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RESUMEN

Existe un gran interés por los compuestos fendlicos debido a sus propiedades
antioxidantes y sus posibles implicaciones en enfermedades cardiovasculares,
inhibicion de células cancerigenas y colesterol. La gran mayoria de los
compuestos fendlicos son considerados fitoquimicos y metabolitos secundarios.
Hoy en dia se realizan estudios para determinar su efecto terapéutico;

determinando sus principios activos para curar enfermedades.

La idea principal de este proyecto fue separar, estos compuestos, de algunas
plantas que los contienen, optimizando su proceso de bioseparacion. Se
extrajeron los compuestos fendlicos de dos variedades de frijol negro (Phaseolus
vulgaris L.) previamente seleccionados, asi como del maiz azul (Zea mays L.)y

de la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.).

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio del Centro de Biotecnologia, del Instituto
Tecnolégico de Estudios Superiores de Monterrey, México, bajo la supervision
de la Dra. Carmen Hernandez Brenes. En un periodo de junio a diciembre del
2003.

Para la bioseparacion se utilizé el método de fraccionamiento por solubilidad, el
cual es una técnica sencilla y rapida para la separacion de los grupos mas

comunes de compuestos fendlicos por solubilidad a diferentes reactivos.

La primera fraccion de acetona, permitié la separacién de los compuestos
fendlicos, los carbohidratos, proteinas y lipidos que contienen las cascaras del
frijol negro, el maiz azul molido y la flor de la jamaica. Posteriormente, en la
extraccidon con éter, se retiraron los lipidos, carotenos y las proteinas separados
en la fraccion anterior. Se dio la extraccidn gracias a que los componentes de las

muestras son insolubles en éter, permitiendo su separacion de los compuestos



fendlicos totales los cuales son solubles a este reactivo (Jaworski, and Lee,
1987).

Posteriormente se determind la concentracidon de fendlicos totales solubles
presentes en las diferentes fracciones, obtenido por la prueba de Folin.
Igualmente la concentracién de antocianinas totales por la prueba de pH
diferencial, el cual consiste en hacer lecturas espectrofotometricas con buffers
de diferente pH.

Como resultado se obtuvo que la jamaica es la muestra de las analizadas, con
mayor contenido de compuestos fendlicos, principalmente antocianinas. Del
mismo modo se observaron diferencias entre las dos variedades de frijol, en
cuanto el contenido de antocianinas e isoflavonas. El maiz azul contiene gran

cantidad de antocianinas responsable de su color caracteristico.

Se puede concluir que la técnica de fraccionamiento por solubilidad, permite la
separacion de los compuestos fendlicos. Y conforme se va realizando el
fraccionamiento las concentraciones de los compuestos van disminuyendo en
cada fraccion. Ademas se comprobé que existen diferentes tipos de
compuestos, antocianinas e isoflavonas en cada especie, ademas se determind

la cantidad presente por muestra.
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. INTRODUCCION

Los alimentos independientemente de cual sea su origen, estan compuestos por
mucha agua, carbohidratos, proteinas, lipidos y minerales; estos componentes
son necesarios como fuente de energia, asi mismo elementos indispensables

para el metabolismo (Hoff and Janick, 1975).

Estudios sobre la composicion de los alimentos han revelado que estos a la vez
contienen otros componentes en pequefas cantidades como son las vitaminas,
colorantes, compuestos fendlicos, entre otros. Muchos de estos componentes
pueden ser utilizados para ayudar a mejorar las actividades normales que realiza

nuestro cuerpo (Sikorsk, 1997).

Las plantas han estado desde la antigiedad al alcance del ser humano tanto
para su alimentacién, como para curar enfermedades; por esta ultima propiedad,
son todavia “veneradas” y se transmite el conocimiento de sus virtudes de
generacion en generacion. Aun en la actualidad cientos de plantas son utilizadas

en la medicina tradicional.

Los investigadores estan analizando y estudiando los efectos terapéuticos
vegetales, queriendo precisar, comparar y clasificar los principios activos
responsables de aliviar o curar enfermedades. Se consideran de manera
arbitraria dos grandes grupos: los metabolitos primarios y los secundarios,
dentro de los primarios se incluyen a sustancias de las rutas bioquimicas
basicas presentes en toda célula, los secundarios son un grupo amplio de
substancias cuya funcidon se ubica como evolutiva y de adaptacion al medio
(Saenz, 2000).

Los metabolitos secundarios tienen propiedades beneficiosas desde el punto de

vista fisiologico y farmacolédgico. En este sentido, se destacan las sustancias



fendlicas (flavonoides, flavanos, resveratrol, tirosol, entre otros.) como
compuestos que mas interés han despertado en numerosos grupos de
investigacion dedicados al estudio de diversos aspectos, de estas sustancias,
quimico, bioquimico, fisioldgico, farmacoldgico, entre otros (IPN CIENCIA, 1998).

Los polifenoles, de las plantas, han llamado la atenciéon de los epidemidlogos,
biotecndlogos, quimicos, bioquimicos y farmacélogos; debido a su potencial e
importancia en la salud y en mecanismos antioxidantes de defensa (Rickard,
1997)

Varios estudios han identificado a los compuestos fendlicos como responsables
de propiedades beneficiosas en la salud. Un grupo de profesionales y
estudiantes del Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores de Monterrey
(ITESM), México, estan probando la capacidad antioxidante y el efecto inhibitorio
de compuestos fendlicos sobre el crecimiento de células cancerigenas,
extraidos de diferentes muestras como el maiz, el frijol y la jamaica (Hernandez,
2003).

Los flavonoides, las isoflavonas son tipos de compuestos fendlicos, encontrados
en frutas, vegetales, nueces y granos, poseen propiedades biolégicas que
ayudan a reducir el riesgo de contraer enfermedades (Lock, 1994), (Barret-
Connor, 1998). Los investigadores del ITESM reconfirman estas afirmaciones
(Hernandez, 2003). Otra sustancia utilizada como antioxidante contra las
enfermedades cardiacas y cancerosas son las antocianinas, pigmentos
responsables del color de los alimentos y que protegen a las frutas contra el
ataque de los hongos. La mayoria de éstas sustancias beneficiosas se acumulan

en las cascaras de las frutas (Saenz, 2000).

Los compuestos fendlicos estan presentes en las frutas, flores, granos y
verduras. Se pueden encontrar varios tipos de ellos en un solo alimento. Por lo

que fue necesario optimizar la extracciéon para luego realizar su analisis y probar



sus efectos por separado; esto a partir de las concentraciones de

CB

fendlicos totales, donde se incluyen las isoflavonas, antocianinas  cento g ficiecnologio
y flavonoides.

A. CENTRO DE BIOTECNOLOGIA DEL ITESM

El Centro de Biotecnologia (CB), del Instituto Tecnologico de Estudios
Superiores de Monterrey, México, fue fundado en 1994. EI Centro realiza
investigaciones enfocadas en las areas alimentarias, agricolas, ambientales y

farmacéuticas, haciendo uso de microorganismos, enzimas y plantas o animales.

El laboratorio de investigacion del Centro de Biotecnologia se encuentra en la

ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México.

Actualmente en el Centro de Biotecnologia del ITESM, se desarrollan procesos
biotecnoldgicos alternativos para la produccion de aditivos funcionales, su labor
de investigacion se enfoca a la identificacion de compuestos con potencial para
ser utilizados en la prevencion y tratamiento de las principales enfermedades
que bajan la expectativa y la calidad de vida tales como diabetes,
ateroesclerosis, hipercolesterolemia, hipertension, sindrome posmenopausico y
canceres hormona-dependientes e independientes. Los proyectos de
investigacion se basan en el aislamiento y purificacion de estos compuestos
mediante técnicas biotecnoldgicas sofisticadas para su posterior uso por las

industrias de alimentos y farmacéuticas.

Algunas éareas de investigacion en el Centro de Biotecnologia, combinan
bioingenieria y biomedicina, ingenieria de bioreaccién, modelos matematicos de
bioprocesos. Asi como la Biotecnologia de los cereales, tecnologia de las

enzimas, prebidticos y alimentos fermentados, entre otros.




En el desarrollo del proyecto el equipo de trabajo esta integrado por
profesionales y estudiantes de maestria, entre los cuales estan:

e Carmen Hernandez, Ph.D.
e Janethe Gutiérrez, M.Sc

e Mayra Cisneros, M.Sc

e Armando Delfollo, M.Sc

e Ing. BQ Gabriela Angel

Q. Isabel Garcia (Encargada del laboratorio)



B. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En los ultimos afos, la biotecnologia junto con la tecnologia de alimentos han
tratado de obtener la transformacion, conservacion y aseguramiento de la
calidad de los alimentos. Ademas, se encuentran orientadas a la busqueda de
alimentos similares a productos frescos, libres de aditivos quimicos, disponibles

todo el afio y con caracteristicas demandadas por los consumidores.

Con la elaboracion del presente proyecto se pretendié optimizar la técnica de
fraccionamiento por solubilidad, y bioseparar los compuestos fendlicos para
posteriores investigaciones, con las cuales se quiso probar la actividad
antioxidante de cada uno de ellos, sobre células cancerigenas. Y asi llegar a la
obtencién de productos farmacéuticos a partir de compuestos quimicos que

contienen algunos alimentos.

Ademas se quiso cuantificar los compuestos fendlicos en cada fraccion, para
determinar cual de éstas era la mas adecuada en las investigaciones

posteriores.

El estudio se realiz6 a partir de alimentos que son una fuente con potencial
nutraceutico, alimentos comunmente consumidos por la mayoria de
latinoamericanos y a los cuales pueden tener acceso las diferentes clases

sociales, como lo son el frijol, el maiz y la jamaica.



C. OBJETIVOS DEL PROYECTO

C.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el protocolo de fraccionamiento con solventes organicos que permitan
la extraccion de los compuestos fendlicos, a partir de dos variedades de frijol
negro (Phaseolus vulgaris L.), de la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y del
maiz azul (Zea mays L.) y para llevar a cabo la cuantificacion de los fendlicos
totales y de las antocianinas presentes en los extractos.

C.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar las variedades de frijol negro que se utilizaran en el proceso

de fraccionamiento por solubilidad.

e Evaluar el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos utilizando

diferentes solventes organicos.

e Extraer y separar de compuestos fendlicos por la técnica de
fraccionamiento a partir dos variedades de frijol negro (Phaseolus vulgaris
L.), granos de maiz azul (Zea mays L.) y la flor de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.).

e Caracterizar y cuantificar de dichos compuestos por técnicas

espectrofotométricas.

e Comparar de forma cuantitativa los compuestos fendlicos extraidos de las

diferentes muestras (frijol, maiz y jamaica).



Il. REVISION DE LITERATURA

1. LOS FITOQUIMICOS

Las frutas y verduras son buenas para la salud ya que contienen diversas
vitaminas, minerales y fibra. Desde hace algunos afos, se sabe que ademas de
estos nutrimentos, aportan al organismo otras sustancias a las que se les ha
denominado, fitoquimicos o fitonutrientes, las cuales han demostrado tener
efectos positivos sobre la salud por lo que son estudiados por un gran numero
de cientificos (Avilés, 2002).

