los hace estables a la temperatura y no exhiben sinéresis después

de largos tiempo de almacenamiento (40).
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Figura 18. Acidos dehidrotriferdlicos. Estructuras de (8-0-4/8-5 (no ciclico)- acido dehidrotriferdlico) y (5-
5/8-0-4 (H20) acido dehidrotriferdlico (26,59).

3.5 Métodos de evaluacion de la actividad antioxidante

Los antioxidantes se usan en una gran cantidad de productos alimentarios. Su actividad
esta influida por la temperatura, la composicion del alimento, las estructura del alimentoy la
disponibilidad de oxigeno, también varian los constituyentes de los alimentos como el agua
las proteinas, los carbohidratos, los vitaminas, los minerales y otros componentes, asi como
la estructura fisica del alimento. La suma de todos estos factores puede provocar grandes
cambios en la actividad antioxidante en los diferentes alimentos (37). Se han desarrollado
una gran cantidad de métodos para determinar la actividad antioxidante, de compuestos
tanto naturales como sintéticos, que consisten en la inhibicion de ciertas reacciones por la
presencia de antioxidantes. Estos métodos pueden ser clasificados de acuerdo a la

estrategia de deteccion y de cuantificacion.
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3.5.1 Métodos de captacion de radicales

La captacion de radicales es el principal mecanismo de accion de los antioxidantes en los
alimentos. Se han desarrollado muchos métodos en los que se mide la capacidad
antioxidante a través de la captacion de radicales libres sintéticos en disolventes organicos
polares, por ejemplo metanol, temperatura ambiente. Los radicales usados son del tipo 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y 2,2 “-azinobis(3-etilbenzotiazolina-acido sulfénico) (ABTS).

Método radical DPPH

Este método es representativo de los métodos que utilizan radicales para la evaluacion de la
actividad antioxidante y es uno de los mas utilizados debido a la rapidez, sensibilidad,
excelente estabilidad del radical, reproducibilidad y bajo costo del ensayo. EI DPPH (2,2-
difenilpicrilhidracilo) es un radical cromo6foro, que al reaccionar con un agente donador de
electrones AH, es reducido a su forma DPPH-H (Figura 19). Un cambio en el color, plrpura
(forma oxidada) a amarillo (forma reducida), indica que tan activo es el antioxidante que se
esta evaluando. Este ensayo puede utilizarse cualitativamente utilizando cromatografia en
capa fina, en donde después de eluir el compuesto que se esta probando, la cromatoplaca
de gel de silice roseada con una solucion alcohdlica de radical DPPH; la aparicion de una
coloracion amarilla en el fondo pulrpura indica una prueba positiva. La prueba cuantitativa
consiste en hacer reaccionar una solucion 3x10-> M de radical DPPH con una solucion del
antioxidante a concentraciones conocidas y monitorear el cambio de color en un tiempo
determinado midiendo la absorbancia de la mezcla a 517nm. Algunas desventajas de este
método son que el DPPH Unicamente puede ser disuelto en medios organicos,
especialmente en medios alcohdlicos, no acuosos, lo que representa una limitacion
importante del método cuando se miden actividades de antioxidantes de naturaleza

hidrofilica, ademas presenta poca correlacion entre resultados de otros métodos (68).
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Figura 19. Reaccion del Radical DPPH con un antioxidante (68)

Método radical ABTS

En este método, el radical ABTS debe ser generado por oxidacion del ABTS (acido 2,2 -
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)). Esta reaccion de oxidacion puede ser generada
quimicamente utilizando agentes oxidantes como persulfato de potasio o diéxido de
manganesio 0 enzimaticamente empleando enzimas como mioglobina o peroxidasa tipo |
(HRP) (Figura 20). La reaccion entre el persulfato de potasio y el ABTS tiene una
estequiometria 1:0.5, lo que provoca una oxidacion incompleta del ABTS para formar el

radical ABTS; esta reaccion dura 24 horas (68).

Enzimatico o -0, S\©i \:
quimico N—N
S

NH,+
* Hs C, H/
ABTS
-0,S
NH,+ c, H/
ABTS

Figura 20. Reaccion del radical ABTS con un antioxidante (68).
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3.5.2 Métodos de valoracion del estado real de un aceite o una muestra de alimento

Se pueden aplicar varios métodos para valorar el estado de un aceite o una muestra de
alimento. Para que pueda ser aplicado con este fin, es necesario disenar experimentos en
los que el antioxidante venga incorporado en el alimento y éste se almacene en condiciones

controladas.

Analisis sensorial

Para la industria alimentaria la deteccion de sabores y olores inadecuados a través del
gusto y el olfato es el principal método parar deducir cuando un alimento con base lipidica
no es apto para el consumo por mas tiempo. En consecuencia, cualquier antioxidante
usado en alimentos se valora finalmente por su capacidad para alargar el periodo previo a
la deteccion de sabores y olores inadecuados. El uso de paneles de catadores entrenados
en la deteccion de sabores y olores oxidativos inadecuados permite la deteccion de
deterioro oxidativo en un estadio temprano, aunque su principal problema sea que los
diferentes individuos varian en su sensibilidad a estos sabores y olores dependiendo de su

estado de salud y otras variables (37).

indice de perdxidos (IP)

El indice de perdxidos es el método quimico mas frecuentemente utilizado para la medicion
del deterioro oxidativo de los aceites. Los métodos tradicionales de determinacion del IP
suponen la titulacion de un aceite que contiene yoduro potasico, en una mezcla de
cloroformo acido acético. Los hidroperoxidos oxidan el yoduro a yodo el cual es medido por

titulacion con tiosulfato de sodio (37).
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Método de blanqueo con B-caroteno/acido linoleico.

En esta prueba se utiliza el B-caroteno y acido linoléico, en donde se forman radicales libres
por oxidacion del acido linoléico que atacan al B-caroteno y provocan una disminucion en el
color amarillo caracteristico de este compuesto. El antioxidante se pone en contacto con
esta emulsion y se monitorea la pérdida del color midiendo la absorbancia de la solucion a
470 nm, un antioxidante eficaz evitara una disminucion mayor en la absorbancia (Figura
21). ElI blanqueo con B-caroteno/acido linoléico es ampliamente utilizado debido a su
sensibilidad, bajo costo de los reactivos y poco tratamiento a la muestra. Algunas de las
desventajas que presenta el método son: la preparacion de la emulsion debe darse bajo las
mismas condiciones en cada ensayo, ya que puede afectar la reproducibilidad de los

resultados (68).
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Figura 21. Reaccion con B-caroteno (68).

3.5.3 Métodos de seguimiento de los cambios provocados por la oxidacion
Ganancia de peso
Los aceites comestibles incrementan su peso durante las etapas iniciales de la oxidacion de

lipidos, ya que los acidos grasos se combinan con el oxigeno durante la formacion de los

hidroperoxidos. El aumento de masa de una muestra calentada durante su almacenamiento
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puede usarse para determinar el tiempo de induccion de la grasa. Tras el periodo de
inducciones produce una rapida ganancia de masa, por lo que se puede cuantificar el
tiempo necesario para que se produzca una determinada ganancia. Sin embargo, la
descomposicion de los hidroperoxidos conduce a una reduccion de peso a pesar de que la

grasa esta fuertemente oxidada al final del periodo de induccion (37).

