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Resumen

Los &acidos dehidrodiferalicos (ADF) son compuestos derivados del acido ferulico (AF) que
pertenecen al grupo de compuestos fendlicos, especificamente a la familia de los acidos p-
hidroxicinamicos. Los ADF son compuestos importantes en el proceso de lignificacion influyendo
fisicamente en la textura de plantas, brindan estabilidad en la pared celular, dan rigidez y fragilidad
a los alimentos después de la coccidn, presentan potentes cualidades in vitro de actividad
antioxidante, son inhibidores mas efectivos de la peroxidacion lipidica que el acido ferulico, poseen
propiedades insecticidas, tienen aplicaciones de interés como conservadores y estabilizantes en
alimentos y aportan beneficios potenciales a la salud aplicAndose en el sector farmacéutico.

Se tiene evidencia que los ADF se encuentran unidos entre si a través de enlaces covalentes tipo
éster y unidos a lignina por enlaces tipo éter, principalmente en las paredes celulares de las
plantas, de cereales como el maiz, trigo, arroz, cebada, avena y en la cascara de las frutas,
estando presente en mayor cantidad junto con el acido ferdlico, el acido p-cumérico y el acido
cinamico en el pericarpio de gramineas monocotiledoneas y dicotiledoneas, pero no estan
disponibles de manera comercial y su sintesis no es de facil obtencién, por lo que se busca
recuperar y obtener los ADF a partir de las fuentes naturales que los contienen, para su potencial

aplicacion en la industria alimenticia y farmacéutica.

En este estudio se llevé a cabo la recuperacion y cuantificacibon de dos ADF mas abundantes
presentes a partir de las aguas residuales conocidas como “nejayote” obtenidas de la
nixtamalizacion de diferentes maices. Primera etapa, se eligio el adsorbente mas eficiente para la
recuperacion de ADF y AF a partir de un “nejayote” de maiz. Segunda etapa, se hizo la
recuperacion de los compuestos ADF y AF con el adsorbente seleccionado a partir de 50 y 90 litros
de nejayote, separando, purificando y caracterizando los dos ADF mas abundantes presentes.
Tercera etapa, se cuantificaron los dos ADF identificados, AF y los compuestos fendlicos totales
presentes en tres nejayotes de diferentes maices, comparando cuantitativamente la relacion que

existe entre éstos en cada nejayote.

Se obtuvieron resultados satisfactorios en el aprovechamiento de las aguas residuales de la
nixtamalizacion del maiz “nejayote”, para la obtencion de compuestos estdndar de ADF y su
cuantificacion, para su potencial aplicacion en la industria de alimentos y farmacia, aportando a su

vez un valor agregado al “nejayote” como subproducto agroindustrial.
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1. INTRODUCCION

La exigencia de conservar las propiedades fisiologicas, fisicoquimicas y sensoriales de los
alimentos, alargando su tiempo de vida util, es prioritario en la industria alimentaria. Entre los
compuestos naturales mas utilizados para la prevencion y deterioro de alimentos, plantas y
organismos vivientes, se encuentran los compuestos fendlicos, por ser compuestos bioactivos que
estan estrechamente asociados con la calidad sensorial, frescura, estabilizacion, procesamiento y
conservacion de los alimentos a nivel industrial, éstos poseen propiedades antioxidantes, actian en
la prevencion de enfermedades cardiovasculares, carcinogénicas y enfermedades cronicas (69),
presentan efectos biologicos en el metabolismo y desarrollo de las plantas, propiedades
organolépticas y nutrimentales en frutos y vegetales para su conservacion, ademas favorecen su

aplicacion en el alimento, estabilidad, conservacion y son de facil obtencion.

Los compuestos fendlicos se encuentran libres y/o unidos a la pared celular de plantas, frutas y
cereales, abarcan una amplia gama de compuestos, un ejemplo de éstos son los &acidos
hidroxicinamicos los cuales generalmente actian como antioxidantes, entre los mas
representativos se menciona el acido ferulico que posee propiedades potenciales biolégicas como
antioxidante, anti-inflamatorio, anticancerigeno (42) y como precursor en la produccién de vainillina
(27). El &cido ferdlico y sus dimeros se encuentran en las paredes celulares de frutas, en tallos,
hojas y raices de plantas y en cereales como salvado de trigo, arroz, avena, cebada y maiz. La
cantidad presente del &cido ferulico y sus dimeros varia de acuerdo a la variedad de cereal y
factores ambientales como clima, humedad y tipo de suelo (9).

Los &cidos dehidrodiferulicos (ADF) son dimeros del acido ferdlico y se sabe que poseen mayor
actividad antioxidante que el acido ferdlico, aportan rigidez, estabilidad térmica, lignificacién y otros
procesos biolégicos en las plantas Los ADF no estan disponibles comercialmente y su sintesis no
es de facil obtencion. Uno de los cereales que contiene mayor cantidad de &cido ferulico y acidos
dehidrodiferdlicos en su pericarpio del grano, es el maiz (15), y se pueden obtener mediante
hidrolisis alcalina, acida y enzimatica y eventualmente a partir de las aguas residuales del proceso
de “nixtamalizacién” del maiz conocidas como “nejayote”, lo que representa una fuente natural
disponible y de bajo costo para la extraccibn de compuestos conservadores-estabilizantes como

son los acidos dehidrodiferulicos (ADF).
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2. OBJETIVOS

> General:

e Recuperar y obtener los compuestos estandar de dos acidos dehidrodiferdlicos (ADF) més
abundantes presentes en el nejayote de maiz y cuantificar éstos ADF en tres nejayotes
diferentes, para comparar los ADF presentes entre los distintos maices y tener una fuente
mas eficiente para su recuperacion y aplicacion potencial en la industria de alimentos y

farmacia.

» Particulares:

e Seleccionar el adsorbente mas eficiente para la recuperacion de los compuestos ADF y AF

a partir del nejayote de maiz nixtamalizado

e Recuperar un extracto rico de ADF y AF a partir de 50 y 90 litros nejayote de maiz, utilizando el

adsorbente mas eficiente

e Cristalizar el AF para obtener un extracto rico en ADF, para separar y purificar los dos ADF mas
abundantes presentes, mediante una columna empacada de silice y una placa semipreparativa

de silice

e |dentificar y caracterizar los dos ADF purificados obtenidos, mediante diferentes pruebas:
cromatografia de capa fina (CCF), punto de fusion, pruebas de solubilidad y espectrometria de

masas

¢ Cuantificar los dos ADF estandar obtenidos y el AF presente en tres nejayotes de diferentes
maices, nixtamalizados a nivel laboratorio, mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

¢ Cuantificar la cantidad presente de compuestos fendlicos totales de tres nejayotes de diferentes

maices, relacionando ésta cantidad con la presencia de ADF y AF.
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3. HIPOTESIS

El pericarpio del grano de maiz, contiene como parte de su composicion acido feralico (AF) y
acidos dehidrodiferulicos (ADF) y éstos compuestos se pueden recuperar mediante una hidrélisis

ya sea alcalina, acida 6 enzimatica del cereal.

Si el proceso de nixtamalizacion del maiz, que es un proceso térmico, que en presencia de una
sustancia basica, separa el pericarpio del grano, liberando los compuestos presentes en éste en las
aguas residuales conocidas como “nejayote”, entonces, se podran recuperar, obtener y cuantificar
los acidos dehidrodiferdlicos (ADF) mas abundantes presentes en tres nejayotes de diferentes

maices Yy la cantidad presente obtenida de ADF dependera del tipo de maiz a utilizar.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy amplio de compuestos organicos presentes en la
naturaleza, integrado por metabolitos de plantas, cuya estructura molecular presenta un grupo
fendlico, ndcleo aromatico que contiene un grupo hidroxilo libre o sustituido, que los hace en su
mayoria, potentes antioxidantes (donador de H+ ¢ electrones) necesarios para el funcionamiento
de las células vegetales, éstos se encuentran libres y/o unidos a la pared celular de plantas, frutas
y cereales, por ejemplo en manzanas, cebollas, bebidas como té y vinos (33). A través de estudios
de microscopia fluorescente se ha reportado que se encuentran en mayor cantidad en el pericarpio

de cereales (la parte externa de la cubierta del grano), que en el endospermo (9).

4.1.1 Sintesis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se originan principalmente a través de dos rutas biosintéticas: la ruta del
acido shikimico que da origen a los &cidos cindmicos y todos sus derivados como son las
cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano, estilbenos, taninos, antocianinas, fenilalanina y

tirosina.

En la fig. 1 se observa que a partir del acido dehidroshikimico, se obtiene el &cido sikimico que
origina el acido corismico y éste da origen al &cido prefénico, del cual se originan dos compuestos:
el acido fenilpiravico y el &cido p-hidroxifenilpirdvico que originan una serie de compuestos como es
el &cido p-hidroxicinamico, que da origen a un extenso grupo de compuestos fendlicos como son el

acido ferulico, acido caféico, acido sinapico y las unidades de flavonas, entre otros.

La otra ruta es la del acido maldnico, una importante fuente de fenoles que origina quinonas,

xantonas y orcinoles en bacterias y hongos.

Algunos compuestos fendlicos se originan a través de rutas mixtas que combinan la via del
shikimato y del acetato, como es el caso de los flavonoides, o que surgen a través de la
combinacién de una via del mevalonato, origen de los compuestos terpénicos, con una via del

shikimato (furano y piranocumarinas).
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Fig. 1. Ruta biosintética para la formacion de acidos hidroxicinamicos y derivados.

4.1.2 Funcién bioldgica de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sintetizados para proteger a la planta de estrés fotosintético, son
especies reactivas de oxigeno actuando como antioxidantes. Algunos estudios sefialan que la
actividad antioxidante de compuestos fenodlicos enlazados a la lignina o arabinoxilanos, son mas
fuertes sus uniones entre éstos, por lo que protegen mayormente a los cereales y plantas, que los
compuestos fendlicos libres (35). La actividad antioxidante de los acidos hidroxicinamicos depende
del nimero de grupos hidroxilo y de la posicion en que se encuentren en la molécula, siendo muy

abundantes en la naturaleza.

Los compuestos fendlicos son responsables de los colores, sabores y aromas de frutas y verduras,
protegen a las plantas del ataque de herbivoros, con mdultiples efectos biolégicos en el
metabolismo, desarrollo y aspectos nutrimentales y de conservacion de frutos, vegetales, semillas,

cereales, germen, pepitas y bayas (48).

Pagina - 6 -




Los compuestos fenodlicos son constituyentes principales de forraje en la alimentacion de
rumiantes, estos compuestos son liberados de las paredes celulares de las plantas durante la
degradacion ruminal y son inhibidores del crecimiento de algunos microorganismos ruminales in
vitro (1).

A nivel fisiolégico en el ser humano, diversos estudios han demostrado que algunos subgrupos de
los compuestos fendlicos poseen actividad antioxidante con beneficios a la salud (como son los
polifenoles del té), que actian contra tumores, cancer, hipertension, artritis, Ulceras, mutaciones y
carcinogénesis. También los compuestos fendlicos actian como anti-estrogenos, anti-inflamatorios,
anti-micéticos, anti-bacteriales, anti-virales, anti-metastasis, anti-hepatoxicos, con efectos
vasodilatadores sobre el sistema vascular e inhibiendo distintos sistemas enziméticos relacionados
con la funcionalidad de los vasos (hialuronidasa, catecol-O-metiltransferasa, fosfodiesterasa-AMPc,
PKC. Tal es el caso de los acidos fendlicos (benzoicos, cinamicos y derivados hidroxilados),

flavonoides, lignanos y estilbenos (12).

A nivel sanguineo los compuestos fendlicos presentan actividad anti-trombdtica al inhibir la
agregacion plaquetaria y el incremento de la presion sanguinea, previniendo enfermedades
cardiovasculares (55). Los compuestos fenolicos operan como factores vitaminicos P (aumentando
la permeabilidad y disminucién de la resistencia de los vasos capilares sanguineos) como por
ejemplo el rutésido o los citroflavonoides, llamados asi por haber sido aislados en especies

pertenecientes al género Citrus.

Se ha estudiado que con la ingestion del vino rojo o la ingestion de compuestos fendlicos extraidos
del vino, ha mostrado una mejora en el estado antioxidante de plasma en humanos. Otros estudios
demuestran que la concentracion de los compuestos fenodlicos especialmente el camferol presentan
una buena correlacién con la prevencién de enfermedades, debido a las caracteristicas Unicas que

éstos le confieren de efecto vasodilatador (44).

En varios estudios de pacientes con diabetes, se observo que al consumir una cantidad moderada
diaria de compuestos fendlicos hubo una reduccién significativa de marcadores de estrés oxidativo
y de inflamacion, mejorando la funcién cardiaca después de haber sufrido un primer infarto al
miocardio, mejorando la resistencia a la insulina (50).

Investigaciones indican que al consumir una dieta rica de compuestos polifendlicos se disminuye el
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riesgo de enfermedades crénicas como enfermedades coronarias, diabetes, hipertension y algunos

tipos de cancer.

4.1.3 Fuentes de obtencién de compuestos fendlicos

Los compuestos fenodlicos se encuentran en una diversidad de plantas comestibles y no
comestibles, encontrandose en diferentes partes de las plantas (hojas, tallos, raices, bagazo,
follajes), en &rboles como pinos, abedules y alamos (partes lefiosas como troncos y corteza) y en
tejidos de flores (51). Entre las fuentes comestibles los compuestos fendlicos se encuentran en una
gran cantidad de frutas: fresas, ciruelas, uvas; en vegetales como cebolla, papa, tomate, pimenton,
jengibre, ajo, romero, leguminosas, habas, semillas, café, cacao, aceite de olivo, en la cascara de
cereales, en té verde y negro, en una amplia variedad de vinos, asi como también en algas

marinas.

Los fenoles simples, que incluyen a los monofenoles tales como p-cresol han sido aislados de
varias frutas como frambuesas y zarzamoras. El 3 etilfenol y el 3,4 dimetilfenol son los
responsables de la nota ahumada de granos de cacao. Los acidos fendlicos estan presentes en
ciruela pasa (0.9%), moras azules en 0.2%, manzanas en 0.1%, peras en 0.2%, cascara de papa
dulce en 1%, uvas en 0.2%; en aceite de soya y avena es seguro encontrar acido clorogénico,
acido caféico y acido feralico.

El acido caféico extraido principalmente de manzana, albaricoque, duraznos, espinacas, col,
alfalfa y trigo; el acido cindmico presente en uva, frambuesa, frutas citricas, espinacas, col, alfalfa,
en cereales como el trigo contienen un 30% mas de enlaces éster de acido cinamico en su cascara
gue en el grano mismo y también contiene aproximadamente igual cantidad de acido ferulico y
acido p-cumarico (56). El acido clorogénico y sus isobmeros se encuentran en un 4% en peso en
semillas de café y en promedio una taza de café contiene 0.19 g de éste compuesto; también lo
encontramos en manzana, pera, ciruela y albaricoque principalmente. El acido p-cumarico esta
presente en la manzana, durazno, espinacas, esparragos, trigo y otros cereales. El &cido ferulico
esta presente en la manzana, durazno, espinacas, col, zanahorias y remolacha de azlcar con un
0.8 %. En el pericarpio de cereales el AF se encuentra en el centeno, avena, trigo con un 0.66% de
peso seco, cebada con 0.14% en peso seco, en la pared celular del arroz con 0.9%, en el
pericarpio del maiz con un 2% a 6% en peso seco, siendo uno de los cereales mas potenciales

para su obtencion.
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4.1.4 Métodos de analisis de obtencion de compuestos fendlicos

Los fenoles libres o solubles son de peso molecular bajo o intermedio y pueden ser extraidos con
diferentes tipos de solventes, mientras que los fenoles no solubles o enlazados son principalmente
taninos condensados de alto peso molecular, donde se requieren de la combinacién de varios

meétodos para su obtencion y cuantificacion.

Los métodos ma&s comunes para la identificacion, separacién y cuantificacion de compuestos
fendlicos, son los métodos cromatograficos como son la cromatografia de capa fina, cromatografia
de fase liquida de alta resolucion (HPLC) por sus siglas en inglés: High Perfomance Liquid
Chromatography) (36), cromatografia de gases (GC), electroforesis capilar y la espectroscopia de
Masas, ya que son métodos efectivos y probados para la cuantificacion de éstos y otros

compuestos (10).

Mediante la Cromatografia de fase liquida de alta resolucion (HPLC) se han detectado y
cuantificado bajo condiciones de fase reversa utilizando las columnas Ci6 y Cig con detector de
arreglo de diodos y pretatamiento isotacoforético (57) un gran niamero de compuestos fendlicos
como son el acido galico, epicatequina, acido ferdlico, quercitina, acido caféico, acido cumarico,

entre otros (8).

También se ha recuperado y cuantificado un gran nimero de compuestos fendlicos como son: el
acido ferdlico, acido caféico, acido cumarico y trans-resveratrol, mediante una extraccion sélida

utilizando HPLC y empleando solventes organicos (36).

Para la cuantificacion de compuestos polifenoles totales, se utiliza frecuentemente el método de
Folin-Ciocalteau utilizando el reactivo (F-C). Este método se fundamenta en una reaccién
colorimétrica de oxidacion/reduccion. El reactivo F-C presenta caracter reductor, ya que se trata de
una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico, que en un medio basico se reducen, al
oxidar los compuestos fendlicos presentes en una muestra, originando oxidos azules de wolframio
(WsO23) y molibdeno (MogOy3). La absorbancia del color azul originado se mide a una A de 750 nm.
(37). La concentracion de polifenoles totales se calcula usando acido galico como estandar,
llevando a cabo la siguiente relacion:

Polifenoles totales en muestra = mg de acido galico presente / g de muestra utilizada.
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4.1.5 Aplicacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos tienen una amplia gama de aplicacién en la industria de alimentos y
farmacia, utilizandose principalmente como antioxidantes en los alimentos. Los acidos fendlicos
como el &cido caféico, clorogénico, ferulico, sinapico y p-cumarico, demuestran ser los que
presentan mayor actividad antioxidante en comparacion con los compuestos hidroxilos derivados
del acido benzoico como es el caso de p-hidroxibenzoico vainillico, por lo que la obtencion de
acidos fendlicos, ya sea por sintesis artificial o mediante la extraccion de fuentes natural es de gran

importancia para su aplicacion.

En la industria farmacéutica se utilizan como anti-inflamatorios, anti-alérgicos, anti-trombaticos, anti-
aterogénicos, anti-microbianos, anti-hepatoxicos, anti-tumorales, anti-estrégenos, anti-mutagénicos,
anti-carcenogénicos, anti-micéticos, anti-bacteriales, anti-virales, anti-metastasis; también se utilizan

contra la hipertension, artritis, Ulceras, y cancer (33).

Se aplican como agentes quimiopreventivos por la accion de inhibir la generacion de radicales libres,
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y la agregacién plaquetaria, actuando contra el
desarrollo de cancer, enfermedades del corazén, motivo por el cual son compuestos importantes en

la salud del ser humano, teniendo gran aplicacion en la industria farmacéutica.

4.1.6 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se clasifican de acuerdo con el nimero de atomos de carbono que
integren la base de la molécula, entre los mas representativos se encuentran: los fenoles simples
como: benzoquinonas, los &cidos fendlicos como: compuestos benzoicos, cinamicos y los
derivados hidroxilados (acidos hidroxicinamicos); cumarinas, xantonas, flavonoides, lignanos,

ligninas y taninos (24).
A continuacion se muestran de manera general algunos ejemplos de compuestos fenélicos como

son: la quercetina, acido ferulico, antocianidina, kaemferol, acido clorogénico y flavonoides, que se

muestran en la fig.2.

Pagina - 10




OH
HO

Quercetina

H

H T
(k\.;’:'«:“‘x /]\/ -
o
OH
OH 4]

Kaemferol

H3CO

HO

OH

Acido ferilico

Acido clorogénic

o

Antocianidina

OH

O

OH

Flavonoides:

Flavonas {R3=H
Flavonoles (R3=0H)

Fig. 2. Ejemplo de compuestos fendlicos: quercetina, acido ferdlico, antocianidina, kaemferol, &cido clorogénico, flavonoides.