Los fitoquimicos son metabolitos secundarios porque no ejercen una funcién
directa en las actividades fundamentales del organismo vegetal como el
crecimiento o la reproduccion. Constituyen numerosos componentes quimicos,
como los carotenoides, que incluyen a los betacarotenos, licopeno o luteina y los
polifenoles, donde estan los lignanos, acidos fendlicos, taninos, flavonoides,
entre otros (Anexo 1) (Avilés, 2002).

Actualmente se sabe que algunas de estas sustancias actuan modulando la
accion de ciertas enzimas. Otras actian como antioxidantes neutralizando los
radicales libres, causantes de enfermedades cardiovasculares, arteriosclerosis y

envejecimiento (Avilés, 2002).

No sdlo los fitoquimicos son antioxidantes sino también lo son las vitaminas C,
E, Ay algunos oligoelementos (selenio y manganeso). Algunos polifenoles como
las isoflavonas y los lignanos tendrian propiedades estrogénicas que limitarian el
desarrollo de canceres hormonodependientes. Existe evidencia cientifica que
relaciona un alto consumo de frutas y verduras con un menor riesgo de padecer
ciertos tipos de cancer; responsables de esta accidn protectora serian los
fitoquimicos (Avilés, 2002) (Cuadro 1).



1.1 LOS POLIFENOLES

Estos pigmentos son muy abundantes en los vegetales a los que dan aromas y
colores. Los polifenoles constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios, son de dificil clasificacion pero se pueden subdividir en cuatro
grandes grupos, primero los acidos fendlicos, segundo los ligninas, tercero los
taninos y por ultimo los flavonoides, que a su vez se dividen en varios subgrupos

como flavonas, isoflavonas, antocianinas, entre otros (Martinez et al, 2000).

El envejecimiento asi como la aparicion de algunas enfermedades, se debe al
efecto de los "radicales libres". Los radicales libres son moléculas altamente
reactivas que atacan los enlaces de proteinas de los tejidos. Una vez que
comienzan a actuar, se activa una reaccion en cadena que acaba por destruir
totalmente la célula (Sauza y Saenz, 2000) (Rickard, 1997).

Se puede combatir a los radicales libres consumiendo antioxidantes artificiales,
pastillas de vitamina C, vitamina E y betacarotenos; o recurriendo a una
alimentacién sana (antioxidantes naturales) con altas dosis de verduras, granos

y frutas frescas, aceite de oliva y vino tinto (Sauza y Saenz, 2000).

2. COMPUESTOS FENOLICOS

Estos compuestos poseen en comun un anillo aromatico, con uno 0 mas
sustituyentes hidroxilos, y que se encuentran como glicésidos, combinados con
unidades de azucar (Figura 1). Son relativamente polares y tienden a ser
solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso color verde, purpura,
azul o negro, que producen cuando se les agrega una solucidon acuosa o
alcohdlica al 1% de cloruro férrico. Dada su naturaleza aromatica muestran, una
intensa absorcion en la region UV del espectro, siendo este método espectral
especialmente importante para su identificacién y analisis cuantitativo (Lock,
1994).



Cuadro 1: Fitoquimicos presentes en algunos alimentos

Alimento Fitoquimicos Accién
Tomate Licopeno Afecciones cardiacas
Cancer de prostata
Ajo, cebolla, poro Saponina Infecciones
Alicina El aumento del colesterol
Tumores
Zanahorias, verduras verdes Betacarotenos Alteraciones pulmonares
oscuras, mango, melocoton, malignas
melon
Brécoli, coles, col de Bruselas, Isotiocianatos Cancer del pulmon
ajo, cebollas
Manzanas, uvas, cebollas Quercetina Afecciones cardiacas

Evolucion celular cancerosa

Fresas, uvas

Acido elagico

Intoxicacion por humo del

tabaco
Naranjas, duraznos Terpeno Ulceras
Cancer
Brocoli, coles Indoles Ciertos tipos de cancer
Frutas, verduras, soja, citricos, Flavonoides Afecciones cardiacas
té verde, vino, cacao Ciertos tipos de cancer
Frutas, verduras, bayas, Polifenoles Afecciones cardiacas

nueces, soja, azafran,

aceitunas

Ciertos tipos de cancer

FUENTE: Avilés, R. 2002.
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La estructura quimica de los polifenoles es especialmente adecuada para ejercer
una accion antioxidante (donador de hidrégeno o electrones, o atrapador de
radicales libres). Ademas, su capacidad de quelar metales, especialmente cobre
y hierro, los hace actuar indirectamente como antioxidantes ya que inhiben la
accion de los metales como catalizadores en la formacién de radicales libres
(Evans and Miller, 1997) (Cuadro 2).

Dentro de ellos existen dos grandes grupos de compuestos fendlicos: los acidos
fendlicos (benzoicos y cinamicos) y los flavonoides (flavonoles, antocianinas y

taninos).

La diferencia de estructura entre ambos grupos consisten principalmente en que
los acidos fendlicos tienen un unico anillo fendlico, mientras que los flavonoides
estan formados por dos anillos fendlicos unidos por una cadena de tres atomos

de carbono (Martinez, sf) (Figuras 1y 2)

R1

Figura 1. Estructura quimica general de los compuestos fendlicos

A pesar de que todos presentan una estructura fendlica, nucleo aromatico que

contiene un grupo hidroxilico libre o sustituido, se diferencian de otros
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compuestos que también poseen esta estructura fendlica (monoterpenos), en su

origen biosintético.
CORs

Figura 2. Estructura quimica de los Acidos fendlicos

Los flavonoides y los acidos fendlicos junto con sus ésteres, son genéricamente
denominados “compuestos fendlicos” (Bankova et al, 2000). Estos compuestos
absorben radiacion en la region ultravioleta del espectro electromagnético y
protegen de la radiacion solar a los tejidos vegetales mas sensibles (Maldonado,
2002).

Entre las plantas medicinales que poseen acidos fendlicos se pueden destacar
la alcachofa con actividad contra el colesterol, el ortosifén con actividad diurética
y la equindcea empleada por sus propiedades inmuno-estimulantes (Tyler,
1994).

La mayoria de compuestos fendlicos cumplen dos condiciones. La primera es
que no son intermediarios, ni productos finales de los ciclos metabdlicos
aceptados como esenciales para los procesos vitales de los organismos que los
sintetizan. Y la segunda es que raramente su presencia es universal;
normalmente una sustancia se localiza en una o varias especies mas 0 menos

relacionadas filogenéticamente.
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Por estas razones, estas sustancias no se consideran esenciales desde el punto
de vista metabdlico para los seres que las producen y se les agrupa bajo la
denominacion comun de productos metabolitos secundarios, concepto muy
amplio que engloba substancias de naturaleza y funcién tan diversa como

pigmentos, esencias y substancias con accion fungicida y bactericida.



Cuadro 2. Tipos de compuestos fendlicos sus atomos y estructura

Atomos de Estructura Tipo
Carbono
6 Ce Fenoles simples
Benzoquinonas
7 Cs—C1 Acidos Fendlicos
8 Cs—C2 Derivados de Tirosina
Acidos Fenilacéticos
9 Ce—Cs Acidos Cinamicos
Fenilpropenos
Cumarinas
10 Ce—Cy4 Naftoquinonas
13 Cs—C1—-Ces Xantonas
14 Ce—Co—Cs Estilbenos
Antraquinones
15 Cs—C3—-Ces Flavonoides
Isoflavonoides
18 (Ce—Cs3)2 Lignanos
Neolignanos
30 (Cs—C3—Cs)2 Bioflavonoides
n’ (Cs — Ca)n Ligninas
n° (Cé)n Melaninas Catecolicas
n'™ (Cs— C3 — Co)n Taninos condensados

FUENTE: Lock de Ugaz, O.

1994.

13
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2.1 FLAVONOIDES

Los flavonoides son un gran grupo de sustancias vegetales que fueron
descubiertas por el Dr. Albert Szent-Gyorgi, premio Nobel en Bioquimica, quien
les denominé como "vitamina P". El Dr. Szent-Gyorgi descubri6 que los
flavonoides favorecen la funcion de la vitamina C, mejorando su absorcion y
protegiéndola de la oxidacion. Comprenden varias clases de sustancias
naturales, entre las cuales estdn muchas de las que les confieren en colores
amarillo, naranja, rojo, violeta y azul, a muchas flores, hojas y frutos,

especialmente (Martinez et al 2000).

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente
distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el café, la
cocoa, la cerveza y el vino rojo. Pueden aparecer desde simples moléculas
fendlicas hasta compuestos muy polimerizados con pesos moleculares
superiores a los 30 000 Da (Pérez, 2003).

Se han publicado estudios epidemiolégicos que asocian el consumo de
flavonoides con una menor mortalidad general y menor mortalidad por
enfermedad coronaria. En la poblacion estudiada, la principal fuente de
flavonoides eran cebollas y manzanas, y quercetina el flavonoide mas
abundante (Hertog, 1995).

Los flavonoides ejercen numerosos efectos bioquimicos, aparentemente
beneficiosos, ademas de su accidn como antioxidantes. In vitro poseen
actividades anti-inflamatoria, antialérgica, antitrombdtica, antimicrobiana vy
antineoplasica. Sin embargo, la extrapolacién de resultados in vitro a lo que
ocurre en un organismo in vivo, soOlo es posible cuando se conoce la

biodisponibilidad del compuesto activo.
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Las propiedades biolégicas de mayor interés han sido sus efectos antioxidantes,
los cuales han sido blancos de un sin numero de estudios, teniendo en cuenta
que a menudo dosis farmacoldgicas de antioxidantes dietéticos comunmente
recomendados en todo el mundo, como es el caso de las combinaciones
vitaminicas (vitamina E mas vitamina C y B-caroteno), que no producen los
efectos esperados o estos resultan daninos, por lo que para lograr una mejor
accion antioxidante se prefiere incluir en la dieta una mezcla de flavonoides y
taninos (Pérez, 2003).

Por sus posibles beneficios de salud, los flavonoides son el grupo mas grande
de quimicos de las plantas, que la comunidad cientifica han estado estudiando,
otros flavonoides tienen efectos antimicrobianos y posiblemente

anticarcinogénicos y cardioprotectores (Rodriguez, 2003) (Cuadro 1).

Este tipo de compuestos fendlicos, ademas de poseer actividad antioxidante, se
aplican como colorantes naturales y poseen propiedades antibacterianas y
antifungicas. En los vegetales intervienen en los fendmenos de oxidacion-
reduccion, protegen a otros pigmentos de la luz y la radiacion UV, presentan
actividad funguicida y contra parasitos agresores, ayudan a la polinizacién, ya
que por sus colores atraen a los insectos junto con los aceites esenciales

(Marcano y otros, 1991).

