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Resumen

Una dieta a base de trigo entero ha sido sugerida para reducir ciertas enfermedades
cronicas degenerativas como las cardiovasculares y el cancer de colon. Los compuestos
fendlicos del trigo, presentes en su mayoria en el salvado, contribuyen en gran medida al
beneficio de la salud en el aspecto anteriormente mencionado. En el presente trabajo se midié
la cantidad de compuestos fendlicos libres (FLI), conjugados (FCO) y totales (FT) y la actividad
antioxidante (AA) en 35 cultivares pertenecientes a la RET 2 MJ (Red de estudios del trigo zona
2, Marcos Juarez) afio 2009 de ciclos intermedios, cortos y largos. Los FLI fueron extraidos con
una solucion 80 % v/v de agua en alcohol, su contenido oscilo 1.008 + 94 ug/g y 2.092 + 54
pg/g de equivalente en acido galico en salvado (GAE) y un promedio de 1.379 + 33,4 ug/g de
GAE. Los residuos del paso anterior fueron tratados con solucién alcalina de NaOH 0,2 N y
extraidos primero con éter etilico concentrado y luego con solucion de acetato de etilo
liberandose los fendlicos conjugados cuyo contenido oscild entre 3.278 £179 pg/g y 6.697+ 14
Mg/g y un promedio de 4.448 + 46 ug/g, constituyendo el 75 % aproximadamente de los FT. El
contenido en FT en la fraccion salvado dio 5.826 + 82 ug/g GAE. La actividad antioxidante varié
de de 9,87 % a 20,68 % y un promedio general de 13,63+0,62 %. Los resultados fueron
analizados estadisticamente mediante el programa INFOSTAD de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cdérdoba estableciéndose comparaciones y
relaciones entre las variedades, los ciclos de cultivo y los grupos de calidad industrial frente a la
variable fendlicos totales.
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Introduccion

Una dieta a base de trigo entero, ademas de cumplir una funcién nutricional reconocida
mundialmente, ha demostrado reducir la incidencia de las principales enfermedades humanas
tales como la diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer (Wilcox et al. 2004). Ello
sugiere que los componentes de trigo tipo fibra son responsables de los beneficios de
proteccion hacia la salud. Esta observacion ha llevado a algunos investigadores a centrarse en
los compuestos fendlicos como los agentes causantes de dichos beneficios (Sang et al. 2006).
Los compuestos fendlicos son los principales metabolitos secundarios elaborados por las
plantas y comprenden un amplio grupo de compuestos caracterizados por un anillo aromatico
al que se unen diversos grupos sustituyentes, tales como hidroxilo, carboxilo y metoxilo y
frecuentemente otras estructuras ciclicas no aromaticas. Los compuestos fendlicos se
diferencian de los lipidos en que son mas solubles en agua y menos solubles en solventes
organicos no polares. Sin embargo, algunos compuestos fendlicos son bastantes solubles en
éter, especialmente cuando el pH es lo bastante bajo como para impedir la ionizacion de
cualesquiera de los grupos carboxilos e hidroxilo presentes. Esta propiedad ayuda mucho en la
separacion de estos compuestos entre si y de otros compuestos (Salisbury-Ross, 2000). En el
trigo se encuentran en forma libre confinado sobre todo en las células aleurdnicas o ligado a
polisacaridos tipo hemicelulosas solubles (Krygier et al. 1982). Los compuestos fendlicos en el
grano de trigo, estan representados mayormente por el acido ferulico, un derivado del acido
cinamico (Abdel-Aal et al. 2001). El acido ferulico forma enlaces cruzados con sacaridos como
arabinoxilanos y los acidos organicos de las paredes celulares y se piensa que confiere
resistencia contra los insectos (depredadores), patégenos microbianos y accion protectora de la
radiacion UV (McCallum y Walker 1990; Abdel-Aal et al. 2001).

Muchos de estos compuestos fendlicos presentan fuertes propiedades antioxidantes que
desactivan o atrapan los radicales libres donando electrones y por tanto reducen o minimizan el



dafio oxidativo a las proteinas, el ADN vy los lipidos (Salisbury-Ross, 2000). Esta reduccion en
el dafio oxidativo a las células y componentes celulares puede explicar inhibicion de
enfermedades como el cancer y enfermedades cardiovasculares, que puede ser causada o
agravada una vez que la enfermedad ha progresado por el estrés oxidativo celular (Wilcox et al.
2004).

