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RESUMEN. Acidos fenélicos solubles y ligados, fueron obtenidos de salvado de maiz y trigo, en los que se determi-
naron los niveles de fenoles totales (Folin-Ciocalteu), acidos fenélicos (HPLC), actividad antioxidante (DPPH, ORAC)
y presencia de acidos diferdlicos (espectros UV). Las concentraciones de fenoles totales, acido feralico y acido cumarico
fueron de 1637 a 9718 ug EAF g~ de 1224527 ugg~' y de 7 a 664 pug g~ ', mientras que la actividad antioxidante
fue de 9.52 a 64.14 % de inhibicién de DPPH y de 11.46 a 67.09 umol ET g=! en ORAC. Se identificé la presencia
de los acidos difertlicos 8-8', 8-5", 5-5' y 8-0-4' en las fracciones ligadas. Todas las fracciones presentaron niveles
importantes de fenoles totales, acidos fendlicos y actividad antioxidante, siendo la fraccion ligada de salvado de maiz
la que presenté las mayores concentraciones.
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ABSTRACT. Soluble and bound phenolic acids were obtained from maize and wheat bran and the level of to-
tal phenols were determined (Folin-Ciocalteu), phenolic acids (HPLC), antioxidant activity (DPPH, ORAC) and the
presence of diferulic acids (UV spectra). The concentrations of total phenols, ferulic acid, and coumaric acid ranged
from 1 637 to 9 718 ugEAF g1, from 12 to 4 527 ug g~ ' and from 7 to 664 ug g~', while the antioxidant activity
had 9.52 to 64.14 % of DPPH inhibition and from 11.46 to 67.09 umolET g~! in ORAC. The presence of the diferulic
acids 8-8', 8-5', 5-5’ and 8-0-4" was identified in the bound fractions. All fractions presented significant levels of total
phenols, phenolic acids and antioxidant activity, the bound fraction of maize bran being the one that presented the
highest concentrations.
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INTRODUCCION

Los acidos fendlicos son metabolitos secun-
darios ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
se clasifican en acidos hidroxibenzoicos y acidos
hidroxicinamicos (Robbins 2003, Stalikas 2007).
Una de las principales propiedades biolégicas de es-
tos compuestos es su alta actividad antioxidante,
que se debe a su estructura quimica, que contiene

un nacleo fendlico y una cadena lateral insaturada
que les permite formar un radical fenoxilo estabi-
lizado por resonancia, el cual tiene actividad como
agente secuestrador de radicales libres (Srinivasan
et al. 2007, Adelakun et al. 2012). Por lo que los
acidos fendlicos estan relacionados con la proteccién
del ADN vy los lipidos de la membrana celular con-
tra las especies reactivas de oxigeno, sugiriéndose
su uso como agentes preventivos de enfermedades
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ligadas al estrés oxidativo (Kanski et al. 2002, Zhao
y Moghadashian 2008). Los compuestos fendli-
cos mas abundantes en los cereales son los 4cidos
hidroxicinamicos, siendo el acido ferdlico el princi-
pal, seguido por los acidos difertlicos y cumaérico,
también se ha reportado que 90 % del acido ferdlico
presente en los cereales se encuentra unido a arabi-
noxilanos por medio de enlaces éster y el resto en
forma libre (Scalbert y Williamson 2000, Nackz y
Shahidi 2006). El 98 % del total de acido fertlico
se encuentra distribuido en los tejidos externos de
los cereales, siendo la capa aleurona y el pericar-
pio externo los principales (Manach et al. 2004,
Vitaglione et al. 2008). En México, se producen
entre 20 000 y 70 000 toneladas de salvado de maiz
y trigo por mes, las cuales provienen de la produc-
cién de harina de maiz nixtamalizado y de harina de
trigo respectivamente, las cuales se comercializan
a bajo costo para la alimentacién animal (INEGI,
2014). Por lo anterior, el objetivo del presente es-
tudio fue explorar el potencial del salvado de maiz y
trigo, como fuentes de acidos fendlicos con activi-
dad antioxidante para obtener productos funcionales
y nutracéuticos de alto valor comercial.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién de la muestra

Se usaron muestras de salvado de maiz y
trigo donadas por AGROINSA Monterrey. El ma-
terial se molié y tamizé a un tamafio de particula,
menor de 0.5 mm (malla 35). Para luego desgrasar
con acetona (1:25 p/v) durante 4 h en agitacién or-
bital a 200 rpm, filtrar y secar a 40 °C durante 24 h.