Los flavonoides (Cgs -C3 -Cg) se pueden clasificar en varias familias segun
cambios estructurales en su estructura basica, (Figura 3). Poseen varios grupos
hidroxilo (-OH) unidos a su estructura de anillo y se encuentran normalmente
como glicésidos. Las posiciones de glicosilacion son 7- hidroxilo en flavonas,
isoflavonas y dihidroflavonas; 3- y 7- hidroxilo en flavonoles y dihidroflavonoles, y
3- y 5- hidroxilo en antocianidinas. La glucosa es el residuo de glicosilacién mas
frecuente. Los glicésidos son mas hidrosolubles y menos reactivos frente a

radicales libres, que su aglicona o flavonoide respectivo (Rice-Evans, 1997).
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Su secuencia carbonada: Cg -C3 -Cg en la que la posicidon del C3; determina que
sea de diferentes tipos: flavonas, isoflavonas, antocianinas, catequinas, entre

otros (Marcano, et al, 1991).

R
R
R o’
R
\
/

Figura 3. Estructura quimica general de los flavonoides

Para obtener flavonoides de la dieta se deben comer, sobre todo, muchas frutas
y verduras. Otros alimentos que los contienen son el té, el café, el coco, la
cerveza, el vino tinto, el mosto de uvas negras y la soya y sus derivados (tofu,

miso, leche de soya, entre otros) (Rodriguez, 2003).

La industria cosmética desarrollé derivados de los flavonoides para la piel.
Fueron biotecnolégicamente modificados para ser activos en la piel. A modo de
ejemplo: el flavonoide protege 10 veces mas que la vitamina E, porque es un
antioxidante mucho mas poderoso. Es decir, previene con mayor eficacia la
accion de los radicales libres, considerados la causa principal del envejecimiento
prematuro de la piel (Rojas, 2000). Ademas, protege las células epidérmicas al
ayudar efectivamente a los mecanismos de defensa de la piel, protege de las
alergias solares y la polucién ambiental, y previene la formacién de arrugas
(Rojas, 2000)


http://www.infomed.sld.cu/fitomed/g264.html
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2.2 ANTOCIANINAS

Las antocianinas tienen un caracter antioxidante, por lo que su consumo puede
suponer un beneficio para la salud. Por cuanto disminuyen los niveles de
colesterol (inhibiendo su sintesis), proveen proteccion contra las enfermedades
cardiacas y previenen ciertos tipos de cancer. Quimicamente son miembros del
grupo de los polifenoles, también llamados “vitaminas el siglo XXI” por sus

efectos beneficiosos.

Los pigmentos vegetales se pueden clasificar en cuatro grandes grupos, dos
liposolubles: clorofila y carotenoides, y dos hidrosolubles: las betalainas y los
flavoniodes, los cuales, como ya se ha mencionado, se encuentran
principalmente en flores y frutos. Las coloraciones de las antocianinas varian
con el cambio de pH, de rojo en medio acido, pasando por amarillo, a violeta y

azul en medio alcalino (Lock, 1994)

Los colores rosa, rojo, azul, malva y violeta de las flores, frutas y verduras, se
deben a la presencia de antocianinas. Las antocianinas, al igual que otras
sustancias polifendlicas, se encuentran en la naturaleza en forma de glicésidos,
siendo conocidas sus agliconas como antocianidinas. Se trata de flavonoides, es

decir, sustancias derivadas del nucleo flavano (Diaz de Villegas, 1986)

El pH y la presencia de otras sustancias tienen mucha mas influencia sobre el
color que la naturaleza de las sustancias del anillo. En la Figura 4 se representa
la estructura basica de las antocianinas, en forma de cation flavilio, que es la
predominante en valores de bajo pH. Conforme aumenta el pH se pierde un
protdn, se gana una molécula de agua y se forma una pseudobase carbiol, las
cuales son incoloras, por lo que existe una degradacion de color conforme

aumenta el pH (Diaz Villegas, 1986).
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Se conocen cerca de 4.000 pigmentos vegetales en alimentos, incluyendo miles

de flavonoides y antocianinas.

Al igual que el resto de los colorantes naturales, las antocianinas presentan una
inestabilidad inherente propia dentro de matrices alimentarios; aunque son mas
estables bajo condiciones de acidez. Pueden ser degradadas por una gran
variedad de factores o mecanismos que las convierten en productos incoloros
solubles y/o productos con tonalidad café e insoluble. Esta degradacion puede
ocurrir durante el proceso de extraccién y purificacion del pigmento o durante el
proceso y almacenamiento de los alimentos. Los factores que tienen una mayor
influencia en la estabilidad en las antocianinas son el pH, temperatura, la

presencia de oxigeno y la exposicion a la luz.

El color de estos pigmentos estd determinado por el numero de grupos
hidroxilos. Asi como por la naturaleza y numero de los grupos alifaticos o
aromaticos que estan unidos al azucar y el ambiente fisicoquimico en el cual se
encuentra el compuesto (Mazza y Brouillard, 1990). En el Cuadro 3 se muestran
las caracteristicas estructurales de las diferentes antocianinas, dependiendo del

tipo de sustitucién que presentan.

RI

OH

HO RII

O+
X
=

OH
OH

Figura 4. Estructura quimica de las antocianinas



19

Se han encontrado seis antocianinas diferentes en la naturaleza, pero los
diversos patrones de glicosilacion dan lugar a innumerables antocianinas
diferentes. Una sola especie vegetal contiene un considerable nuamero de

antocianinas diferentes.

Cuadro 3. Tipos de antocianinas y la naturaleza quimica de los grupos R Iy R 1l

ANTOCIANINAS RI RII
Pelargonidina -H -H
Cianidina - OH -H
Peonidina - OCH3 -H
delfinidina - OH - OH
Petunidina - OCH3 -OH
malvanidina - OCH3 - OCH3

FUENTE: ITESM, 2003

2.3 ISOFLAVONAS

Son compuestos quimicos que se encuentran de manera natural en las plantas.
Estan distribuidos en pocas familias, principalmente en las leguminosas y
pertenecen a la clase de los fitoestrégenos. Se utilizan como una terapia
alternativa de diferentes condiciones dependientes de hormonas, tales como
cancer, sintomas de menopausia (descalcificaciéon 6sea y la intolerancia a

calores), enfermedades cardiovasculares y osteoporosis (Setchell, 1984).

Otro aspecto terapéutico importante de las isoflavonas, es su efecto antioxidante,
donde previene la oxidacion de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) por lo

que se limita la formacion de asterosclerosis (placas de grasa que se forman en
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las paredes de las arterias que dan lugar a trombosis e infartos) (Goldwyn, et al,
2000).

Las isoflavonas tienen una estructura quimica muy parecida a la de los
estrégenos que poseen igualmente un anillo fendlico (Figura 5 y 7), debido a
esta estructura fendlica, las isoflavonas pueden ser reconocidas por los
receptores de los estrogenos y unirse a éstos, por eso se les denomina
fitoestrogenos, (Gerber, 2001).

Se trata de unos compuestos que contienen uno o varios grupos hidroxilos
unidos a un anillo aromatico. Existen diferentes tipos de isoflavonas dentro del
cereal, los mas importantes son; la genisteina, la daidzeina y la gliciteina. A partir
de éstos se construyen las formas maloniles, acetiles y glucdsidos. Por este

motivo se cuentan con doce formas distintas (Potter et al., 1998)

En las Figuras 5 y 6 se observan la genisteina es el tipo de isoflavonas mas
comun y el que se encuentra en mayor cantidad en el frijol. Y luego la gliciteina y

la daizeina, otras isoflavonas comunes.

OH

OH OH

\
+/
HO 0

Figura 5. Estructura quimica de la Genisteina
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Gliciteina

OH

0
X
=
HO 0
Daidzeina

Figura 6. Estructura quimica de dos tipos de isoflavonas

(Wei, et al, 1995)

Las isoflavonas al igual que otros fitoestrogenos como los lignanos y estilbenos,
tienen ciertos aspectos en comun con el estradiol, tales como un par de grupos
hidroxilo separados por una distancia similar y un anillo fendlico (Figura 7) que

es prerrequisito para la unién al receptor de estrogeno (Cassidy, 2000)
OH

9,

Figura 7. Estructura quimica del estradiol
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3. ANTIOXIDANTES

Un nutriente tiene propiedades antioxidantes cuando es capaz de neutralizar la
accion oxidante de una molécula inestable, es decir, de un radical libre, sin
perder su propia estabilidad electroquimica (Starke y Reed, 2003). Se trata de
un grupo de vitaminas, minerales, colorantes naturales y otros compuestos
vegetales y enzimas. La mayoria de los antioxidantes se encuentran en
alimentos vegetales, por lo que se recomienda incluir frutas, legumbres,

verduras y hortalizas o cereales integrales en nuestra dieta sea tan beneficioso.

Millones de radicales libres bombardean diariamente nuestras células. El hecho
de que necesiten tantos anos para causar dafnos mayores es por la eficacia de
las enzimas que produce nuestro propio organismo para neutralizarlos. Nuestro

sistema esta luchando contra radicales libres a cada momento del dia.

El problema para el organismo se produce cuando tiene que tolerar de forma
continua un exceso de radicales libres, el cual es producido mayormente por
contaminantes externos que penetran en nuestro cuerpo. La contaminacion
atmosférica, el humo del tabaco, los herbicidas, pesticidas o ciertas grasas son
algunos ejemplos de elementos que generan radicales libres que ingerimos o

inhalamos. Este exceso no puede ya ser eliminado por el cuerpo (Flores, 2000).

Los radicales libres danan las membranas de las células, llegando finalmente a
destruir y mutar su informacioén genética, facilitando asi el camino para que se
desarrollen diversos tipos de enfermedades. La accion de los radicales libres
esta ligada al cancer, asi como al dafio causado en las arterias por el colesterol
"oxidado", lo que relaciona directamente estas moléculas con las enfermedades
cardiovasculares.

Existen cada vez mas pruebas de la intervencion de los radicales libres y de
otras moléculas reactivas en los procesos patolégicos. La principal evidencia

proviene de estudios epidemiolégicos que muestran correlaciones estadisticas


http://www.juver.com/nutricion/articulos/radical.htm
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entre la incidencia de patologia y la presencia de concentraciones bajas de

nutrientes antioxidantes en la sangre o alimentos (Murray et al, 1997)

Nutrientes antioxidantes como la vitamina C ceden a los radicales libres sus
propios electrones salvando asi nuestras células de sufrir dano. Los nutrientes
antioxidantes por excelencia son el beta caroteno, la vitamina C, la vitamina E, y
el selenio (Starke y Reed, 2003)

La vitamina E es el antioxidante mas importante del cuerpo y actua en la fase

lipidica de las membranas en toda la célula.

