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ABSTRACT

The Maillard reaction is considered a non-enzymatic browning reaction, which could be
done under various conditions and is influenced by pH, temperature, water activity and the
presence of metals like copper and iron. The use of high temperatures during cooking of
food has been associated with the formation of various products of the Maillard reaction or
glycation of proteins with toxic effects, which may have an impact on the prevalence of
diabetic complications. However, it appears that a high intake of fruits and vegetables
cause a lower risk of chronic degenerative diseases, in addition, in vitro studies have used
extracts from plants with antioxidant properties to achieve the inhibition of the reaction
products of Maillard. This study assessed how the total concentration of phenolic
compounds of an aqueous extract of flowers of Yucca filifera on antioxidant activity,
chelating activity and inhibition of the formation of fluorescent compounds during glycation
of two systems, a peptone gelatin-ribose (SPR) and the bovine serum albumin-ribose
(SAR), at different temperatures. Methods for evaluation of the antiradical and antioxidant
activity used were trapped free radical 1, 1-diphenyl-2-picrihidracil (DPPH ¢) and protection
against oxidation in an -carotene-linoleic acid. As to the results found that withfemulsion of
increasing concentration of aqueous extract of flowers of Yucca filifera greater inhibition of
the formation of fluorescent compounds during glycation in both systems. Likewise, the
aqueous extract of Yucca filifera an inhibition of the formation of fluorescent compounds at
37 ° C similar to aminoguanidina. In conclusion, the aqueous extract of the flower contains

Yucca filifera antiradical activity, antioxidant and chelating agent.

Keywords: Maillard reaction, glycation of proteins, antioxidants, plant aminoguanidina.



RESUMEN

La reaccion de Maillard es considerada una reaccidn de oscurecimiento no enzimatico, la
cual puede efectuarse en diversas condiciones y esta influenciada por el pH, temperatura,
actividad acuosa y la presencia de metales como el cobre y el hierro. El empleo de altas
temperaturas durante la coccién de los alimentos se ha asociado a la formacion de diversos
productos de la reaccién de Maillard o glicacién de proteinas con efecto toxico, los cuales
pueden tener una incidencia en la prevalencia de las complicaciones diabéticas. Sin
embargo, se ha comprobado que un alto consumo de frutas y verduras causa un menor
riesgo de padecer enfermedades crénico degenerativas, ademas, en estudios in vitro han
utilizado extractos de algunas plantas con propiedades antioxidantes para lograr la inhibicion
de los productos de la reaccion de Maillard. En este estudio se evalué como afecta la
concentracion de compuestos fendlicos totales de un extracto acuoso de la flor de Yucca
filifera sobre la actividad antioxidante, la actividad quelante y la inhibicion de la formacion de
compuestos fluorescentes durante la glicacion de dos sistemas, uno de peptona de gelatina-
ribosa (SPR) y el otro de albumina sérica bovina-ribosa (SAR), a diferentes temperaturas.
Los métodos para la evaluacién de la actividad antirradical y antioxidante utilizados fueron el
atrapamiento del radical libre 1,1-difenil-2-picrihidracil (DPPH") y la proteccion contra la
oxidacion de una emulsion de [-caroteno-acido linoléico. En cuanto a los resultados se
encontré que conforme aumenta la concentracion del extracto acuoso de la flor de Yucca
filifera existe una mayor inhibicion de la formacién de compuestos fluorescentes durante la
glicacion en ambos sistemas. Asi mismo, el extracto acuoso de Yucca filifera presenta una
inhibicibn de la formacién de compuestos fluorescentes a 37°C semejante a la
aminoguanidina. En conclusién, el extracto acuoso de la flor de Yucca filifera contiene

actividad antirradical, antioxidante y quelante.

Palabras clave: reaccion de Maillard, glicacion de proteinas, antioxidantes vegetales,

aminoguanidina.



SUMMARY.