Extraccién de acidos fendlicos libres

Se suspendieron 100 mg de salvado en 5 mL
de metanol al 80 % (pH 2.5), la muestra se purgé
con flujo de argén por 30 s y se agité orbitalmente
a 200 rpm por 4 h. Para luego centrifugar a 4 650 g
y recuperar el sobrenadante, para almacenarlo hasta
su anilisis a -20°C.

Extraccion de acidos fenélicos ligados
Se suspendieron 100 mg de muestra en 5 mL
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de NaOH 2 mol L™!, la muestra se purgé con flujo
de argén por 30 s y agité orbitalmente a 200 rpm
durante 4 h. Para después ajustar el pH a 2.5 con
HCl concentrado y centrifugar a 4 650 g, el so-
brenadante se recuperd y los compuestos fenélicos
se extrajeron con 5 mL de acetato de etilo en dos
ocasiones. Los extractos de acetato de etilo se com-
binaron y evaporaron a 40 °C con flujo de argén. El
extracto seco se almacené a -20 °C y antes de su
analisis se suspendié en 3 mL de metanol al 80 %
(pH 2.5).

Fenoles totales y acidos fenélicos

Para la determinacién de fenoles totales se
tomaron 15 pl de extracto, se agregaron 240 uL de
agua destilada y 15 uL del reactivo Folin-Ciocalteu.
Después de 5 min se agregaron 30 uL de NayCOs3
al 7 %, la solucién se agité durante 30 s, para luego
llevar la reaccién en oscuridad por 90 min, posterior-
mente se midié la absorbancia de las muestras a 750
nm. La concentracién se obtuvo usando la ecuacién
de regresion lineal de la curva de calibracién es-
tablecida con &cido ferdlico en concentraciones de
0 a 200 mg L1, el resultado se expresé en micro-
gramos equivalentes de acido fertlico por gramo de
muestra (ugEAF g~!). La cuantificacién de 4cidos
fendlicos se llevé a cabo en un HPLC Varian ProStar
equipado con detector UV-Vis con arreglo de diodos
ProStar 330 y bomba terciaria ProStar 230 (Wallnut
Creek, CA, USA), de acuerdo con Whitaker y Stom-
mel (2003), utilizando una columna analitica Phe-
nomenex Luna C18 (4.6 x 250mm, 5u) (Torrence,
CA, USA) con un gradiente de fase mévil binaria
compuesta por metanol y acido fosférico al 0.01 %
y un volumen de inyeccién de 20 ul de muestra.
La concentracién de las muestras se obtuvo usando
la ecuacién de regresién lineal de las curvas de cali-
bracién obtenidas con los acidos ferilico, cumarico,
cafeico y sinapico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) en concentraciones de 0 a 200 mg L1, el re-
sultado se expresé en microgramos equivalentes de
cada acido fenélico por gramo de muestra (ug g™!).
La identificacién de los acidos difertlicos se llevé a
cabo por medio de un barrido del espectro UV (200
a 400 nm) en los compuestos desconocidos de los
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cromatogramas y se compararon con los espectros
UV de acidos diferilicos reportados por Waldron et
al. (1996) y Dobberstein y Bunzel (2010).