A la fecha no se tienen estudios sobre la utilizacién genética de los genes
responsables de esta actividad antioxidante, tampoco complementos de ninguno
de los antioxidantes mencionados. Sin embargo, se recomienda aumentar el
consumo de cereales, nueces, frutas y vegetales, todos ellos son ricos en

antioxidantes naturales, como los compuestos fendlicos.

3.1 NUTRIENTES Y SUSTANCIAS NO NUTRITIVAS QUE ACTUAN COMO
ANTIOXIDANTES

3.1.1 VITAMINAS
Las vitaminas son pequefas moléculas organicas presentes en la dieta ya que
no pueden ser sintetizadas por el hombre, o bien son sintetizadas en una
porcidon inferior a la necesaria para una buena salud. Las vitaminas suelen
dividirse en dos clases: las liposolubles como lo son la vitamina A y la vitamina

D; y las hidrosolubles como la vitamina B y la C (Montgomery et al, 1998).

Vitamina C: presente en frutas y verduras, frescas y crudas, como guayaba,
kiwi, mango, pifia, caqui, citricos, meldn, fresas, bayas, pimientos, tomate,

brasicaceas (verduras de la familia de la col), frutas y hortalizas en general.


http://www.juver.com/nutricion/vitaminas/vita.htm
http://www.juver.com/nutricion/vitaminas/vitc.htm
http://www.juver.com/nutricion/vitaminas/vite.htm
http://www.juver.com/nutricion/minerales/selenio.htm
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Vitamina E (tocoferol): se encuentra en el germen del trigo, aceite de soja,
germen de cereales o cereales de grano entero, aceite de oliva, vegetales de
hoja verde y frutos secos.

Betacaroteno o "provitamina A": Pertenece a la familia de los carotenoides de
los vegetales. El organismo es capaz de transformarlo en vitamina A. Posee
conjuntamente las propiedades de la vitamina A y de los antioxidantes que
actuan sobre los radicales libres. Recientemente se ha demostrado su papel en
la prevencion de las cataratas y su efecto beneficioso en procesos inflamatorios
y en los relacionados con el envejecimiento. Algunos alimentos ricos en
betacaroteno son las verduras de color verde o coloraciéon rojo-anaranjado-
amarillento como la zanahoria, las espinacas, la calabaza y otros; ademas,
ciertas frutas tales como albaricoques, cerezas, melén y melocoton (Lépez,
2001).

3.1.2 MINERALES

Los elementos inorganicos forman parte esencial de la dieta.

Selenio: Relacionado con un menor riesgo de tumores de piel, higado, colon y
mama. Asimismo vinculado al funcionamiento de la glutation peroxidasa (enzima
antioxidante de nuestro organismo). En carnes, pescados, marisco, cereales,
huevos, frutas y verduras.

Zinc: Favorece la formacion de nuevas proteinas (renovacion celular), participa
en la lucha contra los radicales libres y en la sintesis de enzimas, interviene en
el sistema inmune o de defensas y favorece el buen estado de piel y mucosas
(tonicidad y elasticidad de la piel). Constituyen buena fuente de zinc las carnes y
visceras, los pescados, los huevos, los cereales completos y las legumbres.
Cobre: Potencia el sistema inmune, participa en la formacion de enzimas,
proteinas y neuro-transmisores cerebrales (renovacion celular y estimulante del
sistema nervioso) y es un agente antiinflamatorio y antiinfeccioso. Y facilita la
sintesis de colageno y elastina (necesarios para el buen estado de los vasos

sanguineos, del cartilago, de los pulmones y de la piel), actia como antioxidante
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protegiendo las células de los efectos toxicos de los radicales libres y facilita la
fijacion del calcio y del fésforo. Alimentos ricos en cobre: higado, pescado,

marisco, cereales completos y vegetales verdes (Lépez, 2001).

3.1.3 AMINOACIDOS
Los aminoacidos procedentes de las proteinas de la dieta son utilizadas para la
biosintesis de las proteinas titulares. Loas aminoacidos actuan también como
fuente de nitrogeno para la biosintesis de otros compuestos (Montgomery et al,
1998).

Cisteina: aminoacido no esencial, nuestro cuerpo puede fabricarlo sin
problemas. Es importante para la produccion de enzimas contra los radicales
libres, como la glutation peroxidasa. El higado y nuestras defensas lo utilizan
para desintoxicar el cuerpo de sustancias quimicas y otros elementos nocivos.
La cisteina, que se encuentra en carnes, pescados, huevos y lacteos, es un
detoxificante potente contra los agentes que deprimen el sistema inmune, como

el alcohol, el tabaco y la polucion ambiental (Lopez, 2001).

3.1.4 COLORANTES NATURALES U OTROS COMPUESTOS DE
VEGETALES

Se encuentran dentro de este grupo de antioxidantes a los Flavonoides:
Comprenden a los flavonoles, los antocianidoles y a las flavonas, colorantes
naturales con accidn antioxidante que constituyen el grupo mas importante de la
familia de los polifenoles, muy presentes en el mundo vegetal. Protegen el
sistema cardiovascular y activan las enzimas glutation peroxidasa y catalasa,
antioxidantes presentes de forma natural en nuestro organismo. Estan en la
familia de las coles, las verduras de hoja verde, las frutas rojas y moradas y los
citricos. Segun la “American Cancer Society”, reducen el riesgo de cancer colo-

rectal. También antes mencionadas las Isoflavonas (L6pez, 2001).
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Acido alfa-lipoico: Es un carotenoide de algunas verduras y frutas, que ayuda a
neutralizar los efectos de los radicales libres potenciando las funciones
antioxidantes de las vitaminas C, E y de la enzima glutation peroxidasa. Abunda

en el tomate.

3.1.5 ENZIMAS ANTIOXIDANTES
Ademas de las enzimas glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa,
hay otras sustancias antioxidantes como la coenzima Q-10.

Coenzima Q-10: Ayuda a las enzimas a realizar su funcién. Se ha comprobado
una gran similitud entre las propiedades antioxidantes de la vitamina E y las de
la coenzima Q-10, que juega un importante papel en la generacién de energia
celular, y a su vez es un estimulante inmune, mejora la circulacion y ayuda a

proteger el sistema cardiovascular (Lopez, 2001).

4. EL FRIJOL NEGRO (Phaseolus vulgaris)

Phaseolus vulgaris, es una planta con una altura promedio de 50 a 70 cm; con
raices bien desarrolladas, presenta una raiz principal pivotante y muchas raices
secundarias cercanas a la superficie; tallos delgados y débiles, cuadrangulares,
hojas trifoliadas. Produce de 2 a 5 semillas reniformes oblongas a ovales o

redondeadas, poco comprimidas, de color rojo, amarillo, café o negro (Figura 8).

Se utilizan para la alimentacibn humana se consumen los granos secos o
tiernos; las vainas enteras y verdes se consumen como verdura. Pueden
utilizarse como abono verde en rotacion, intercalado como cobertura con otros
cultivos y como forraje de corte para animales (Centro Internacional de

Informacién sobre Cultivos de Cobertura, 2002).
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El frijol es considerado parte de la alimentacién basica en muchos paises de
Latinoamérica. Las leguminosas son una importante fuente de proteina explica
el bioquimico Javier Butron. Ventajas por su alto contenido en glucidos, (su
importancia energética), y de otros componentes como lipidos, fibra, vitaminas y
minerales. Su contenido de fibra soluble lo hace especialmente interesante en
relaciéon con el control de la colesterolemia (Castellanos et al, 1997) (Cardador et
al, 2002).

Estas actividades han sido comprobadas por diversos estudios epidemiolégicos
quienes han demostrado que los componentes de los frijoles estan asociados

con la disminucién del riesgo de las enfermedades crénicas (Kafui and Rui, sf)

Gran parte del reciente interés, es debido a la presencia de isoflavonas en el
frijol, y en particular de la genisteina, una de las dos isoflavonas primarias del
frijol soya. La genisteina atrajo mucho la atencion de la comunidad de
investigacion, no solo debido a su potencial efecto estrogénico, sino también
porque inhibe varias enzimas claves supuestamente involucradas en la

carcinogénesis. (Reyes, 1993).

También existen varios componentes no-isoflavonicos en el frijol, como las
saponinas. El frijol es una de las fuentes dietarios mas importantes de este tipo

de compuestos no-isoflavonicos (Reyes, 1993) (Cuadro 4).

Otros componentes importantes en el frijol y que estan en estudios por su
capacidad antioxidante, son las antocianinas, conocidos como colorantes
naturales. Quimicamente son miembros del grupo de los polifenoles, también
llamados “vitaminas el siglo XXI” por sus efectos beneficiosos. Dentro de frijol,
segun Takeoka, (1997), las antocianinas mas comunes y que se encuentran en
mayor cantidad son malvidina 3-5 di-glucésido y la delfinidina 3-glucésido
(Cuadro 4).
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Figura 8. Frijol negro, Phaseolus vulgaris , de la variedad Perla

5. MAIiZ AZUL (Zea mays L.)

Zea mays es una graminea anual, de crecimiento rapido, hasta de 2,5 m de
altura, con hojas largas y anchas en forma de tira (Quesada, sf.).

El maiz constituye una buena fuente de carbohidratos, proteinas de origen
vegetal y fibra dietética (almidones resistentes). Estos componentes tienen
efectos fisioldgicos positivos, relacionados con la menor prevalencia de
enfermedades intestinales (Guisell, 2000). Actualmente se ha comprobado que
las propiedades de los compuestos quimicas que los caracterizan estan
asociadas con la variedad. Estos efectos resultan utiles tanto en la prevencion
como en el tratamiento de la Diabetes Mellitus, trastornos cardiovasculares,

constipacion, dieverticulitis y cancer de colon (Gisell, 2000).

El grano de algunas leguminosas junto con el maiz, son la base de la
alimentacion de México y en otros paises, principalmente por sus raices

culturales e historicas. El maiz se consume en una gran variedad de formas,
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ademas de ser demandado por varias clases comerciales de diferente color,

forma y tamafio (Castellanos et al, 1997) (Figura 9).

En el mundo hay varios tipos de maiz y de ellos hay varios colores desde el
blanco, amarillo, rojos, morados, café, verdes, azules y morados. El maiz azul
generalmente es cultivado en América Latina, principalmente en Peru y los
peruanos tienen una bebida tipica hecha con el maiz morado o azul (Castellanos
et al, 1997). Los mexicanos llaman "maiz azul" a una especie que se da al Norte
del pais y en Estados Unidos por la parte de Nuevo México. Tiene granos
salteados de colores, algunos de ellos azules. Se dice asi en contraste con el

maiz amarillo, el normal (Castellanos et al, 1997).

El color azul, morado, y rojo presentes en el maiz debido a la presencia de
antocianinas. El maiz con antocianinas es utilizado como colorante para los
jarabes, galletas y otros alimentos en Japon (Aoki y otros, sf). Y segun Fossen
Torgils (2001), las antocianinas mas comunes presentes en el maiz son

Cianidina 3 glucdsido y Delfinidina (Cuadro 4).