Los acidos fendlicos son un grupo muy importante por la abundancia con la que se presentan en

alimentos y plantas. Este grupo se caracteriza por presentar en su estructura quimica: un anillo

aromatico, el grupo hidroxilo coman a los compuestos fendlicos y una parte carboxilica.

Esta integrado por dos subgrupos: acidos hidroxicinamicos y acidos hidroxibenzoicos.

Los acidos hidroxibenzoicos presentan comunmente la estructura C¢C;

se encuentran casi

siempre esterificados con azucares y alcoholes alifaticos, entre otros metabolitos secundarios. Lo

integran aldehidos, combinados en formas heterosidicas, siendo la unidad basica estructural el ac.

galico de los taninos gélicos o hidrolizables, como ejemplo se mencionan el p-hidroxibenzadico,

acido siringico, acido galico, acido salicilico, gentisico, vainillico y gélico fig. 3, se encuentran

principalmente en frutos como fresas, uvas, naranjas, toronjas y limones (62).

A continuacion se muestran algunos ejemplos de compuestos acidos hidroxibenzoicos de manera

general, como son el acido protocatequico, el &cido vanillico, el &cido siringico y el &cido galico.
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Fig. 3 Ejemplos de &acidos hidroxibenzoicos: &cido p-hidroxibenzoico, &cido protocatequico,
acido vanillico, &cido siringico, acido galico

Los acidos hidroxicinAmicos son compuestos aromaticos con una cadena de tres atomos de
carbono (Cs-C3), son conocidos principalmente por su actividad antioxidante, ejemplo de éstos son
los derivados del acido cinamico siendo los principales: acido caféico (acido (3-3,4 dihidroxifenil)
propenoico) que se encuentra principalmente conjugado en forma de acido clorogénico; el &cido
cumarico (acido 3(-4-hidroxifenil)-2 propenoico) que se encuentra en formas orto, meta y para; y el
acido ferulico (acido 3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) 2-propenoico) uno de los mas abundantes de los

acidos hidroxicindmicos, ver fig. 4.

0 . —0 H Qe —~OH
e e e
R |
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o ‘-——-.T] [l - 1 [I .
e 3 — T -
&"‘"—-—T_/ o H T 0O CH 3
O H
O H
Acido cinamico © H
Acido p-cumérico Acido caféico Acido fertlico

Fig. 4 Ejemplo de acidos hidroxicinamicos: acido p-cumarico, acido caféico, acido ferdlico.

Los acidos hidroxicinamicos también se combinan con glicerol, monoalcoholes de cadena larga,
hidroxiacidos y dioles, formando compuestos derivados como el ac. clorogénico que es un éster de

cafeato y la curcumina formada por dos moléculas de acido feralico unidas por un metileno.
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4.2 Acido Ferulico (AF)

El &cido ferulico (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) propil-2-enoico fig.5, es el &cido més abundantes
de los acidos hidroxicinamicos que se encuentra en la mayoria de las plantas y cereales (incluye
las familias Graminaceae, Solanaceae y Chenopodiaceae) formando parte de la pared celular,
unido covalentemente a polisacdridos con enlaces éster (conjugados glicosidicos) estando
presente en forma monomérica o dimérica, y unidos a lignina por enlaces éster o éter. El 4cido
ferdlico presenta un doble enlace en la cadena lateral que permite la posible existencia de dos
formas isoméricas: cis (Z) y trans (E), aislado en plantas se presenta principalmente en isbmeros

trans.

H
3CO X2 OH

HO

Fig.5 Estructura quimica del &cido ferulico (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) propil-2-enoico

En dicotiledoneas el acido ferulico se encuentra en grandes cantidades en la pulpa de remolacha
de azucar y pared celular de espinacas, castafias de agua china, pinos, zanahorias y esta ligado
con los polisacaridos pecticos (56). El acido ferulico y sus dimeros son compuestos ubicuos de la
pared celular primaria de las plantas, predominando en el tejido del maiz y trigo, principalmente

enlazados a grupos polisacaridos (13).

4.2.1 Propiedades fisicas del acido ferulico

El acido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) propil-2-enoico conocido como &cido ferulico (AF), es un
fuerte acido dibasico, presenta fisicamente formas ortorrombicas, su color es blanco-amarillo muy
claro, la disociacién del primer protén produce el anion carboxilato, la del segundo proton genera el
anion fenolato, puede ser cristalizado con agua caliente, su masa molecular es de 194 g/mol, su
punto de fusion es de 174 °C, es soluble en etanol, metanol, acetato de etilo y agua caliente,
moderadamente soluble en éter de petroleo y ligeramente soluble en benceno. El AF absorbe
fuertemente en el UV a una longitud de onda de 248 nm y 307 nm en una solucion acuosa pH=6,
también exhibe una fuerte fluorescencia. Su tamafio de particula presenta un intervalo de 10-190

pKm con un tamafo promedio de 61 pum (61).
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En algunos estudios de estabilidad acelerada indica que el valor tgy estimado es de 459 dias a
25°C, el AF es inestable a una humedad relativa a mas de 76% probablemente por su naturaleza
higroscépica. Es incompatible con excipientes como carboximetilcelulosa (CMC), polivinilpirrolidona
(PVP) y almidon.

4.2.2 Sintesis del acido fertlico

El acido ferdlico puede ser sintetizado quimicamente por una reaccion de condensacion de
Knoevenagel, en el que el acido maldnico se condensa muy facilmente con aldehidos aromaticos y
alifaticos catalizado por pequefias cantidades de piridina y piperidina. La condensacion del acido
malénico con vainillina en presencia de quinolina a 80°C por 8 horas produce &cido ferulico con un
rendimiento tedrico de 50.3%, ésta sintesis produce una mezcla de cis y trans del AF, llevandose a

cabo la reaccién en el transcurso de tres semanas con un rendimiento alto (42).

Otra via de sintesis del AF es la condensacion de Perkin de vainillina con anhidrido acético, donde
éstos mas acetato de sodio anhidro son calentados por 5 horas a 150-170 °C, la reaccién se
detiene con agua fria, el precipitado es filtrado, extraido con éter y recristalizado de agua caliente
(20).

A nivel enzimatico se puede obtener AF a partir de la conversidn oxidativa enziméatica del eugenol,
gue es un sustrato natural y barato que puede ser aislado del aceite esencial del arbol de clavo
Syzyglum aromaticum, en escala industrial es comercialmente disponible. ElI eugenol puede ser
convertido enziméaticamente a AF via coniferil alcohol o coniferil aldehido. Las células de
Escherichia coli crecen toda la noche a 30°C en 50 ml de un medio que contiene tetraciclina y
ampicilina, cuando el cultivo entra en su fase estacionaria de crecimiento se adicionan 25 pL de
eugenol 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 (43), observando que este método involucra un

tiempo prolongado y el rendimiento obtenido no es tan bueno para llevarlo a cabo.
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4.2.3 Funcion bioldgica del acido ferualico

Funcionalmente interactda con cadenas de pentosas, arabinoxilanos y hemicelulosas, incrementa
la extensibilidad de la pared celular durante su elongacion y su forma en plantas, en la cascarilla de
frutas y cereales como es el caso de oligosacaridos feruloilatados aislados de la pared celular de
Graminaea que muestra que el acido ferulico esta unido al grupo hidroxilo en el C5 de algunos

residuos arabinopiranos de los arabinoxilanos fig. 6.

HO
I <H ™, H
o] . o
\\Z\Tﬁf%/ %E {1-4)D-xilanopiranosa
o o OH
o o
e \xl
Unidn ester .
.. __°©° CHz o -L-arabinofuranosas
oOH OH
_H-""\-\_
H;CO
OH

Acido ferulico

Fig.6 Estructura quimica de una fraccion de arabinoxilanos ferulados identificados en cereales.

Una de sus principales funciones es aportar rigidez, extensibilidad, plasticidad, digestibilidad,
adherencia e integridad estructural de la pared celular de las plantas y semillas, también es
defensivo contra el ingreso de patdgenos, depredadores o plagas naturales en las plantas, siendo
precursor de compuestos antimicrobianos y antimicoticos, aporta resistencia ante climas adversos
y a la degradacion enzimatica, como es el caso de la pared celular del grano de maiz que es muy
resistente debido probablemente al alto caracter de ramificacion de los heteroxilanos, altos niveles
de enlaces cruzados y del &cido ferulico esterificado presente que restringe la accesibilidad de la
enzima (23). Otra funcién importante en el metabolismo de los minerales es promover la liberaciéon

reductiva del ion ferritina.

Disminuye los efectos de la radiacion ultravioleta, actuando como protector en las plantas en contra
de la radiacion UV, también actia como compuesto para enviar sefiales quimicas 0 pigmentos

ayudando a atraer insectos que pueden polinizarlas.
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En el ser humano una de las funciones fisiologicas mas destacadas del acido ferdlico, es su
actividad antioxidante por su habilidad de estabilizar a los radicales libres; se ha investigado que
ésta actividad antioxidante en los sistemas bioldgicos depende de la cadena éster, lo que sugiere
que los dimeros del acido ferdlico podrian ser antioxidantes mas fuertes que éste, asi como
algunos de sus esteres, que contienen una cadena de alcohol y tienen la capacidad para formar
secuestradores estabilizando altamente el radical fenoxi por la deslocalizaciéon sobre el nucleo

aromatico sustituido con dos grupos electron-donador.

Un grupo de esteres de acido ferulico forman el Y-orizanol, aceite que se extrae de la fibra del
arroz (Oryza sativa), y presenta propiedades antioxidantes ampliamente reconocidas, que incluye
su habilidad para reducir el colesterol en el plasma, aminorar la absorciéon del mismo, disminuye la
ateroesclerosis temprana, inhibe la degradacion de plaquetas e incrementa la excrecion de bilis
fecal acida (42).

Se ha comprobado que el &cido feralico presenta propiedades terapéuticas, que pueden ayudar a
combatir padecimientos relacionados con el estrés oxidativo, como el Alzheimer, diabetes, cancer,
ateroesclerosis e hipertension. También se le atribuyen propiedades preventivas actuando como
antihepatoxico, antitumoral, antiestrogénica, antimicGtica y colesterolémica, con actividad

antibacterial contra Bacillus subtilis y Streptococcus pneumoniae.
4.2.4 Fuentes de obtencién del acido feralico

El acido ferulico esta unido covalentemente a la pared celular de las plantas y en forma soluble en
el citroplasma, abundante en la epidermis, vasos del xilema, vainas, esclerénquima y corteza. Se
encuentra presente en maiz, arroz, trigo, avena, centeno, sorgo, forraje, café tostado, tomate,
esparragos, olivos, moras, chicharos, frutos citricos, hojas y en semillas, entre otras frutas y

verduras, fig.7.

En sus fuentes naturales es dificil encontrarlo en forma libre, generalmente se encuentra como
ésteres, covalentemente enlazado con monosacaridos, disacaridos, polisacéaridos, glicoproteinas,
lignina, betacianinas y biopolimeros insolubles de la pared celular vegetal (51). El acido ferulico se
encuentra esterificado a los glucuronoarabinoxilanos en la pared celular de verduras y frutas como

las pifias (59).
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La azucar de remolacha, contiene aproximadamente 1% de AF; la pulpa de café, las cascarillas de
trigo, arroz, maiz y otros residuos agroindustriales de cereales, frutas y verduras son una fuente
potencial de cantidades significativas de &cido ferulico, lo que revela la importancia de éstas
fuentes naturales para la obtencion de éste compuesto a gran escala a nivel agroindustrial.

Fig. 7. Algunas fuentes de obtencion del &cido ferulico: hortalizas, cereales, frutos, cafia de azucar.
4.2.5 Métodos de analisis de obtencion del acido ferulico

El acido ferulico puede obtenerse de diferentes maneras, una es la sintesis quimica o enzimatica
fig.8, y la otra es por extraccion a partir de fuentes naturales de cereales y plantas mediante
métodos de separacion o rompimiento de enlaces de AF- polisacéridos y AF-lignina y puede ser a
nivel enzimatico usando esterasas 0 hidrolasas de AF y mediante la saponificacién o hidrélisis
alcalina o 4cida de los enlaces éster para su separacion de la lignina y de los polisacaridos (14), se
utiliza comunmente NaOH y a una concentracion que puede variar desde 0.5 a 2.0 N con un tiempo

promedio de hidrolisis de 2 horas.

C H =
Feruloil esterasa
e
/
O C H s
O H

Metil ferulato

Fig.8 El circulo muestra el sitio activo de la enzima, el enlace éster,
es el que se hidroliza para liberar el acido ferdlico.

Para recuperar el AF enzimaticamente se utilizan esterasas, las cuales no liberan completamente el
AF de la matriz de la biomasa, por lo que se aplican de forma sinergista hemicelulasas

especialmente xilanasas y arabinofuranosas. Las actividades enzimaticas de seis celulasas fueron
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descubiertas para la recuperacion de AF usando carboximetilcelulosa de sodio como sustrato,
éstas son: xilanasas, B-xilosidasas, esterasas, a-arabinofuranocidasas, xilano acetilesterasa y a-
glucoronocidasa, ésta ultima enzima detectada a niveles menores (54), conduciendo a més rutas

de recuperacion del AF por via enziméatica.

La saponificacion 6 hidrolisis alcalina es otro método que puede conducir a cambios quimicos como
la oxidacion del compuesto y su purificacion es dificil (32). La muestra de pericarpio—aleurona se
digiere con NaOH 2N por tres horas en la oscuridad, se homogeniza la muestra cada hora por 15
segundos, se acidifica a pH 2 con HCI concentrado mezclando vigorosamente, se extrae finalmente

dos o tres veces con acetato de etilo (11).

Este método se puede aplicar en granos de cereales como el maiz, llevAndose a cabo de la
siguiente forma: los granos de cereal una vez congelados y secos se remojan toda una noche con
agua a 4°C, posteriormente se separan las capas del pericarpio y aleurona del endospermo siendo
un proceso muy eficiente para la separacion de las capas exteriores del endospermo y del germen
gue permanece unos 10 segundos después de la molienda.

Este método separa eficientemente el pericarpio del grano del maiz, por lo que es una opcién
prometedora para recuperar los compuestos contenidos en éste, como son el acido ferulico y los
acidos dehidrodiferulicos (ADF).

4.2.6 Aplicacién del acido ferulico

El acido ferulico es usado como antioxidante natural por su habilidad de estabilizar a los radicales
libres en alimentos. Cualquier radical que se encuentre cercano al acido ferulico, facilmente atrae a
un atomo de hidrégeno para formar un radical fenoxilo, el cual esta altamente estabilizado por
resonancia, dado que el electron libre puede deslocalizarse en toda la molécula. Una estabilizacién

extra proviene de la conjugacion en la cadena lateral insaturada (28).

En la industria de alimentos el acido ferulico se utiliza como antibacterial y antimicético, inhibiendo
el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras. También se utiliza en bases de grasas y aceites,
aplicandose de manera modificada, por ejemplo en forma esterificada, ya que es hidrofilico. La
esterificacion del AF con alcoholes alifaticos es usado para alterar la solubilidad en emulsiones y

férmulas basadas en aceites (60) actuando como solubilizante en alimentos grasos.
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El acido ferulico también se aplica como inhibidor de sabores amargos en alimentos, es usado
como tensoactivo para mejorar las propiedades de las biopeliculas de proteina, también se utiliza

para obtener geles cuando se mezcla con la pectina (52).

A partir del acido ferulico se puede obtener por bioconversién la vainillina (componente esencial de
la vainilla), que es un aditivo muy utilizado para impartir aroma y sabor, lo cual convierte a la
vainillina en un aditivo natural ampliamente utilizado en la industria alimenticia. La sintesis de
vainillina a partir del AF se puede llevar a cabo utilizando diferentes cepas de hongos como por
ejemplo: Pseudomonas sp, Pycnoprus cinnabarinus, Polyporus versicolor, Fomes fomentarius, E.

coli, y Cornybacterium glutamicum.

El &cido ferulico también es usado como sustrato para la transformacion biocatalitica de otras
moléculas valiosas como polimeros, epoxidos, acilbencenos, acido protocatecoico relacionado con

catecoles, guayacol y catecol (56).

En la industria farmacéutica, es ingrediente activo en lociones y cremas como fotoprotector para la
radiacion solar, ya que absorbe fuertemente la radiacion UV. Se utiliza como anti-inflamatorio en la
medicina oriental; éstos efectos son dependientes de sus concentraciones fisiologicas, que estan
dadas por sus propiedades farmacocinéticas (absorcién, metabolismo, distribucién y eliminacion).

4.2.7 Derivados del acido ferulico

Los derivados del acido ferulico son compuestos que estan presentes en las plantas en cantidades
significativas y se sabe que contribuyen en el enlazamiento de la pared celular, participando en el
mecanismo bioquimico para controlar las propiedades mecanicas de la pared celular en la fase de

extension y pueden ser sintetizados quimicamente o enzimaticamente.

Los compuestos derivados del AF se forman a partir de un enlace éster entre la funcién carboxilica
del AF y uno de los grupos alcoholicos de un compuesto organico 6 un enlace incluyendo uno de

los grupos fendlicos de la molécula.

Pueden entrelazar diferentes cadenas de polisacaridos y en algunos casos polisacaridos con
lignina, como es el caso del feruloil-arabinosa que es precursor para la feruloilacion de los

arabinoxilanos que se encuentra en el trigo.
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Los derivados de AF con polioles, como los azucares, 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 (38).

Algunos ejemplos de compuestos derivados de AF son:

2-etil-1-hexil-ferulato, esta relacionado estructuralmente con el octal-metoxicinamato, uno de los
mas importantes filtros UV en la industria farmacéutica y cosmética, que junto con el 3,5-trimetil-
1-hexil ferulato son mas efectivos en la inhibicion superoxido y los compuestos amida del AF son
mas efectivos estimulando la secrecién de insulina comparados con el AF (38).

Etil 3-(4-geraniloxi-3-metoxifenil)-2-propenato, se ha investigado que presenta mas absorbancia
intestinal del compuesto debido a un aumento de velocidad celular o a las interacciones
hidrofdbicas con los sitios activos (16).

Esteres del AF como el esteril, n-hexadecil y octadecil ferulatos, se encuentran en gran parte en
la naturaleza (4) y también pueden ser sintetizados por via quimica o enzimatica utilizando
lipasas, feruloil esterasas, tanasas y cutinasas, en medios con poca agua para esterificar un
alcohol de cadena larga al compuesto fendlico fig.9. Se ha encontrado que éstos compuestos
presentan mejores condiciones de uso en medios poco acuosos, con mayor facilidad de
interaccionar en medios de agua-aceite (19).

En general se ha encontrado que los compuestos derivados del acido feralico son inhibidores
mas efectivos de la peroxidacion lipidica que el AF ya que tienen la habilidad de secuestrar
radicales en una fase acuosa por un sistema de conjugaciéon en las moléculas, siendo de gran

interés su obtencién para su aplicacion en alimentos.

o OR
\

o =H

1:R

2:R=n-octil
3:R=2-etil-1-hexil
4:R=n-dodecil
8:R=n-hexadecil

O CHs
O H

Fig.9. Estructura del acido ferulico (1) y sus derivados: n-octil-ferulato(2),
2-etil-1-hexil ferulato(3), n-dodecil ferulato(4), n-hexadecil ferulato (5)
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Las biotransformaciones del AF (saturacion del doble enlace), pueden ser enzimaticas y
microbianas por bacterias y hongos teniendo como resultado metabolitos como el 4-hidroxi-3-
metoxiestireno (compuesto A), y &cido 4-hidroxi-3-metoxifenilpropionico o acido dihidrodiferulico
(compuesto B) formado con la levadura Saccharomyces cerevisiae, bajo una atmosfera de argon,

fig 10.