Actividad Antioxidante

El ensayo de decoloracién del radical DPPH
(2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), se realizé adicionando
280 uL de DPPH (60 pmol L= en metanol al 80
%) a 20 pl del extracto, la reaccién se llevé a cabo
durante 30 min en oscuridad y se midié la absorban-
cia de las muestras a 515 nm, se utilizé metanol al
80 % para el ajuste a cero y como control para la
medicién de la absorbancia inicial. El resultado se
reporté como porcentaje de inhibicion del DPPH
con la férmula: %lInh=[(Ac/Am)/Ac]*100, donde:
Ac=Absorbancia del control y Am=Absorbancia de
la muestra. El ensayo ORAC (capacidad de absor-
cién de radicales oxigeno) se llevé a cabo tomando
5 uL del extracto, al cual se le adicionaron 200
pL de fluoresceina (0.96 pmol L=1) y 75 ulL de
AAPH (2,2°-Azobis (2-metilpropionamidina) di-
hidrocloruro) (95.8 pmol L~!). A partir de la
adicion del AAPH se midié la fluorescencia de las
muestras durante 70 min a intervalos de 70 s en-
tre lecturas a longitud de onda para excitacién de
485 nm y para emisién de 580 nm. Como blanco
se utilizé buffer de fosfatos 75 umol L~!, pH 7.5,
misma unidad utilizada para la curva de calibracién
estandar Trolox. Los calculos de la concentracién
se realizaron con la ecuacién de regresién lineal de
la curva estandar de Trolox de 0 a 100 pumol L1
y el area bajo la curva de la pérdida de fluorescen-
cia, los resultados se reportaron como micromoles
equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol

ET g_l).

Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado.
Para cada una de las variables se realizé un anélisis
de varianza y en caso de efectos significativos se
determinaron las diferencias mediante la prueba de
Tukey (p < 0.05), todos los datos se analizaron con
el paquete estadistico Minitab versién 14.1.

Urias-Orona et al.
Acidos Fendlicos Salvado de Maiz y Salvado de Trigo
3(7):43-50,2016

RESULTADOS

Fenoles totales y acidos fendlicos

La concentracién de fenoles totales (solubles
+ ligados) fue de 12 746 y 3 944 ugEAF g~ para
maiz y trigo, respectivamente. El anélisis estadis-
tico mostré diferencia significativa (p < 0.05) entre
todas las fracciones, siendo la porcién ligada de
acidos fendélicos de maiz la que presentd los niveles
mas altos de fenoles totales, acido feralico y acido
cumarico, mientras que la de menor concentracién
fue la soluble de trigo (Tabla 1). El contenido de
acido ferilico total (solubles + ligados) fue de 4
551 pug g~ ! para maiz y 1 001 pug g~ para trigo,
mientras que en acido cumarico total (solubles +
ligados) los niveles fueron de 682 ug g~! en maiz
y 57 ug g~ ! en trigo. Los acidos difertlicos 8-8,
8-5', 5-5" y 8-0-4" (Figura 1) fueron identificados
en base al espectro UV y se encontraron solo en las
fracciones ligadas.

Actividad antioxidante

La fraccién ligada de acidos fendlicos de maiz
presentd la mayor actividad antioxidante tanto en el
ensayo DPPH como en el ensayo ORAC, los valores
de la actividad antioxidante total (solubles + liga-
dos) en el ensayo DPPH fueron de 86.09 y 31.71
% para maiz y trigo, respectivamente; mientras
que para el ensayo ORAC la sumatoria total fue de
105.56 umolET g~! para maiz y 26.12 umolET g~*
para trigo (Tabla 2). Los valores para la actividad
antioxidante total (solubles + ligados) de las frac-
ciones de maiz fue 2.5 y 4.0 veces mayor que las
fracciones de trigo en los ensayos DPPH y ORAC.

DISCUSION

Fenoles totales y acidos fendlicos

Una concentracién cinco veces mayor a la de
nuestro estudio fue reportada por Inglett y Chen
(2011) en fracciones ligadas y solubles de maiz, lo
cual se atribuye al tamafio de particula utilizado
por estos autores (15-30 um) lo que favorecié una
mejor extraccién, debido a una mayor interaccién
muestra solvente. Los resultados de fenoles totales
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Tabla 1. Fenoles totales y acidos fendlicos en salvado de maiz y salvado de trigo.