En el presente trabajo se realiz6 la extraccion y cuantificacion de los compuestos fendlicos
del trigo en su fraccion salvado, donde se hallan en mayor proporcion (Zielinsky- Kozlowska,
2000) de una serie de 35 cultivares provistos por la RET 2 MJ. La calidad de los compuestos
mencionados, desde el punto de vista saludable, estuvo medida por la actividad antioxidante,
una de las principales propiedades de los compuestos fendlicos. La cuantificacion de los
compuestos fendlicos se hizo a través del reactivo de Folin-Ciocalteu mediante
espectrofotometria visible (Singleton, V. et al. 1999). La curva de calibrado se construy6 a partir
de una solucién de acido gélico de concentracion conocida y una serie de estdndares de la
misma sustancia a diferentes concentraciones. Para la medicion de la actividad oxidante se
empled una solucion de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo) (Beta et al. 2005) previa realizacion
de la curva de calibrado para esta sustancia. Los resultados se procesaron estadisticamente a
través del programa INFOSTAT y se dedujeron conclusiones tratando de relacionar el ciclo del
cultivo y los grupos de calidad con el contenido en compuestos fendlicos.

Materiales y Métodos

Las 35 muestras de trigo comprenden los cultivares: ACA (303, 304, 305,315y 601);
Baguette (17, 18 y P11); BIOINTA (1002, 2004,3000, 3004 y 3005); BUCK (Mangrullo, Malevo,
Meteoro, Ranquel y Taita); INIA Tijereta; KLEIN (Yarara, Capricornio, Carpincho, Gavilan,
Guerrero, Pantera y Proteo); LE (2271; 2330, 2333 y 2371); SRM Nogal; THEMIX L; BIOINTA
(3003, 1005 Y 1006) . Los reactivos Follin-Ciocalteu solucién 2 N, Eter Etilico, Metanol, Etanol y
Acetato de Etilo (Ciccarelli, San Lorenzo, Sta. Fe, Argentina); Acido Galico (Biopack); 2,2-
difenil-1- picrilhidracilo (DPPH) (Sigma Aldrich, Co, St. Louis, USA).

Preparacion de las muestras y extraccion.

Todas las muestras (100 g) fueron acondicionadas a 15 % de humedad y luego molidas
usando un molino Agromatic AG modelo ACQ (Agromatic AG, Zurich, Switzerland) siguiendo
los Métodos 25-50 (AACC Internacional 2000). De cada muestra se seleccion6 la fraccion
salvado. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Los FLI fueron extraidos con soluciones alcohdlicas de acuerdo a lo sugerido por Adom
et al. (2005), con algunas modificaciones a los fines de adaptar el instrumental disponible. En
un tubo de centrifuga se peso 1 g de salvado y se le agregd 10 mL de solucién alcohdlica (agua
en etanol, 80 % v/v). Se agité 2 min en un agitador de vaivén (Delver MP1011 A, Delver, La
Plata, Argentina); se centrifugé a 2.500g por 10 min. Este proceso se repitio dos veces. Se
colectaron los sobrenadantes y se evaporaron a temperaturas inferiores a 50 °C hasta un
volumen inferior a 5 mL. Las muestras concentradas fueron llevadas a un volumen final de 10
mL con agua destilada en matraz aforado y guardadas en el refrigerador (5 °C) hasta el
tratamiento posterior.

Los FCO fueron extraidos del residuo anterior siguiendo el método descripto por Krygier
et al. (1982) con algunas modificaciones. Se peso6 0,5 g de residuo y se le agregd 20 mL de
solucion de NaOH 0,2 N. La mezcla fue agitada por espacio de 4 h en un agitador a 2.000 rpm
que se mantuvo en un recipiente encerrado a temperatura constante de 20 °C (VELP
Scientifica FTC 90, Velp, Usmate, Italia). Luego fue neutralizado a pH 2 con solucién de HCI 2
N y se le agregé 20 mL de éter etilico y se centrifugd a 2500g por 10 min. Se retir6 el
sobrenadante y al residuo remanente se le agregd 20 mL de acetato de etilo, se centrifugo a
2.000g por 10 min. Ambos sobrenadantes se colectaron y se llevaron a evaporacion a
temperatura inferior a 50 °C hasta un volumen inferior a 5 mL. Los concentrados se llevaron a
volumen final de 10 mL con agua destilada en matraz aforado y se guardaron en refrigerador
(5 °C) hasta tratamiento posterior.