3.5.4 Métodos predictivos

Son aquellos en los cuales las muestras son controladas de forma continua en condiciones

de oxidacion acelerada.

Oxipres

El Oxipres fabricado por Mikrolab Aarhus (37), es un método que permite el examen de la
estabilidad oxidativa de productos heterogéneos tales como las papas fritas, la margarina o
la mayonesa. La oxidacion se acelera por calentamiento y por el uso de oxigeno a presion.
Se mide la caida de presion que se produce en un vaso de presion de vidrio que contiene la
muestra y que esta relleno con oxigeno a una presion maxima de 10 bares. El instrumento
consiste en una unidad de presion, un bloque calefactor que puede calentar dos muestras
hasta los 150 °C y una bomba que permite la introduccion de la muestra hasta el vaso de

vidrio. La presion de la bomba se mide electronicamente y se transfiere a una PC (37).
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Material y Equipo

Materia prima
El AF y los DAFs se obtuvieron del nejayote recolectado de dos molinos de nixtamal distintos,
ubicados en la zona sur del area metropolitana del D.F. y de una nixtamalizacion llevada a

cabo en el laboratorio.

Disolventes y Reactivos

Acido Ferdlico (Ec. No. 214-490-0), &cido cumarico, acido galico (Aldric Chemical Company),
como referencias. Trolox, B-caroteno, acido ascorbico ABTS, DPPH (SIGMA-CHEM).

Metanol, etanol, butanol, octanol, dodecanol, acetato de etilo, acido acético, cloroformo, éter
de petrdleo, eter etilico, hexano, diclorometano, acetona,HCL (J. T. BAKER).

Carbon activado, amberlita XDA7 (SIGMA). Polivinilpirrolidona (ALDRICH).

Saccharomyces cerevisiae, Glucosa, Peptona (Bioxon).

Peroxidasa (Donor hydrogenperoxide oxidoreductase; Ec. 1.11.1.7, 50000 unidades, p-
8250, SIGMA). Lipasa de Candida antartica fraccion B, L1 Chirazime (Boehringer

Mannheim), Lipasa pancreas porcino (SIGMA), Lipozime RM 1 (Novozymes).

Equipo

Rotavapor, BUCHI R-205, OAKTON, modelo WP-25
Bomba de vacio, OAKTON, modelo WP-25
Espectrofotometro CARY 50Bio, UV-visible
Sonicador BRANSON 1510

Incubadora agitadora, TERMOLYNE, modelo 3531
Autoclave, HIRAYAMA modelo HA-240MLL
Camara de UV, CAMAG

Electrothermal MEL-TEMP, 120 VAC, 50/60 Hz
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4.2 Diagrama General

Primera parte

Nejayote

A) Extraccion del AF y DAFs

(HCI, carb6on activado, extraccion con AcOEt)

l

B, C) Purificacién y separacion del
AF y DAFs
(Cristalizacion, columna

empacada)

D) Identificacion del AF y DAFs
(Cromatografia, DPPH, sulfato serico)

Segunda parte

.| E) Saturacion de los DAFs

| (Saccharomices cerevisiae)

Tercera parte

A 4

G) Medicion de fenoles

totales

(DPPH, ABTS y B-caroteno)

H) Medicién de la actividad antioxidante:

v

F) Esterificacion de los DAFs
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4.3 Metodologia

PRIMERA PARTE

4.3.1 Obtencion de un extracto enriquecido en DAFs a partir del nejayote (A)

Se recolectaron dos muestras de nejayote de diferentes molinos de maiz y se llevo a cabo

una nixtamalizacion en el laboratorio para obtener otra muestra de nejayote.

Para llevar a cabo la nixtamalizacion en el laboratorio se colocaron por cada 100g de grano
de maiz amarillo 0.7g de cal y 200 mL de agua destilada en un vaso de precipitado, todo se
pone a fuego lento durante 30 minutos, cuidando la temperatura, manteniéndola en menos
de 85°C. Transcurrido ese tiempo se talla el maiz tratando de quitar la mayor parte de
pericarpio, posteriormente se separa el grano de maiz de las aguas residuales para
posteriormente ser tratadas.

Las muestras de los tres diferentes nejayotes se tratan de la misma forma para la
extraccion de AF y sus dimeros. La extraccion para cada nejayote se realiza por triplicado
para comparar los rendimientos entre ellos.

Los nejayotes no requieren de una hidrolisis alcalina previa, ya que este forma parte de la
aguas residuales de la nixtamalizacion del maiz y en este proceso se llevo a cabo la
saponificacion. Todos los nejayotes presentan un pH de 12, se colocan en recipientes
adecuados y se les adiciona HCI concentrado hasta obtener un pH de 4 y facilitar la
liberacion de los compuestos fendlicos. La mezcla anterior se filtra para retirar las
cascarillas y la biomasa proveniente de la hidrdlisis del maiz durante la nixtamalizacion. Se
adiciona carbén activado (6 g/L de nejayote) y se mantiene en agitacion constante durante
1 hora. Después se centrifuga a 1500 rpm durante 15 min a 20 °C para recuperar el carbon
activado, o bien se puede dejar en reposo hasta que el carbén activado se precipite en el
fondo del recipiente y por decantacion lo separemos del nejayote. El carbén activado
recuperado se deja secar a temperatura ambiente y el sobrenadante se neutraliza para ser

desechado. Se lleva a cabo la extraccion del AF y sus dimeros colocando el carbén activado
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seco en un matraz y se la adiciona acetato de etilo caliente para facilitar la solubilidad del
AF y sus dimeros, manteniéndose en agitacion constante durante 15min. Se lava el carbon
activado 2 o 3 veces, hasta que el acetato de etilo ya no presente coloracion amarilla, las
fracciones de los lavados de cada nejayote por separado se juntan para posteriormente
concentrarlas hasta sequedad, evaporando el acetato de etilo en un rotavapor a 30 °C y
finalmente se pesan.

Una vez que se calculan los rendimientos de cada nejayote, los extractos obtenidos se
juntan para obtener una mayor cantidad de DAFs. Ademas se lleva a cabo la extraccion de
DAFs y AF a partir de 25 L de nejayote.

Con la finalidad de hacer esta metodologia mas rapida y eficiente, ya que la filtracion del
carbon activado es muy lenta, se probd la extraccion del acido ferdlico y sus dimeros con
dos nuevos materiales amberlita y polivinilpirrolidona, siguiendo los mismos pasos que se

llevaron a cabo para la extraccion con carbén activado.

4.3.2 Purificacion del extracto enriquecido en DAFs: Cristalizacion del AF (B)

El extracto obtenido, el cual tiene acido ferdlico y dimeros de acido ferdlico, se disuelve en
la minima cantidad de agua caliente, para ayudar a disolver se adicionan algunas gotas de
acetona hasta total disolucion del extracto y se continua evaporando agua hasta eliminar
1/3 del agua que se agrego al inicio. Se deja enfriar lentamente, a temperatura ambiente;
los cristales son recuperados por filtracion a vacio y las aguas madres son concentradas en

el rotavapor a 35-40 °C.