The Maillard reaction is considered a non-enzymatic browning reaction, which could be done
under various conditions and is influenced by the pH, temperature, water activity, presence of
metals like cooper and iron. The use of high temperatures during cooking has been
associated with the formation of various products of the Maillard reaction or glycation of
proteins with toxic effects, which may have an impact on the prevalence of diabetic
complications. However it has been found that high intake of fruits and vegetables causes a
lower risk of chronic degenerative diseases, in addition, in vitro studies have used some
plants extracts with antioxidant properties to achieve inhibition of the products of the Maillard
reaction. This study evaluates how it affects the concentration of total phenolic compounds of
an aqueous extract of flowers of Yucca filifera on antioxidant activity, chelating activity and
inhibition of the formation of fluorescent compounds during glycation of two systems, a
peptone gelatin-ribose (PRS) and the other of bovine serum albumin-ribose (ARS), at
different temperatures. Methods for evaluation of the antiradical and antioxidant activity used
were trapped free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhidracyl (DPPH') and protection against
oxidation in an emulsion of [-carotene/linoleic acid. In the results with increasing
concentration of aqueous extract of flowers of Yucca filifera greater inhibition of the formation
of fluorescent compounds during glycation of both systems. Likewise, the aqueous extract of
Yucca filifera an inhibition of the formation of fluorescent compounds at 37°C similar to
aminoguanidine. In conclusion the aqueous extract of flowers of Yucca filifera contains

antiradical, antioxidant and chelating agent.

Palabras clave: Maillard reaction, protein glycation, antioxidant plant, aminoguanidine.



1. MARCO TEORICO

1.1 El empleo de las flores como alimentos.

Las flores representan una parte importante de la cocina tradicional mexicana, el modo
particular de su aprovechamiento y uso ha variado sustancialmente desde la época
prehispénica hasta nuestros dias, sin embargo, todavia en la actualidad muestran un amplio
consumo en México (Delgado, 2000). Algunos ejemplos de uso comun en la cocina
mexicana son: la flor de calabaza, flor de colorin, flor de garambullo, flor de maguey, flor de
nabo, flor de yucca (Mufioz y col.,, 1996; Ortiz, 1997), flor de biznaga de dulce, flor de

biznaga colorada, flor de palma samandoca y flor de palma loca (Alanis, 2001).

1.2 Yucca filifera.

El género Yucca cuenta con 47 especies, de las cuales 29 crecen en México. La Yucca
filifera es una planta nativa de México, de la familia de las Lilidceas, con tallo arborescente,
cilindrico, de 10 m de altura y con un didmetro de hasta 90 cm, coronado por un penacho de
hojas largas, gruesas, rigidas y ensiformes. Tiene flores blancas, casi globosas, colgantes de
un escapo largo y central, con una raiz gruesa, llega a producir mas de 100 flores por racimo
(Matuda y Pifia, 1980). Su floracion no es uniforme en una misma planta, ya que mientras
unas ramas estan en plena floracién, otras apenas la inician y otras mas empiezan ya a
fructificar. Es por esto que la época de floracion de cada especie en una misma localidad
puede durar hasta mas de un mes (Ramirez y col., 2005). Esta especie es polinizada por la
palomilla T. yuccasella, siendo a su vez, las semillas de esta planta un medio insustituible

para el desarrollo de la progenie del insecto (Renteria y Cantu, 2003).

Gran parte de la superficie de las zonas aridas y semiaridas del norte y centro de México se
encuentran ocupadas por Yucca filifera (Figura 1). Es una especie que solo crece en nuestro
pais. Su periodo reproductivo inicia en el mes de febrero y concluye en mayo; la produccion
de frutos se presenta de marzo a mayo, siendo en mayo cuando los frutos maduros alcanzan
su maximo desarrollo, permaneciendo en la planta hasta el mes de agosto; florece de fines
de abril a fines de mayo, mes en el que se registra la maxima produccién de flores maduras
(Renteria y Cantu, 2003).



Su nombre cientifico es Yucca filifera; como sinonimia encontramos Yucca australis, Yucca
bacata australis y Yucca traculeana. Sus nombres comunes son: Izote (Valle de México),
Flor de palma o cuaresma (Hidalgo), Palma corriente o Izote (Querétaro), Palma Grande,
Palma corriente o del aparejo (Coahuila) y Palma China (San Luis Potosi); Bajio o Baji
(lengua otomi: Ixmiquilpan, Hidalgo) y Tambasi (lengua tarasca: Michoacan) (Chabaud,
1976; Matuda y Pifa, 1980; Ramirez y col., 2005).