Determinacién del Contenido de Fendlicos

Las concentraciones de FLI y FCO existentes en los extractos fueron determinadas
como describe Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones. Se midié un volumen de 2,5
mL del extracto, se agregé 2 mL de agua destilada y luego 0,5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1 N (dilucion del comercial 2N) y 1,5 mL de solucién de carbonato de sodio al 20 %.
Todo se llevé a volumen de 25 mL y se guardd en la oscuridad por espacio de 2 h, para
desarrollo del color azul. Paralelamente se preparé una soluciéon patron de Acido Galico (1
mg/mL) y a partir de ella se prepararon los estandares de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 y 0,8 mg/L. Se tomo
1 mL de cada uno de ellos y se agregd 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y solucién de
carbonato de sodio como se describid anteriormente y todo se llevo a un volumen de 10 mL.
Los estandares asi preparados se guardaron en la oscuridad por espacio de 2h y se procedio
a trazar la curva de calibrado midiendo la absorbancia de ellos a 765 nm en un
espectrofotémetro HACH DR 2800 (Hach Company, Loveland, USA). Con la curva trazada y
rectificada se procedié a medir las absorbancias de las muestras para obtener los resultados en
Mg/g equivalente a Acido Galico (AGE). Verma et al. (2007) compararon curvas de calibrado
trazadas con acido galico y acido ferulico (el fendlico mas abundante en trigos) y no hallaron
sustanciales diferencias.

Determinacion de la Actividad Antioxidante.

Fue medida usando una solucion de DPPH como describe Beta et al. (2005). El DPPH
es un radical estable que absorbe a 515 nm pero frente a antioxidantes decrece su estabilidad
lo que se refleja en una disminucion de su coloracion. El ensayo con DPPH es una medida de
la capacidad de los compuestos fendlicos para captar el electron y en ello radica el efecto
antioxidante. Estos ensayos también se realizaron por duplicado. Se peso6 0,1 g de salvado y se
agreg6 como extractante 1 mL de metanol. Se mantuvo en agitaciéon por 2 h y se tomé 0,1 mL
del extracto que se hizo reaccionar con 3,9 mL de solucion metandlica de 23,6 mg/L de DPPH
(6 x 10° mol/L). A esta mezcla se le midi6 la absorbancia a 515 nm en un espectrofotémetro
HACH DR 2800 y se consideré absorbancia inicial (Ao). Al cabo de 30 min se volvié a medir la
absorbancia y se considerd absorbancia 30 (A30). La actividad antioxidante, medida por la
decoloracion. Los valores obtenidos se informaron como % de actividad oxidante + desviacion
estandar obtenidos a partir de la siguiente ecuacion: AA = (1-(A30/ A0))

Resultados y Discusion

Los resultados de la cuantificacion de compuestos fendlicos se muestran en la Tabla 1.
Los FT fueron obtenidos por suma de los FLI mas FCO. De acuerdo a ello puede establecerse
que: los FLI oscilaron entre 1.008 + 94 ug/g y 2.092 + 54 ug/g, con un promedio de 1.379 %
33,4 ug/g. Los FCO oscilaron entre 3.278 +179 ug/g y 6.697+ 14 ug/g con un promedio de
4448 + 46 ug/g y para FT un promedio 5.826 + 82 ug/g donde se observa que
aproximadamente el 75 % del contenido total de fendlicos constituyen los fendlicos conjugados,
resultado que esta de acuerdo por lo hallado por otros investigadores que evaluaron la relacion
FCO/FLI como 68 a 72 % (Verma et al. 2007). La actividad antioxidante varié de 9,87 % a
20,68 % con un promedio de 13,63+0,62 %. Beta et al (2005) y otros investigadores arribaron,
empleando el método aqui adoptado, valores promedios de 16 % de AA, resultado totalmente
concordante.