4.3.3 Separacion de los dimeros de acido ferdlico mediante una cromatografia en columna
empacada (C)

Se empac6 una columna de vidrio con celulosa. Se coloco la muestra enriquecida de

dimeros en la columna y se eluyeron con 500 mL de las siguientes mezclas de disolventes:
diclorometano/hexano 3:7, diclorometano/hexano 5:5, diclorometano/acido acético
9.5:0.5, diclorometano/AcOEt 9:1, diclorometano/AcOEt 1:1, AcOEt/ acido acético 9.5:0.5,
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MeOH/ AcOEt 1:1, MeOH, MeOH/ agua 1:1, cada fraccion obtenida fue concentrada y
analizada por CCF.

4.3.4 Caracterizacion de los dimeros e hidrodimeros de acido ferdlico por cromatografia en
capa fina (D)

El extracto resultante es un polvo amarillo claro el cual de disuelve en acetato de etilo (0.5g
muestra / 5 mL de AcOEt.) a su vez se prepara un patron de AF (0.1g de AF/ 3 mL de AcOEt)
y en una placa cromatografica de gel de silice se aplican todas las muestras preparadas
con una micropipeta pasteur en las mismas proporciones, la placa preparada se introduce
en una camara de elusion empleando como eluyente una mezcla de disolventes
(cloroformo/acido acético, 9:1). Una vez que se corrid toda la placa de observa en una

camara de UV-Visible y posteriormente se revela con una solucién de DPPH.

SEGUNDA PARTE

4.3.5 Obtencion de los hidrodimeros de acido ferdlico (E)

Se activan las levaduras (2 g) en agua (20mL) y se ponen en agitacion durante 30min.
Posteriormente se agregan las levaduras activadas (1 mL) en el caldo YM (50 mL) y se
incuban 60 h a 259 rpm y 30 °C. Transcurrido ese tiempo se toma el 10% de la mezcla y se
coloca en un matraz con caldo YM (25 mL) para dejarlo incubando por 24 horas mas. Se
adiciona a la mezcla de reaccion el extracto enriquecido en DAFs (25mg de muestra / 0.1mL
de NN-dimetilformamida, para favorecer su disolucion) y se deja incubando por 48 horas
bajo las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo se ajusta el pH a 2 con HCI (6N) y se
realizan de 2 a 3 extracciones con 200 mL de acetato de etilo. Finalmente se juntan las

fracciones y se llevan a sequedad en un rotavapor a 30 °C.
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4.3.6 Esterificacion de los DAFs (F)

Se disuelven 5 mmolL de DAFs en 5 mL de tolueno y se colocan en un matraz de reaccion,
se adiciona la enzima lipasa a este matraz y se deja en incubacion a una temperatura de
30°C y agitacion constante por 12 a 24 para dar tiempo a que reaccione todo el sustrato.
Se enfria la mezcla de reaccion a 3 °C. La mezcla de reaccion se extrae tres veces con 10
mL de una de solucidon de bicarbonato de sodio saturada, se le agrega carbon activado y se
filtra al vacio sobre tierra de diatomeas, al filtrado se le adiciona sulfato de sodio anhidro

para secar y posteriormente se concentra a sequedad.

TERCERA PARTE

4.3.7 Determinacion de fenoles totales (G)

La cantidad de Polifenoles totales se determina con el método descrito por Matthaus (70).

Se tomaron 2 mL de la solucion del extracto alcohélico del concentrado y se llevaron a un
volumen de 5 mL con HCI 0.3%. Se tomo una alicuota de 100 pyL de la solucién resultante
y se colocan en 2 mL de carbonato de sodio (Na 2CO3) al 2% después de dos minutos se
adicionaron 100 uL del reactivo folin-ciocalteau (diluido con agual:1). Transcurridos 30
minutos se mide la absorbancia a 750 nm usando un espectrofotometro. La concentracion
de polifenoles se calcula usando acido galico como estandar (Anexo) y los resultados se

expresan como mg de acido galico por g de muestra.

4.3.8 Evaluacion de la Actividad Antioxidante (H)

Capacidad secuestrante sobre el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

La determinacion de la capacidad secuestrante sobre el radical DPPH es un método para
evaluar la actividad antioxidante de los extractos en un corto tiempo. Con este método es
posible poder determinar el poder antirradical de un antioxidante midiendo el decremento

en la absorbancia del DPPH a 517 nm. La absorbancia disminuye como resultado de un
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cambio de color de purpura a amarillo, cuando el radical DPPH es secuestrado por un
antioxidante a través de la donacion de un hidrogeno para formar una molécula
diamagnética estable.
El efecto de los extractos sobre el radical DPPH se estimdé de acuerdo al procedimiento
descrito por Siddhuraju (69). Se adicionaron 2 mL de una solucion metandlica de DPPH
3.6x10-5 M a 50 L del extracto (200 ppm). El decremento en la absorbancia a 517 nm se
registr6 continuamente durante 20 min a temperatura ambiente. El efecto secuestrante
(decremento en absorbancia a 517 nm) se grafico en funcion del tiempo.
El porcentaje de la capacidad secuestrante (%CS) sobre el radical DPPH se calculd con la
siguiente formula:

%CSpppH = absorbanciat-o - absorbanciat final  x 100

absorbanciat-o

El valor ICso, representa la concentracion de extracto que causa el 50% de la inhibicion de
radicales DPPH, fue determinado por analisis de regresion lineal de los valores obtenidos de
la capacidad secuestrante de los radicales libres a diferentes concentraciones (5, 50, 100,
150, 200y 300 ppm).

Capacidad secuestrante sobre el radical, acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazol)-6 sulfonico
(ABTS*)

El radical ABTS a diferencia del radical DPPH debe ser generado por una reaccion
enzimatica (peroxidasa, lacasas y mioglobina) o quimica (diéxido de manganeso, persulfato
de potasio). En este caso el radical se generd via una reaccion enzimatica, ya que es mucho
mas rapida, hay menos interferencias y se utiliza una menor cantidad de muestra.

En este método se monitorea la disminucion de la absorbancia a 730 nm por el cambio de
color verde (ABTS forma oxidada) a amarillo (ABTS forma reducida), que corresponde a la
reaccion del radical y el antioxidante.

En una celda se colocan 0.5 mL de H202 15 uM, 0.5 mL de ABTS 2 mM y 0.5 mL de
peroxidasa (1 mg/mL en un buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.5), se mezclan y se

registra la absorbancia a 730 nm cada minuto durante 3 minutos, transcurrido este tiempo
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se adicionan 0.5 mL del extracto del antioxidante a la mezcla de reaccion y se registra el
decremento en la absorbancia hasta que el cambio sea minimo. El porcentaje de la

capacidad secuestrante (%CS) sobre el radical ABTS se calcula con la formula:

%CSaBTs= absorbanciai-g - absorbanciatinas X 100

absorbanciat-o

Actividad Antioxidante determinada por el blanqueo con B-caroteno

En este método se mide el decremento en la absorbancia a 470 nm del B-caroteno en un
sistema de [-caroteno-acido linoleico. Se basa en que el radical libre del acido linoléico
formado por la sustraccion de un atomo de hidrégeno de uno de sus grupos metilo ataca a
la molécula de B-caroteno, la cual pierde sus dobles enlaces y, en consecuencia, su
caracteristico color naranja. Los radicales libres que se forman son muy reactivos como los
peroxi y alcoxi, similares a los que se generan en un sistema alimenticio que contiene acidos

grasos.