Compuesto A Compuesto B

HO

l|:)
Saccharomyces cerevisiae - ’L -
0 (atmosfera de argén) jhﬁ/\/ O
- P P
HO T

OCHa

acido dehidrodiferdlico

OCHsz

acido ferulico

Fig.10. Formacion de acido dehidrodiferulico

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 y el acido dehidrodifertlico en 48 horas, ambos compuestos
son aislados por una extraccion de la fase sélida, en la que se ajusta la mezcla de reaccion a pH 9
con NaOH (6N) para extraer con acetato de etilo el 4-hidroxi-3-metoxiestireno, y después

acidificando a pH 2 con HCI (6N) para extraer el acido dehidrodiferulico (30).

Existen otros compuestos derivados del acido ferulico que se forman a partir de trimeros de éste
compuesto, que se encuentran unidos a polisacaridos enlazados covalentemente, lo cual los hace
estables a la temperatura y no exhiben sinéresis después de un largo tiempo de almacenamiento
@an.

Los acidos dehidrotrifertlicos (ATF) y productos mas grandes hacen la principal contribucién de
enlaces en los polisacéaridos de la pared celular en las células del maiz, se han identificado cuatro
diferentes ATF, ejemplo de éstos son: el 5-5',8’-0-4"ATF y el 8’-0-4,8-5’ ATF. Ver fig.11.
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oH 8-0-4'8-5" ATF |
| OH

OCH=»

HO o

Fig.11. Ejemplo de &cidos dehidrotriferdlicos: 5-5’,8-O-4 ATF, 8-0-4,8-5'ATF

4.3 Acidos dehidrodifertlicos (ADF)

Los acidos dehidrodiferdlicos (ADF) también conocidos como &cidos diferulicos, naturalmente
pertenecen a la familia de los acidos p-hidroxicinamicos, los cuales se encuentran ligados
covalentemente a polisacaridos (arabinoxilanos, xiloglucanos y pectinas) en la pared celular de
plantas, en el pericarpio del grupo de Caryohylaceous dicotiledéneas, monocotiledéneas, pericarpio

de cereales y cascara de frutas.

El primer ADF identificado fue el 5-5° ADF el cual fue nombrado como acido diferudlico, ha sido
aislado de la pared celular de varias monocotiledoneas y dicotiledéneas después de una hidrolisis
alcalina 6 esterificado a un azucar (49). Recientemente se han encontrado en el tejido de plantas,
castafias de agua china, grano de maiz, trigo, salvado, remolacha de azlcar, centeno, cebada,

zanahoria y bambu por mencionar algunas.

Se han identificado 8 compuestos de ADF en plantas y cereales: siendo el 8-O-4’ ADF acido [(Z)-B-
{4-[(E)-2-carboxivinil]-2-methoxifenoxi}-4-hidroxi-3-metoxi cinamico] el mas abundante encontrado
en varios cereales, le sigue el 8-5’ ADF (forma benzofurano) BenDi [&cido trans-5-[(E)-2-
carboxivinil]-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2-3-dihidrobenzofurano-3-carboxilico], 5-5° ADF
[acido (E,E)-4-4’-dihidroxi-5-5’-dimetoxi-3,3’-bicindmico], 8-5’ ADF [(E,E)-4-4’-dihidroxi-3,5-
dimetoxi-3-3’-bicinamico], 8-8’ ADF AryID [acido trans-7-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-metoxi-
1,2-dihidronaftaleno-2,3-dicarboxilico], 8-8’ ADF (forma ciclica), 8-5 ADF (forma descarboxilada) y

4-0O-5 ADF que se encuentra en menores cantidades, ver fig 12.

Pagina - 22




Ho

\

H

(0}
O-QH3
oH

A. 8-0-4" acido dehidrodifertlico

AN

O"‘CH3

D. 8-8 acido dehidrodifertlico
(forma abierta)

o
\ OH
H,C-O !
HO
HyC-O E
OH

G. 8-5" 4cido dehidrodiferulico
(forma decarboxilada)

B. 8-5" 4cido dehidrodiferulico
(forma benzofurano)

oH

E. 8-8 acido dehidrodiferulico
(forma ciclica)

0~CH3

C. 5-5" acido dehidrodiferulico

Ho 0
7o
O_CH3
H
oly!
Ho o

F. 8-5" 4cido dehidrodiferulico
(forma abierta)

Figura 12. Estructuras de compuestos ADF mas representativos en plantas y cereales.
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4.3.1 Sintesis de acidos dehidrodiferulicos (ADF)

Los ADF se forman in vivo bajo acoplamientos del AF para formar esteres de ferulato por medio de
una reaccion de dimerizacidén, ésta reaccion proporciona una ruta para enlazar las cadenas de
polisacaridos, que genera la formacion de complejos ferulatos-polisacaridos-lignina durante el

desarrollo de la pared celular (56).

Se han descrito dos mecanismos para la dimerizacién: la ciclodimerizacion inducida [2+2] la cual es
un mecanismo predominante; y el acoplamiento oxidativo via peroxidasa del acido ferdlico para
producir los ADF (47). La dimerizacién es posible por reacciones fotoquimicas 6 cicloadicion
fotoinducida entre los carbonos de etileno de dos acidos fendlicos que conducen la formacién de

dimeros tipo ciclobutanos como el truxilico.

El AF se dimeriza de manera general, por acoplamiento oxidativo y puede ser catalizado por varios
sistemas como la peroxidasa y el perdxido de hidrogeno (H,0,), polifenol oxidasa y lacasas para la

formacion de los compuestos ADF.

Los ADF no son comercialmente disponibles y su sintesis quimica es de dificil obtencién, un
ejemplo de ello es el compuesto ADF 5-5’ el cual para su sintesis se utilizan reactivos peligrosos y
se lleva a cabo el procedimiento en 4 pasos y ésta sintesis no es frecuentemente reproducible.

Para la formacion del ADF 8-O-4 se llevan a cabo 9 pasos (15), los cuales son procedimientos
lentos y de dificil obtencién. Generalmente los métodos de obtencion no pueden ser usados para
preparar una cantidad sustancial de ADF, es decir, no son métodos recomendables para su
formacion a gran escala, haciendo mas complicada y costosa la obtencion de compuestos ADF por

sintesis quimica.

Los ADF estan presentes en extractos saponificables de una gran variedad de plantas, frutas,
cereales y leguminosas. Como ejemplo estan los residuos agroindustriales, ya que eéstos
compuestos fendlicos son retenidos en el pericarpio de cereales, en los tallos de plantas y
vegetales, en la cascara, pulpa y jugos de frutas, entre otros. Pudiendo recuperar y obtener los
ADF a partir de residuos naturales (21), aportando a éstas fuentes, un valor adicional con uso

potencial y de mejor aprovechamiento a partir de métodos de extraccion de bajo costo.
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4.3.2 Funcion bioldgica de los &cidos dehidrodiferulicos (ADF)

Los compuestos ADF son precursores de compuestos antimicrobianos, moléculas receptoras de
sefales y fitolexinas las cuales tienen un papel importante en las respuestas de defensa de la
planta, es decir, actian como fungistaticos que implican resistencia ante las plagas, ya que la
degradacion de polisacéridos por mezcla de enzimas fungicas es significativamente influenciado

por diferulatos (31).

Los ADF del &cido ferulico en las plantas también se encuentran en su forma esterificada, lo que
afecta en el comportamiento fisicoquimico de la fibra dietética insoluble por incremento de peso
molecular de los arabinoxilanos (15) influyendo en las propiedades fisioldgicas de las plantas como

son tamario, fermentabilidad y capacidad de absorcion de éstos.

Los ADF actian como reguladores del crecimiento y desarrollo en plantas, promueven la unién
célula-célula, teniendo importantes funciones como el grado de enlaces cruzados de &cidos
dehidrodiferdlicos entre polisacaridos pécticos, formando complejos ferulatos-polisacaridos-lignina
(46). Actuando como sitios de nucleacion para la sintesis de lignina durante el desarrollo de la
pared celular dando como resultado un decremento en la extensibilidad y mayor rigidez a ésta (56),
aportando mantenimiento en la textura del tejido y dureza de los vegetales después del cocimiento

Los ADF glicosidados derivan de polisacaridos ferulicos que han mostrado inhibicion en el

crecimiento de elongacién inducido por auxina o giberelinas (50).

Los ADF son sintetizados naturalmente en las plantas como proteccion del estrés fotosintético
(especies reactivas de oxigeno), también limitan la degradabilidad de plantas de forraje, evitan el
oscurecimiento del tejido al ser expuesto a la luz (66). Los ADF estan ligados a la cesacion de
crecimiento en coleotiles y a la restriccion de invasion de patdégenos en plantas y cereales como es
el caso de la avena (7). Retardan la captura de iones y la sintesis de proteinas en plantas,
retardando el crecimiento de una variedad de organismos comprendidos en el ciclo del nitrégeno
(63).

Los ADF formados por el acoplamiento oxidativo de AF se han estudiado que son antioxidantes

mas efectivos que el AF (67) y presentan propiedades antioxidantes potenciales que podrian
contribuir a efectos benéficos en los alimentos ricos en lipidos (15).
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Los ADF al poseer actividad antioxidante actian como compuestos quimicos intermediarios
benéficos para la salud ya que poseen propiedades anticancerigenas y anti-inflamatorias, pues son
generalmente no genotoxicos presentando efectos de inhibicion en mutagénesis, carcinogénesis,
actian como antitumorales, antimicoticos, inhiben la nitrosacion de aminas por reduccion de nitrito
a oxido nitrico, bloqueando la hepatoxicidad, actian juntos con otros compuestos fendlicos como
compuestos antioxidantes por su accion de reaccion con radicales libres (26), lo cual implica un

mayor beneficio contra el cancer, arterosclerosis y cataratas.

4.3.3 Fuentes de obtencién de los acidos dehidrodiferulicos (ADF)

Los ADF al ser parte de la familia de los acidos fendlicos, se encuentran en la cascara, tallos y
raices de las plantas, frutas y cereales principalmente. Los cereales que contienen ADF en
mayores cantidades son: maiz, trigo, arroz, avena, centeno, cebada, sorgo y mijo del pais. También
se han identificado mayoritariamente los ADF en sorgo de Africa Key Yahume y Watiche, en trigo

de Alemania y arroz de India y Africa principalmente (10).

Altas cantidades de enlaces éster y éter de ADF son estimados en mijo seguidos por el maiz. El
contenido de ADF en trigo, centeno y cebada es cerca de dos a tres veces menos que en el mijo
pero dos veces mas que en la avena y arroz (52). Se han identificado en la fibra dietética insoluble
de éstos cereales la presencia predominante de los acidos dehidrodiferulicos 8-0-4", 8-57, 5-5’ y 8-

8’, en su forma esterificada y mas del 60% del total de enlaces de los ADF son enlaces éter.

Los ADF junto con otros ac. hidroxicinamicos (acido clorogénico y acido caféico) se han encontrado
en la pared celular de varias hortalizas, vegetales, frutas y cereales como son las espinacas,
castafas chinas, zanahorias, pinos, frambuesas, fresas, peras, uvas, manzanas en un 0.1%, moras
en un 0.2 %, ciruela pasa con un 0.19 %, en cascara de papa en 1%, pulpa de café y plantas

medicinales chinas como “Angelica sinesis” (29).

Algunas investigaciones reportan que las cantidades relativas de los ADF varian en diferentes
tejidos y partes de las plantas (52), observando que en la azucar de remolacha contiene 1.7 g/Kg
aproximadamente y por el grado de enlaces cruzados de AF y ADF es mucho mayor la presencia
en raices que en la espiga con un 3-8 % y siendo mayor todavia en el fermento de 4% a 15% (AF
+ ADF), en las hojas el mas abundantes es el 8-8 ADF, mientras que el 8-O-4’ ADF es el més

abundante en el resto de la planta, también estan presentes el 5-5° ADF y 8-5" ADF.
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Los ADF se encuentran en cantidades significativas en derivados agroindustriales de bajo costo y
disponibilidad como por ejemplo el bagazo de la cafia, la pulpa del café, las cascarillas de trigo y

arroz y en el nejayote del maiz, que es un subproducto del proceso de nixtamalizacion del grano.

4.3.4 Métodos de analisis de obtencién de los acidos dehidrodiferulicos (ADF)

La extraccion y el aislamiento de los ADF se ha investigado y en 1995 se notdé que microsomas
preparados del maiz son capaces de acoplar grupos ferdlicos por un mecanismo oxidativo,
indicando que los &cidos hidroxicinAmicos podrian ser adicionados a polisacéaridos y enlaces-
cruzados en el sistema principal de endomembrana exportado a la pared celular. Investigaciones
han mostrado lo contrario, ya que los acidos dehidrodifertlicos extraibles de microsomas
(preparados de suspension de células de maiz) son derivados de la ruptura de polimeros de la
pared celular, posterior a la creciente dimerizacion oxidativa en la pared celular y sintesis de

polisacaridos en el aparto de Golgi, antes de exportar los &cidos hidroxicindmicos.

El aislamiento de &cidos dehidrodiferulicos (ADF) se ha reportado en el bambu a través de una
hidrélisis enzimatica entre los compuestos ADF y carbohidratos enlazados, obteniéndose el 5-5
ADF sacarido. En el maiz mediante una hidrélisis acida y alcalina del pericarpio del grano, se han
obtienido unidades de sacéridos y aislado también el 5-5 ADF sacarido. A partir de raices de cafa
de azucar se pueden extraer pectinas usando acido caliente diluido, éstas pectinas incrementan la
viscosidad cuando se trata con agentes oxidativos tales como peroxidasa, peroxido de hidrogeno o

persulfato de amonio, formando geles bajo ciertas condiciones.

Se han aislado oligosacaridos de Graminaceas con una mezcla de enzimas hidrolizando
polisacaridos, utilizando por ejemplo la hidrolasa Driselase (31). Uno de los oligbmeros mayores

incluye: 3-O-(5-0 transferuloil-a-L-arabinofuranosil) D-xilosa.

Debido al arreglo molecular que presentan los ADF en las paredes celulares de las plantas, se lleva
a cabo su extraccion principalmente por medio de tres tipos de hidrélisis de los enlaces ésteres:
acida, alcalina y/o enzimatica (por hidrolasas) para la primer separacion de la lignina de los
polisacaridos, seguida de la separacion del acido ferulico de los compuestos ADF.
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En la hidrdlisis alcalina 6 acida, se somete el grano del cereal con una sustancia basica 6 acida
segun sea el caso, agitando la mezcla del grano para remover el pericarpio del cereal, esto con el
fin de separar la cascara del grano, éste se filtra y se obtienen aguas residuales, las cuales se
acidifican para extraer con un adsorbente adecuado el AF y los ADF, recolectando y evaporando el
disolvente para obtener dichos compuestos (39). El rendimiento de éstas técnicas es de 37 a 416

Mg /g, del acido ferdlico, separando la mezcla de ADF.

En el caso de hidrolisis enzimética , se adiciona al grano una suspensién enzimatica, la cual se
incuba y se centrifuga, esto con la finalidad de romper los enlaces cruzados entre los compuestos
presentes en el cereal, para después separar, extraer y concentrar los ADF y AF; cabe mencionar
gue el rendimiento de esta técnica es de 37 a 416 ug /g, del &cido ferulico y separandolo la mezcla
de ADF (18).

Los ADF se han estudiado y analizado en sus diferentes formas isoméricas, los cuales han sido
extraidos por hidrélisis alcalina y acida principalmente, analizados y cuantificados por
cromatografia de gases (CG), espectrometria de masas y por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

4.3.5 Aplicacién de los acidos dehidrodiferulicos (ADF)

Algunas investigaciones afirman que los ADF presentan mayor potencial como antioxidante de los
alimentos por su conformacién y estructura quimica (15) utilizandose como fotoprotectores del

cuerpo de radicales libres y especies reactivas del oxigeno.

En la industria de los alimentos los ADF glicosidados se pueden utilizar para la formacion de geles,
debido a sus propiedades de gelacion inducido por enlaces cruzados (31). El acido ferdlico asi
como los ADF son utilizados en suplementos alimenticios, tales como los complejos vitaminicos y
productos naturistas, presentando propiedades nutrimentales con gran aplicacion botanica en la

industria alimenticia.
Los esteres y ADF del &cido ferudlico previene enfermedades como: cancer y envejecimiento, por lo

gue se utilizan como compuestos antioxidantes en una gran cantidad en suplementos alimenticios,

complejos vitaminicos y productos naturistas (32).
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4.3.6 Clasificacion de los acidos dehidrodiferulicos ADF

Los acidos dehidrodiferulicos (ADF) se pueden clasificar en dos grandes grupos:

Los acidos dehidrodiferalicos “libres” que son aquellos que no estan ligados a otros

compuestos polisacaridos en las plantas, cereales y frutas.

Los acidos dehidrodiferalicos glicosidados, son aquellos ADF que se encuentran ligados a
polisacaridos u otros compuestos, como ejemplo estan los arabinoxilanos que contienen un enlace
B-1, 4-xilanopiranosil sustituido con residuo a-L—arabinofuranosil, enlazado a C-3 6 C-2 de la
unidad xilosil. La separacion del oligosacéarido de la pared celular de las gramineas muestra que el

acido ferulico es atacado en el C-5 del grupo hidroxilo de algunos residuos de arabinoxilanos.

El aislamiento de estos oligosacéaridos feruloilatados han mostrado un mejor conocimiento de la
estructura de la pared celular de las plantas. Evidencia de los enlaces cruzados de polisacéaridos
via dehidrodiferulatos son aislados e identificados por fragmentos de sacaridos feruloilatos (31). La
feruloilacién de polisacéaridos ocurre intracelularmente en la membrana del aparato de Golgi donde
es sintetizada la pared de polisacaridos. El acido feralico se acopla en una variedad de dimeros
sugiriendo que los entrecruzamientos de las cadenas laterales de arabinos y/o arabinogalactanos

ocurre en la pared celular (52).

4.4 El MAIZ

El maiz es una planta originaria de América que se extendié por todo el mundo, es uno de los
granos mas importantes a nivel mundial. Desde el punto de vista alimentario, economico y social es
el cultivo y alimento basico mas importante de México, ya que es y forma parte de la alimentacion,
cultura y cosmovisién de la zona Mesoamericana, ocupando en el periodo de 1996 al 2006 el 51 %

de la superficie sembrada y cosechada en promedio anual, en el territorio nacional.

4.4.1 Caracteristicas del maiz

El maiz pertenece a la familia Poaceae o de las gramineas (plantas herbaceas, raramente lefiosas
y que integra a la mayoria de los granos de consumo humano y animal); el género Zea (que
pertenece a la familia Poaceae) comprende a cinco especies de México y Centroamerica, las

cuales son Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis y Zea mays L.
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La especie Zea mays, a su vez, agrupa cuatro subespecies: Zea mays L. ssp. Huehuetenangensis,
distribuida principalmente en las zonas altas de Guatemala; Zea mays L. ssp. Mexicana, que se
ubica principalmente en la zona centro de México; Zea mays L. ssp. Parviglumis, ubicada en la

Cuenca del Balsas y la Sierra Madre del Sur, distribuida desde Oaxaca hasta Nayarit.

Finalmente la Zea mays L. ssp. mays, es el maiz que se cultiva y que se ubica en todo el territorio
nacional (5), éste maiz cultivado consiste de una sola especie y subespecie boténica,
cercanamente emparentada con varias especies de maices silvestres llamadas teocintles. La
variacion dentro de la subespecie cultivada se describe sin recurrir a la clasificaciéon botanica
formal. Se distinguen dos niveles principalmente. Las razas abarcan muchas formas locales y se
distinguen por caracteristicas morfolégicas (como puede ser numero de hileras y forma de la
mazorca), agronémicas (como longitud del ciclo) y ecoldgicas (ambiente en el que se desarrollan),
pero todavia existe mucha variacion dentro de cada una de ellas (tipo y color del grano,

adaptaciones a diferentes condiciones agronémicas).

Dentro de las razas existen las variedades cultivadas (o cultivares) que pueden ser de origen
tradicional o de mejoramiento cientifico. La mayoria de los cultivares tradicionales se pueden
asignar a alguna de las razas, aunque también existen cultivares de origen hibrido entre razas. Por
ejemplo dentro de la raza del maiz piramidal se reconocen variantes de color blanco, amarillo,
negro, rojo, asi como de grano-arrocillo, que es mas duro y cacahuancintle, que tiene granos

harinosos, asi como algunas variantes agronémicas.