Figura 9. Maiz azul
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6. JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

Hibiscus sabdariffa L. es una planta tipica de los trépicos principalmente se
puede encontrar en regiones con manglares (Melecchi y otros, 2002). De la

familia de las Malvaceae, el Hibisco aporta entre 250 y 300 especies (Figura 10)

Su flor es utilizada como planta medicinal en Asia, Africa y otros lugares.
También es comunmente usada para jaleas, mermeladas y remedios. Su
brillante color rojo y su sabor unico, es caracteristico en algunos productos
alimenticios. Se convirtieron en remedios naturales para bajar de peso, calmar la
tos o prevenir la caida del cabello. Pero recientemente, se ha detectado que
estas contienen excelentes reservas de flavonoides y antociandsidos (Rojas,
1999 y Rojas, 2000).

El Hibiscus ayuda a reducir las grasas y el colesterol, porque estimula la funcién
hepatorrenal. Asi, hoy, todos los especialistas en el mundo recomiendan sumar
la infusién de Hibisco a la dieta para defender al organismo de los dafios de los
radicales libres y también al corazén de la hipertensiéon. Pero no todos los
compuestos fenolicos presentes en este género son iguales. Hasta ahora, el
mas reconocido es el Hibiscus sabdariffa, especie muy usada en forma de
fitomedicamentos y en el que se ha definido la accion antioxidante e hipotensora
(Rojas, 1999 y Rojas, 2000).

Una de las ventajas de esta especie es la alta reproductividad, ademas de que

su extraccion es un proceso simple y de bajo costo (Melecchi el al, 2002)

El color rojo de su flor esta dado por pigmentos conocidos como antocianinas,
que son las responsables de la coloracion de varios alimentos (Tsai & Ou, 1996)
(Tsaia et al, 2002).
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En la jamaica las antocianinas que se encuentran en mayor cantidad segun
Chau-Jong Wang, 2000, son la Cianidina 3 glucésido y la Delfinidina 3 glucésido,
pero otros investigadores han descubierto la presencia de Cianidina 3-o-

soforosido como lo hizo Hideo Yamasaki, 1996 (Cuadro 4)

Figura 10. Flor de jamaica

Cuadro 4. Compuestos fendlicos mas comunes presentes en las muestras a

analizar
Fuente Natural Compuestos fendlicos Referencias
Cianidina 3 glucésido Chau-Jong Wang, 2000
Jamaica Delfinidina 3 glucdsido Hideo Yamasaki, 1996.
(Hibiscus sabdariffa ) Cianidina 3-o-soforosido
malvidina 3-5 di glucésido Takeoka, 1997

Frijol Negro
, delfinidina 3-glucdsido
(Phaseolus vulgaris)

Maiz Azul Cianidina 3 glucésido Torgils, 2001
(Zea Mays) Delfinidina

FUENTE: ITESM, 2003
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7. CROMATOGRAFIA DE MICROEXTRACCION CON COLUMNA
DE FASE REVERSA

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de un liquido y
disolvente de las moléculas basado en su peso molecular, la polaridad

(hidrofébica contra hidrofilico). Y la carga o la elasticidad (Alamo, et al, 2000).

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su
polaridad. Hay una fase estacionaria en la matriz la cual es apolar. Las fases

moviles son las polares, asi las sustancias mas polares eluyen primero.

Las moléculas se retienen en la columna en virtud de las interacciones
hidrofébicas que establecen con la silica modificada. Aunque, las interacciones
hidrofobicas son en general bastante débiles, son también a menudo muy
numerosas y para eluir las moléculas es casi siempre necesario disminuir la
polaridad del disolvente; para ello se puede sustituir el agua de la fase mévil con

un solvente organico cuya concentracion se va aumentando gradualmente.

En la separacion de compuestos fendlicos mediante fase reversa la resina mas
comunmente empleada posee una cadena lineal de 18 carbonos y se denomina
como C18 (Anexo 2).

Los cartuchos Sep Pak ®, son disefados y hechos especialmente para la
extraccion o fraccionamiento de la muestra. Debe ser reproductivo en actividad y
capacidad, con distribuciones de tamafio 6ptimas del poro y de particula del area
superficial (Alamo, et al, 2002)

La superficie de la columna debe de cumplir tres actividades ante el solvente
disponible. Primero, cada porcion se prueba bajo especificaciones rigidas para la

actividad, segundo, la retencion y tercera, la selectividad cromatograficas.
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ll. MATERIALES Y METODOS

El proyecto se desarrolla en el Centro de Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico
de Estudios Superiores de Monterrey.

Para la extraccion de compuestos fendlicos del frijol negro (Phaseolus vulgaris),
se utilizaron las testas de los granos donados por el Centro INIFAP (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias). El extracto
fendlico del maiz (Zea mays L.) se obtuvo del maiz molido, proveniente de lineas
experimentales de la Escuela de Zootecnia del ITESM (Monterrey, México). Los
compuestos extraidos de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) se extrajeron de la
flor de la planta, de la localidad (Monterrey, N.L., México). Los reactivos y
solventes utilizados en los protocolos se obtuvieron de Fermont-Productos
Quimicos Monterrey S.A. de C.V. (Monterrey, N.L., México), Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, MO., EUA.), Fisher Scientific Int (Winnipeg, MB., Canada) y Merck
Co. (Darmstadt, Alemania). Los cartuchos cromatograficos de fase reversa (Sep
Paks) C-18, 5g absorbente, se obtuvieron de Waters Co. (Milford, MA., EUA).

Los solventes organicos utilizados (metanol, acetona, agua y etanol), fueron
preparados en el laboratorio antes de usar. Los reactivos y solventes se
obtuvieron de Fermont-Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V. (Monterrey,
N.L., México), Desarrollo de especialidades quimicas, S.A. de C.V. (Nogalar,

San Nicolas de los Garza, N.L. México).

Para cada muestra se trabajé con tres tratamientos y cada una con tres

repeticiones, por triplicado denominados R4, Ry R3



34

1. CARACTERISTICAS FiSICAS DE DOCE VARIEDADES DE
FRIJOL NEGRO (Phaseolus vulgaris L.)

Se seleccionaron 12 variedades mexicanas de frijol negro, las cuales, fueron
donadas en enero del 2002, por el Dr. Jorge Acosta Gallegos,CIR, CENTRO
INIFAP, Campo Experimental Valle de México, Chapingo, México (Cuadro 5).

Para la caracterizacion fisica de cada variedad fueron identificadas con un
numero especifico. Se contabilizaron 100 frijoles de cada variedad. Se pesaron,
se les midié el color, con un Colorimetro Minolta CR-300 (Minolta Co.,Ltd.,
Osaka, Japon), se les calculé el valor de “E” (grado de color para cada especie).
Se dejaron remojando 12 horas en 30 ml de agua destilada. Después del tiempo
de remojo se les quitd la testa, se separd de los cotiledones y se pesaron por
aparte (los cotiledones de las testas). Esto se hizo para cada variedad, si se
dificultaba la extraccién de la testa se le agregaba mas agua a esa variedad. Se
dejaron en la estufa por 12 horas (35°C) para luego determinarles por separado,

el porcentaje de humedad a las testas y a los cotiledones.

El objetivo de esta fase era determinar si existian diferencias entre las
concentraciones de isoflavonas entre las variedades recibidas por INIFAP y
seleccionar aquella que tuviera mayor contenido de isoflavonas para su uso en

el estudio de fraccionamiento.

Se considero necesario conocer el contenido de fendlicos totales de cada
variedad, ya que ademas de isoflavonas es posible que existan otros
compuestos que pueden ejercer alguna actividad biolégica importante. Por lo
tanto se llevo a cabo la prueba Folin a los extractos crudos (80% metanol) de las

12 variedades de frijol.
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Cuadro 5. Variedades de frijol negro analizadas

Numero de Variedades de

la variedad Phaseolus vulgaris L.
Mx 332
NG Cotaxtla
NG 8025
NG Sn. Luis
NG Altiplano
NG 150
NG Sahuatoba
NG Tacana
NG Vizcaya
NG Otomi
NG Perla
NG Inifap

©O| 0O N| O O & W N -~
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o

—
—
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N

FUENTE: ITESM, 2003

2. EVALUACION DE DIFERENTES SOLVENTES PARA LA
EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Se pesaron testas de frijol negro (5 g) y se les realizd la separacion con un
homogenizador Ultra-Turrax T25 Basic IKA-Werke (San Nicolas, N.L, México) a
16000 rpm por 5 minutos con cada uno de los solventes de prueba (metanol
80%, acetona 70%, etanol 96% y agua 100%).

Se centrifugd para separar los compuestos, se tom6é una muestra del

sobrenadante para realizarle cuantificacién de fendlicos totales. Al precipitado se
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le realizd otro lavado con cada solvente organico. Se dejé reposar todo un dia a
4 grados Celsius.

Al final, todos los lavados se juntaron y se evaporaron en el rotavapor (Buchi,
Suiza). Se realizé la cuantificacion de fendlicos totales, se agregé 500ul de

reactivo Folin y 50 pl de la muestra analizar, antes y después de evaporar.

Preparaciéon de muestras para el analisis en HPLC, Cromatografia Liquida De
Alto Rendimiento. Se utiliza en general una fase de reversa ODS C-18
(OctaDodecilsilano). La idea de esta fase es determinar los tipos y la cantidad de
isoflavonas y flavonoides presentes en las muestras de extraccion con cada

solvente.

Se tomdé 10ml de muestra concentrada o 50ml de muestra diluida (10ml de
muestra y 40 de agua); y se les ajusto el pH a 3.5. Se pasé la muestra por la
columna. Posteriormente se lavé con agua pH 3.5. Se eluyé con 2ml de Metanol

30% (F1), y se volvio a agregar 2ml de metanol 100% (F2) (Cisneros, M., 2003).

3. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
FRACCIONAMIENTO

La bioseparacion de los compuestos fendlicos de los diferentes alimentos se

realizé con modificaciones al protocolo descrito por Oszmianski et al, 1998.

3.1 EXTRACCION CON SOLUCION DE ACETONA:AGUA (70 :30)

El propdsito de esta extraccion, fue la separacion de los componentes que
posee el frijol, la jamaica y el maiz azul, como los azucares, proteina, lipidos,

carotenoides, compuestos fendlicos, entre otros.
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Las testas de frijol (10g) se colocaron en 150ml de solucién acetona: agua
70:30, en el caso de la jamaica y el maiz se utilizdé una solucion de acetona:agua
de 80:20. Se homogenizaron (10min). Se le agregd 50ml adicionales de
solucion, para desprender las cascaras de los bordes. Fue centrifugado por 10
minutos a 3500rpm y se obtuvieron dos capas donde se separ6 la parte sélida
de la liquida. En total se realizaron cuatro lavados con la solucion acetona: agua,

cada 12 horas.