Se satura agua desionizada con aire por 15 minutos, y se prepara una solucion de
B-caroteno (2 mg/10 mL diclorometano). Se adiciona 1 mL de esta solucién en un frasco
oscuro el cual contiene previamente 20 mg de acido linoléico y 200 mg de tween 80, el
cloroformo se elimina en un rotavapor a 40°C y se adicionan 50 mL de agua destilada
aireada para preparar la emulsion. En un tubo de ensayo que contiene 0.2 mL del extracto
(200 ppm) se adicionan 5 mL de la mezcla anterior, inmediatamente se lee la absorbancia a
470 nm (tiempo cero), la mezcla se mantiene en un bano maria a 50°C durante 2 h,
transcurrido este tiempo se lee de nuevo la absorbancia (tiempo final). De manera paralela
se corre un ensayo control adicionando 0.2 mL de etanol a la solucién de B-caroteno con
agua aireada. Como blanco usar 0.2 mL de etanol en 5 mL de agua destilada. El porcentaje

de actividad antioxidante (% AA) se expresa como:
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%AA = (abs extracto t=final — abs control t=fina) X 100

(abs control t=0 - abs control t=finar)

4.4 Analisis estadistico

Los resultados para fenoles totales fueron expresados como la media + el error estandar.
Las comparaciones estadisticas entre los métodos y entre las muestras fueron realizadas
con un analisis de varianza (ANOVA). La diferencia entre las muestras y entre los métodos
fue considerada significativa con un o=0.05. Una vez que se ha determinado que existe
diferencia significativa, es necesario evaluar cuales son diferentes. Con la prueba de

diferencia minima significativa de Fisher (DMS).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA PARTE

La primera parte de este estudio presenta los resultados de la obtencion por medio de una
extraccion con carbon activado a partir de nejayote, purificacion de los DAFs cristalizando el
AF para retirarlo, columna empacada de celulosa para separar los DAFs y finalmente la

caracterizacion de la materia prima, es decir los DAFs.

5.1 Obtencion de un extracto enriquecido en DAFs a partir del nejayote

Los resultados obtenidos de la cantidad en g de AF y DAFs de cada extraccion de nejayote,
muestran que efectivamente el nejayote es una fuente rica en DAFs y AF.

De las tres muestras de nejayote (cada una por triplicado), dos provenientes de molinos de
nixtamal ubicados al sur de la ZMCM vy una de la nixtamalizacion realizada en el laboratorio.
Se obtuvo un extracto que contiene AF + DAFs de cada nejayote, los resultados se muestran
en la tabla 2. Como se observa el rendimiento de cada nejayote es diferente, esto se debe a
las diferentes condiciones de nixtamalizacion (grano de maiz, cal y agua) para cada

nejayote, asi como la variedad de maiz.

Tabla 2. Cantidad de AF y DAF de la extraccion con carbdn activado de diferentes nejayotes.

Muestra g AF y DAFs (mezcla)/L de nejayote
Nejayote 1* 2.05+0.31
Nejayote 2* 1.02 £ 0.03
Nejayote 3* 0.87 +0.08

*Cada muestra de nejayote se trabajo por triplicado

El nejayote 1 pertenece al recolectado después de que se llevo a cabo la nixtamalizacion en
el laboratorio, este es el que presenta mayor cantidad de compuestos debido a que se tuvo
el cuidado de separar la mayor parte de pericarpio del maiz. El nejayote 2 y 3 son muestras
recolectadas de los molinos de nixtamal y poseen menor cantidad de AF y sus dimeros. Por

lo tanto el nejayote 1 tiene un mejor rendimiento que los nejayotes 2 y 3.
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En este estudio el mayor rendimiento obtenido es de 2.05 g de AF + DAFs/L de nejayote.
Mientras que en la literatura se reporta que con hidrolisis alcalina se obtienen en promedio
2.61% de AF y 1.33% de DAFs en el salvado de maiz, cabe mencionar que estor porcentajes
son diferentes dependiendo de la variedad de maiz con que se trabaje (27), y realizando la

extraccion con un tratamiento enzimatico se obtiene 3.18% de AF.

El extracto crudo que se obtuvo fue analizado por cromatografia en capa finay se muestra a
continuacién en la figura 22. En el carril A se colocd un patron de referencia de AF, en el
carril B se coloco el extracto crudo, el cual como se observa contiene AF y sus dimeros, de

los DFAs se observa el dimero mas abundante, el 8-0-4 diAF.
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Figura. 22 Cromatografia revelada con DPPH. A) acido ferulico puro, B) extracto crudo obtenido.

En la figura 22 también podemos observar que tanto el AF como los DAFs tienen
propiedades antioxidantes. Esto se observa por un cambio de color de pulrpura a amarillo,
debido a que cuando el radical DPPH es secuestrado por un antioxidante a través de la
donacion de un hidrogeno para formar una molécula diamagnética estable se produce un

cambio de color.
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Se prob6 la extraccion de AF y DAFs con dos nuevos materiales amberlita y
polivinilpirrolidona. Los resultados de la extraccion con tres diferentes materiales se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Mezcla de DAFs + AF obtenida a partir de tres materiales diferentes. (La extraccion se realizé por
triplicado con cada material).

Material g DAFs + AF (mezcla)/ L de nejayote
Carbon activado* 2.05+0.31
Amberlita* 0.95 +0.06
Polivinilpirrolidona* 0.80 +0.01

*Cada una de las muestras de nejayote se trabajé por triplicado.

La extraccion con carbon activado es la que da el rendimiento mas alto, sin embargo su
manipulacion es mas dificil, puesto que para separar el carbén activado del nejayote se
tienen que filtrar 6 centrifugar, la filtracion es muy lenta y la centrifugacion no es muy
eficiente ademas de que implica mayores costos. Por otra parte, la extraccion con amberlita
da mejores rendimientos que con polivinilpirrolidona y su recuperacion es mas rapida y facil.
Con la polivinilpirrolidona se obtuvo el menor rendimiento y su manejo no es tan sencillo. Asi
qgue la extraccidon con amberlita, puede ser otra opcion para la extraccion de AF y sus
dimeros. No hay datos reportados en la literatura de extraccion de AF y DAFs con estos

materiales, Amberlita y Polivinilpirrolidona.

5.2 Purificacion del extracto enriquecido en DAFs por cristalizacion del AF

Una vez que se realiz6 la extraccion del AF y sus DAFs a partir del nejayote, se busca
conseguir la separacion del AF de los DAFs y asi tener un extracto de DAFs o un extracto

enriquecido en DAFs y poder llevar a cabo la reaccion de saturacion del doble enlace.