Aproximadamente el 90% de la produccion mundial de maiz se muele y se utiliza como pienso,
ademas los tallos y hojas se emplean como forraje para el ganado vacuno, sobre un 7% se destina
a la fabricacion de almidon, semolina, jarabe, harina de maiz, alcohol, copos de maiz para
desayunos y aceite de maiz, el 3% restante es el maiz dulce que es consumido por las personas
como hortaliza. El 68% de maiz en México producido internamente se utiliza para consumo
humano, siendo a su vez, el segundo pais en consumo anual per capita de este cereal después de

Malawi.

En el pais existen siete tipos de industrias que utilizan el maiz para las tortillas, molienda de
nixtamal, fabricacion de harina de maiz, almidones, féculas, levaduras y productos similares,

frituras de maiz, hojuelas de maiz y para alimentos balanceados.
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4.4.2 Variedades de granos de maiz

En el territorio nacional se podrian hacer dos grandes distinciones de variedades cultivadas de
grano: en primer lugar los maices “nativos” cultivados y usados por campesinos de manera
tradicional, ya sea para el autoconsumo, la venta en los mercados o para el uso ceremonial, éstos
maices son mejorados por los propios campesinos mediante la seleccion cuidadosa, cruzas de

especies 0 de manera natural gracias a la evolucion.

En segundo lugar los maices “hibridos” que son variedades de semillas cultivadas en las grandes
plantaciones maiceras, son de una semilla mejorada por instituciones publicas o empresas
privadas que adaptan el suelo al que se va a plantar por lo que es mas resistente al clima y algunas
plagas, el cual es demasiado costoso para la mayor parte del pais. En ambos métodos de cultivo,
México cuenta con una gran variedad de cultivares, sobre todo criollos, cada una tiene su

relevancia y particularidad.

El maiz criollo o nativo presenta ventajas como adaptabilidad a diversas condiciones ambientales y
agronémicas que existen en la agricultura tradicional; aplicaciones diversas como forraje, en el
sector industrial, en la gastronomia; en el rendimiento son superiores al de otros maices, soportan
sequias, temperaturas extremas, plagas y ciertas enfermedades, y el mejoramiento continuo, al

seguir evolucionando aumentando su resistencia a factores diversos como plagas y rendimiento.

El maiz comercial se clasifica por las caracteristicas de sus granos. Los tipos mas importantes son

duros, dentados, reventones, dulces, harinosos, cerosos y tunicados.

Maiz Duro: los granos de este maiz son redondos, duros y suaves al tacto. El maiz duro germina
particularmente en suelos humedos y frios, es por lo general de madurez temprana y se seca mas
rapido una vez que haya alcanzado la madurez fisiolégica. Estd menos sujeto a dafio de insectos y
mohos en el campo y almacenamiento. Los maices duros rinden por lo general menos que los
maices dentados, éstos son utilizados para alimento humano y para hacer fécula de maiz y gran
parte de éstos maices son cosechadas para ser consumidos como elotes o como alimento animal.

Maiz Dentado: es el grano de maiz més cultivado para consumo y ensilaje, ya que los granos son
de color blanco o amarillos. Este maiz es de mayor rendimiento que otros maices pero es mas
susceptible a hongos e insectos en el campo y en almacenamiento. Demora en secar en

comparacion con los maices duros.
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Maiz Harinoso: este maiz esta compuesto casi exclusivamente de un almidon muy blando, que se
se cosecha pronto, aun cuando el grano no esté maduro. El maiz harinoso es predominante en las
zonas altas de la region andina y de algunas partes de México. Las razas de estos maices
presentan una gran variedad de colores. Estos granos presentan almidén blando, por lo que el
endospermo es altamente susceptibles a la pudricion, gusanos e insectos.

Maiz Ceroso: estos maices son cultivados en areas muy limitadas, su nombre se debe a que su
endospermo tiene un aspecto opaco y ceroso. Este maiz es cultivado solo para fines especificos y
en algunas partes de Asia oriental es usado para hacer comidas tipicas y para asar las mazorcas
con los granos en estado de masa. El maiz ceroso obtiene buenos precios en algunos mercados
industriales, es especial para obtener un almidon similar a la tapioca.

Maiz Dulce: este tipo de maiz se cultiva principalmente para consumir elotes ya sea hervidos o
asados. Los granos tienen un alto contenido de azucar, siendo de sabor dulce, ya que en el
momento de la cosecha el grano tiene cerca de 70 % de humedad y no ha comenzado el proceso
de endurecimiento. Los granos de maiz son susceptibles a plagas y son comparativamente de
menor rendimiento que los maices duros o dentados.

Maiz Reventon: es una forma de maiz duro con endospermo rigido que ocupa la mayor parte del
grano y una pequefia cantidad de almidon blando en la parte asal del mismo. Cuando el grano se
calienta, revienta y el endospermo sale.

Maiz tunicado: Es un tipo de maiz muy raro que se distingue por tener sus granos envueltos en
una especie de hojas (bracteas), es considerado como una forma antigua del maiz y es cultivado
para fines ceremoniales.

Maiz Baby: antes de la polinizacion, las mazorcas jovenes son cosechadas y utilizadas como una
hortaliza, consumidas frescas o envasadas. Estos granos tienen un buen potencial como alimento
para el ganado.

Maiz con Proteinas de Calidad (MPC): este tipo de maiz tiene un gen mutante recesivo 02 que
contiene cerca del doble de dos aminoacidos esenciales, lisina y triptéfano, en su endospermo.

Esto mejora sensiblemente la calidad de las proteinas del maiz, no variando la cantidad presente.

Econdmicamente los tipos mas importantes de maiz cultivados para grano en forraje o ensilaje son
las categorias: duro, dentado y harinoso. Los tipos de maiz de menor importancia comparativa son
aquellos usados como alimento o forraje especial, pero con un significativo valor econémico

agregado como son: maiz reventdn, maiz dulce y algunos tipos de maiz ceroso.
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El maiz mas utilizado para la elaboracion de tortillas, tamales y subproductos es el maiz dentado y

duro, los cuales pueden ser blancos y amarillos, seguido de los demas tipos de maices, excepto el
maiz palomero.

4.4.3 Estructura'y Composicion del maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la fotosintesis, la
adsorcion a través de las raices y el metabolismo de la planta de maiz en la inflorescencia

femenina. Esta estructura puede contener de 300 a 1000 granos segun el numero de hileras y el
diametro y longitud de la mazorca.

El grano de maiz se denomina en botanica cariopside o cariopsis, cada grano contiene el
revestimiento de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla como se observa en la fig. 13, también
se muestra las cuatro estructuras fisicas fundamentales del grano: el pericarpio, cascara o salvado,

el endospermo, el germen o embridn; y la pilorriza (tejido inerte en que se unen el grano y el
carozo).

Célutas ransversaks
Céiulas ubulares

- Cubearta serrinal
(tesia)

Capa ce akburona

PEAICARAO

Endoapermo cristaling

E i \\Endospermo hannoso

E t Celuka lenas

o graniins oa Almidon
o unda mAalre prowca
Faredes de calulas

ENDOSPERMC

— "~ EEcuteio
T Pdmula o
gemua ¥
e hojas pr mar as s
T Radicula o ralz
rudinekria

GERMEN

_<
N

Pilarriza

Figura 13. Morfologia del grano de maiz

La cubierta seminal o pericarpio, es la estructura externa del grano de maiz y esta compuesto
principalmente de hemicelulosa 67%, celulosa 23% y lignina 0.1%, ésta le confiere dureza al grano

y propiedades semipermeables (2) se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87 %.
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El endospermo contiene un nivel elevado de almidén 87%, aproximadamente 8% de proteinas y un
contenido de grasas totales. El germen se caracteriza por un elevado contenido de grasas totales
33% por término medio, contiene también un nivel de proteinas proximo al 20% y minerales. La
capa de aleurona contiene una cantidad elevada de proteinas aproximadamente el 19% de fibra
cruda.

La distribucion principal de las distintas partes del grano son:

El endospermo corresponde a la parte de mayor tamafio con un 83% de peso del grano, en tanto
gue el germen equivale por término medio al 11% y el pericarpio al 5%. El resto esté constituido por

la pilorriza, estructura cénica que junto con el pedicelo une el grano a la espiga (22), ver tabla 1.

Tabla 1. Distribucién principal de las partes del grano de maiz
Estructura % de distribucion Ponderal
Pericarpio 5-6
Aleurona 2-3

Endospermo 80 -85
Germen 10-12

Salvado. Es un subproducto obtenido del procesamiento de cereales por via seca, luego de
tamizar la harina producto de la molienda. El salvado corresponde a las capas externas del grano 6
pericarpio, con sus tres subcapas: epicarpio, metacarpio y endocarpio (ricas en fibras y minerales),

la testa (rica en vitaminas y enzimas) y la capa de aleurona (rica en proteinas y grasas).

4.4.4 Compuestos bioactivos en el maiz

Con base a la composicion del maiz, la fibra dietética es el componente quimico que se halla en
cantidades mayores en el salvado. Los hidratos de carbono complejos del grano de maiz se
encuentran en el pericarpio y la pilorriza, aunque también en las paredes celulares del

endospermo y en menor medida en las del germen.

Algunos estudios que se han realizado sobre el maiz y la resistencia de algunas poblaciones ante
plagas esta en relacion a la concentracion de los acidos fendlicos en el pericarpio, encontrandose
ADF y AF en mayor cantidad en los maices que no son tan susceptibles a las plagas, existiendo

una estrecha relacion de éstos compuestos con la resistencia ante plagas. (39).
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El extracto de maiz morado es rico en antocianinas y en compuestos bioactivos tipo fenol, las
antocianinas se utilizan como colorantes aprobados en Japon y en la lista “Existing Food Additives
List”, usadas para bebidas, jaleas y dulces, también las antocianinas presentan actividades
biolégicas como antioxidante, anti-mutagénica, anti-diabético y actividades anti-cancerigenas.

El contenido vitaminico del maiz, depende de factores intrinsecos (especie y variedad) y
extrinsecos (tipo de suelos y procesado de la materia prima). Las vitaminas hidrosolubles se
encuentran fundamentalmente en la capa de aleurona y en menor medida en el germen y en el
endospermo. El salvado es rico en vitaminas del grupo B y su importancia radica en la
transformacion de grasas, proteinas e hidratos de carbono en energia vital. Entre las vitaminas que
contiene son: Vitamina B1 Tiamina o aneurina, vitamina B2 Riboflavina, Lactoflavina u Ovoflavina,

Niacina nicotinamida o vitamina PP y Acido folico.

El maiz también contiene minerales esenciales, la concentracion de cenizas es aproximadamente
del 1.3%. El germen es relativamente rico en minerales, con un valor medio de 11%, por lo que el
salvado de maiz contiene una baja cantidad de minerales, sin embargo se puede encontrar algunos

de ellos como son el Fosforo, Magnesio, Potasio y Calcio (22).

El contenido de proteinas puede oscilar entre el 8 y 11% del peso del grano, en su mayor parte se

encuentran en el endospermo, encontrandose un 35 % aproximadamente en el salvado.

4.4.5 ADF presentes en el maiz

Los ADF presentes en el pericarpio del maiz, pertenecen al grupo de Graminaceas
monocotileddéneas y se presentan esterificados en carbono 5 del grupo hidroxilo de algunos
residuos de arabinosas (18).

Existen genotipos de maiz con antecedentes genéticos que exhiben altos niveles de ADF y por
consecuencia altos niveles de resistencia a plagas, insectos y estabilidad en la planta (11). Los
principales genotipos de maiz con mayor cantidad de ac. ferulico y ADF, son los maices: Sinaloa
35 de México, maiz Yucatan 7, Maiz 87535, que pertenecen a los maices de tipo duro, dentado y

duro respectivamente.
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En el maiz, el acido ferdlico es uno principales compuestos polifendlicos, éste puede encontrarse
en forma de dimeros o acidos dehidrodiferdlicos (ADF), ésteres o dimeros esterificados y su
contenido de &cidos ferulico trans y cis (Z), es significativamente diferente entre genotipos de maiz.
Con base a algunos estudios, el &cido ferulico (E) es la especie predominante de la pared celular
en la mayoria de los genotipos de maiz, el estéreo isomero (Z) constituye menos del 10 % del AF

total.

La cantidad total de ADF presentes en el maiz puede variar desde 0.2% a 0.6% de ADF y de
2.0% a 6.0% de acido ferulico. Se sabe que la cantidad de ADF+AF es mayor que el acido p-
cumarico en diferentes tipos de maiz y depende del método utilizado de extraccion, separacion y
cuantificacion de éstos compuestos (10). También se ha reportado que el contenido de ADF totales
en el maiz es de 2.5 g/Kg de cereal.

Las fuentes estudiadas reportan la extraccion de ADF a partir del maiz por su mayor contenido de
éstos compuestos (32). En la pared celular del maiz existe cerca del 45% de ADF acoplados por
enlaces 8-5, mientras que el 8-O-4’, 8-8' y 5-5’ de ADF se encuentran acoplados en un 10-25 % del

total de ADF, esto puede variar dependiendo del tipo de maiz y condiciones geogréficas.

En la pared celular del maiz los acidos dehidrodiferulicos (ADF) mas abundantes encontrados son:

8-0-4'ADF [(2)-B-{4-[(E)-2-carboxivinil]-2-metoxifenoxi}-4-hidroxi-3- &cido metoxicinnamico], le
sigue 8-5"[trans-5-[(E)-2-carboxivinil]-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2-3-dihidrobenzofurano-3-
acido carboxilico], 5-5" ADF [(E, E) -4-4"-dihidroxi-5,5"-dimetoxi -3,3"- acido bicinnamico], 8,5"ADF
[(E, E) -4-4"-dihidroxi-3,5"-dimetoxi-,3 - acido bicinnamico] y por ultimo 8-8" [trans-7-hidroxi-1-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-6-metoxi-1,2-dihidronaftaleno-2,3- acido dicarboxilico], después del acido

ferdlico (15), le siguen los ADF glicosidados que se encuentran unidos con oligosacaridos.

4.4.6 Proceso de nixtamalizaciéon del maiz

La Nixtamalizacion es un proceso artesanal, herencia de las culturas mesoamericanas, que se lleva
a cabo mediante un proceso térmico alcalino del maiz para poder hacerlo masa y preparar
alimentos como tortillas, atole y tamales principalmente. La palabra Nixtamalizacion deriva de la
palabra Nixtamal del ndhuatl cuyo significado es “nextli” que significa cenizas de cal y “tamalli” que
significa masa de maiz. En el sentido quimico la nixtamalizacion es gelatinizar parcialmente el

almidon, hidrolizar parcialmente la hemicelulosa del pericarpio y liberar la niacina (64).
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La finalidad de la nixtamalizacion es cocer el grano para ablandarlo e hincharlo y asi facilitar su
molienda. El proceso general de nixtamalizacion consiste en mezclar el grano de maiz con el doble
del equivalente de su peso en agua y agregar cal en una concentracion del 1-2% con respecto al
peso del maiz, la mezcla se clienta a 80° C de 20 a 45 minutos, se deja reposar hasta el dia
siguiente (12-18 horas). Al finalizar el pericarpio esta parcialmente separado y el endospermo
hinchado, la mezcla se filtra y al grano de maiz se le hacen varios lavados para eliminar totalmente
el pericarpio del cereal, obteniendo asi el agua residual conocida como “nejayote” y los granos de

maiz con cal conocido como “nixtamal” el cual se muele para producir masa (34).

Se ha observado que las condiciones del procesamiento para obtener “nixtamal’, varian
dependiendo de la produccion, de la forma de consumo, de los habitos regionales, del molino y de
la variedad del grano (25). Ver fig.14.

Fig. 14 Ejemplo del proceso de nixtamalizacion del maiz

Durante la coccion del maiz, la cantidad de almidén que se gelifica es relativamente pequefia. La
temperatura es suficientemente alta, pero la cantidad de agua es limitada. El grano de maiz es muy
duro y denso, por esto es necesario un periodo de tiempo bastante largo para que el centro del
grano llegue a empaparse de agua por lo que el tiempo de coccion puede variar segun el tipo de
maiz y esta relacionado aparentemente con la velocidad de penetracion del agua, ya que es
necesario que todo el grano se hidrate por igual. El hidroxido de calcio se afiade principalmente
para suavizar el pericarpio del maiz. El pericarpio y el agua de coccién que se genera despueés de

la coccion y los lavados del grano se eliminan para obtener sélo el maiz limpio.
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El proceso de nixtamalizacion es responsable de la obtencion de una variedad de subproductos a
partir de la masa del grano, aportando importantes caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y
sensoriales a éstos subproductos, originando ademés, el retiro del pericarpio debido a la
incorporacion del calcio dentro del ndcleo, mejorando la biodisponibilidad de niacina y la formacién
de compuestos de sabor y color que imparten caracteristicas organolépticas tipicas de los
productos finales (3). Ademas de que se puede recuperar a partir del agua residual “nejayote”

compuestos fendlico como el AF y ADF.

La industria de la molienda humeda tiene exigencias de calidad diferentes a los de la molienda
seca, inclinAndose por los tipos de maiz dentado, ya que exigen menor tiempo de maceracion. En
el proceso de extraccion se requieren maices con elevado contenido de almidén, proteina o aceite.
(6). La calidad tecnolégica de un grano varia segun el destino de la produccion, y esta relacionada

con la técnica de transformacion y los procesos de fabricacidon industrial.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1 Materia prima:

Nejayote de maiz criollo amarillo recolectado de un molino ubicado en la zona Sur de la zona
metropolitana del D.F.

Tres diferentes maices de las regiones: Guanajuato, Jalisco y Estado de México.

5.2 Material y Equipo:
= Disolventes y Reactivos:

Estandares: &cido ferulico (Ec.N0.214-490-0), acido cumarico, acido gdlico (Aldrich Chemical
Company), sulfato cérico DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazil) (SIGMA-CHEM), indicador fluorescente.

Reactivos: HCI concentrado, metanol grado HPLC, acetato de etilo, acido acético glacial,
cloroformo, hexano, diclorometano, acetona (J.T.Baker), agua grado HPLC, Ca(OH), solido,
Na,COs3 al 2%, solucién Folin-Ciocalteau.

Carbén activado, Amberlita XDA7 (SIGMA), Polivinilpirrolidona (ALDRICH), placas cromatograficas
Macherey-Nagel de silica gel 60, con dimensiones de 20 cm x 20 cm y 2 .0 mm de espesor y de 0.2
mm de espesor.

= Equipos:

Rotavapor Buchi Heating Bath B-490

Espectrofotometro CARY 50Bio, UV-Visible

Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) serie 250, con bomba isocratica LC 250 y un
loop de 20uL, depédsito de columna Perkin-Elmer LC Oven 101, con detector programable UV a 330
nm, Waters 2487, con integrador personal modelo 10205.

Columna C-18 Prodigy 50 DS, dimensiones: 250 x 4.60 mm y 5 micrones.

Filtro Millipore para soluciones en HPLC, con membrana de 0.45 micras de acetato de celulosa
Sonicador Brasonic Ultrasonico Cleaners Modelo 2210
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5.3 DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Se llevan a cabo tres importantes etapas:

a) Seleccion del adsorbente para la recuperacion de los compuestos fenélicos (ADF y AF)

b) Recuperacién de los compuestos ADF y AF a partir de 50 L de nejayote para la separacion, purificaciéon y
caracterizacion de 2 ADF, para después recuperar y purificar 2 ADF a partir de 90 L de nejayote

c¢) Cuantificacién de 2 ADF, AF y polifenoles totales en tres diferentes nejayotes.

a) PRIMERA ETAPA: Seleccion de adsorbente mas eficiente para recuperar ADF y AF

Extraccién de compuestos fenolicos (AF + ADF) con diferentes adsorbentes:
1. Carbon activado,

2. Amberlita,

3. Polivinilpirrolidona

A 4

Nejayote

!

b) SEGUNDA ETAPA: Recuperacion de compuestos fenélicos (AF + ADF) en 50 L nejayote

Recuperacion y des-adsorcidon de compuestos fendlicos (AF+ ADF)
1) El nejayote se acidifica a pH 4 con HCI concentrado

2) se agrega el adsorbente mas eficiente (6g/L)

3) se lleva a cabo la agitacion y reposo del nejayote

4) se filtra la mezcla al vacio

5) se hacen extracciones con acetato de etilo

6) se obtiene y se concentra el extracto mezcla AF+ADF

\

Identificacion en cromatografia de capa fina de compuestos AF + ADF
(Utilizando DPPH, sulfato sérico)

Separacion del AF del extracto mezcla (AF+ADF)
(Cristalizacion del AF)

.