Su empleo como alimento, se extiende a muchas regiones de la Republica Mexicana, sin
embargo, estudios preliminares de aplicacion de encuestas indican acerca del poco
conocimiento de la poblacién sobre el consumo de estas flores y las propiedades

nutrimentales reales de las mismas (Delgado, 2000).

Figura 1. Imagen donde se observa la flor de Yucca filifera (Alanis, 2001).



1.3 Distribucion geogréfica.

La Yucca filifera crece en zonas aridas y semiaridas con suelos de origen calcareo
(Chabaud, 1976). La mayor densidad de esta planta se ubica en el estado de Coahuila; y en
los municipios de Salinas Victoria, Nuevo Leén y Guadarcézar, San Luis Potosi (hasta mas
de 300 plantas por habitante). La Tabla 1 muestra las areas de distribucion de la Yucca
filifera en México (Matuda y Pifia, 1980).

1.4 Usos.

Cada vez es mayor la diversidad de usos que se encuentran con la finalidad de explotar
todas las partes de la Yucca filifera; principalmente se utiliza la flor como alimento para el
hombre (Arraguin y col., 1997) pero también es usada como alimento para el ganado
(Matuda y Pifia, 1980; Guerrero y col., 1985); su semilla contiene un 20% de aceite, el cual
se puede procesar para obtencidon de aceite de tipo industrial o para consumo humano
(Guerrero y col., 1985); se utiliza para la industria de la celulosa en la fabricacién del papel
kraft, papel resistente a la ruptura y al desgaste (Chabaud, 1976); los estados de Zacatecas
y San Luis Potosi tienen una alta produccion de las fibras extraidas de las hojas tiernas o

cogollos de Yucca filifera (Matuda y Pifia, 1980).

Por otra parte, esta planta es empleada para la elaboracion de las paredes de las
habitaciones de los pobladores de la zona en donde abundan, las cuales estan hechas con
troncos de las plantas y techadas con las hojas; las fibras extraidas de las hojas de estas
plantas fueron muy empleadas para confeccionar cuerdas, sandalias, ropa y bolsas; y
adem@s tiene usos medicinales entre los campesinos mexicanos (Matuda y Pifia, 1980). Es
importante sefialar, ademas, que la carnaza o mesocarpio del fruto se puede aprovechar en
la elaboracion de dulces, o bien como complemento alimenticio para el ganado, debido a que

es rico en proteinas (Guerrero y col., 1985).



Tabla 1. Distribucion Geogréfica de la Yucca filifera.
ESTADOS MUNICIPIOS
Arizpe General Cepeda Saltillo
Coahuila Candela Parras
Castafios Ramos
Guanajuato |Acambaro San José lturbide San Luis de la Paz
Actopan Epazoyucan Pachuca de Soto
Alfajayucan Huichapan Tepeji del Rio
_ Apan Ixmiquilpan Tizayuca
Hidalgo
Atotonilco Mezquititlan Tula
Atotonilco el Grande Meztitlan Zacualtipan
Cardonal Nopala
MEXiCo En las porciones menos humedas del estado, que conservan su
vegetacion original.
Michoacan |Morelia Quiroga Zitacuaro
Atamberry Higueras Sabinos Hidalgo
Cadereyta Juarez Salinas Victoria
Nuevo Ledn Ciénaga de Flores Mina Santa Catarina
Doctor Arroyo Mier y Noriega Villaldama
Galeana Monterrey Zaragoza
Garcia Rayones Zauzua
Amealco El Marquez Pinal de Amoles
Ouerétaro Arroyo Seco Ez-eq.uiel Montes San Joaquin
Cadereyta Huimilpan San Juan del Rio
Centro Pedro Escobedo Tequisquiapan
Aloquines Guadalupe Santa Maria del Rio
Catorce Guadalcazar Santo Domingo
San Luis Cérdenas La Paz Venados
Potosi Cedral Matehuala Villa Hidalgo
Cerritos Moctezuma Venegas
Charcas San Luis Potosi
Tamaulipas |Tula
Zacatecas |Concepcion de Oro Mazapil

Fuente: Matuda y Pifa, 1980.