La Figura 1 representa un grafico de barras de la distribucion de los FLI, FCO y FT en
funcion de los ciclos de los cultivares. Se observa una mayor proporcion de compuestos
fendlicos en cultivares de ciclo intermedio corto .La Figura 2 representa un grafico de barras de
la distribucion de los FLI, FCO y FT en funcion de los grupos de calidad industrial fijados por el
INASE. De acuerdo a ello se observa una proporcion mayor (leve) en los grupos 2 y 3 (de
menor contenido proteico). Analisis de regresion lineal entre los FT y la AA sefiala que existe
relacion de dependencia entre estas variables (p< 0,05) y un coeficiente de correlacion lineal
muestral (r) de 0,96 (Di Rienzo et al. 2008).



Tabla 1. Compuestos Fendlicos en la fraccién salvado y actividad antioxidante de 35
cultivares pertenecientes ala RET 2 MJ, 2009.

Donde Ciclo: | (intermedio); IC (intermedio corto); IL (intermedio largo); Grupo 1(trigos
correctores); 2(trigos panificacion fermentacion tradicional) y 3 (trigos panificacion
fermentacion rapida). FLI (compuestos fendlicos libres); FCO (compuestos fendlicos
conjugados); AA (actividad antioxidante) y DE (desviacion estandar).

Compuestos Fendlicos libres, conjugados y
. . totales.
Cultivar Ciclo | Grupo (ug de acido galico equivalente/g de salvado) AA (%)
Ret 2 MJ FLI FCO FT

Media| D.E.| Media D.E. Media D.E. | Media | D.E.
Aca 303 I 3| 1129,5| 34,6 3822 272,2| 4951,0, 306,9| 11,60(0,71
Aca 304 I 1] 1200,0| 14,2 5281| 189,5| 6481,0| 1754 15,20(0,42
Aca 305 I 2| 1159,0| 26,9 3461| 213,6| 4620,0| 240,4| 10,80|0,57
Aca 315 I 1| 1188,5| 33,2 3258 | 178,9| 4446,0| 212,1| 10,45|0,49
Aca 601 I 1| 1246,5| 16,2 3720 166,9| 4966,5| 150,6| 11,65|0,35
Baguette 17 IC 2| 1568,0| 29,7 5349 41,01 6917,0 70,7 | 16,20|0,14
Baguette 18 IC 3| 1656,0| 15,6 5633 21,9| 72885 37,5| 17,05|0,07
Baguette P11 I 2| 1353,5| 12,0 4453 46,7 | 5806,5 58,7 | 13,60|0,14
BIOINTA 1002 I 3| 1245,5| 16,3 3983 22,6| 5228,5 38,9 12,25|0,07
BIOINTA 1005 IC 3| 1774,5| 375 5393 72,1 7167,5| 109,6| 16,80|0,28
BIOINTA 1006 IC 3| 1873,5| 27,6 5033 49,5| 6906,5 77,0| 16,15|0,21
BIOINTA 2004 IC 2| 1690,5| 14,8 4898 10,6 | 6588,0 25,5| 15,45|0,07
BIOINTA 3000 I 2| 1259,5| 36,0 3310 14,1| 4569,5 50,2| 10,70 (0,14
BIOINTA 3003 IL 2| 1134,0| 15,6 3662 39,6 | 4796,0 24,0 11,25|0,07
BIOINTA 3004 I 3| 1171,5| 94,0 5261| 176,8| 64325 82,7| 15,05|0,21
BIOINTA 3005 IL 3| 1153,0] 14,1 4500 30,4| 5652,5 16,3 | 13,25|0,07
Buck Malevo IL 2| 1077,5| 24,8 4177| 153,4| 5254,0| 178,2| 12,30|0,42
Buck Mangrullo I 2| 1140,7| 15,6 5186 94,8 6333,0| 110,3| 14,80|0,28
Buck Meteoro I 1| 1018,0| 43,8 3311 19,8 4329,0 63,6 10,100,114
Buck Ranquel IC 1| 1568,0| 32,5 4640 14,1| 6208,0 18,4 | 14,55(0,07
Buck Taita IL 2| 1285,0| 12,7 3872 16,9| 5157,0 29,7| 12,05|0,07
INIA Tijereta IL 3| 1038,5| 57,3 3393 55,1| 4431,5| 112,4| 10,40|0,28
Klein Capricornio IL 2| 13455| 31,8 3903 45,9 | 5248,0 14,11 12,30| 0,00
Klein Carpincho IL 3| 1670,0| 38,2 4916 22,6 6586,0 60,8 | 15,40|0,14
Klein Gavilan I 1] 1007,5| 94,0 3315 56,6 | 4322,5| 150,6| 10,95|0,78
Klein Guerrero IL 3| 1403,5| 53,0 4070 19,1 5473,0 33,9 12,85|0,07
Klein Pantera IL 2| 1233,0| 594 3722 33,9| 4955,0 25,5| 11,60 0,00
Klein Proteo IC 1] 1663,5| 21,9 5414 16,9| 70775 4,91 16,60 0,00
Klein Yarara I 3| 1222,5| 28,9 4028 55,9| 5250,0 26,9 | 12,25|0,07
LE 2271 I 1| 1448,5| 23,3 4231 15,6| 5679,5 38,9 13,300,114
LE 2330 I 2| 1486,0| 255 4609 15,6 | 6095,0 41,0| 14,25|0,07
LE 2333 IC 2| 2092,0| 53,7 6697 14,1 | 8789,0 67,9 | 20,60|0,14
LE 2341 IC 2| 20350| 77,8 6647 17,7| 8681,5 95,5| 20,35 0,21
SRM Nogal I 2| 1468,5| 26,2 4611 14,8 6079,0 41,0| 14,25|0,07
THEMIX L IL 3| 1241,0 9,9 3920 84,8| 5161,0 94,8 | 12,05|0,21
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Figura 1. Compuestos fendlicos en salvado y ciclo del cultivo. La altura de las barras representa