Al terminar con los lavados, la muestra se filtré al vacio, para separar los
pequefios residuos solidos. En el rotavapor-R, (Buchi, Suiza), el cual se
encuentra unido a un extremo con un bano agua fria (modelo 1140 VWR,
Scientific Company) y al otro con un bafio de agua caliente (Boekel Grant) y todo
conectado a una bomba de vacio, (modelo GP110, Savanr, Gel Pump). (Anexo

13) Este elimina la acetona por evaporacion y a la vez se concentra la muestra.

3.2 EXTRACCION CON ETER ETILICO

El objetivo de esta fase fue la extraccion de los lipidos, carbohidratos, carotenos
y las proteinas que quedaron en la extraccién anterior. En esta etapa se debi6

trabajar dentro del extractor de aire, dadas las caracteristicas del reactivo.

Se realizaron en total dos extracciones con éter. La primera, se realizd a partir
de la fase acuosa (50ml) con éter etilico (50ml) (1: 1). Se agité (10min) y se
centrifugaron para separar la fase acuosa de la etérea. Se extrajo la fase etérea
(sobrenadante). La segunda extraccion consistio del precipitado de la extraccion

anterior mas 50ml de éter.

3.3 FRACCIONAMIENTO A pH 3.5

Con forme se fue realizando el fraccionamiento a cada fraccién obtenida se les

iba denominando con una letra del abecedario. A la muestra sin éter se le llamé
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fraccion A, la cual se afor6 a 50ml, de éstos, se tomaron 20ml para el
fraccionamiento del frijol, para la jamaica 15ml fueron suficientes, y para el
fraccionamiento del maiz, fueron necesarios 50 ml de extracto. Se les ajusto el

pH a 3.5 con HCI o0 NaOH, segun se requieran.

Para el preacondicionamiento del Sep Pak, se utilizé metanol (20ml) y agua
(20ml). Se cargo la columna con la muestra. El liquido que pasé se le denominé
B. Posteriormente fue lavado el Sep Pak con agua bidestilada (20ml) es la
solucién C, y luego con HCI 0,01M (20ml), es D. Los compuestos de interés
quedaron atrapados en el SepPak. Se le agrego6 acetato de etilo (30ml) solucién

E, seguido de metanol (30ml) es F (Anexo 5).

Para la segunda parte del fraccionamiento se necesitdé un nuevo Sep Pak, esta
fase es de reconfirmacion de la efectividad del fraccionamiento, donde los
compuestos fendlicos ya estan en las fracciones anteriores. Se ajusto el pH a

2.5, tanto de la fraccion B como a G, (C+ D).

Se paso la solucion B, el liquido que pasa se le llamdé H. Se lava con metanol
(30ml), el liquido es I. Se volvié a preacondicionar el Sep Pak, con metanol
(20ml), posteriormente con 20ml de HCI 0.01M. Se alimenté el Sep Pak con G,
el liquido que pasa es J. Y se lavé el Sep Pak con metanol (30ml), el liquido es
K (Anexo 4).

3.4 EVAPORACION Y CONCENTRACION EN METANOL

Se evaporaron en el rotavapor las fracciones E, F, | y K a sequedad y se
resuspendieron en 20ml de metanol 100%, las muestras de frijol y en 15ml de

metanol la jamaica y el maiz.
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A estas fracciones resuspendidas en metanol se les hizé las pruebas de
cuantificacion de compuestos fendlicos para comprobar la efectividad del

fraccionamiento.

4. DETERMINACION DE FENOLICOS TOTALES

La concentracion de fendlicos totales solubles presentes en las diferentes
fracciones, se determiné con base en el método de Folin-Ciocalteau descrito por

Aberson y Simon, 2001.

El método consiste en adicionar a la muestra (50 ul) 500ul del reactivo de Folin-
Ciocalteau, posteriormente se dejoé reaccionar. Una vez terminada la reaccion,
las muestras se dejaron reposar (20 min) a temperatura ambiente y se realizaron
las lecturas espectrofotométricas a 750 nm en un espectrofotometro Beckman
modelo DU® 650 (Fullerton, CA., EUA.) (Anexo 13).

Al obtener la absorbancia se calcul6 la concentracion (ppm) de los compuestos
fendlicos totales presentes en cada una de las fracciones. La concentracién de

fendlicos totales (mg/l) se expresé en equivalentes de acido galico (Anexo 8).

Se compararon los resultados entre tratamientos denominados R1, R2 y R3.

5. DETERMINACION DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS
TOTALES

El método pH diferencial descrito por Wrolstad (2000) se basa en la reaccién de
la muestra (100ul) en buffer de cloruro de potasio pH 1,0 y en buffer de acetato
de sodio pH 4,5; con un tiempo de equilibrio de reaccion de 15 min. a

temperatura ambiente (Anexo 10). Posteriormente se hicieron una serie de
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barridos espectrales en un espectrofotometro con el fin de obtener la
absorbancia maxima en el rango visible (400-800 nm). La amax promedio utilizada
para la cuantificacién fue de 515 a 520 nm. Asi mismo se midi6 la absorbancia a
700 nm para la correccion por turbidez de ambas muestras. El contenido de
antocianinas se calculd utilizando el coeficiente de extincion molar y el peso
molecular de la antocianina presente en la muestra con mayor proporcion
(Anexo 9).

Las longitudes de onda a las cuales estan presentes las antocianinas, varian
para las diferentes muestras ya que cada alimento contiene tipos diferentes de
antocianinas. Aunque todas las antocianinas se encuentran dentro de un mismo

rango entre 515 a 520nm.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. SELECCION DE LAS VARIEDADES DE FRIJOL NEGRO A
ANALIZAR

Se selecciono frijol por ser la leguminosa de mayor consumo en México y por ser
una fuente con potencial nutracéutico, ricos en proteinas, carbohidratos, hierro y
otros nutrientes. Se utilizaron las testas del frijol negro pues en la literatura se
reporta que la mayor cantidad de compuestos fendlicos se encuentra en las

cascaras, donde ellos mismos le brindan color al grano (Gémez, et al, 2000).

Las doce variedades de frijol negro, presentaron cantidades superiores de
compuestos en las testas, a lo encontrado en los cotiledones molidos, donde el

total de fendlicos fue 3.2+0,15 pmoles/g en equivalentes a catequina.

Comparando el contenido de fendlicos totales de las 12 variedades de frijol
negro analizadas por el método de Folin acido, la variedad Mx 332 fue la que
obtuvo mayor concentracion. Aunque la variedad Sahuatoba y Otomi, también
presentaron valores elevados en cuanto al contenido de fendlicos totales, pero la
variedad Mx 332 fue la que presentd la mayor cantidad de antocianinas por eso
fue la seleccionada para posteriores analisis (Figura 11). En la prueba de pH
diferencial, la variedad Perla obtuvo muy bajas concentraciones de antocianinas,
pero en la cuantificacién de isoflavonas en las variedades analizadas, el frijol

Perla fue el que presenté mayor contenido, por lo cual también fue seleccionada.

A partir de esta fase se denomino al frijol negro Mx 332 como frijol 1 y a la

variedad Perla como frijol 2.



42

80
70

50 H | — - - -
40 H [ A N I
30 -

@ Frijol negro

20 -
10 -

0\\\\\\\\\\\
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

VARIEDADES

mg/l de antocininas

Figura 11. Contenido de antocianinas en cada una de las doce variedades de frijol
negro analizadas (1-Mx332, 2-Cotaxtla,3-8025,4-San Luis, 5-Altiplano,6-150,7-
Sahuatoba, 8-Tacana, 9-Viscaya, 10-Otomi, 11-Perla y 12-Inifap)

FUENTE: CB, ITESM, 2003

2. EVALUACION DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS CON DIFERENTES SOLVENTES

La idea principal de esta etapa fue probar cual era el mejor solvente para la
extraccion de los compuestos fendlicos de interés (antocianinas, isoflavonas vy
flavonoides), tomando en cuenta que los solventes polares extraen compuestos
polares y los solventes no polares extraen compuestos no polares, con sus

pocas excepciones (Mata, 2003).

En el anexo 4 se puede observar como desde los primeros lavados se obtuvo

una buena efectividad con cada uno de los solventes.

Después de los analisis de la técnica de Folin, se comprobo que el solvente que

mejor extrajo compuestos fendlicos fue la acetona (Figura 12.)
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La acetona fue el solvente no polar que permitid la separaciéon de varios
compuestos no polares como lo son las proteinas, lipidos, fibras, carbohidratos,

entre otros. Separando asi, los compuestos polares de los no polares.

Por el contrario el etanol (96%) fue solvente mas deficiente en la extraccion,
segun los resultados de la cuantificacion de fendlicos totales se puede suponer
que es debido a que el etanol es un liquido muy polar que impidi6 la extraccién
de varios compuestos no polares. De la misma manera se comporta el metanol y

el agua al ser compuestos polares.

Durante los primeros lavados se consideraba al agua como el mejor solvente
para la extraccion de compuestos fendlicos, pero al final de la extraccion, no fue

el mas efectivo (Anexo 3).

600
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200 -+ —

100 +— —

mg/l de fenélicos totales

0 T T T
Metanol Etanol Acetona Agua

Solventes

Figura 12. Contenido de fendlicos totales, de las muestras extraidas a partir de los

diferentes solventes (metanol 80%, etanol 96%, acetona 70% y agua)

FUENTE: CB, ITESM, 2003
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A partir de estos resultados, se utilizé la acetona en el método de
fraccionamiento para la extraccion de los compuestos fendlicos de los alimentos

a analizar en este proyecto.

3. FRACCIONAMIENTO

3.1Cuantificacion de fendlicos totales

En esta etapa fue muy importante considerar las propiedades acidas (pH 3,5) de
la muestra y la polaridad de los compuestos y solventes utilizados en el método

de bioseparacion de los compuestos fendlicos.

El extracto crudo, es el resultado de la extraccidon con acetona. En esta fraccion
se encuentran todos los compuestos de los alimentos analizados, la acetona
como solvente utilizado para la extraccién, permite la separacién de los

compuestos polares y no polares.

Al realizar la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, a esta fraccion, los
resultados fueron muy elevados, pues se encuentran todos los compuestos
fendlicos mezclados, pero conforme se va realizando el fraccionamiento, en las
siguientes fracciones hay separacion de ellos, las concentraciones de fendlicos
van disminuyendo (Figura 13). En los resultados se observé como en las ultimas

fracciones (I y la K), la cantidad de compuestos fendlicos es insignificante.

El resultado del fraccionamiento con éter etilico fue la extraccion de los lipidos,
proteinas, carbohidratos y carotenoides, que son insolubles al éter, y los cuales
fueron separados en la extraccién anterior. Es la fraccion A donde los
compuestos fendlicos aun estan todos juntos. Sus concentraciones deben ser
muy parecidas a las concentraciones del extracto crudo. Pero en algunos casos

se obtuvieron grandes diferencias entre ellos, causadas por pérdidas en la
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segunda extraccién; se cree que a la hora de extraer los lipidos, carbohidratos,
proteinas y otros; se perdieron algunos compuestos de interés (antocianinas,

isoflavonas y flavonoides) con ellos (Figura 13).