Se llevo a cabo la cristalizacion del AF, la cual es muy lenta, aproximadamente 24 horas, sus
cristales son agujas muy finas y de color blanco. Una vez se realizd la cristalizacion del AF en
las aguas madres queda un aceite amarillo que contiene a los DAFs, pero debido a la gran
cantidad de AF en comparacion con los DAFs, en las aguas madre ademas de los DAFs

quedan residuos de AF. Para retirar la mayor parte de AF se cristalizd de 2 a 3 veces. Las
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aguas madres fueron concentradas para obtener un extracto enriquecido en DAFs el cual es
de color amarillo con trazas de AF.

Después de llevarse a cabo la cristalizacion del acido ferulico se realiz6 una CCF (Figura
23), con la finalidad de corroborar una perdida notable de AF. En el carril 1 se coloco el
extracto enriquecido en dimeros de acido ferdlico y en el carril 2 esta el patron de AF, la
placa se reveld con sulfato sérico y muestra que en el extracto enriquecido en DAFs aun

existen trazas de AF.

AF

v

DAFs <

1 2

Figura 23. 1) Extracto enriquecido en DAFs con residuos de AF, 2) Patron de AF.

Como se observa en la figura 23, (carril 1) a partir de la cristalizacion del AF se obtuvo una

muestra enriquecida en DAFs, pero no libre de acido ferulico.

5.3 Separacion de los dimeros de acido ferulico por columna de separacion

La separacion de los dimeros se llevo a cabo en una columna empacada de celulosa. Se
colocaron 5g de la mezcla de AF y dimeros, se utilizaron los siguientes eluyentes:

1. Diclorometano/hexano 3:7

2. Diclorometano/hexano 5:5

3. Diclorometano/ac. Acético 9:1
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Diclorometano/AcOEt 9:1
Diclorometano/AcOEt 1:1
AcOEt/ ac. Acético 9.5:0.5
MeOH/ AcOEt 1:1

MeOH

MeOH/ agua 1:1
10.MeOH/ Ac. Acético 9.5:0.5

© 0 N o o &

Se eluyeron 500ml de cada par de disolventes en la columna de celulosa y se recolectaron
por separado las fracciones para posteriormente ser concentradas y analizadas por CCF.

Con las fracciones recolectadas del 1 al 7 se obtuvieron compuestos de interés, en las
fracciones 8 al 10 solo se limpio la columna. Los resultados de los compuestos obtenidos se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Cantidades AF, DAFs y oligosacaridos obtenidas de los 5g de muestra que se colocaron al inicio y

se eluyeron por la columna de separacion empacada con celulosa.

Fracciones recolectadas (par de disolventes) | g de muestra compuesto
1. Diclorometano/hexano 3:7 0.7311 AF + DAFs
2. Diclorometano/ac. Acético 9:1 0.167 8-5 di AF
3. Diclorometano/AcOEt 9:1 0.433 8-0-4 di AF
4. Diclorometano/AcOEt 1:1 0.049 Oligosacaridos
5. AcOEt/ 0.5 ac. Acético 0.1632 Oligosacaridos
6. MeOH/ AcOEt 1:1 0.1361 Oligosacaridos
7. MeOH 0.0255 8-5 di AF
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Como se muestra en la figura 24 la primera fraccion corresponde al AF puro, en la fraccion 2
se recolecto el 85 di AF, que a pesar de que es mas polar que el 8-0-4 diAF se eluyd
primero, (Figura 24, carriles 2-8) con trazas de AF. La fraccion 3 nos proporciond el 8-0-4
diAF  también con trazas de AF (Figura 24, carriles 10-14) y una mezcla de los otros
dimeros que se encuentran en menor cantidad, con las fracciones 4, 5y 6 se colectaron los
oligosacaridos (Figura 24, carriles 19-21). En la fraccion 7 se colect6 otra pequena cantidad
del 8-5 diAF.

AF

/
8-O-4 diAF ——
<+«— 8-5'diAF

5-5diAF ——»

Oligosacaridos

v

1 = 3 El 5 6 b & o 10 11 iz 13 14 15 16 17 18 19 zZ0 =1

Figura 24. Fracciones recolectadas de la columna de celulosa.

5.4 Caracterizacion de los DAFs por cromatografia en capa fina

Para verificar los compuestos obtenidos en la extraccion anterior se emplea la
cromatografia en capa fina (CCF), la CCF es una técnica para la separacion rapida y analisis
cualitativo de pequenas cantidades de muestra. La muestra a analizar se comparé con un
patron de referencia de AF puro (SIGMA, Ec. N° 214-490-0). Se obtuvo el frente de
referencia (Rf) del AF y de los DAFs y se compararon con los reportados en la literatura (50),

se midio el punto de fusion como otro patrén de comparacion (Tabla 5).
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Tabla 5. Punto de fusion y Rf de AF, 8-0-4 diAF y 8-5 diAF obtenidos experimentalmente de los extractos

de nejayote.

Compuesto Punto de Fusion (°C) | Rf (Cloroformo/Acido acetico 9:1)

Acido Ferulico 193 0.88
8-0-4 diAF 187 0.71
8-5 diAF 208 0.61

Una vez que se llevo a cabo la separacion por cromatografia en capa fina para identificar
cada uno de los compuestos se requiere revelar las placas. Se utilizaron tres métodos para
revelar las placas, primero se dejan secar y se colocan en la camara de UV, ya que muchos
compuestos presentan fluorescencia bajo luz UV. En este método se observaron al AF y a
sus DAFs, claramente. También se revelaron las placas con una solucién alcohélica de DPPH
(1umol), con este revelador se puede identificar los compuestos que tienen actividad
antioxidante ya que el DPPH es un radical croméforo que al reaccionar con un agente
donador de electrones AH, en este caso los compuestos, se reduce a su forma DPPH-H y se
observa un cambio de color de plrpura a amarillo (Figura 22). Por ultimo se revelaron con
una solucion de sulfato sérico, para poder observar todos los compuestos presentes, que

fueron el AF, sus dimeros y oligosacaridos (Figura 23).

SEGUNDA PARTE

Al no estar completamente pura la fraccion de DAFs, pero si con una notable disminucion de
la cantidad de AF inicial, se decidio llevar a cabo la saturacion del doble enlace tomando en
cuenta que reaccionan con mayor facilidad los DAFs que el AF, de acuerdo a lo reportado en
la literatura, ya que los DAFs presentan una mayor deslocalizacion del electron lo que los

hace mas viables a la reaccion.

58



RESULTADOS Y DISCUSION.

5.5 Obtencién de los hidrodimeros de acido ferdlico

Para llevar a cabo la saturacion con Saccharomyces cerevisiae, se realizaron modificaciones

al método reportado por XHIAN y colaboradores (28). Las modificaciones realizadas son:
cambio de medio de cultivo por el caldo YM vy en lugar de llevarse a cabo bajo atmdsfera de
argon se llevo a cabo en una atmésfera de hidrogeno.