Separacion y Purificacion de 2 ADF a partir del extracto de ADF totales
(Utilizando columna empacada de silice)

A 4

Caracterizacion de 2 ADF puros y AF
(Identificacion por cromatografia CCF, punto de fusion,
solubilidad, espectrometria de masas)

A 4

Recuperacion, separacion y purificacion de 2 ADF a partir de 90 L de nejayote
(Mediante placa semipreparativa)

c) TERCERA ETAPA: Cuantificacion de 2 ADF, AF y polifenoles totales en tres nejayotes diferentes

1. Proceso de nixtamalizacion de tres maices diferentes

2. Cuantificacién de 2 ADF y AF en 3 nejayotes diferentes (HPLC)

3. Cuantificacién de Polifenoles Totales en 3 nejayotes diferentes
(Mediante el método de Folin Ciocalteau)
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5.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.4.1 Primera etapa. Seleccion del adsorbente mas eficiente para la recuperacion de

compuestos ADF vy AF a partir de nejayote de maiz

5.4.1.1 Pruebas con diferentes adsorbentes para la recuperacién mas eficiente de
compuestos ADFy AF

A partir de un mismo tipo de nejayote de maiz recolectado de un molino comercial ubicado en la

zona Sur de la Ciudad de México, se llevaron a cabo pruebas de recuperacion de los compuestos

fendlicos ADF y AF utilizando 3 diferentes adsorbentes, para conocer el adsorbente mas eficiente

de recuperacion de éstos compuestos.

Se utilizd un litro de nejayote por cada adsorbente diferente, bajo las mismas condiciones
controladas de recuperacion. Los adsorbentes probados fueron: Carbén activado, Amberlita y
Polivinilpirrolidona, llevdndose a cabo las pruebas de recuperacion por triplicado para cada uno de

ellos, mediante el siguiente procedimiento:

Cada litro de nejayote se acidificé con &cido clorhidrico concentrado (HCI) hasta tener un pH final
de 4 y se filtr6 a través de un equipo al vacio, colocando en el embudo Buchner un papel filtro
Watman No.4 del tamafio exacto del didmetro de éste, haciendo pasar el nejayote para eliminar la
cascarilla presente. A cada litro de nejayote se le agregd un adsorbente diferente utilizando la
misma proporcion: 6 gramos de adsorbente/L de nejayote, mezclando y agitando durante 15
minutos, dejando reposar la mezcla durante 3 horas. La mezcla nejayote-adsorbente se hizo pasar
por un equipo de filtrado al vacio colocando papel filtro, dejando secar el adsorbente en el papel,
una vez seco, se llevé a cabo 5 veces la recuperacion 6 des-adsorcién de los compuestos fendlicos
(entre ellos ADF y AF) que se adsorbieron en el adsorbente, utilizando acetato de etilo (proporcion
3:1). Finalmente se concentr6 la fase organica obtenida a través de un rotavapor Buchi Heating
Bath B-490 con una temperatura de bafio de 60° C a 130 rpm obteniendo un extracto rico en

compuestos fendlicos, ADF y AF.

Se llevé a cabo la seleccion del adsorbente mas eficiente para la recuperacion de los compuestos
fendlicos (ADF y AF) con base a la mayor cantidad de extracto recuperado 6 mayor rendimiento
recuperado, obteniendo un promedio de recuperacion por cada adsorbente, llevandose a cabo una

desviacion estandar que nos indico la variabilidad de resultados por adsorbente.
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5.4.2 Sequnda etapa. Recuperacion de los compuestos ADF y AF a partir de nejayote de maiz

a partirde 50 L de nejayote

5.4.2.1 Recuperacién y des-adsorcion de los compuestos ADF y AF a partir del nejayote de
maiz

Una vez identificado el adsorbente mas eficiente para la recuperacion de compuestos fendlicos:

ADF y AF, se llevo a cabo la recuperacion de éstos compuestos, a partir de 50 litros del mismo tipo

de nejayote de maiz obtenido del mismo molino, ubicado en la zona sur de la Ciudad de México,

llevando a cabo el siguiente procedimiento bajo las mismas condiciones controladas:

El nejayote de maiz se acidificé con acido clorhidrico concentrado (HCI) hasta tener un pH final de
4 (aproximadamente 6 ml de HCI/L nejayote). Se filtré al vacio a través de un equipo Buchner,
colocando papel filtro Watman No.4 del tamafio exacto del diametro de éste, haciendo pasar el
nejayote para eliminar la cascarilla presente. Se mezclo6 y agité con el adsorbente (6 g adsorbente
/1L de nejayote) durante 15 minutos, se dejé reposar toda una noche, después se filtré y se dejo
secar el adsorbente. Una vez seco el adsorbente, se llevo a cabo 6 veces la recuperacion de los
compuestos fendlicos: ADF y AF con acetato de etilo (3:1) para finalmente concentrar la fase
organica obtenida a través del rotavapor, a una temperatura de bafio de 60°C a 130 rpm

obteniendo el extracto rico de compuestos fendlicos como ADF y AF.

5.4.2.2 Identificacion de 2 ADF y AF mediante Cromatografia de capa fina

El extracto obtenido se pesé y se tomo6 una minima cantidad de éste para la identificacion de ADF y
AF en cromatografia de capa fina, llevando a cabo varias pruebas con diferentes disolventes para
su mejor elusion en C.C.F. Las placas cromatograficas se aspersaron con DPPH (2,2-difenil
picrilhidrazil) y/o sulfato cérico, para hacer visible la presencia de todos los compuestos presentes

como son el AF y ADF totales.

5.4.2.3 Separacion del AF de los ADF

Para la separacion de los compuestos ADF del AF, se llevd a cabo la cristalizacion del acido
ferdlico, tomando en cuenta la solubilidad que presenta el AF con el agua, en donde se agregé al
extracto obtenido, una cantidad necesaria de agua caliente (aprox. 5 ml/0.5g). Una vez disuelto el
extracto en el agua, se continla calentando lentamente hasta la evaporacion del agua (no

sobrepasando los 40°C) agregando paulatinamente unas gotas de acetona hasta evaporar la mitad
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de volumen de agua, agitando lentamente observando la formacion de cristales al irse enfriando y
agitando. Se dej6 reposar 24 horas el extracto con cristales, para posteriormente separar los
cristales del &cido feralico. Se llevd a cabo 3 veces la cristalizacion del AF a partir del mismo
extracto, para obtener una mezcla enriguecida de compuestos ADF totales con una minima
cantidad de trazas de AF. Se pesé la cantidad total de cristales de AF obtenidos y el extracto de
ADF.

5.4.2.4 Separacion de 2 ADF més abundantes utilizando una Columna empacada de silice

Del extracto obtenido de mezcla de ADF totales se identifican y se separan 2 ADF mas abundantes
con ayuda de cromatografia en columna (utilizando una fase fija y una fase movil). Primero se
llevaron a cabo pruebas con diferentes eluyentes para la eleccion de la fase mavil a utilizar en la
columna de separacién. Se prepard la columna cromatogréfica empacada de silice 60, utilizando
una proporcion de 10 g gel de silice por cada 0.5 g de extracto rico de ADF que a su vez, se
homogenizé con una minima cantidad de celita para colocarlo en la columna. Con ayuda de la
cromatografia de capa fina C.C.F. se identificd la separaciéon de compuestos con los diferentes

eluyentes utilizados en la columna.

Una vez identificada la mezcla de elusion mas efectiva para la separacion de los compuestos ADF
en la columna empacada de silice, se pesé 3 g de extracto de ADF mezclando con celita y se
coloc6 en una columna de silice previamente limpia. Se llevé a cabo la elusién con la fase mévil

elegida, obteniendo mas de 20 fracciones de separacion con un volumen de 150 ml cada una.

Cada fraccion fué colectada en el rotavapor a una temperatura del bafio de 60°C y 130 rpm,
eliminando los diluyentes, para identificar por cromatografia en capa fina (C.C.F.) las fracciones
gue contienen compuestos similares (ADF). Se obtuvieron 7 fracciones representativas con

compuestos similares que fueron pesadas.

A partir de éstas fracciones se identificé la presencia de 2 compuestos ADF mas abundantes
observados en C.C.F., tomando tres fracciones con la presencia de éstos compuestos similares. Se
concentrd cada fraccion y se pesé 0.2 de muestra para colocarla en la columna de silice, para

separar y obtener los dos ADF mas abundantes y AF presente en el nejayote de maiz.
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5.4.2.5 Identificacion y Caracterizacién de 2 ADF obtenidos

Una vez obtenido las muestras puras de 2 ADF mas abundantes, se pesaron e identificaron cada
ADF, determinando el punto de fusion, solubilidad, cromatografia de capa fina (C.C.F.) y
espectrometria de masas, comparando los resultados de analisis con lo que indica la literatura de
los compuestos ADF para su caracterizacion (7).

5.4.2.6 Recuperacién de 2 ADF a partir de 90 L de nejayote (gran escala)

Se llevo a cabo la recuperacion de ADF y AF a gran escala a partir de 90 litros de nejayote
obtenido de un molino ubicado en la zona sur de la ciudad de México. Se llevé a cabo el mismo
procedimiento antes citado, bajo las mismas condiciones de recuperacién y obtencion de 2 ADF
mas abundantes, cambiando solo la etapa de purificacion de los 2 ADF méas abundantes mediante

cromatografia de placa semipreparativa.

El procedimiento fue el siguiente: se acidificé el nejayote con acido clorhidrico concentrado (HCI)
hasta tener un pH final de 4 (aproximadamente 6ml &cido/L nejayote), se filtré los 90 litros de
nejayote con una malla de algoddn para eliminar la cascarilla presente y se le agregé el adsorbente
mas eficiente (6g /L nejayote), mezclando y agitando durante 30 minutos dejando reposar toda una
noche. Se filtré por decantacién y al vacio para recuperar solo el adsorbente.

Una vez seco el adsorbente se llevd a cabo 8 veces la recuperacion 6 des-adsorcién de los
compuestos presentes (ADF y AF) con acetato de etilo, en una proporcion adsorbente/disolvente
(3:1), para una mejor eficiencia y recuperacion total de los compuestos fendlicos. Finalmente se
concentro la fase organica obtenida a través de un rotavapor a una temperatura de bafio de 60° C

a 130 rpm obteniendo el extracto rico de compuestos fendlicos: ADF y AF.

Se llevo a cabo la separacion del acido ferulico, cristalizando y recristalizando varias veces el
extracto obtenido, mediante el mismo procedimiento utilizado para 50 litros de nejayote, obteniendo
un extracto rico en ADF totales. Los ADF mas abundantes se separaron colocando 3 g de muestra
extracto en una columna empacada de silice, se identificaron y concentraron las fracciones ricas de
2 ADF mas abundantes. Por ultimo se purificaron las fracciones que presentaron los dos ADF mas

abundantes y se pesaron.
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5.4.2.7 Purificacion de 2 ADF mas abundantes mediante una Placa Semipreparativa

Se purificaron los dos ADF mas abundantes, utilizando una placa semipreparativa de silica gel de
20 cm x 20 cm. Esta purificacion se llevé a cabo por triplicado utilizando las 3 fracciones
concentradas que presentaron los 2 ADF mayoritarios, llevando a cabo los siguientes pasos:

Paso 1. Se colocé cada fraccion concentrada en la placa Semipreparativa siendo el peso total por
muestra en placa de 0.210 g, con el par de eluyentes seleccionados por su mejor separacion
[cloroformo: acido acético (relacién 9:1)] y en una camara de cromatografia durante dos horas.
Paso 2. Se observo e identifico los 2 ADF mayoritarios en la placa Semipreparativa, con luz UV-
visible y se separaron fisicamente las fracciones de elusion de silica gel de los 2 ADF mas
abundantes y AF presente.

Paso 3. A cada fraccion de silica gel se le agregd 20 ml de acetato de etilo, sometiendo a agitacién
constante por 20 minutos, para después filtrar la silica gel con un sistema de filtrado al vacio. Se
concentro finalmente cada fraccion obtenida mediante un rotavapor a una temperatura de bafio de
60° C a 130 rpm obteniendo los extractos puros de 2 ADF y AF que se identificaron por C.C.F,

punto de fusion y pruebas de solubilidad.

5.4.3 Tercera etapa: Cuantificacion de dos ADF y AF en tres nejayotes de diferentes maices

por Cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC)

5.4.3.1 Maices utilizados
Se lleva a cabo la cuantificacién de 2 ADF y AF de tres nejayotes de diferentes granos de maiz,
obtenidos de diferentes regiones del pais y para el mismo uso de consumo (elaboracion de

tortillas). Los maices utilizados fueron los siguientes, tabla 2:

TABLA 2. Caracteristicas generales de los 3 maices utilizados

MAIZ ORIGEN MARCA CANTIDAD SIEMBRA/COSECHA CARACTERISTICAS
Limpio, color extra blanco, suave, alto peso especifico, dentado,
1 GUANAJUATO PIONNER 1 Kg 18-abril-05 / especialmente seleccionado para la industria de la masa y la
30G88 22-nov-05 tortilla.
) JALISCO DEKALB 1k 16-abril-05 / Limpio' de color amari_llo, dur_o, alto peso especificp, dentado,
20-20 9 14-nov-05 seleccionado para la industria de la masa y la tortilla

Limpio de color amarillo oscuro, duro y de alto peso especifico,

ESTADO DE EDO DE 16-abril-05 / dentado, seleccionado para la industria de la masay la tortilla

MEXICO MEXICO 1Kg 14-nov-05

Pagina - 45




Como primer paso, se llevo a cabo el proceso de nixtamalizacion en el laboratorio bajo condiciones
controladas a cada uno de los maices, para después preparar las 3 muestras diferentes de

nejayotes para su cuantificacion por triplicado de los 2 ADF y AF.

5.4.3.2 Proceso de nixtamalizacién

El proceso de nixtamalizacion para los tres tipos de maices fue el siguiente:

Se limpi6é cada kilo de grano eliminando materia extrafia que pudiera presentar, una vez limpio el
grano se mezcld con el doble del equivalente de su peso en agua en un contenedor, se agrego
Ca(OH), en una concentracién del 1-2% con respecto al peso del maiz, la mezcla se calentdé en
una olla a 80 °C durante 45 minutos, moviendo continuamente el grano para un cocimiento
uniforme del grano. Se dejo reposar hasta el dia siguiente (18 horas), al finalizar el pericarpio esta
parcialmente separado y el endospermo hinchado, se separa por decantacion el grano de maiz del

agua residual conocida como “nejayote” para su utilizacion en la obtencion de los 2 ADF y AF.

5.4.3.3 Método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizado para la
identificacion y cuantificacién de 2 ADF y AF

Para la identificacion y cuantificacion de los 2 ADF y AF en tres nejayotes diferentes, se utilizé un
Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) serie 250, con bomba isocratica LC 250 y un
loop de 20pL, depdsito de columna Perkin-Elmer LC Oven 101, con detector programable UV a 330
nm, Waters 2487, con integrador personal modelo 10205 y Columna C-18 Prodigy 50 DS,
dimensiones: 250 x 4.60 mm y 5 micrones.

Con base a estudios de cuantificaciéon de ADF y AF, se llevo a cabo la implementacion del método
por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), para la obtencidon de curvas estandar de 2
ADF y AF, llevando a cabo pruebas de inyeccion para conocer la fase moévil o eluyente grado
HPLC, revisando la solubilidad que presenta cada uno, utilizando como fase movil inicialmente:
AGUA : METANOL en una proporcion 90:10, cambiando a los 10 minutos a una proporcién 60:40,
siendo éste sistema binario el mas eficaz para la separacion de los 2 ADF y AF en la misma corrida

de inyeccion (15).

El agua utilizada fue filtrada y acidificada a 1% con &cido acético glacial, después se ajusté a un pH
4 con NaOH al 10% filtrando nuevamente a través de un sistema de filtracion Millipore con

membrana de 0.45 micras de acetato de celulosa. La fase moévil se desgasific6 en un Sonicador
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Brasonic Ultrasonico Cleaners Modelo 2210 durante 20 minutos. El flujo fué de 1.0 mi/min. El
volumen de muestra inyectada fue de 20 pL. La columna utilizada fue una C-18 que fue calentada
con una mantilla eléctrica hasta alcanzar una temperatura de 45 °C y una presion en el
cromatografo entre 2600-2700 psi. Al inicio y final de las inyecciones, la columna se lavo con la

fase movil durante 10 minutos.

5.4.3.4 Curvas estandar de 2 ADF y AF por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se realizaron las curvas estandar de los dos compuestos ADF puros obtenidos (café- amarillo), y
el acido ferulico (cristales amarillos), bajo las condiciones de cromatografia antes mencionadas. Se
pesé cada muestra seca y se disolvio con metanol grado HPLC de manera independiente. Se
manejaron 5 concentraciones para cada compuesto inyectdndose cada concentracién por

triplicado, conociendo el tiempo de retencién de cada compuesto.

Para el acido ferulico, se pes6 de una muestra patron pura y seca 0.5 mg y se disolvié en 1 ml de
metanol grado HPLC, para obtener una concentracion inicial de 0.5 mg/ml y llevar a cabo las

concentraciones de la curva estandar, volumen inyectado= 20 pl.

Para el ADF 1, se pes6 1 mg de extracto seco y puro del ADF1 y se disolvié en 5 ml de metanol
grado HPLC para obtener una concentracion inicial de 0.2 mg/ml y llevar a cabo las

concentraciones, volumen inyectado = 20 pl.

Para el ADF 2, se peso6 2 mg del extracto seco y puro de ADF2 vy se disolvié en 10 ml de metanol

grado HPLC para obtener una concentracion inicial de 0.2 mg/ml, volumen inyectado = 20 pl.

5.4.3.5 Preparacion de los tres diferentes nejayotes para su cuantificacion por HPLC

Se acidifican los tres diferentes nejayotes con acido clorhidrico concentrado hasta un pH 4,
posterior a esto, se filtran a través de un equipo de filtrado al vacio, colocando papel filtro Watman
No.4 del tamafio exacto del diametro de éste, haciendo pasar el nejayote para eliminar la cascarilla

presente.
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Muestra de Inyeccion para cuantificar los 2 ADF mas abundantes

Se toma de cada nejayote una alicuota de 0.5 ml y se afora a 1 ml con metanol grado HPLC,
inyectando por triplicado cada nejayote a partir de la solucion aforada, para la cuantificacion de
cada ADF. El volumen inyectado fue de 20 pL. Se incluyo en la ultima inyeccién el patrén interno de

los ADF con la finalidad de rectificar el tiempo de retencion de cada compuesto en los 3 nejayotes.

Muestra de Inyeccidn para cuantificar acido ferulico (AF)

Se toma de cada nejayote acidificado 0.1 ml y se afor6 a 1 ml con metanol grado HPLC. El
volumen inyectado fue de 20 uL. Se llevé a cabo por triplicado la medicidén y se corroboro el tiempo

de retencion del acido ferulico para el caso de los tres nejayotes.

Una vez que se obtuvieron los tiempos de retencion para cada compuesto, se determinaron las
areas correspondientes y a través de la ecuacion de la curva estandar para cada compuesto, se
extrapolaron las areas, obteniendo una concentracion, multiplicando después por los factores de
dilucién para obtener la concentracion real de cada compuesto en cada nejayote.

Caber recordar que las tres muestras inyectadas de nejayote se obtuvieron con el mismo proceso

de nixtamalizacidén y se sometio a las mismas condiciones controladas de las muestras estandar.