Las primeras fracciones del fraccionamiento (B, C y D), son considerados
“lavados” después del paso de la muestra por la columna. En ellas no debe de
haber compuestos fenodlicos y si asi fuera el fraccionamiento no seria lo

adecuado desde el inicio.

En la fraccion con acetato de etilo, E, se separaron y extrajeron los flavonoides e
isoflavonas del resto de los compuestos fendlicos. Es en esta fraccion en la que
se inicia la separacion de los fendlicos totales. Al estar la muestra con los
compuestos fendlicos totales a un pH de 3,5 (acida), los hace solubles a bases
como el acetato de etilo y al éter, en la extraccién anterior (Marcano y
Hosegawa, 1991). En A, la concentracion de fendlicos totales disminuye con
respecto a las fracciones anteriores, pues en esta fraccion, ya estan separados
dos tipos de compuestos y ya no estan presentes todos en la misma fraccién
(Figura 13).

Debido a su polaridad los compuestos fenodlicos permiten su separacion por
solubilidad a solventes polares, como sucede con el metanol en la fraccion F. El
metanol permite la extraccion especificamente de las antocianinas, pigmentos
responsables del color azul del maiz, el rojo de las flores de jamaica y el negro
de las testas del frijol. EI metanol permite la diferenciacion de otros pigmentos
liposolubles igualmente coloreados como los carotenos. En esta fraccion (F) en
que la concentracion de fendlicos totales es mas alta que el contenido de
fendlicos, presentes en la fraccion E, lo que quiere decir que en los alimentos

analizados hay mas antocianinas que flavonoides e isoflavonas.

En las fracciones acuosas H y J nunca se encontraron compuestos fendlicos ya

que estas fracciones son “lavados de reconfirmacién”, donde se espera que los
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compuestos fendlicos ya se encuentren en las fracciones anteriores y no en
éstas; por lo que no se les hizo la cuantificacion de antocianinas (Anexo 7).

Por su parte en las fracciones | y K, diluidas en metanol, se pretendia rescatar
las antocianinas u otros compuestos como los acidos fendlicos (pH 2,5); que
quedaron eliminados en las fracciones anteriores. En estas dos ultimas
fracciones, las concentraciones de fendlicos totales fueron muy bajas,

demostrando la efectividad de la técnica (Figura 13).

La jamaica fue la muestra de las analizadas, que tiene mayor concentracién de
fendlicos totales (Figura 13), por su gran cantidad de antocianinas (Figura 16). El
maiz azul, fue la muestra con concentraciones mas bajas de fendlicos totales.
Las dos variedades de frijol negro, se mantuvieron semejantes en todas las
fracciones, pero mas adelante se veran las diferencias en cuanto el tipo de

fendlicos, presentes en cada variedad.
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Figura 13. Concentraciones de compuestos fendlicos, equivalentes acido galico, de las

fracciones.

CRUDO- extraccion con acetona, fraccion A-extraccion con éter, fraccion E- extraccion
con acetato de etilo, Fraccion F-extraccion con metanol, fraccion | y fraccién K, lavados
con metanol.

FUENTE: CB, ITESM, 2003
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Los tipos y las concentraciones de los polifenoles presentes en un mismo
alimento dependen principalmente de la variedad, de las condiciones climaticas,
de la maduracion del alimento y de las técnicas empleadas para su extraccion
(Alamo, et al, 2000). Estas son algunas de las causas que explican la diferencia
en cuanto al contenido de fendlicos entre las dos variedades de frijol negro

seleccionadas para ser analizadas.

En las Figuras 14 y 15 se pueden observar, las diferencias en las
concentraciones de compuestos fendlicos y antocianinas en las dos variedades

de frijol negro.

El frijol 1 (Mx 332) contiene mayor cantidad de antocianinas, en comparacién con el
frijol 2 (Perla). Es grande la diferencia en cuanto al contenido de antocianinas entre
ambas variedades (Figura 15), pero no existe mucha diferencia en el contenido de
fendlicos totales, lo cual demuestra que el frijol 2 contiene gran cantidad de

flavonoides e isoflavonas (Figura 14).
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Figura 14. Comparacioén entre las concentraciones de fendlicos totales en las dos
variedades de frijol negro; mg/l expresados en acido Galico.
(CRUDO- extraccién con acetona, fraccién A-extraccion con éter, fraccion E- extracciéon

con acetato de etilo, Fraccion F-extraccion con metanol, fraccion | y fraccion K, lavados
con metanol.
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FUENTE: CB, ITESM, 2003
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Figura 15. Comparacion entre las concentraciones de antocianinas monomeéricas de las

dos variedades de frijol negro.

(CRUDO- extraccion con acetona, fraccion A-extraccion con éter, fraccion E-extracciéon
con acetato de etilo, Fraccion F-extraccion con metanol, fraccion | y fraccién K, lavados
con metanol.

FUENTE: CB, ITESM, 2003

3.2 Cuantificacion de antocianinas totales

En la cuantificacibn de antocianinas por la técnica de pH diferencial, se
analizaron solo las fracciones crudo, A (extraccién con éter) y F (extraccion con
metanol); ya que fueron las fracciones en las que se asegura el contenido de las
antocianinas. Crudo y A, porque en ellas se encuentran todos los compuestos
fendlicos juntos, y en F, pues es la fraccion en que se espera extraerlas.
Mientras que en la fraccidn E (extraccidn con acetato de etilo) no se presentaron

este tipo de fendlicos en su lugar estan las isoflavonas y flavonoides.

Los resultados de esta técnica no fueron los esperados, se esperaba que al igual
que en las concentraciones de fendlicos totales, las fracciones cruda y A,
debieron de ser las que contienen mayores concentraciones de antocianinas, y

con valores parecidos entre ellos, pero en este caso no fue asi.
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Se puedo observar en la jamaica un bajo contenido de antocianinas en la
primera fraccion y la siguiente fraccion aumenta (Figura 16) cuando se esperaria
lo contrario en la primera mayor concentracion que en las siguientes. En las tres
fracciones debidé de haber la misma cantidad de antocianinas, hubo pérdidas

conforme se fue realizando el fraccionamiento, pero no antes.

Otra causa de esta diferencia en las concentraciones podria ser que no todas las
fracciones se encontraban en la misma base masica, es decir, no todas las
fracciones tienen el mismo contenido masico inicial, de testas, de maiz o de
jamaica. Lo que explicaria la diferencia entre el contenido de antocianinas en las

tres muestras (Anexo 12).

La concentracion de antocianinas totales obtenida para este tipo de fendlico

debe encontrarse preferiblemente dentro del rango de absorbancia 0.4-0.8.
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Figura 16. Comparacion entre las concentraciones de antocianinas totales, presentes
en las tres fracciones analizadas
(CRUDO- extraccion con acetona, fraccion A- extraccién con éter y F-extraccion con

metanol)
FUENTE: CB, ITESM, 2003
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El maiz azul, por su color, se esperaba que tuviera gran cantidad de
antocianinas, como lo informa la literatura (Ruiz, 1997). Se comprobd que el
maiz azul es un alimento rico en antocianinas, pero sin isoflavonas, segun

analisis previos en HPLC.

La jamaica es el alimento con mayor contenido de antocianinas en las tres
fracciones. El frijol 1, también es rico en estos pigmentos, en comparacion con la
variedad Perla, quien es deficiente en cuanto a contenido de antocianinas, pero

las pocas que tiene son las que le dan el color negro al frijol.

En la técnica de cuantificacion de antocianinas se utilizaron buffers con
diferentes pH, donde se observaron mayor cantidad de antocianinas a un pH de
1,0 (Figura 17); debido a que las antocianinas presentan transformaciones
estructurales reversibles. A pH 1,0 predomina su forma “oxonium” coloreada y a

pH 4,5 la forma “hemicetal” incolora.

Conforme aumenta el pH se pierde un proton, se gana una molécula de agua y
se forma una pseudobase carbiol (las cuales son incoloras, por lo que existe una

degradacion de color conforme aumenta el pH) (Diaz Villegas, 1986)
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Figura 17. Valores de la presencia de antocianinas coloreadas a diferentes pH. Abs

518nm. Ejemplo tomado de los resultados de pH diferencial de la Jamaica.
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A partir de las concentraciones de compuestos fendlicos y de antocianinas, en
cada una de las muestras se pudo determinar la masa de compuestos fendlicos,
en cada fracciéon de las diferentes muestras analizadas. En los cuadros 6 y 7 se
pueden observar las diferencias entre la cantidad en mg, en cada una de las

fracciones de compuestos fendlicos totales y antocianinas respectivamente.

Es importante considerar que la cantidad de masa por muestra utilizada
inicialmente, no es la misma cantidad que entra en la columna a la hora del
fraccionamiento. El peso de las testas utilizadas fue de 10g, donde en la fraccion
con mayor contenido de compuestos fendlicos (mg/g) fue el frijol 2, con una
aproximacion de 4,6mg/g, en la fraccion mas concentrada. Para 100g de maiz
molido utilizados al inicio se obtuvo en la fracciébn cruda una cantidad de
0,1952mg/g de fendlicos totales y en la jamaica el contenido de fendlicos en

30gramos iniciales fue de 7,06mg/g.

Cuadro 6. Contenido en mg de los fendlicos totales en cada fraccién del frijol, maiz y la

jamaica.
Muestra | CRUDO A E F | K
(mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg)
Frijol 1 36.55 14.58 0.59 0.87 0.21 0.21
Frijol 2 46.18 13.09 0.64 8.28 0.28 0.07
Jamaica | 212.03 29.95 3.05 11.24 0.13 0.24
Maiz 19.52 5.84 0.72 2.69 0.11 0.03

FUENTE: CB, ITESM, 2003
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Se debe considerar para la tabla siguiente que el volumen en la fraccidn cruda
es el doble al de las otras fracciones, por lo tanto los resultados de la fraccién
cruda son el doble de la fraccién A (Cuadro 7).

Cuadro 7. Contenido de antocianinas monoméricas en cada una de las fracciones (mg)

de las muestras analizadas

Muestra CRUDO A F
FRIJOL 1 3,37 1,68 0,94
FRIJOL 2 1,78 0,55 0,36
JAMAICA 10,33 6,16 3,32
MAIZ 6,73 3,29 2,27

FUENTE: CB, ITESM, 2003

Durante este proyecto se realizaron varios fraccionamientos y se observé que
los primeros resultados del fraccionamiento del frijol fueron muy bajos debido al
exceso de agua y al tiempo de remojo, para el desprendimiento de las testas.
Por lo que los experimentos posteriores se hicieron disminuyendo la cantidad de

agua de remojo (Anexo 11).

Por lo tanto, en cuanto mas agua se utilizé en relacién a la masa de frijol, mayor

sera el efecto de lixiviacion, pérdida del contenido.