Se llevo a cabo la saturacion de los DAFs con Saccharomyces cerevisiae en un medio YM,

primero se activan las levaduras con agua destilada, se toma un inoculo y se incuba en un
medio YM a 259 rpm y 30 °C., cuando estan en la fase de crecimiento se adiciona el
sustrato (los DAFs) al medio. La reaccion después de adicionar el sustrato a las levaduras
se monitorea durante 48 horas, realizando CCF cada dos horas y se observo la disminucion
de los DAFs y aparicion de dos nuevos productos, al término de las 48 horas se detuvo la
reaccion, bajando la temperatura a 4°C. Los nuevos productos se obtuvieron después de
que la mezcla de reaccion fue centrifugada y filtrada para retirar las células muertas, a las
aguas madres se les disminuye el pH a 2 y se hace una extraccion con acetato de etilo. Los
nuevos productos fueron caracterizados por cromatografia en capa fina y se evalud
posteriormente su actividad antioxidante (Figura 25). Se observo la disminucion de los DAFs

pero no la de AF y la obtencion de dos nuevos productos.

Nuevos productos
OH

Acido Fertlico
OMe OH

HO
OMe OMe

OH ]
Acido dihidroferulico
(8-0-4") diAF (Saturado)

Figura 25. Compuestos obtenidos después de tratar el extracto enriquecido en DAFs con Saccharomices

cerevisiae
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En la figura 25 se observan los dos nuevos compuestos, por un lado obtenemos los DAFs
metilados y por el otro los DAFs saturados, ambos siguen conservando sus propiedades
antioxidantes ya que se observa el cambio de color purpura a amarillo y ambos son menos
polares que los DAFs. Después de la acidificacion se recuperaron 78mg del acido
dihidroferulico, lo que corresponde a un rendimiento de 77.8%, el cual es mayor al reportado
con AF 54% (28).

Para corroborar que se llevo a cabo la saturacion de los DAFs se llevo a cabo una prueba
para la muestra recuperada con los nuevos productos, colocando yodo en cloroformo en dos
vasos de precipitado, a uno se le adiciona una solucion del hidrodimero de AF y al otro una
solucion del extracto enriquecido sin saturar. En el vaso de precipitado que contienen el
extracto enriquecido en DAFs sin saturar se observa una decoloracion del yodo y en el otro

vaso que contienen el hidrodimero de AF no se observa la decoloracion del yodo.

TERCERA PARTE

La reaccion de saturacion del doble enlace de los DAFs con Saccharomyces cerevisiae se

llevd a cabo con un alto rendimiento y lo que sigue es conocer las propiedades antioxidantes
de este nuevo compuesto y compararlas con los extractos originales, para lo cual se mide el

contenido de fenoles totales y actividad antioxidante (AAO) con tres métodos.

5.6 Determinacion de fenoles totales

La concentracion de compuestos fendlicos fue determinada de acuerdo al método descrito
por Matthaus (70), la cual esta basada en la reaccion de polifenoles con el reactivo Folin-
Ciocalteau. EI contenido de fenoles totales de cada extracto fue determinado usando una
curva estandar de acido galico. Se evalué el contenido de fenoles totales, del extracto crudo
gue contiene DAFs y AF, del extracto enriquecido en DAFs, del AF, de los hidrodimeros de

acido ferllico obtenidos por saturacion y del TROLOX como patron de referencia.
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La importancia de evaluar la concertacion de compuestos fendlicos radica en conocer, entre
las muestras obtenidas, cual es la que tiene mayor cantidad de estos compuestos fendlicos
ya que en algunas ocasiones la relacion de fenoles totales coincide con la actividad
antioxidante. Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan en mg

de acido galico / g de muestra.

Tabla 6. Contenido de fenoles totales en las muestras obtenidas a partir del nejayote de maiz (mg acido

galico/g muestra)

Muestra mg acido galico/g muestra
DAFs + AF 6529+ 194
AF 640.9+ 8.1
DAFs 544.0+ 8.5
Hidrodimeros 460.2+ 0.3
Trolox 333.2£ 2.5

Se muestra el contenido de fenoles totales (Tabla 6) de la muestras analizadas, los datos
siguen el siguiente orden DAFs + AF > AF > DAFs > hidrodimeros > Trolox. La mezcla de
DAFs + AF es la que presenta el mayor contenido de Fenoles Totales. Estos valores son de
los extractos del nejayote y con respecto al maiz muestran valores superiores. Los valores
reportados en la literatura sobre el contenido de fenoles totales para el maiz va de 2937.5 a
758.8 mg catequina/ 100g de muestra seca dependiendo de la variedad de maiz. Los
valores obtenidos son altos debido a que la mayor parte de compuestos fendlicos, se
encuentra en el pericarpio del maiz y por lo tanto en el nejayote. El contenido de fenoles
totales de las muestras analizadas coincide con su actividad antioxidante. No es lo mismo
para el Trolox, que a pesar de tener el menor contenido de fenoles totales posee mayor

actividad antioxidante (AAO) que cualquier extracto.
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5.7 Evaluacion de la actividad antioxidante (AAQ)

Ningun antioxidante en particular puede ejercer todos los mecanismos antioxidantes
posibles para combatir la oxidacion. Por lo tanto en la determinacion de su utilidad se
evallan los tipos de reacciones via radicales libres que pueden ser neutralizadas por un
antioxidante (61). En este estudio se evalud la AAO con tres métodos distintos ya que cada
método nos brinda informacion diferente acerca de la actividad secuestrante antirradical.

Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la AAO de las muestras analizadas por tres métodos diferentes.

Actividad Secuestrante | Actividad secuestrante | Actividad Antioxidante
Muestra DPPH (%) ABTS (%) Blanqueo con B-caroteno (%)
DAFs + AF 66.10 87.55 43.12
AF 61.23 91.96 41.28
DAFs 47.88 82.38 46.79
Hidrodimeros 34.30 81.70 42.20
Trolox 89.75 91.53 84.78

Como se muestra en la tabla 7 las muestras pueden exhibir diferentes valores de AAO
dependiendo del parametro medido. Una posible razon puede ser la diferente afinidad

hacia los radicales libres.

Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

Los radicales libres estan implicados en la propagacion de la oxidacion lipidica, y muchas
especies radicales de diferente reactividad son formadas. Son preferidos frecuentemente
radicales relativamente estables (DPPH, ABTS), en la evaluacion de actividad secuestrante
radical. El radical estable DPPH ha sido ampliamente usado en estudios de AAO de
compuestos simples, extractos de plantas y alimentos. El método se basa en la reduccion de
la solucion alcohélica de DPPH a 517mn en presencia de un antioxidante donador de H para
dar la formacion de la forma no radical DPPH-H (forma reducida).

El DPPH restante medido después de 40 minutos corresponde inversamente a la actividad

secuestrante radical. Cada antioxidante se evalué a 200ppm. Todos los ensayos realizados
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se compararon con la actividad antioxidante del Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil). Los
ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresan en % de actividad
secuestrante.

Este método fue aplicado para conocer la actividad antioxidante de cuatro muestras y un
patron de referencia (Trolox). En la figura 26 y en la tabla 7 se presentan los resultados
obtenidos. Al comparar la capacidad secuentrante del Trolox (89.75%), las muestras
obtenidas presentan cierta AAO a 200ppm aunque menor que la del Trolox. Entre los
muestras obtenidas la que presenta mayor AAO es la mezcla AF + DAFs (66.10%) y el AF
puro (61.23%). Las muestras de DAFs (47.88%) e hidrodimeros (34.30%) presentan menor
actividad antioxidante, posiblemente se deba a que estas muestras fueron tratadas con mas
procesos debido a su purificacion y reacciones enzimaticas los cuales probablemente

afectaron su AAO.