5.4.3.6 Determinacion de Polifenoles totales de tres nejayotes de diferentes maices,
mediante el Método de Matthaus (2002)

Se determiné la cantidad de compuestos polifenoles totales en los tres nejayotes de diferentes
maices para conocer la relacion cuantitativa que existe con los ADF y AF, ya que al pertenecer a la
familia de compuestos fendlicos se pueden relacionar las cantidades presentes en cada nejayote,

ademas de que presentan propiedades antioxidantes.

Para determinar la cantidad total de Polifenoles totales se llevd a cabo el Método de Matthous
(2002) por triplicado para cada nejayote. Se tomo 2 ml de cada nejayote y se llevo a un volumen de
5 ml de HCI al 0.3 %. Se tomé una alicuota de 100 pl de la solucién resultante en 2 ml de Na2COs3
al 2% y se dejo reposar 2 minutos. Se adicioné 100 pl del reactivo de Folin-Ciocalteau (diluido con

agua 1:1).
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Se dejo reposar 30 minutos y posteriormente se midié la absorbancia a 750 nm usando un
espectrofotometro. La cantidad de Polifenoles totales presentes en cada nejayote, se calculd
tomando como base la curva estandar del &cido galico, ver anexo 2, tomando como base la

siguiente relacién:  Polifenoles totales = mg de acido gélico/ g de muestra
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Primera etapa. Seleccidon del adsorbente mas eficiente para la recuperacion de

compuestos ADF y AF a partir de nejayote de maiz

6.1.1 Eleccion del adsorbente mas eficiente para la recuperacion de compuestos ADF y AF

en el nejayote de maiz

La recuperacion de los compuestos acidos dehidrodiferulicos (ADF) y acido ferulico (AF) se hizo a
partir del nejayote de un mismo tipo de maiz: criollo amarillo recolectado de un molino comercial.
Los adsorbentes utilizados fueron: ACTIVADO, AMBERLITA Y POLIVINILPIRROLIDONA.

El nejayote se acidificé a pH 4, ya que con base a la bibliografia consultada que es el pH en el que
se encuentran presentes y se pueden recuperan los compuestos dehidrodifertlicos (ADF) en el

nejayote de maiz (7), ver resultados en tabla 3:

TABLA 3. Recuperacion de compuestos fenolicos (ADF+AF)
a partir del nejayote de maiz criollo amarillo
* Adsorbente utilizado Peso de compuestos obtenidos Peso de compuestos obtenidos
(ADF+AF) (ADF+AF)
g/l de nejayote de maiz g/kg de maiz
X) (intervalo de nejayote )
carbon activado 1.80 +/- 0.20 1.08 al1.26
polivinilpirrolidona 0.89 +/- 0.30 0.48 a 0.56
amberlita 0.93 +/- 0.26 0.53 a 0.62

* Cada adsorbente se trabajo por triplicado

A partir de un kilo de maiz nixtamalizado, se obtiene de 600 a 700 ml de nejayote sin hacer ningun
lavado al grano, esto puede variar dependiendo del tipo de maiz y de los lavados que se realicen

posteriores a la nixtamalizacion del maiz.

La adsorcion refiere a procesos donde las moléculas de muestra son ligeramente retenidas en la
superficie sdélida del adsorbente por débiles fuerzas electrostaticas, de manera que el material es

facilmente regenerado.

La literatura reporta que se obtiene 3.94 g de extracto total de ADF y AF a partir de un litro de
nejayote de maiz, con base a esto y tomando en cuenta que el extracto obtenido sean soélo los
compuestos ADF+AF, el Carb6n Activado presenta un 45.69% de obtencién, seguido de la

Amberlita con 23.60% Yy la Polivinilpirrolidona con un 22.59 % de obtencion.
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El carbén activado es un adsorbente de mayor cuidado en su manipulacion en comparacion con los
otros adsorbentes, ya que para separar el nejayote del carbon la filtracion es lenta, pudiendo tener
pérdidas de obtencién. Observando que si se maneja con atencion, la desviacion estandar del
Carbdn Activado puede ser menor, como en este caso, con respecto a otros adsorbentes.

La Amberlita presenta un mejor rendimiento y menor variacion de resultados, en comparacion con
la polivinilpirrolidona. La ventaja de utilizar éste adsorbente es que el proceso de recuperacion es
mas rapido, y es mas sencillo separar el adsorbente de la muestra, sélo con el incoveniente que su
costo es mas elevado que el carbon activado y esto a nivel industrial repercute notablemente en el

costo del proceso de extraccion. (58).

La polivinilpirrolidona presentd menor rendimiento de obtencion, con una mayor variacion de
extraccion. El manejo de éste adsorbente es de cuidado, por lo que la recuperacion de compuestos
no es tan sencillo, siendo su costo ligeramente mas elevado que el carbén activado, por lo que su

USO NO es muy conveniente.

El carbdn activado es un compuesto no polar, por lo que al tomar muestras con humedad relativa
alta no presenta problemas como la silica gel, éste método de extraccion-adsorcion alcanza una
eficiencia de remocién entre 95 y 98%. El carb6n activado es el adsorbente mas usado para
extraer, concentrar y almacenar el acido ferulico y compuestos fendlicos en general, asi como para
concentrar y almacenar vapores organicos. (45). Se ha comprobado que el carbén activado es més
eficiente cuando es empaquetado en columna, ya que permite una mejor adsorcion de compuestos
como el acido ferulico y reduce las pérdidas que puedan generarse al estar suelto. Con base a los
resultados y la literatura consultada, se elige al Carbon Activado como el adsorbente mas eficiente
para la recuperacion de compuestos ADF totales.

Pagina - 51




6.2 Sequnda Etapa: Recuperacion de ADF y AF a partir del nejayote de maiz nixtamalizado
50L

6.2.1 Recuperacion y des-adsorcion de ADF y AF a partir de nejayote de maiz

Se llevé a cabo la recuperaciéon de los compuestos ADF+AF usando Carbén Activado como
adsorbente, a partir de 50 litros de nejayote de maiz criollo amarillo, llevandose a cabo por

triplicado dicho proceso..

La muestra recuperada después de llevar a cabo la des-adsorcién de compuestos del adsorbente
con acetato de etilo, separando y concentrando el extracto obtenido, es de color amarillo fuerte
ligeramente viscoso. La cantidad obtenida es de 2.03 g por cada litro de nejayote. La literatura
reporta que en una hidrdlisis alcalina, se obtienen en promedio 2.61% de AF y 1.33% de ADF en el
salvado de maiz, si se compara este dato con el resultado obtenido y sugerimos que la muestra
solo contiene ADF+AF/L de nejayote, se obtiene un 51.52 % de recuperacion por litro de nejayote.
Cabe mencionar que esta cantidades pueden variar dependiendo de la variedad de maiz con que
se trabaje (52).

Se ha estudiado que el “nejayote” residuo liquido del proceso de nixtamalizacion del maiz, se
genera en grandes cantidades diariamente. Estadisticamente en el afio 2012 México produjo el
2.7% de maiz en el mundo (23 millones de toneladas), siendo el 4° productor a nivel global,
después de Estados Unidos, China y Brasil. El rendimiento promedio por hectarea en México es de
3.2 toneladas (lugar 78 de 164 paises que producen este grano en el mundo). El promedio mundial
es de 5.2 ton/ha, lo que hace al maiz un cereal con gran aplicacion a nivel artesanal e industrial

generando grandes cantidades de subproductos de uso interno y de exportacion.

Informes de SAGARPA indican que cada mexicano consume en promedio 123 kg de maiz
anualmente, cifra muy superior al promedio mundial (16.8 kg per capita). Segun informacion de los
Censos Econdmicos del INEGI, muestra que en 2010 el valor de la produccion de masa vy tortilla
alcanzé los 62,763 millones de pesos, decreciendo 1% respecto al 2009 pero ya en 2011 mostro
una recuperacion de 2.1% en el periodo enero-mayo respecto al mismo periodo de 2010, variando

minimamente en el valor de produccién por afo.
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La industria de la masa y la tortila se encuentra dispersa por todo el pais con 78,852
establecimientos a nivel nacional entre molinos y tortillerias 0 ambas modalidades. Se reporta que
por cada kilo de maiz se produce 1.40 kg de tortilla y se genera de 600 a 700 mililitros de agua
residual (nejayote) sin hacer ningun lavado posterior. En México en el afio 2011, el consumo de
tortillas de maiz fue de 6.9 millones de toneladas, lo que indica que se generd aproximadamente 3

450 millones de litros de nejayote (53).

Revisando éstas cifras, se concluye que el nejayote es un subproducto potencial del proceso de
nixtamalizacion del maiz, para la recuperacion y obtencion de compuestos fenélicos como son los
ADF y AF.

6.2.2 ldentificacion de 2 ADF y AF presentes en el nejayote de maiz por cromatografia de
capa fina

Después de hacer varias pruebas de eluyentes para la mejor identificacién de los compuestos ADF
y AF en cromatografia de capa fina, ver tabla 4, se observd que el CLOROFORMO: ACIDO
ACETICO GLACIAL (9:1) es el eluyente de mejor separacion de ADF y AF para su identificacion.

Tabla 4. Eluyentes utilizados en cromatografia en capa fina
Mezcla Eluyente 1 + Eluyente 2
1 alcohol etilico + &cido acético glacial
(9:1)
2 hexano + acido acético glacial
(9:1)
3 cloroformo + Hexano
(9:1)
4 acetato de etilo + acido acético glacial
(9:1)
5 cloroformo + acido acético glacial
(9:1)
6 Hexano 100 %
7 Alcohol etilico 100%
8 Cloroformo 100 %

Se coloco6 una aplicacion del extracto obtenido de 50 litros de nejayote y una muestra estandar del
acido ferulico en una placa cromatogréfica de capa fina (C.C.F.) de 4 x 8 cm, para lo cual se tomo
una minima cantidad de extracto y de muestra estandar de acido ferulico en 2 ml de acetona, cuyo
eluyente fue CLOROFORMO-ACIDO ACETICO GLACIAL (9:1). Una vez completada la elusion se

observaron las placas en una camara con lampara UV-visible, ver placas 1y 2.
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Las placas también se asperjaron con sulfato cérico y DPPH, observando la presencia de los

compuestos ADF y AF a diferentes Rf’s. Se consulto la bibliografia para la identificacion de los

compuestos ADF presentes (68).

Acido ferdlico

—ADF 2 mas abundante
_ADF 1 mas abundante

4F. M

Placa 1.
AF= &cido ferulico
M = muestra seca (ADF+AF)

= Ac.Ferdlico

__ ADF 2 abundante

— . ADF 1 abundante

Dimeros
glicosidados

Ac.Fer. AF. M

Placa 2.
Ac.Fer.= acido ferulico
M = muestra seca (ADF+AF)

Separacioén con eluyente: CHCIs : CH3COOH (9:1) Placa 1. Revelador sulfato cérico, Placa 2. revelador DPPH

En las dos placas se puede observar la presencia del acido ferdlico, seguido de 2 posibles ADF

presentes con mayor abundancia y de manera descendente otros ADF con mayor polaridad en el

sistema de cromatografia.

En primera instancia se observa que los dos ADF mas abundantes presentes en las placas
cromatograficas pueden referirse al 8-O-4 acido dehidrodiferalico y al 8-5" acido dehidrodiferdlico,

esto con base a la literatura y estudios acerca de los ADF reportados con mayor abundancia en el

maiz y a su Rf, ver tabla 5.

Tabla 5. Distancia de Rf obtenidos experimentalmente de los dos
ADF mas abundantes en la C.C.F.

posible 8-5 ADF

Compuesto Rf (cloroformo/ acido acético 9:1)
acido ferulico 0.88
posible 8-0-4’ ADF 0.71
0.61

También se revisa en la literatura que los otros compuestos ADF presentes en la parte inferior de

las placas cromatograficas, con Rf menores, son mas polares y pertenecen al grupo de

compuestos conocidos como dimeros glicosidados 6 ADF glicosidados.
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En la placa 2, se asperso con DPPH (2,2-difenil picrilhidrazil) que es un radical croméforo, que al
reaccionar con un agente donador de electrones es reducido a su forma DPPH-H, observando un
cambio de color purpura (forma oxidada) a amarillo (forma reducida), indicando que tan activo es el
compuesto como antioxidante, confirmando que el AF como los compuestos ADF poseen

propiedades antioxidantes, al cambiar de color purpura a amarillo.

6.2.3 Separacion del AF (Cristalizacion del acido ferulico)

A partir del extracto obtenido, se llevo a cabo la cristalizacion del acido ferdlico. Esta cristalizacion
fue muy lenta, dejando reposar aproximadamente 24 horas para la formacion total de cristales de

agujas muy finas de color blanco.

Se separaron los cristales de AF del extracto total y se obtuvo una muestra de aguas madres
(mezcla de ADF) con aspecto viscoso de color café claro. Para eliminar las trazas de AF presentes
en esta muestra, se recristalizdé 3 veces la mezcla de ADF, obteniendo un extracto rico de mezcla
de ADF.

Se pesaron las muestras obtenidas, recuperandose de acido ferulico 1.40 g/L de nejayote y de 0.84
a 0.98 g /Kg de maiz. De la mezcla de ADF se recuperd un 0.47 g/ L de nejayote y de 0.28 a 0.33
g/kg de maiz. La cantidad total de &cido ferulico obtenido en promedio es de 0.91 g/kg de maiz y de
ADF totales es de 0.31 g/kg de maiz, presentando un rendimiento de extraccién (%) a partir de 50 L

de nejayote, ver tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento de obtencién de AF y ADF a partir de 50 L nejayote de maiz criollo amarillo
Extracto (g/l nejayote) Extracto (g/l nejayote) Extracto (g/l nejayote)
(AF + ADF) (acido ferulico) (mezcla de ADF totales)
1.87 1.40 0.47
100 % 74.87 % 25.13 %

Se puede observar que el rendimiento para el acido ferdlico fue de 74.87% y para la mezcla de
ADF totales fue de 25.13% a partir de la muestra total recuperada. Las cantidades obtenidas se
cotejaron con literatura consultada que sefiala el porcentaje de extraccion del acido ferdlico y los
ADF a partir de un proceso alcalino, observando que se obtuvo una mejor recuperacion de acido

ferdlico que de ADF presentes (15).
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6.2.4 Separacién de 2 ADF méas abundantes utilizando Columna empacada de silice

De la mezcla viscosa obtenida de ADF totales, se procedio a separar e identificar los 2 ADF mas
abundantes presentes a través de una columna empacada de silice. Primero se hicieron pruebas
con diferentes eluyentes para conocer la fase movil mas efectiva para la separacion de compuestos
de ADF en la columna empacada de silice, ver tabla 7.

Tabla 7. Eluyentes utilizados en Columna de silice
Fase movil Eluyente 1 + Eluyente 2

1 Diclorometano + Hexano
(3:7)

2 Diclorometano + Acetato de etilo
(1:1)

3 Acetato de etilo + Acido acético glacial

(1: 0.5)

4 Hexano + Acetato de etilo
(6:4)

5 Acetato de etilo+ Metanol
(1:1)

6 Metanol + agua
(1:1)

Después de hacer varias pruebas de elusién con una minima cantidad de muestra de ADF, se
observé que el eluyente: HEXANO/ACETATO DE ETILO (60:40) es el mas efectivo para la
separacion de éstos compuestos. Se llevo a cabo la elusion de 3 g de muestra de ADF, obteniendo
mas de 20 fracciones de 150 ml, que se observaron en C.C.F. Estas fracciones se concentraron en

7 fracciones similares de compuestos de ADF, ver placa 3:

Ac. Ferlico — . '

ADF 1 :- .'_’AD”
.

Dimeros
3 l B Glicosidados

AF.M 1234 5 67

Placa 3. AF= ac. ferllico std, M= muestra total (ADF+ AF) y 7 fracciones de cromatografia en columna
ADF1= ac.dehidrodiferulico méas abundante 1, ADF2= ac.dehidrodiferulico mas abundante 2.
Revelador sulfato cérico, Eluyente cloroformo: ac. acético (9:1)
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En la placa 3 se observa presencia de acido ferulico en las fracciones 1y 2, es decir que se puede
recristalizar nuevamente el extracto obtenido para una mejor purificacion y mayor rendimiento de
éste compuesto. En las fracciones 1,2, 3 y 7 se observan notoriamente dos compuestos ADF
abundantes, que se visualizan también en la muestra (M)= ADF+AF. Le llamamos ADF1 al primer
compuesto mayoritario presente con menor Rf en la cromatoplaca y ADF2 al siguiente compuesto
mayoritario que se observa en la cromatoplaca, siendo el acido ferulico el valor mas alto de Rf.

En las fracciones 4,5 y 6 se observan los compuestos ADF con una distancia de Rf minima que
refiere a los ADF glicosidados. Estos compuestos son mas solubles en acetona, alcoholes y
cloroformo, por lo que es mas sencillo separar los ADF mas polares de los que no lo son. Los
compuestos ADF glicosidados eluyen en la columna empacada después del AF y de los ADF mas

abundantes.

Se pesaron las muestras obtenidas de cada fraccion y se obtuvo lo siguiente, ver tabla 8:

TABLA 8. Cantidad recuperada de ADF mediante
Columna Empacada de Silice
Fraccion Compuestos Identificados Peso (g) de extracto Rendimiento obtenido
ADF totales / en 3g %
1 acido ferulico + ADF1 abundante 0.433 14.43
2 acido ferulico (minima cantidad) 0.167 5.57
+ ADF2 abundante
3 mezcla de ADF 0.7311 24.37
45,6 dimeros ADF glicosidados 0.3483 11.61
7 dimero ADF2 abundante 0.0255 0.85

La cantidad total resultante de las 7 fracciones a partir de 3 g de muestra de ADF en la columna de
separacion fue de 1.70 g, presentando un rendimiento total de recuperacion del 56.83 %. El resto
de muestra pudo quedarse como trazas de compuestos en la columna de silice. Por lo que es
importante al utilizar una columna empacada para la separacion de compuestos, llevar a cabo un

mayor numero de elusiones para una mejor separacion y recuperacion de compuestos.

La cromatografia en columna empacada de silice es un procedimiento clave en la separacién de
los compuestos, ya que éstos presentan estructuras quimicas muy similares como es el caso de los
compuestos ADF. La eleccion del eluyente a utilizar debe ser afin al acido ferdlico para la

separacion de éste y ligeramente afin a los ADF.
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La polaridad los compuestos es muy importante en la elusion de la columna, como es el caso de
los dimeros glicosidados que al ser mas polares se retienen mas a la columna de silice y su
elusion es mas lenta. Observando que en la C.C.F. el valor Rf de ADF glicosidados es pequefio por

el eluyente utilizado.

6.2.5 Purificacion de los dos ADF mas abundantes

Se identifica que los compuestos ADF mas abundantes estan presentes en las fracciones 1, 2y 7.
Estas fracciones se juntan para hacer nuevamente la separacién por cromatografia en columna,
llevando a cabo tres aplicaciones de 0.2 g de muestra por cada separacion. Se obtuvieron 10
fracciones de 100 ml por cada muestra eluida, resultando tres fracciones totales que se pesaron e

identificaron por C.C.F., vertabla 9y Placas 4y 5.

TABLA 9. Cantidad obtenida de 2 ADF y AF
Fraccion Compuesto Peso Rendimiento obtenido
(mg /0.2 g de extracto ADF) %
1 acido ferulico 110.40 55.20
2 dimero ADF1 31.10 15.55
3 dimero ADF2 36.80 18.40

Placas 4 y 5. Purificacion de dos ADF méas abundantes. Eluyente: CHCI3:CH3;COOH (9:1)

‘ — ACIDO FERULICO —
— ADF 2
N = ADF 1
AF. ADF1  ADF2 AF. M ADF1 ADF2
Placa 4. Revelador DPPH Placa 5. Revelador sulfato cérico

Con base al rendimiento y peso obtenido, se observa que aun esta presente el acido ferulico en
las muestras purificadas, aun cuando ya se habia separado por cristalizacion de la mezcla de ADF,
le sigue con menor valor de Rf el compuestos ADF2 y por ultimo el ADF1con menor valor de Rf el
ADF1. Se recuperé mayor cantidad del compuesto ADF2 que del ADF1 confirmando que el ADF2

se encuentra presente en mayor abundancia con respecto al ADF1.
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La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica rapida para la separacion e identificacion de
compuestos. La muestra analizada se compar6 con los patrones de referencia reportados en la

literatura de AF puro (SIGMA) y con los Rf de los compuestos ADF (7).