1.5 Valor nutrimental de la flor de  Yucca filifera.

El valor de la Yucca filifera como alimento esta centrado en su flor, porque representa una
alternativa importante de nutrientes (Tabla 2) en épocas de escasez que son los periodos

mas criticos desde el punto de vista de la seguridad alimentaria familiar.

Tabla 2. Valor Nutrimental de la Flor de Yucca filifera por cada 100g de alimento crudo en

peso neto.

Grasas Totales 0.40¢ Calcio 95.00 mg
Hidratos de Carbono 6.00 g Fésforo 73.00 mg
Proteinas 2609 Hierro 0.60 mg
Fibra 0.60 g Retinol 2.00 mcg
Humedad 90.00 % Acido Ascorbico 273 mg
Energia 31.00 Kcal Tiamina 0.16 mg
Porcién Comestible 100.00 % Riboflavina 0.18 mg

Niacina 1.60 mg

Fuente: Muiioz y colaboradores, 1996.

La presencia de la Yucca filifera en la cocina de campesinos que viven en zonas aridas y
semiaridas es un elemento importante a destacar, algunos la utilizan cocindndola como si

fuera verdura (Delgado, 2000).

1.6 Factores antinutrimentales enla  Yucca filifera.

Es indudable el beneficio que el consumo de vegetales puede aportar al cuidado de la salud.
Recomendaciones generales sugieren que el consumo de vegetales ayuda a mejorar el
manejo y prevencion de algunas enfermedades crénicas debido a su contenido de fibra,
vitaminas y antioxidantes. Sin embargo, se sabe también que un alto consumo de estos
alimentos pueden incrementar el consumo de factores antinutrimentales, como son el &cido
fitico, taninos, glucdsidos cianogénicos, saponinas, entre otros; los cuales estan
comunmente presentes en los vegetales y que pueden tener efectos adversos a la salud.
Estos antinutrientes pueden actuar reduciendo la biodisponibilidad de los nutrientes al inhibir

su absorcién (Thompson, 1993).




En un andlisis toxicoldgico realizado por Delgado (2000) reporté haber identificado la
presencia de taninos hidrolizables, glucdsidos cianogénicos y saponinas en la flor de Yucca
filifera. Mientras que Avila y Castro (1997) (citado por Gonzalez y col. (2001)) reportaron que
un extracto de Yucca filifera tiene una buena capacidad antioxidante gracias a su estructura

gquimica semejante a la de los compuestos fendlicos.

1.7 Reaccién de Maillard.

La reaccion de Maillard comienza con la reaccion de los grupos amino, particularmente los
grupos amino de proteinas, péptidos o aminoécidos libres (especialmente residuos amino de
la cadena lateral de lisina, arginina e histidina) y con los grupos carbonilo de los azlcares

reductores (cetosas o aldosas) (Friedman, 1996).

La reaccion de Maillard es un grupo muy complejo de transformaciones, se considera como
una reaccion de pardeamiento no enzimatica, que presenta efectos en los alimentos, como la
generacibn de compuestos que les dan sabor y color; sin embargo, existen diversos
productos de la glicacién de proteinas con efecto toxico, que se producen debido al empleo
de altas temperaturas durante la coccion de los alimentos (Mottran y col., 2002; Goldberg y
col., 2004).

Dicha reaccion se presenta en tres etapas (Figura 2):

a) En la etapa temprana, los grupos amino libres de proteinas (p.e. e-NH: de la lisina),
péptidos y aminoacidos, reaccionan con el grupo carbonilo del azucar reductor
formando una base reversible de Schiff, posteriormente, por medio de rearreglos
moleculares se convierte a un compuesto de Amadori con enlaces covalentes (Jing y
Kitts, 2002).

b) En la etapa intermedia de la reaccion, se forman compuestos no coloridos que
absorben la luz UV, asi como compuestos fluorescentes (Ames, 1990). Algunos
compuestos fluorescentes son precursores de la formacion de los pigmentos pardos.
Delgado-Andrade y colaboradores (2005) identificaron algunos compuestos
fluorescentes productos de la reaccion de Maillard, durante el procesamiento de

cereales tales como: hidroximetifurfural, furfural, glucosilisomaltol y furosina.



c) En la etapa avanzada, se forman compuestos volatiles (aldehidos) y polimeros
pardos de alto peso molecular (>1200 Daltons) denominados melanoidinas (Davies y
Labuza, 1997). El color ocurre debido a la formacion de grupos croméforos de
componentes poliméricos de alto peso molecular, conocidos como melanoidinas
(Borreliy col., 2002).