Fraccién FT AF AC Acidos Diferdlicos
(vgEAF g~1) (beg™") (bgg™') 88 85 55 804
SM 3027 £ 2917 24 + 0.52° 18 + 1.90° - - - -
LM 0718 + 1630 4 527 + 341 664 + 110 + + + +
ST 1 637 + 93¢ 12 + 0.20¢ 7 + 1.294 - - - -
LT 2 304 + 309¢ 989 &+ 61> 50 + 1.03% + + + +

SM = Soluble Maiz, LM = Ligada Maiz, ST = Soluble Trigo, LT = Ligada Trigo. FT =
Fenoles Totales, AF = Acido Ferilico, AC = Acido Cumarico, + = Presencia, - = Ausencia.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (n=3).

88 -ADF

225 250 25 300 325 350 375 400

85-ADF

55-ADF

804" ADF

Figura 1. Espectros UV de acidos diferilicos.

Tabla 2. Actividad antioxidante en salvado de maiz y salvado de

trigo.
Fraccion DPPH (% inhibicion) ORAC (umolET g—1)
SM 21.14 + 38.47 + 17.44°
LM 64.95 =+ 67.09 + 15.13¢
ST 9.52 + 11.46 £+ 9.58¢
LT 2219 + 1466 + 3.38¢

SM = Soluble Maiz, LM = Ligada Maiz, ST = Soluble Trigo, LT
= Ligada Trigo. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencia estadistica significativa (n=3).

en salvado de trigo fueron similares a lo reportado
por Kim et al. (2006) quienes reportaron valores
de 3 362 a 3 967 ugEAF g~!. El total de acido
feralico y acido cumaérico en salvado de maiz fue de
4 551 y 682 ug g~!, respectivamente. Estas con-
centraciones son menores a los 30 000 ug g~! de
acido ferdlico encontrados por Agger et al. (2010)
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y a los 27 000 ug g=' de acido feralico y 2 900
pg g~ ! de acido cumarico reportados por Zhao et
al. (2005) utilizando tratamientos enzimaticos en
el proceso de extraccién. Ademas la concentracién
de acidos fendlicos en salvado de maiz del presente
estudio fue similar a lo encontrado por Chiremba et
al. (2012), con rangos de 2 500 a 4 700 ug g~ !
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de acido ferilico y de 171 a 547 ug g~ ! de acido
cumarico con extraccién asistida por microondas en
cortos periodos tiempo. Por otra parte, las concen-
traciones de acido ferulico y cumarico en salvado
de trigo fueron de 1 001 y 57 ug g~ ', respectiva-
mente; estos resultados se encontraron dentro del
rango de 891 a 1 253 ug g~ ! de acido ferilico y
de 28 a 75 ug g~ ! de 4cido cumarico obtenidos por
Jonnala et al. (2010). El acido ferilico es el acido
fenélico mayoritario en todas las fracciones, seguido
del 4cido cumarico, mientras que los acidos sindpico
y cafeico se encontraron en cantidades trazas o no
fueron detectados en algunas muestras. En todos
los casos, el total de acidos fendlicos cuantificados
por HPLC (feralico + cumarico) fue menor al con-
tenido de fenoles totales obtenidos por el método
Folin-Ciocalteu, que es semejante a lo reportado
por Verma et al. (2009). Este comportamiento
se debe a la degradacién oxidativa que sufren los
acidos hidroxicindmicos bajo condiciones alcalinas,
lo que lleva a la produccién de derivados benzalde-
hido como vainillina y 4-hidroxibenzaldehido a partir
de acido feralico y acido cumarico respectivamente
(Dobberstein y Bunzel 2010), los cuales reaccionan
en el ensayo Folin-Ciocalteu pero no son detectables
en el ensayo HPLC. Por otro lado, en las fracciones
ligadas la presencia de acidos diferdlicos afecta la
cuantificacién de fenoles totales, ya que contribuyen
a una mayor reactividad del reactivo Folin-Ciocalteu
y la correspondiente mayor cuantificacién. Los aci-
dos difertlicos 8-8', 8-5’, 5-5" y 8-0-4" (Figura 1)
fueron identificados como positivos en las fracciones
ligadas de maiz y trigo, debido a que los espectros
UV obtenidos en nuestro estudio coinciden con los
reportados previamente por Waldron et al. (1996)
y Dobberstein y Bunzel (2010). El hecho de encon-
trar los niveles mas altos de acido ferilico e iden-
tificar los acidos difertlicos solo en las fracciones
ligadas, se debe a que fueron sometidas a condi-
ciones de alcalinidad y bajo estas condiciones se
lleva a cabo la ruptura de los enlaces éster por los
que el acido ferilico realiza los entrecruzamientos de
arabinoxilanos-lignina-proteinas en la matriz estruc-
tural de la pared celular de los cereales (Buanafina
2009, Bunzel 2010).
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Actividad antioxidante