6.2.6 Identificacion y Caracterizacién de 2 ADF purificados

Una vez que se tienen los extractos puros de los 2 ADF y del acido ferulico, se llevaron a cabo
pruebas de solubilidad para cada compuesto y se midio el punto de fusién de cada uno.

Los resultados se observan en la Tabla 10:

TABLA 10. Resultados experimentales de los compuestos AF, ADF1, ADF2

MUESTRAS P.M. PUNTO SOLUBILIDAD
(g/mol) FUSION
(W)

ADF1 (C20H180s) En H20O tibia, acetona, acetato de etilo, metanol, etanol y otros alcoholes,

386 187 - .
ligeramente solubles en éter y benceno
ADF2 (C2H150s) 386 208 En H20 tibia, acetona, acetato de etilo, metanol, etanol y otros alcoholes,
ligeramente solubles en éter y benceno
ACIDO FERULICO 194.18 174 En H20O caliente, acetato de etilo, metanol, etanol, moderadamente en éter y

(CloHloO4) benceno

Al analizar los resultados se observa que el punto de fusion del ADF2 es mayor que el ADF1
siendo el de menor punto de fusién el 4cido feralico. Se hace una comparacién del punto de fusion
de éstos compuestos con la literatura y se observa que el punto de fusién del ADF2 corresponde al
8-0O-4’4cido dehidrodiferulico, mientras que el punto de fusion del ADF1 es muy cercano al valor del

8-5" 4cido dehidrodiferulico.

La solubilidad que presenta el acido ferulico con respecto a los ADF es ligeramente diferente
siendo la temperatura un factor importante. Los ADF al presentar diferente conformacion quimica
suelen ser ligeramente mas polares que el acido ferulico, ya que presentan 3 a 4 grupos OH mas
gue el acido ferdlico. La solubilidad de compuestos de ADF son muy similares, ya que presentan
mayor grado de solubilidad con disolventes polares como son los alcoholes y agua, siendo
ligeramente solubles en éter y benceno pues éstos presentan una constante dieléctrica baja con
respecto a los disolventes polares, ésta es una caracteristica que presentan los ADF y que puede
ser considerada para su aplicacién en diferentes medios poco solubles. Esta es una propiedad
peculiar que presentan los ADF para su aplicacion en diferentes medios ricos en lipidos (poco

solubles) con la facilidad de mezclarse en medios polares.
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De esta manera se comprueba que los dos compuestos purificados e identificados seguidos del AF
corresponden a los ADF mas abundantes: 8-O-4~ ADF y 5-5" ADF, llevando a cabo también la
espectrometria de masas de cada compuesto purificado para su confirmacion y comparacion con el

estandar en bibliografia.

6.2.7 Recuperacion y purificacion a gran escala de 2 ADF mas abundantes mediante una
Placa Semipreparativa (90L)

Se llevé a cabo la recuperacion de compuestos ADF a partir de 90 litros de nejayote, utilizando
como adsorbente Carbon Activado, bajo las mismas condiciones de recuperacion, cristalizacién de
acido ferulico y separacion de compuestos ADF por columna empacada. Una vez recuperados y

separados los compuestos ADF del AF, se obtuvieron los siguientes extractos totales, ver tabla 11:

Tabla 11. Resultados en 90 L de nejayote

Nejayote de maiz Peso obtenido Peso obtenido
criollo amarillo (g /L de nejayote) (g /kg de maiz)
Total de extracto
(ADF+AF) 2.45 1.47-1.72
Acido ferdlico 1.7 1.02-1.19
Mezcla de ADF 0.6067 0.36 — 0.42

Se llevo a cabo la separacién de los 2 ADF mas abundantes mediante una columna de separacion
a partir de 3 g de muestra de ADF totales. Se obtuvieron 20 fracciones de 100 ml cada una que se
concentraron e identificaron por C.C.F. para purificar Unicamente las fracciones que presentaron
los dos ADF mas abundantes. La purificacion de los dos ADF se hizo a través de una Placa
Semipreparativa tomando 210 mg de muestra total para la purificacion de cada ADF. Se peso

cada uno de los compuestos purificados, resultando lo siguiente, ver tabla 12:

TABLA 12. Peso de extracto obtenido de cada compuesto
Fraccion Compuesto Peso Rendimiento de obtencion
(mg/ 0.2 g de extracto ADF) %
1 acido fertlico 155.40 +/- 0.110 775
2 dimero ADF1 52.10 +/- 0.127 26.0
3 dimero ADF2 68.80 +/- 0.131 34.0

En la tabla se observa que existe una menor variacion de purificacién en el acido ferdulico, ya que
su RF es diferente a los ADF abundantes identificados, siendo mas precisa su separacion e
identificacion la Placa semipreparativa; mientras que la purificacion de los dos ADF recuperados
tuvieron una mayor variacion que el AF. Esto se puede deber a la similitud de elusion (Rf) que
presentan los ADF, por lo que debera ser muy precisa la separacion de compuestos en la placa

semipreparativa.
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Se identifico cada compuesto ADF y el AF mediante cromatografia en capa fina (CCF), punto de
fusion y pruebas de solubilidad, confirmando que los compuestos recuperados y purificados
corresponden el ADF1 al 8-5" acido dehidridiferulico y el ADF2 al 8-O-4’ 4cido dehidridiferdlico.

6.3 Tercera Etapa. Cuantificacion de 2 ADF, AF vy polifenoles totales en 3 nejayotes de

diferentes maices

6.3.1 Obtencion de tres nejayotes diferentes a partir de tres maices nixtamalizados

Se lleva a cabo bajo condiciones controladas la nixtamalizacion de los 3 diferentes granos de maiz,

obteniendo 3 nejayotes, con las siguientes caracteristicas, tabla 13:

Tabla 13. Caracteristicas de los nejayotes obtenidos
Tipo de maiz Aspecto de Nejayote
Guanajuato Color amarillo canario con olor caracteristico de maiz,
debido a que el grano es de color blanco amarillo.
Jalisco Color amarillo intenso con olor caracteristico de maiz.
Estado de México Color amarillo intenso oscuro, con olor caracteristico de maiz.

El maiz dentado utilizado en los tres casos, se caracteriza por una depresion o “diente” en la
corona de la semilla y posee endospermo corneo o duro a los lados y detras del grano y la porcién
harinosa se encuentra en la zona central y en la corona del grano. Una vez hecha la

nixtamalizacién del maiz, la cascarilla fué facilmente eliminada.

6.3.2 Curvas Estandar de los 2 ADF y AF utilizando HPLC (Cromatografia de liquidos de alta

resolucion)

Inyeccion y obtencidn de curvas estandar de 2 ADF y AF

La muestra de los tres compuestos separados y purificados se inyectaron en el cromatografo de
liguidos de alta resolucion (HPLC), utlizando como fase movil AGUA:METANOL (90:10)
respectivamente al inicio de la corrida, cambiando a los 10 minutos la proporcién a 60:40, ya que a
ésta proporcion los tres compuestos (2 ADF y AF) se separan perfectamente para su cuantificacion.
(15). Las curvas estandar de cada compuesto: ADF1, ADF2 y &cido ferulico se muestran en las
graficas 1y 2. También se mide el tiempo de retencion de cada compuesto en cada inyeccion de
HPLC, ver tabla 14:
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Gréfico 1. Inyeccion en HPLC. Compuestos de izquierda a derecha, ADF1, Acido Ferulico, ADF2, Fase movil: agua/metanol

AU

Gréfico 2.

Tabla 14. Tiempos de retencion de los compuestos feralicos por HPLC
Compuesto Tiempo retencion HPLC
(minutos)
ADF1 (8-5) 4.7
acido ferulico 5.9
ADF2 (8-0-4) 10.8
Tiempos de retencion de cada compuesto. Rojo= acido ferulico, Verde= ADF1, Azul= ADF2
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6.3.3 Andlisis de los 3 nejayotes diferentes en HPLC
Una vez acidificados los nejayotes a pH 4, filtrados y preparados para su inyeccion en HPLC, se
inyectd cada uno, gréafico 3, con una concentracion conocida para la cuantificacién de los 2 ADF y

el &cido ferdlico:

2,40
2,20
2,00
1,80

1.60]

AU

1,404
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1.00

0.80
o00- .

o_4o§
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"Jod ' 400 ' ' s00 | | soo = 1000 = 1200 = 1400 | 1800 ' 1800 = 2000
Minutes

Sample Name: maiz1-0.5/1mL Date Acquired: 30/01/2006 19:00:50 Vial: 1 Injectio

Sample Name: maiz2-0.5/1mL Date Acquired: 30/01/2006 18:37:47 Vial: 1 Injectio

Sample Name: maiz3-0.5/1mL Date Acquired: 30/01/2006 18:13:13 Vial: 1 Injectio

Grafico 3. Inyeccion de los tres nejayotes de diferentes maices
Rojo = maiz Guanajuato, Verde =maiz Jalisco, Azul = maiz Estado de México

Se observa la presencia de los compuestos AF, ADF1 y ADF2 con base a sus tiempos de retencion
en HPLC, notando también otro pico que puede referir a otro compuesto fendlico ADF.

6.3.4 Cuantificacion de dos ADF Y AF por HPLC
Una vez que se tienen las curvas estandar de cada ADF y AF, se cuantifica cada uno de estos

compuestos por triplicado para cada tipo de maiz, se obtuvieron los siguientes resultados, tabla 15:

Tabla 15. Cuantificacion de los ADF presentes en cada nejayote (mg/ml)
Nejayote acido ferulico ADF1 ADF2
(8-5) (8-0-4)
1 (Guanajuato) 2.049 +/- 0.006 0.194 +/- 0.006 0.116 +/- 0.007
2 (Jalisco) 2.483 +/- 0.005 0.129 +/- 0.005 0.111 +/- 0.006
3 (Estado de México) 1.117 +/- 0.007 0.213 +/- 0.008 0.137 +/- 0.009

En la tabla 23 se observa que los tres nejayotes presentan las mismas proporciones de
abundancia, siendo el mayoritario el AF, le sigue el ADF1 y por ultimo el ADF2. EI maiz con menor
variacion de recuperacion de compuestos fue el nejayote de Jalisco, seguido del nejayote de

Guanajuato, presentando mayor variacion de compuestos el nejayote del Estado de México.

Pagina - 63




Revisando la desviacién estandar que presentan los tres maices por compuesto, se puede
observar que existen diferencias considerables principalmente en el acido ferdlico, ya que presenta
una mayor variabilidad (desviacién estandar de 0.70), el ADF1 y ADF2 presentan una minima

variacion de 0.1 y 0.03 respectivamente.

Estas diferencias entre los nejayotes existen debido a que cada maiz presenta caracteristicas
particulares de contenido quimico, fisico y morfolégico, debido a que se cultivan en diferentes
regiones, en donde el clima, altura, humedad y precipitaciones influye en las caracteristicas de
cada maiz ya sea dentado 6 duro. No se sabe especificamente en que zona de cada estado se
cultivd cada maiz, por lo que so6lo se mencionan las caracteristicas generales de cada region por

maiz.

El maiz del estado de México (hibrido amarillo), crece en un clima templado subhimedo con
lluvias en verano, temperaturas extremas y en promedio bajas. (6). En general el clima en Estado
de México es méas extremoso que en Jalisco y Guanajuato, observdndose mayor cantidad de
compuestos de resistencia biolégica como son los ADF y AF, por tal motivo éste maiz es una
buena eleccién para la extraccion y obtencion de ADF. Cabe mencionar que éste maiz ademas de
contener mayor ADF que los otros maices, también contiene una gran cantidad de almidén y por lo

tanto es empleado en la elaboracion de platillos tipicos de la region.

El maiz de Jalisco (hibrido amarillo claro) crece en condiciones parecidas al maiz de
Guanajuato, solo que la temperatura de la region y humedad son ligeramente mas altas y junto con
el maiz del Estado de México en general cumplen con las especificaciones para su nixtamalizacion
(40) NMX-FF-034/1-SCFI-2002 Este maiz posee mayor cantidad de acido ferulico que los otros dos
maices, posiblemente por su temperatura alta de la regioén, sin embargo presenta menor cantidad
de ADF1 y de ADF2 con respecto a los otros dos nejayotes, esto se debe al tipo de maiz y a las
condiciones de clima y estrés en que se cultiva. Este maiz se caracteriza por presentar un buen

valor de remocion del pericarpio, obteniendo un mejor rendimiento para la extraccion de AF.

El maiz de Guanajuato (hibrido blanco), también crece en climas templados y subhimedos pero
con temperaturas calidas durante gran parte del dia, por lo que no se somete a temperaturas tan
extremas como los otros maices. Este maiz presenta una mayor cantidad de &cido ferulico que el

maiz del Estado de México. Se sabe que es de buena calidad para el proceso de nixtamalizacion,
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por su eficiente separacion del pericarpio del grano, siendo el grano mas suave para su molienda,

obteniendo una cantidad considerable de productos residuales, en este caso AF y ADF.

Con estos datos podemos deducir que el contenido de &cido ferdlico estd relacionado con la
cantidad de ADF presentes y viceversa en cada maiz, como se observa en el maiz del Estado de
México, ya que presenta menor cantidad de acido ferdlico con una mayor cantidad de ADF y el
maiz de Jalisco presenta mayor cantidad de acido ferulico con una menor cantidad de ADF. Esto
de se debe a la formacion de AF y su conformacion de dimeros que presenta cada maiz y el

proceso de adsorcion y recuperacion que se utilizé para obtener éstos compuestos.

Cada maiz por lo tanto presenta diferentes cantidades de ADF y AF y se puede seleccionar el tipo

de maiz segun la extraccién de compuestos que se requieran.

El método por HPLC presenta un coeficiente de correlacion en las curvas estandar promedio de
0.9936, esto sugiere que éste método puede ser utilizado para la estimacion rapida en laboratorio
de la cantidad de &cido feralico, ADF1 y ADF2, presente en cualquier nejayote

6.3.5 Cuantificacion de polifenoles totales de tres nejayotes diferentes mediante el Método
de Matthaus (2002)

Para la medicion de Polifenoles Totales en los tres nejayotes diferentes se llevd a cabo primero la
curva estandar de &cido gélico, ver anexo 1, y se determiné la cantidad de Polifenoles totales
mediante el procedimiento de Matthous (2002) utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau con los

tres nejayotes frescos, obteniendo lo siguiente, ver tabla 16:

Tabla 16. Cantidad calculada de Polifenoles totales

Nejayote Concentracion de polifenoles * Acido * ADF1 * ADF2

totales ferdlico (8-5') (8-0-4)

(mg de ac. galico/ 100 g nejayote) (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml)
1-Guanajuato 4070 +/- 12 204.9 19.40 11.60
2-Jalisco 2670 +/- 14 248.3 12.90 11.10
3-Estado de 2130 +/- 19 111.7 21.30 13.70
México

*Datos obtenidos anteriormente de cada maiz
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Los 3 nejayotes presentan diferencias en las cantidades de polifenoles totales, esto se debe al tipo
de maiz, ya que presentan diferentes caracteristicas fisiolégicas, anatdmicas y quimicas como se
observa en los resultados. También se observa mayor variacién de resultados en el nejayote de
maiz del Estado de México, contrario al nejayote de Guanajuato que presentdn una desviacion

estandar menor que los otros nejayotes.

Existen diferencias entre los métodos de cuantificaciéon HPLC y el método de colorimetria de Folin-
Ciocalteau, ya que éste ultimo método cuantifica los fenoles totales presentes en la muestra 'y en la
cuantificacion por HPLC solo se midié AF y ADF, notandose un valor mayor de polifenoles con

respecto a los ADF y AF en los tres nejayotes..

El maiz de Guanajuato (nejayote 1) contiene mayor cantidad de polifenoles totales con 4070
mg/100 g muestra, ya que al cultivarse en un clima calido con poca precipitacion pluvial, requiere

generar mas cantidad de compuestos de defensa contra las sequias y plagas.

El maiz de Jalisco (nejayote 2) es el maiz que contiene un valor promedio en cantidad de
polifenoles con respecto los otros dos maices, aun cuando la temperatura es ligeramente alta, las
caracteristicas de clima, altitud y humedad son equilibradas con respecto a las caracteristicas de

los otros dos maices.

El maiz del Estado de México (nejayote 3), presenté menor cantidad de polifenoles totales y
también de acido ferulico, a pesar de que éste maiz se cultiva en un clima extremoso de humedad

y temperatura, éste se equilibra durante el dia.

Los valores reportados en la literatura sobre el contenido de fenoles totales en el maiz es de 2937.5
a 758.8 mg/100 g de muestra dependiendo de la variedad de maiz. Los valores obtenidos son altos
en los tres nejayotes, debido a que la mayor parte de los compuestos fendlicos se encuentran en el
pericarpio del maiz y por lo tanto en el nejayote.

Comparando la cantidad de polifenoles totales que presenta el nejayote de maiz con respecto a
otros cereales y hortalizas, contiene mayor cantidad de polifenoles totales, ya que el germen de
trigo contiene 349 mg/100 g muestra, la papa contiene 437 mg/100 g muestra, el camote contiene
781 mg/100g muestra. Las frutas cereza y mora azul contienen 4180 mg/100g muestra y 2098

mg/100 g muestra respectivamente. (65).
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La relacion entre la cantidad de polifenoles totales y la actividad antioxidante que presentan frutas,
cereales y plantas en general es discutida por algunos cientificos, mencionando que existe un
incremento paralelo entre el contenido fendlico y la actividad antioxidante durante la germinacion
de algunos cereales. Otro caso es el incremento en la actividad antioxidante en residuos citricos
con la presencia de compuestos fenolicos, péptidos, aminoacidos y fosfolipidos en jugos de frutas y

vinos de frutas y en extractos de plantas.
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7. CONCLUSIONES

Se confirma que a partir del nejayote o aguas residuales obtenidas del proceso de nixtamalizacion
del maiz, se puede recuperar compuestos fendlicos como el AF y ADF abundantes presentes en el
pericarpio del maiz, ya que se recuperaron y compararon los compuestos obtenidos: ADF1 y ADF2

con la literatura.

El adsorbente mas eficiente para la recuperacion de compuestos AF y ADF totales, fué el Carbon
activado con respecto a los otros adsorbentes Amberlita y Polivinilpirrolidona, ya que se extrajo una
mayor cantidad de éstos compuestos, con una recuperacion del doble en comparacién con los

otros adsorbentes.

El método de cristalizacién del AF y el adsorbente utilizado para la recuperacion de AF y ADF
totales a partir de 50 L de nejayote, di6 como resultado una concentracion de AF de 1.40 g/l de
nejayote y de ADF totales de 0.47 g/l de nejayote, recuperandose un porcentaje menor reportado
en la literatura, por lo que la re-cristalizacion de la muestra debe hacerse mayor nimero de veces

para su mejor rendimiento.

A partir de 90 L de nejayote se obtuvo de AF 1.7 g/l de nejayote y de ADF totales 0.6067 g/l de
nejayote, observando que a mayor cantidad de muestra a utilizar, se obtiene un porcentaje mayor

de recuperacion de compuestos.

Los métodos de cromatografia en columna con silice, cromatografia en capa fina, cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), son métodos eficientes para la separacion y cuantificacion de
compuestos. Se obtuvo una recuperacion a partir de 50 L de nejayote, un porcentaje de
rendimiento para el AF del 55.20 % , del ADF1 un 15.55% y del ADF2 un 18.40% de obtencion. Por
lo tanto al utilizar éstos métodos sera necesario llevar a cabo mayor nimero de separaciones para

eficientar la purificacion y obtencién de dichos compuestos.