Método DPPH
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Figura 26. Actividad Total Secuestrante de los diferentes antioxidantes obtenidos.

En esta reaccion las muestras de antioxidantes analizadas reaccionaron con el DPPH- para
reducirlo a su forma DPPH-H. El grado de decoloracion indico el potencial secuestrante de
los antioxidantes. La evolucion de la cinética de reaccion nos indica la rapidez en que actla
un antioxidante ante la presencia del radical DPPH, esta dependera de la naturaleza del

antioxidante para donar facilmente su hidrégeno. En la figura 27 podemos observar el

63



RESULTADOS Y DISCUSION.

comportamiento de los diferentes antioxidantes frente al radical DPPH. Se observa que los
DAFs reaccionan con mayor rapidez ante el DPPH debido a que poseen mayor nimero de
grupos hidroxilo que el AF, ademas los DAFs pueden estabilizar al electron por su gran
resonancia. Algunos antioxidantes son mas lentos en reaccionar y esto se observa en el
caso de los hidrodimeros y la mezcla de DAFs con AF, en estos dos casos vemos que su
cinética de reaccion tarda mas tiempo en ser constante, esto quiere decir que toman mas

tiempo en reaccionar con el radical DPPH posiblemente por que poseen menor cantidad de

grupos hidroxilo.
Comportamiento de los antioxidantes por el
método DPPH
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Figura 27. Comportamiento de los diferentes antioxidantes obtenidos frente al radical DPPH.

Evaluacion de la AAO por el Método de ABTS

El radical ABTS se generd enzimaticamente y posteriormente se adiciona el antioxidante a
utilizar al medio de reaccion. Este resultado es la desaparicion del radical ABTS, la cual es
medida por un decremento en la absorbancia a 730nm. Este método patentado es facil y
rapido para realizarse, presenta numerosas ventajas puesto que evita reacciones no
deseadas, no se requieren de altas temperaturas para generar el radical libre y la AAO
puede ser estudiada en un amplio intervalo de valores de pH. Este método también tiene la

ventaja de evitar la interferencia, debido a la actividad de la peroxidasa endégena en las
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muestras, por lo que la determinacion de la actividad antioxidante hidrofilica en plantas y
otros extractos es mas exacta y rigurosa (62).

Este ensayo colorimétrico genera el radical ABTS por el sistema peroxido de
hidrogeno/peroxidasa. El ABTS es un sustrato de la peroxidasa y cuando es oxidado por esta
en presencia de H202 genera un radical metaestable con un espectro de absorcion
caracteristico de 400 a 750nm. Para dar tiempo a la generacion de este radical se tomaron
en cuenta los valores de absorbancia después de tres minutos cuando estos valores se
estabilizan y mas tarde viene un decremento en la absorbancia dependiendo de la AAO de la
muestra.

Los resultados obtenidos (Figura 28 y Tabla 7) muestran que las cuatro muestras
analizadas, mezcla AF + DAFs (87.55%), AF (91.96%), DAFs (82.38%) e hidrodimeros
(81.70%), tienen una alta AAO incluso sin diferencia significativa con el Trolox (91.53%) a
200ppm.

Esto se debe a la polaridad de las cuatro muestras analizadas, a una posible mayor afinidad
por el radical ABTS que el DPPH y al uso de un disolvente mas polar en este método (etanol)

que el utilizado en el método de DPPH (metanol).
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Figura 28. Actividad secuestrante de los antioxidantes con el radical ABTS

Los resultados experimentales demostraron que la reaccion con el radical ABTS se

completa en 3 min. El comportamiento que sigue la reaccion entre los diferentes
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antioxiantes y el radical ABTS, figura 29, nos brinda una idea de que tan rapido reacciona el
antioxidante con el ABTS, dependiendo de la afinidad del antioxidante con el radical ABTS.
En la figura 29 se puede apreciar un decremento rapido para todos los extractos lo cual

indica un alto potencial de los antioxidantes para donar hidrégenos al radical ABTS.

Comportamiento de los antioxidantes por el
método ABTS
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Figura 29. Comportamiento de la reaccion del radical ABTS con los diferentes antioxidantes

Evaluacion antioxidante por el método de B-caroteno

Este método se basa en la perdida del color amarillo del B-caroteno debido a su reaccion
con radicales, los cuales son formados por la oxidacion del acido linoleico en una emulsion.
El blangueo con B-caroteno se mide por el decremento de la absorbancia inicial a 470nm,
este decremento es mas lento en presencia de un antioxidante. Este método es
ampliamente utilizado en la evaluacion de AAO de muestras como: compuestos simples,
extractos de plantas, granos, frutas vegetales y alimentos. La polaridad de la muestra es

importante para la actividad presentada por este método (63).
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Cuando el antioxidante se pone en contacto con la emulsion se evita que los radicales libres
del acido linoléico ataquen el B-caroteno, entre mayor sea la actividad del antioxidante, el B-
caroteno estara mas protegido y esto se vera reflejado en una menor disminucion de la
absorbancia.

Con este método, a diferencia de ABTS y DPPH, podemos evaluar la actividad antioxidante
directamente en un sistema, que bien podria representar a un sistema alimentario, y asi
conocer la capacidad que tiene el antioxidante a evaluar para proteger a los radicales peroxi
y alcoxi.

En la figura 30 y la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de las cuatro muestras
analizadas y el Trolox a una concentracion de 200 ppm. Lo resultados se expresan en

porcentaje de B-caroteno residual después de la incubacion a 40 °C, durante 120min.

Blanqueo con B-caroteno
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Figura 30. Actividad Antioxidantes de las muestras por blanqueo con -caroteno

Las muestras analizadas presentan una menor actividad que el Trolox (84.78%). Los valores
obtenidos son: mezcla de AF + DAFs (43.12%), el AF (41.28%), los DAFs (46.79%), e
hidrodimeros (42.20%). Sin embargo no hay diferencia significativa entre las muestras
(anexo), pero el valor mas alto de AAO pertenece al extracto enriquecido en DAFs (46.79%)
y esto puede deberse a que los DAFs poseen mas grupos hidroxilo y un mayor grado de

resonancia para estabilizarse por lo que mas facilmente pueden donar un H.

67



RESULTADOS Y DISCUSION.