La cantidad de fenoles totales se relaciona
con los resultados observados en la determinacién
de actividad antioxidante mediante el ensayo ORAC,
mientras que el ensayo DPPH se relaciona mejor con
el contenido de acido fertlico. Este comportamiento
se explica a causa del mecanismo de reaccién especi-
fica que se lleva a cabo en cada ensayo de actividad
antioxidante. El ensayo ORAC utiliza un mecanismo
en el cual los compuestos presentes en el extracto
hacen transferencia de atomos de hidrogeno, por
lo que cualquier compuesto que tenga disponibles
radicales hidroxilos puede producir la inhibicién de
los radicales peroxilo; por otro lado, cuando el en-
sayo DPPH se efectiia sobre extractos fendlicos, se
realiza la transferencia de electrones por medio de
los aniones fendxidos (Foti et al. 2004, Huang et al.
2005). La inhibicién total de las fracciones de maiz
(ligados + solubles) en el ensayo DPPH fue de 85.28
%, lo cual es superior a lo reportado por Lépez-
Martinez et al. (2009), quienes obtuvieron una
inhibicién del 45 % analizando fracciones solubles
y ligadas de maiz blanco. En cuanto al ensayo
ORAC, la sumatoria de las fracciones obtenidas de
maiz alcanzé 105 umolET g~ !, lo cual es superior
a lo reportado por Del Pozo-Insfran et al. (2007)
quienes encontraron 17.4 umolET g~ en fracciones
solubles de maiz blanco. La actividad antioxidante
total (ligados + solubles) para salvado de trigo en
el ensayo de DPPH fue de 31.71 % de inhibicién, lo
que se ubicé dentro de lo reportado por Verma et al.
(2009) con inhibicién de 25 a 32 %. Por otro lado,
estos resultados son superiores a lo encontrado por
Mpofu et al. (2006) quienes observaron de 13 a
15 % de inhibicion del radical DPPH en fracciones
solubles obtenidas de grano entero de trigo. En
el ensayo ORAC, el salvado de trigo alcanzé 26.12
pumolET g~ totales (ligados + solubles) lo cual es
inferior a las concentraciones reportadas por Zhou
et al. (2004) de 107 pumolET g~ ! en salvado de
trigo. A pesar de que el acido feralico es el principal
acido fendlico en el salvado de maiz y trigo, se ha
reportado que algunos de los acidos diferalicos pre-
sentan mayor actividad antioxidante. Al respecto
Garcia-Conesa et al. (1999) reporté que el acido
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difertillico 8-8' tiene mayor actividad antioxidante
que el acido ferilico mediante los ensayos ABTS e
inhibicién de la peroxidacién lipidica, explican que
este aumento se debe a una mejor estabilizacidn
en la estructura y a la presencia de dos grupos
hidroxilos unidos a cada anillo fendlico. Por otro
lado, Adelakun et al. (2012) reportaron una mayor
actividad antioxidante del acido diferalico 8-5" por
medio del ensayo DPPH, atribuyen este aumento a
que el nimero de grupos donadores de electrones
y de grupos carboxilicos adyacentes con dobles en-
laces insaturados carbono-carbono, proveen sitios
adicionales para el ataque de radicales libres. De-
bido a esto, seria importante en estudios futuros
establecer el aporte individual a la actividad antioxi-
dante de cada uno de los acidos diferilicos presentes
en el salvado de maiz y trigo.
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