promedios de los cultivares ensayados en cada ciclo y las lineas truncadas el error estandar
(EE). Ciclo: I (intermedio); IC (intermedio corto) e IL (Intermedio largo). (Infostat, 2011).
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Figura 2. Compuestos fendlicos en salvado y grupos de calidad industrial. La altura de las
barras representa promedios de los cultivares ensayados en cada grupo y las lineas truncadas
el error estandar (EE).Grupo: 1(corrector); 2 (fermentacion tradicional) y 3 (fermentacion
rapida).

En un analisis de varianza (ANAVA) correspondiente a las variables de la Figura 1 se
observa que existe un efecto significativo (p< 0,05) del ciclo del cultivo sobre la proporcién de
compuestos fendlicos totales. La aplicacion de la prueba de Fisher, que produce una DMS =
442, indica que hay diferencias para los cultivares de ciclo IC, bajo esta condicién el promedio
de FT es 7251,50 ug/g, mientras que para los restantes ciclos (promedios de 5.271,40 ug/g
para ciclo IL y 5.349,34 ug/g) no pueden distinguirse estadisticamente el efecto del ciclo sobre
los compuestos fendlicos. En un analisis similar, pero remitiendo a la Figura 2, no existe un
efecto significativo (p= 0,2835). La aplicacion de la prueba de Fisher, conduce a un DMS = 672
y establece que los efectos de los grupos sobre los compuestos fendlicos no son
estadisticamente diferentes. En cuanto a la AA, el anadlisis de regresién muestra una
dependencia significativa (p<0,05) entre la AA y los FT con un R? = 0,92 y una correlacion lineal
muestral, r = 0,96; el estadistico T = 24, demuestra que esta correlacién es estadisticamente
significativa ya que resulta ser superior al t critico de 2,73. Cultivares con mayor proporcion de
FT muestran mayor AA (Di Rienzo et al. 2008).

Conclusiones

Los FLI, FCO y FT en la fraccién salvado de 35 cultivares de trigo muestra un contenido
en FCO que es aproximadamente el 75 % de los FT con un promedio general de 5.825 + 82 ug
de GAE/g de salvado y diferencias significativas en la medida de FT en los diferentes ciclos de
cultivo, atribuyéndose los cultivares de ciclo intermedio corto las mayores proporciones. No hay



una marcada significacion entre los grupos de cultivares y el contenido en compuestos
fendlicos. La AA, con un promedio del 13 % es considerable y esta en concordancia con otras
investigaciones que arrojaron porcentajes similares medidos en las mismas condiciones (Beta
et al 2005) y guarda una proporcién positiva con los FT.
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