Para el caso de la purificacion de ADF mediante Placa Semipreparativa, a partir de 90 L de
nejayote, se obtuvo una mayor cantidad de compuestos recuperados con respecto a la purificacion
en columna empacada, presentando un mejor rendimiento de compuestos: AF con 77.50% , del
ADF1 un 26% y del ADF2 un 34% de recuperacion. Por lo tanto es mas efectiva la separacion

fisica utilizando una Placa Semipreparativa , si se tienen los eluyentes efectivos de separacion.
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Se identifica con ayuda de los métodos cualitativos, los 2 ADF mas abundantes presentes en el
maiz, revisando y cotejando con la literatura el punto de fusion, solubilidad, distancia Rf en
cromatografia de capa fina y espectrometria de masas de cada compuesto, concluyendo que el
compuesto ADF1 refiere al 8-5 acido dehidrodiferdlico y el ADF2 refiere al 8-O-4 acido

dehidrodiferulico.

La cantidad de los 2 ADF mé&s abundantes y AF presentes en nejayotes de tres diferentes maices
es diferente en cada uno, debido al tipo de maiz al que pertenecen ya sean duros o dentados y a

las caracteristicas de regién de cultivo, clima, humedad, altura y precipitaciones.

El maiz con mayor contenido de Polifenoles Totales es el maiz de Guanajuato y éste presenta una
tendencia proporcional con respecto a la cantidad de los 2 ADF mas abundantes y AF, mientras
gue el maiz del Estado de México, contiene menor cantidad de compuestos fenoles totales y
también de AF, notando una relacién de ADF con la cantidad de polifenoles totales presente en

cada maiz.

Un punto importante es que se consigue al final del proceso de recuperacion de los ADF y AF, la
recuperacion y reutilizacion de solventes, a fin de hacer este proceso sustentable, no sélo
econdémico sino también ecoldgico, ya que a nivel laboratorio se recuperd y reutilizaron los

adsorbentes y disolventes utilizados con base a su destilacion.

De esta manera se le atribuye al nejayote de maiz alto potencial para obtener compuestos
estabilizantes y conservadores como son los compuestos como AF y acidos dehidrodiferulicos
(ADF) para ser utilizados en la industria de alimentos y farmacia.
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8. ANEXOS:

Tabla 17. Curva Patron de Ac. Ferulico

Anexo 1. Curvas estandar de 2 ADF y AF por Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Se llevo a cabo por triplicado la obtencion de la ecuacion de la curva y se lleva a cabo la regresion

lineal con su constante de correlacion para cada compuesto (Tabla 17, 18 y 19).

Grafica 4. Grafica del Acido Ferulico

Tabla 17 ACIDO FERULICO
CONCENTRACION AREA
(mg/mL) (promedio)
0.025 1875980
0.05 3534704
0.1 6597089
0.2 15388983
0.4 269417915

Tabla 18. Curva Patrén de ADF 1

CURVA PATRON DE ACIDO FERULICO

30000000 -

25000000 A

Tabla 18 ADF1 MAS ABUNDANTE
CONCENTRACION AREA
(mg/mL) (promedio)
0.0125 714884.5
0.025 1112591.3
0.05 2124984
0.1 4984019.6
0.2 11319757.6
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Grafica 5. Grafica de ADF 1
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Tabla 19. Curva Patréon de ADF 2

Tabla 19 ADF2 MAS ABUNDANTE
CONCENTRACION AREA
(mg/mL) (PROMEDIO)
0.0125 126444
0.025 544908.5
0.05 2304152
0.1 5866068
0.2 11097802

Gréafica 6. Grafica de ADF 2
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Anexo 2. Curva estandar de &cido galico

Se llevé a cabo por triplicado la curva estandar de polifenoles totales a partir de una solucion

original de &cido galico de 0.1 mg/ml con un volumen de 100 pL. La medicién en el

Espectrofotometro se hizo a 750 nm, ver tabla 20 y 21:

Tabla 20. Preparacion de Curva de acido galico a partir de solucion (0.1 mg/ml)
Concentracion Solucion (acido gélico) H20 Reactivo de Folin Na2COs3
(4cido Galico) (uL) (L) Ciocalteu (ml)
(mg/mL) (uL)

0 0 100 100 2

0.02 20 80 100 2
0.04 40 60 100 2
0.06 60 40 100 2
0.08 80 20 100 2

0.1 100 0 100 2

Gréfica 7. Curva estandar para la medicién de Polifenoles totales
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Tabla 21. Curva de acido gélico CURVA PATRON DE POLIFENOLES TOTALES
Concentracién .
(Acido Galico) A??ggbggg'a 02
(mg/mL) 0.25
5 0 _ 0.2 |
E 0.15
0.02 0.0405 ; 01 . y = 2.6234x - 0.0019
2 : R2 = 0.9912
0.04 0.1128 0.05 A
0 . . | . | |
0.06 0.1504 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
-0.05 A
0.08 0.2196 CONC. GALICO (mg/mL)
0.1 0.2523




9. BIBLIOGRAFIA

1. Akin D. E. and Rigsby L. 1993. P-coumaroyl and feruloyl arabinoxylans from plant cell walls
as substrates for ruminal bacteria. Applications Environmental Microbiology. 59: 644-652.

2. Anchondo E. L. Tesis Licenciatura. 1998. Estudio sobre la retrogradacion del almidén de
tortilla de maiz mediante calorimetria diferencial de barrido. Departamento de Alimentos y
Biotecnologia. Facultad de Quimica. UNAM. México D.F.

3. Andreasen F., Kroon A., Wiiliamson G. and Garcia T. 2001. Intestinal release and uptake of
phenolic antioxidant diferulic acid. Free Radical and Medicine. 31: 304-314.

4. Anselmi C., Centeni M., Andreassi M., Buonocore A., La Rosa C., Sega A. and Tsuno F.
2004. Conformational analysis: a tool for the elucidation of the antioxidant properties of ferulic
acid derivate in membrane models. Journal of Pharmaceutical Analysis.

35:1241-1249.

5. Aoki Hiromitsu, Kuze N. and Y. Kato. 2002. Anthocyanins isolated from purple corn (Zea
mays L.) Foods and Food Ingredients. Journal Japan. 199: 41-43.

6. Barrera Ana and Herrera Rocio. Tesis Licenciatura. 2003. Caracterizacion de maices criollos
para determinar su aplicacion industrial. Facultad de Quimica. UNAM. México D.F.

7. Baydoun Elias. 2004. Control of dehydrodiferulate cross-linking in pectins from sugar-beet
tissues. Phytochemistry. 65: 1107-1115.

8. Belitz H.D. and Grasch W. 1992. Quimica de Alimentos. Editorial Acribia. 6° Edicién
Zaragoza. 212-231.

9. Benoit I.,, Navarro D., Marnet N., Lesage L., Sigoillot J. and Asther M. 2006. Feruloyl
esterases as a tool for the release of phenolic compounds from agro-industrial by-products.
Carbohydrate Research. 341: 1820-1827.

10.Bily C. and J. Andrew. 2004. HPLC-PAD-APCI/MS Assay of Phenylpropanoids in cereals.
Phytochemical Analysis. 15: 9-15.

11.Bily C., Reid M., J. Taylor, Johnston D., Malouin C. and Philogene B. 2003. Dehydrodimers
of ferulic acid in maize grain pericarp and aleurone: resistance factors to Fusarium
graminearum. Genetics and Resistance. 93: 712-719.

12.Birch C., Dacombe C., Humphrey P. and P. Martin. 2001. Factors affecting the caffeine and
polyphenol contents of black and green tea infusions. Journal of Agriculture and Food
Chemistry. 49: 5340-5347.

13.Bourne L. and Rice-Evans C. 1998. Bioavailability of ferulic acid. Biochemical and Biophysical

Research Communications. 253: 222-227.

Pagina - 72




14.Bunzel M., Ralph J., C. Funk and Steinhart H. 2003. Isolation and Identification of a ferulic
acid dehydrotrimer from saponified maize bran insoluble fiber. European Food Research and
Technology. 217: 128-133.

15.Bunzel Mirko, Funk Carola and Steinhart Hans. 2004. Semipreparative isolation of
dehydrodiferulic and dehydrotriferulic acids as standards substances from maize bran. Journal
Separation Science. 27: 1080-1086.

16.B. Seok Han, Beom Park C., Takasuka N., Nomura E., Taniguchi H., T. Tsuno and H.
Tsuda. 2001. A ferulic acid derivate, ethyl 3-(4-geranloxy-3-methoxyphenyl)-2-propenoate, as
a new candidate chemopreventive agent for colon carcinogenesis. Japanese Journal of Cancer
Research. 92: 404-409.

17.Carvajal Millan, Rascon-Chu A., Marquez Escalante, Micard V. and Gardea A. 2007. Maize
brand gum: extraction, characterization and functional properties. Carbohydrate Polymers. 69:
280-285.

18.Classen D., Arnason J., Serratos J., Lambert J., Nozzolillo C. and Philogene B. J. 1990.
Correlation of phenolic acid content of maize to resistance to Sitophilus zemais, the Maize
Weevil. Cimmyt’s Collections. Journal of Chemical Ecology. 16 (2): 301-315.

19.Cruz M., Espinoza F. and Villanueva P. 2005. Phenolic acids enzymatic lipophilization.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 53: 2779-2787.

20.Chavarria E. Tesis Licenciatura. 2007. Dimeros de acido ferulico del nejayote de maiz:
evaluacion de la actividad antioxidante de extractos enriquecidos en dimeros/hidrodimeros de
acido ferulico. Facultad de Quimica. UNAM. México. D.F.

21.Ewald C. and Modig Fjelkner. 1999. Effect of processing on major flavonoids in processed
onions, green beans and peas. Food Chemistry. 64: 231-235.

22.FAO. 1993. El maiz en la nutricion humana. Alimentacion y Nutricién. 3.

23.Faulds, C., Kroon P., Saulnier L., Thibault J. F. and Williamson G. 1995. Release of ferulic
acid from maize bran and derived oligosaccharides by Aspergillus niger esterases.
Carbohydrate Polymers. 27: 187-190.

24.Fennema Owen R. 1993. Quimica de Alimentos. Editorial Acribia. 5° Edicion. Zaragoza. 213-
230, 725-727.

25.Fonseca. P. M. 1991. El maiz y su entorno historico, econémico e industrial en México.
Universidad Iberoamericana. 35-56.

26.Gasson M. and W. Kitamura. 1998. Metabolism of Ferulic Acid to Vainillin. The Journal of
Biological Chemistry. 273-277, 4163-4170.

Pagina - 73




27.Gonzélez V. K. Tesis Licenciatura. 2009. Obtencion y esterificacion de dimeros de acido
ferudlico. Facultad de Quimica. UNAM. México. D.F.

28.Hagerman A. E. and Riedly K. M. 1998. High molecular weight plant polyphenolics (tannins)
as biological antioxidants. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 48: 1887-1892.

29.Hartley R. D., Morrison W. and Borneman W.S. 1990. Cross-linking of cell wall phenolic
arabinoxylans in graminaceous plants. Phytochemistry. 29: 3705-3709.

30.Huang Z., L. Dostal and J. Rosazza, 1993. Microbial transformations of ferulic acid by
Saccharomyces cerevisiae and Pseudomonas fluorescence. Applied and Environmental
Microbiology. 59: 2244-2250.

31.1shii T. 1997. Structure and functions of feruloylated polysaccharides. Plant Science.127: 111-
127.

32.Kroon P. A. and Williamson G. 1999.Hidroxycinnamates in plants and food: currents and
future perspectives. Journal of the Science of Food and Agriculture. 79: 355-361.

33. Leighton F. and Urquiaga |. 2001. Polifenoles del vino y salud humana, antioxidantes y
calidad de Vid. Revista antioxidantes y Calidad de Vida. 7: 5-13.

34. Lopez. B. M. Tesis Licenciatura. 1986. Cinética de difusibn acuosa y reaccion de
gelatinizacion en la nixtamalizacion del maiz. Facultad de Quimica. UNAM. Mexico. D.F.

35.Maillard M. N. and Berset C. 1995. Evolution of antioxidant activity during linking, role of
insoluble bound phenolic acids of barley and malt. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
43:1789-1793.

36. Malovana S., Garcia F., Pérez J. and Rodriguez M. 2001.Optimization of sample preparation
for the determination of trans-resveratrol and other polyphenolic compounds in wines by high
performance liquid chromatography. Analytical Chemical. 428: 245-253.

37.Matthaus B. 2002. Antioxidant activity of extracts obtained from residues of different oilseeds.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. Chicago. 50.12:3444-3452.

38.M. Tsuchiyama, T. Sakamoto, T. Fujita, S. Murata and H. Kawasaki. 2006. Esterification of
ferulic acid with polyols using a ferulic acid esterase from Aspergillus niger. Biochemical
Biophysical. 1760: 1071-1079.

39.Miyamoto K., Ueda J. and Takeda. 1994. Light- induce increase in the contents of ferulic and
diferulic acids in cell-walls of Avena coleoptiles-its relationship to growth inhibition by light.
Physiology Plantarum. 92: 350-355.

Pagina - 74




40. Norma Mexicana. NMX-FF-034/1-SCFI-2002. Productos alimenticios no industrializados para
consumo humano- cereales-parte 1. Maiz blanco para proceso alcalino para tortillas de maiz y
productos de maiz nixtamalizado- especificaciones y métodos de prueba.

41. Norma Oficial Mexicana. NOM-FF-34-1982. Productos alimenticios no Industrializados para
uso humano-cereales-maiz (Zea mays) Especificaciones.

42.0u S., Luo Y., Xue F., Huang C., and Zhang Liu 2007. Separation and purification of ferulic
acid in alkaline—hydrolyzate from sugarcane bagasse by activated charcoal adsorption/anion
macroporous resin exchange chromatography. Journal of Food Engineering. 78: 1298-1304.

43.0verhage J., Steinbuchel A. and Priefert H. 2003. Highly efficient biotransformation of
eugenol to ferulic acid and further conversion to vainillin in recombinant strains of Escherichia
coli. Applied and Environmental Microbiology. 69: 6569-6576.

44. Padilla E., Ruiz E., Redondo S., Gordillo Moscoso A., and T. Tejerina. 2005. Relationship
between vasodilation capacity and phenolic content 01 Spanish wines. Europe Journal
Pharmacology. 517: 84-91.

45.Poblete Marcos. Tesis Licenciatura. 2013. Curvas de ruptura en carbon activado a partir de la
adsorcién de compuestos organicos volatiles emitidos en refinerias. Facultad de Quimica.
UNAM. México. D.F.

46.Ralph J., Bunzel M., J. Marita, Hatfield R. D. and H. Steinhart. 2004. Peroxidase-dependent
cross-linking reactions of p-hydroxycinnamates in plant cell walls. Phytochemistry Reviews. 3:
79-96.

47. Ralph J., Quideau S., Grabber J. H. and Hatfield R.D. 1994. Identification and synthesis of
new ferulic acid dehydrodimers present in grass cell wall. Journal of the Chemical Society-
Perkin Transactions. 1: 3485-3498.

48.Rastija V., Srecnik G. and Saric M. 2009. Polyphenolic composition of Croatian wines with
different geographical origins. Food Chemistry. 115: 54-60.

49.Renger A. and Steinhart Hans. 2000. Ferulic acid dehydrodimers as structural elements in
cereal dietary fibre. Europe Food Research Technology. 211: 422-428.

50. Sanchez M. and Pefia M. J. 1996. Changes in dehydrodiferulic acids and peroxidase activity
against ferulic acid associated with cell walls during growth of Pinus pinaster hypocotyls. Plant
Physiology. 111: 941-946.

51.Saulnier L., Morat C., Elgorriaga M., Bonni E. and Thibault J.F. 2001. Thermal and
enzymatic treatments for the release of ferdlic of free ferdlic acid from maize bran.
Carbohydrate Polymers. 45: 269-275.

Pagina - 75




52.Saulnier L. and Thibault J.F. 1999. Ferulic acid and diferulico acids as components of sugar-
bee pectins and mize bran heteroxylans. Journal of the Science of Food Agriculture. 79: 396-
402.

53.Secretaria de Economia. 2012. Andlisis de la cadena de Valor Maiz-tortilla. Situacidén actual y
factores de competencia Local. 225-239.

54.Shin H.D., S. McClendon, F. Taylor and R. Ruizher-Chen. 2006. A complete enzymatic
recovery of ferulic acid from corn residues with extracellular enzimes from Neosartorya spinosa
NRRL185. Biotechnology and Bioengineering. 95: 1109-1114.

55. Silva L., Andrade P., Valentao P., Trujillo M. and Velazquez E. 2005. Analysis of non-
coloured phenolics in red wine. Effect of Dekkera bruxellensis yeast. Food Chemistry. 89: 185-
189.

56. Sindhu M. and T. Abraham. 2004. Ferulic Acid: an antioxidant found naturally in plant cell
walls and feruloil esterases involved in its release and their applications. Critical Reviews in
Biotechnology. 24 (2-3): 59-83.

57.Sladkovsky R., Solich P. and Urbanek M. 2004. High-performance liquid chromatography
determination of phenolic components in wine using off-line isotachophoretic pretreatment.
Journal of Chromatography. 1040: 179-184.

58.Sigma Aldrich. 2013. Catalogo de productos, reactivos y materiales para laboratorio.

59.Smith B. G. and Harris P. J. 2001. Ferulic acid is esterified to glucuronoarabinoxylans in
pineapple cell walls. Phytochemistry. 56: 513-519.

60. Stamatis H., Sereti V. and Kolisis F.N. 2001. Enzymatic synthesis of hydrophilic and
hydrophobic derivates of natural phenolic acids in organic media. Journal of molecular
catalysis. 11: 323-328.

61.Taek Y. and J. Hee-Oh. 2003. Characterization of physicochemical properties of ferulic acid.
Archives of Pharmacal Research. 26: 1002-1008.

62.T. B. and F. Liu. 2000. Antioxidative activity of natural products from plants. Life Science. 66:
709-723.

63.Turner J. A. and Rice E. L. 1975. Microbial decomposition of ferulic acid in soil. Journal of
Chemical Ecology. 1: 41-58.

64.Valenzuela B. and Nieto K. 1996. Grasas y aceites. Ministerio de Educacion y Ciencia. 47(3):
186-196.

Pagina - 76




65.Velioglu Y. S., G. Mazza L. and B. D. Omaha. 1998. Antioxidant activity and total phenolics in
selected fruits, vegetables and grain products. Journal of Agriculture and Food Chemistry. 46:
4113-4117.

66.Waldron K. W. 1996. Cell wall esterified phenolic dimers: identification and quantification by
reverse phase high performance liquid chromatography and diode array detection.
Phytochemical Analysis. 7: 305-31.

67.Ward G., Y. Hadar, I. Bilkis, L. Konstantinovsky and C. Dosoretz. 2001. Initial steps of
ferulic acid polymerization by lignin peroxidase. The Journal of Biological Chemistry. 276:
18734-18741.

68.Wende G., Waldron K. W. 1999. Developmental changes in cell-wall ferulate and
dehydrodiferulates in sugar beet. Phytochemistry. 52: 819-827.

69.Z. Zhao and Moghadasian M. H. 2008. Chemistry, natural sources, dietary intake and
pharmacokinetic properties of ferulic acid. Food Chemistry. 109: 691-702.

Referencias electrénicas:

http:// www.fao.org.mx

http:// www.sagarpa.gob.mx

http:// www.botanical-online.com/salvado.htm Informacion del 25 de septiembre de 2012.
http:// www.fao.org/docrep/t0395s/t0395s00.htm  Informacion del 20 de febrero de 2012.

http:// www.inegi.org.mx

2 S o

http:// www.financierarural.gob.mx/informacionsectorrural/Documents/1996a2012.pdf

(Ultimo acceso el 23 de agosto de 2012).

Pagina - 77



http://www.fao.org.mx/
http://www.sagarpa.gob.mx/
http://www.botanical-online.com/salvado.htm
http://www.fao.org/docrep/t0395s/t0395s00.htm
http://www.inegi.org.mx/
http://www.financierarural.gob.mx/informacionsectorrural/Documents/1996a2012.pdf

	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Hipótesis
	4. Antecedentes
	5. Desarrollo Experimental
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Anexos
	9. Bibliografía