Lo anterior comprueba que la cantidad de agua empleada en el remojo del frijol
tiene efecto sobre la cantidad de compuestos fendlicos, que se pueden

encontrar después de dicho proceso
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V. CONCLUSIONES

1. De los solventes utilizados la acetona fue el mas adecuado para la

extraccién de compuestos fendlicos.

1. La técnica de fraccionamiento por solubilidad es un método simple y

rapido utilizado para la bioseparacion de los compuestos fendlicos.

2. Las antocianinas son pigmentos que dan color a las frutas, flores y
algunas verduras, como el azul a los granos del maiz azul y el negro a las
testas del frijol. Se demostré con este proyecto que la flor de jamaica
contiene gran cantidad de antocianinas, que le permiten obtener la

coloracion roja que ella presenta.

3. Existen diferencias en el contenido de compuestos fendlicos, entre
variedades, de un mismo alimento. Ese es el caso de las dos variedades
de frijol negro analizadas, el frijol 1 contiene una cantidad de cierto tipo de

compuestos fendlicos mayor, que la que contiene el frijol 2.
4. En el agua de remojo se pierden compuestos fendlicos. En cuanto mas
agua se utilice en relacién a la masa de frijol, mayor sera el efecto de

lixiviacion.

5. La jamaica es la muestra de las analizadas con mayor cantidad de

compuestos fendlicos, principalmente de antocianinas monomeéricas.

6. Lajamaica y al maiz azul no contienen isoflavonas.

7. El frijol 1 (Mx 332), contiene mayor concentracién de antocianinas que el
frijol 2 (Perla).
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El frijol 2 (Perla) presenté gran cantidad de isoflavonas en comparacién

con las otras doce variedades analizadas.

El pH influye en la cuantificacion de antocianinas ya que en la lectura

espectrofotométrica altera la estructura y coloracién de estos compuestos.
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VI. RECOMENDACIONES

1. En la técnica del fraccionamiento es recomendable analizar con la prueba
de Folin (cuantificacién de compuestos fendlicos totales) las muestras B,
C y D; como una reconfirmacién de que no hay fendlicos totales en esas

fracciones, pues se supone que quedaron atrapados en la columna.

2. Realizar biosintesis in vitro de compuestos fendlicos sencillos,
comenzando a través de un precursor comun, el acido Shikimico (Trease
y Evans 1989)

3. Recomendar la inclusion de compuestos fendlicos en la dieta, para la
proteccion de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) de la oxidacién, y

por lo tanto de la iniciacion del proceso de arteriosclerosis.

4. Realizar bioensayos en células cancerigenas para comprobar la actividad

antioxidante de los compuestos fendlicos.

5. Hacer el mismo estudio y analisis en productos de mayor consumo a nivel
mundial. Por ejemplo, en las variedades de frijol mas consumidas en

Costa Rica.

6. Determinar si en el proceso de coccion de estos alimentos, las

concentraciones de fenodlicos totales se ven alteradas.

7. Determinar mediante la técnica de HPLC, el tipo y la cantidad de

compuestos fendlicos mas comunes en las muestras.

8. Desarrollar un producto farmacéutico utilizando como base a los

compuestos fendlicos extraidos.
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Anexo 1.

Cuadro 1. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

COMPUESTOS TIPOS
FENOLICOS
1. Compuestos Fendlicos CeCq, CgCy, CeCs
Simples
2. Flavonoides Chalconas y flavonas
Flavonoles y flavonas
Antocianinas
Flavononas y
flavononoles
Flavonoles
3. Chalconas y flavonas Flavonoles y flavonas
Antocianinas
Flavononas y
flavononoles
Flavonoles
4. l|soflavonoides isoflavonas
Isoflavononas
Rotenoides
Isoflavanos e
isoflavenos
5. Quinonas Benzoquinonas
Naftoquinonas
Antraquinona
Bis- antraquinona
6. o-Pironas cumarinas
Isocumarinas
Aflatoxinas
7. v-Pironas cromanos y cromonas
Canabinoides
8. Xantonas
9. Lignoides
10.Dépsidos
11.Otros policétidos
aromaticos

**Rodriguez, A., Marion, R., 2003.
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Anexo 2.

Figura 2. Forma de cémo utilizar el Sep Pak, en la técnica del fraccionamiento
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Anexo 3.

.

Figura 3. Primeros lavados de la extraccion de compuestos con diferentes solventes

Figura 4. Segundo lavado en la extraccién de compuestos con diferentes solventes
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Anexo 4.

Figura 5. Resultado final de la extraccién de compuestos fendlicos, después de los

cuatro lavados con diferentes solventes



Anexo 5
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Cuadro 2. Secuencia de los reactivos utilizados en el Sep Pak, en la técnica del

fraccionamiento

REACTIVO FRACCION uso
Acetona Crudo Separaciéon de componentes de la
muestra
Eter A Extraccion de los compuestos no
polares
Muestra (sin éter) B Retencion de los compuestos fendlicos
en la columna
Agua pH 3.5 C Primer lavado
HCI 0.01M D Segundo lavado
Acetato de etilo E Eluyente de flavonoides
Metanol F Recuperacion de antocianinas (resto de
compuestos fendlicos)
C+D G Union de los lavados para iniciar una
reconfirmacion
B H Primera reconfirmacién
Metanol I Extraccion de posibles fendlicos,
retenidos en el primer lavado
G J Segunda reconfirmacion
Metanol K Extraccion de posibles fendlicos,

retenidos en el segundo lavado

FUENTE: CB,ITESM, 2003
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Anexo 6.

Esquema del fraccionamiento, para la obtencion de los compuestos fendlicos

EXTRACTO DE FIJOL

PREACONDICIONAMIENTO FRACCION A
Metanol Agua pH 3.5 Agua pH 3.5 HCI
0.01M
’
% \ ' %
o} 7 7
: :
X B >
: ] ]
B C D
8 D b
Acetato de etilo Metanol
FRACCION E FRACCION F
N
@
o
»
&
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T :
N/ |
>
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Anexo 7.

Resultados de la coloracion de las diferentes fracciones

v W NS NS

Figura 6. Coloracion de las diferentes fracciones

05/08/2003

Figura 7. Coloracion obtenida del fraccionamiento del frijol negro




Anexo 8.

Férmulas para la determinacion de fendlicos totales

Esta técnica se utiliza para la cuantificacion de los fendlicos totales en cada
fraccion, este procedimiento fue descrito por Aberson, J.; Simon, M., 2001.
Extraida del libro Methods in Enzymology, vol 335. (Ver la referencia en

bibliografia). Antes de averiguar la concentracion de cada muestra se realiz

una curva de calibraciéon con acido Galico.

La formula que se utilizé para averiguar la concentracion de fendlicos totales se

determino por la curva de calibracion.

y=321.52x+1.009 Esta formula para las muestras estan disueltas en agua.

Y para las muestras disueltas en metanol: y=334.82x-2,404

Folin-Fendlicos Totales (Ac. Galico)
160 —

= 140
§ 120 —
£ 100 /
% 60 o y = 334,82X - 2,4049
g 40 R2 = 0,9996
o 20 / ’
(&]

0 ; ; ; ;

0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000

Absorbancia 750 nm

FUENTE: CB, ITESM, 2003
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Anexo 9
CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS

Férmula 1. Se utiliz6 para calcular la absorbancia de la dilucién preparada con
el Buffer pH 1,0 (Wrolstand, R., 2000)

A= (AA vismax— A700)pH1.0— (AAvismax— A700) pH4.5

Donde:

A : Absorbancia total de antocianinas
AAvismax : Absorbancia a la Longitud de onda maxima visible. Varia para
a cada especie

A700 pH1.06 pH4.5: Es la longitud de onda de 700nm a la cual también

se lee la muestra a los diferentes pH

Formula 2. Se utilizd para calcular la concentracion de antocianinas

monoméricas de la muestra (Wrolstand, R., 2000)

Antocianinas monoméricas enmg /1= (A4 * MW * DF *1000 )/ (ex1)

Donde:
A: absorbancia total de antocianinas
MW: Peso molecular de la antocianina mas predominante en la muestra

DF: Factor de diluciéon

(Wrolstand, R., 2000)
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Anexo 10

Buffers utilizados en la técnica de pH diferencial

o Buffer de Cloruro de Potasio (0.049M, pH1.01)
KCI =3.72¢g

Volumen =1 000 ml (aforar con agua destilada y después ajustar el pH con

HCI concentrado)

e Buffer de Acetato de Sodio (0.4M, pH4.5)
Acetato de Sodio = 54.43¢g

Volumen: 1000ml (aforar con agua destilada después de ajustar el pH a 4.5,

con HCI concentrado)

o Buffer de Citrato (0.02 M, pH 3.5)
Acido citrico monohidratado = 1.924¢g
Volumen : 500ml

NaOH : 1Normal



Anexo 11.

Frijoles en remojo

Figura 8. Frijol negro de la variedad Perla, después de 1 dia de remojo
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Anexo 12.

Técnica del fraccionamiento, técnica de prueba y error

2 26/11/2003

Figura 9. Repeticiones a la técnica del fraccionamiento
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Anexo 13.

Equipo utilizado para la cuantificacion de los fendlicos totales

05/08/2003

Figura 11. Rotavapor



Anexo 14.

Contenido de fenodlicos totales en cada una de las muestras

mg de fendlicos

Contenido de fendlicos totales en el frijol 1

40
o 30
]
§ 20 O Series 1
0
* 10

0

CRUDO A E F K
fracciones

Figura 12. Contenido de fendlicos totales en el frijol 1 (Mx332)

mg de fendlicos totales

Contenido de compuestos fendlicos totales en el frijo 2

O Series1

CRDO A E F K

fracciones

Figura 13. Contenido de fendlicos totales en el frijol 2 (Perla)
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mg de fendlicos
totales

Contenido de Compuestos fenélicos totales en la

Jamaica
250
200
150
O Series 1
100
50
0
CRUDO A E F K
fracciones

Figura 14. Contenido de compuesto fendlicos totales en la Jamaica

mg de fendlicos

Compuestos fenolicos totales en Maiz

25
" 20
0
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; 10
* 5

0
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Figura 15. Contenido de fendlicos totales en el maiz
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Anexo 15.

Contenido de antocianinas en cada una de los alimentos a los que

les extrajo

Contenido de antocianinas
monoméricas en Frijol 1

3,5

2,5

2

1,5

0,5

CRUDO A F

Fracciones

Figura 16. Contenido de antocianinas en el frijol 1 (Mx 332)

Contenido de antocianinas
monoméricas en Frijol

2
1,5
1
0,5
0

CRUDO A F

Fracciones

Figura 17. Contenido de antocianinas presentes en el frijol 2 (Perla)



Contenido total de antocianinas
monomeéeéricas en Jamaica
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0

CRUDO A F
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Figura 18. Contenido de antocianinas presentes en la Jamaica

Contenido Total de antocianinas
monomericas en maiz

8

N

.
2

0

CRUDO A F

Fracciones

Figura 19. Contenido de antocianinas presentes en el maiz azul
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