Los inhibidores mas activos de blanqueo con [B-caroteno son principalmente extractos
apolares. La mayoria de extractos polares exhiben baja AAO. A pesar de que en algunos
casos las caracteristicas estructurales del antioxidante son mas importantes que la
polaridad. Esto explica la baja AAO presentada por las muestras analizadas en comparacion
con lo métodos DPPH y ABTS, ya que estas muestras son polares. Otra posibilidad es la
interaccion del antioxidante con el emulsificante. En la literatura reportan que el acido
cafeico, el cual es muy similar al AF, exhibe baja AAO en una emulsion a pesar de estar
principalmente en fase lipidica. Interacciones especificas entre el acido y emulsificante,

como puentes de hidrégeno bloquean los grupos con AAO (63).
La AAO del Trolox (un analogo de la vitamina E, usado como patron de referencia) fue igual

en los tres métodos usados debido a que este se puede disolver en un medio acuoso (como

sal) o en un medio organico (como acido) (62).
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7. CONCLUSIONES

v" El contenido de compuestos fendlicos (AF y DAFs) es diferente para cada tipo de
nejayote.

v' El carbon activado es el mejor adsorbente para la extraccion de AF y DAFs. La
amberlita da menores rendimientos pero su manejo es mas facil.

v' Con la separacion en columna empacada de celulosa del AF de los DAFs (5g)
podemos obtener cantidades pequenas del 8-5diAF (25.5mg) y 8-0-4 diAF
(73.11 mg).

v' Se llevo a cabo la reaccion de saturacion del doble enlace de los DAFs,
principalmente del 8-0-4 diAF que es el que se presenta en mayor concentracion
dando un rendimiento de 77.8%.

v El hidrodimero de AF presenta menor polaridad que los DAFs e incluso que el AF
manteniendo la misma actividad antioxidante que las muestras analizadas.

v La cantidad de fenoles totales en las cuatro muestras no es significativamente
diferente entre ellas y se relaciona con la AAO medida por los tres métodos
usados.

v' Se establecid con el método de DPPH y ABTS que la capacidad secuestrante de
los DAFs y el AF es alta. Obteniendo mayores valores por el método de ABTS
debido a que las muestras analizadas presentan caracter hidrofilico.

v' La AAO medida por el método de blanqueo con B-caroteno se ve inhibida debido a
la polaridad de las muestras analizadas. Dando asi menores valores de AAO que
los obtenidos por los métodos ABTS y DPPH.

v El contenido de compuestos fendlicos (AF y DAFS) en el nejayote depende de las

condiciones de nixtamalizacion.
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PERSPECTIVAS

El nejayote de maiz es una fuente rica en DAFs y AF, estos compuestos pueden ofrecer
diferentes beneficios funcionales si son aplicados en la industria de alimentos y en la

industria farmacéutica.

El extracto enriquecido en DAFs presenta una elevada AAO, por lo que se sugiere su uso en
la preservacion de alimentos ademas de que puede tener un alto impacto en la salud

humana por lo que se requeriria hacer un analisis del este extracto in vivo.

La AAO de los dihidrodimeros de AF es similar a la de los DAFs pero los primeros poseen
menor polaridad por lo que pueden ser aprovechados en la estabilizacion de alimentos
menos polares, posiblemente grasas y aceites. Los dihidrodimeros de AF también pueden
ser una opcién para llevar a cabo la esterificacion de los DAFs con alcoholes alifaticos con

mayor rapidez y posiblemente mejores rendimientos.

La esterificacion de los DAFs es una buena alternativa para disminuir aun mas su polaridad
dependiendo los carbonos del alcohol, como se observo hay una gran posibilidad de que la
reaccion se lleva a cabo con mayor facilidad y rapidez que para el caso del AF. Al llevarse a
cabo la reaccion de esterificacion de los DAFs con butanol utilizando lipasas y tolueno como
disolvente da un rendimiento (53.5%) mayor al reportado en la literatura de la esterificacion
de AF y en un menor tiempo. El compuesto obtenido debe de ser caracterizado ademas de
medir la actividad antioxidante de este nuevo compuesto. Cabe mencionar que se estan
llevando a cabo estudios de reacciones enzimaticas para la esterificacion de los DAFs con

alcoholes alifaticos y también con azlcares.
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Debido a que la esterificacion de AF solo es posible con alcoholes que posean mas de
ocho carbonos, se obtienen bajos rendimientos (10%-14%) y los tiempos de reaccion son
muy largos (15 dias de reaccion). Se decidi6 llevar a cabo una reaccion de esterificacion
con los DAFs, ya que estos compuestos poseen mayor actividad antioxidante, algunos tienen
mas de dos grupos hidroxilo y tienen un mayor sistema de deslocalizacion del electron. La
esterificacion de los DAFs por medio de lipasas con alcoholes alifaticos en un medio no
acuoso, es una herramienta util, para lograr disminuir su polaridad y poder aplicarlos a
sistemas no polares y asi tengan mas aplicaciones en la industria de los alimentos

especialmente en la estabilizacion de grasas y aceites.

Se llevd a cabo una esterificacion enzimatica (con lipasas) de los DAFs con butanol en
tolueno como disolvente. Se probaron cuatro tipos de lipasas diferentes (Lipasa de Candida
antartica fraccion B, L1 Chirazime, Lipasa pancreas porcino, Lipozime RM 1). Se coloco un
ensayo sin lipasa para que sirviera de control.

Después de 24 horas de reaccion se realizo una CCF para observar si se llevd a cabo la
esterificacion de los DAFs. Los resultados se muestran en la figura 31. El carril A contiene el
control, es decir mezcla de reactivos sin lipasa, el B la reaccion llevada a cabo con lipasa de
Candida antartica fraccion B, el carril C con L1 Chirazime, el carril D lipasa de pancreas
porcino y el carril E con Lipozime RM 1. Como se puede observar (Figura 31) en el carril A se
ven claramente los DAFs y el AF sin reaccionar y en los carriles B, C, D, E, en todos por igual
se logra apreciar la desaparicion de los DAFs y la aparicion de nuevos productos menos
polares que los DAFs, conservandose el AF casi intacto.

En la placa revelada con DPPH podemos observar que los nuevos productos obtenidos
tienen propiedades antioxidantes.

Se obtuvieron 47.4mg de DAFs con lo que el rendimiento de la reaccion es 53.5% en 24
horas mayor que el rendimiento de la esterificacion del AF con butanol y en menor tiempo.
Para comprobar que se llevo a cabo la reaccion de esterificacion es necesario analizar la

muestra para poder caracterizar el compuesto y conocer la posicion de esterificacion.
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AF

v

DAFs esterificados ————————»

DAFs

ABCDE ABCPE

Figura 31. Cromatografia en silica gel revelada con DPPH (color plrpura) y Cromatografia en silica gel revelada

con sulfato serico (color amarillo). Los carriles tienen: A) control, mezcla de AF + DAFs, B) mezcla de reaccion

del ensayo con lipasa de Candida antartica fraccion B, C) mezcla de reaccién del ensayo con L1 Chirazime D)

mezcla de reaccion del ensayo con lipasa de pancreas porcino E) mezcla de reaccion de la lipasa Lipozime RM
1.
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8. ANEXO

Curva patrén de Acido Galico
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Curva Patron de ABTS
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ANEXO

Cuadro de Analisis de Varianza

Fuente de | g.l. SC CM F F (tablas) Existe
Variacion (calculada) Diferencia
Muestras 4 2213.72 553.43 5.51 3.84 Si

Método 2 3430.51 1715.26 17.08 4.46 Si

Error 8 803.01 100.38

Total 14

Diferencia minima significativa de Fisher

Trolox AF + DAFs AF DAFs Hidrodimeros
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