En la reaccion de Maillard pueden influir diferentes factores, entre los que destacan: el pH, la
temperatura, la actividad acuosa, el tipo de amino&cido, la naturaleza de los reactivos que
intervienen, el tipo de azucar reductor, el tipo y la concentracion de sales, la presencia de
iones metalicos como el hierro y el cobre (Ames, 1990; Ledl y Schleicher, 1999). Por lo que
la variacién de cualquiera de estos pardmetros puede alterar y cambiar la velocidad, la ruta 'y

los productos finales de la reaccién (Davies y Labuza, 1997).

En la figura 3 se muestra la concentracion relativa de reactantes y productos de la reaccién
de Mailllard con relacion al tiempo de calentamiento. Se observa que la concentracion de
grupos aminos y carbonilos disminuye, la formacion de compuestos fluorescentes aumenta y
en la etapa final, se observa el aumento de la concentraciébn de pigmentos pardos o

melanoidinas (Davies y Labuza, 1997).

[Compuestos
fluarescentes]

[grupos amino]

[FPigmentos pardos 4§
melanaoidinas]

[Grupos carbonilos)

F<——CAErman Zo—0FId-"ZmMOZo0

TIEMPC DE CALEMTAMIERTO

Figura 3. Concentracion de reacciones y productos de la reaccién de Maillard en funcion al

tiempo de calentamiento (Davies y Labuza, 1997).
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Figura 2. Esquema de la reaccion de Maillard (Hodge, 1953).

10



1.7.1 Algunos efectos benéficos y téxicos de los pr oductos de la reaccion de Maillard
(PRM).

Los productos finales de la reaccién de Maillard (PRM) son de diversa naturaleza quimica y
presentan propiedades benéficas o toxicas. La reaccién de Maillard confiere a los alimentos
caracteristicas sensoriales agradables a los alimentos, dado que propicia la formacién de
compuestos, sabor y color que los hacen atractivos y aceptables (Ericsson, 1981; Friedman,
1996). Se ha demostrado que la utilizacion de temperaturas menores a los 95°C en la
glicacion de un hidrolizado de proteinas, disminuye la formacién de compuestos citotoxicos y
aumenta la produccion de compuestos con propiedades antioxidantes (Sumaya-Martinez y
col., 2005).

Sin embargo, el empleo de altas temperaturas (mayor a 120°C) durante la coccidén de
alimentos, se ha asociado a la formacién de diversos productos finales de la glicacion de
naturaleza toxica (Vlassara, 2001). Estas han sido implicadas en numerosos estudios
cientificos de vanguardia en la patogénesis y complicaciones de la diabetes y neuropatias
diabética, micro y macro angiopatias, arteriosclerosis, infartos, hipertension arterial,
retinopatia, nefropatia, degeneracién de las articulaciones, depdsitos de calcio, formacién de

codgulos, etc. (Golberg y col., 2004).

El empleo de altas temperaturas de coccion en alimentos se ha relacionado con la formacion
de compuestos con actividad cancerigena y/o mutagénica, por mencionar encontramos a las
aminas heterociclicas, producidas durante el freido o rostizado de la carne o pescado a
temperaturas de 150°C, debido a la reaccion de Maillard entre aminoacidos, azlcares y
creatinina (Monti y col., 2001). Diversos autores encontraron relacion entre el consumo de
aminas heterociclicas y la incidencia de cancer de estdmago y colén en humanos y modelos

animales (Skog y col., 1998; Sugimura y col., 2004).

Otro ejemplo es la acrilamida, compuesto neurotéxico formado durante la reaccién de
Maillard, por la reaccion del aminoacido asparagina y grupos carbonilo reactivos a
temperaturas superiores de los 120°C (Amrein y col., 2005). La eN-Carboximetil-lisina (CML)
ha sido reportada como un marcador de la formacion de compuestos fluorescentes en

alimentos (Golberg y col., 2004).
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La glicacion de proteinas se lleva a cabo en el organismo a menor velocidad, produciendo
una gama heterogénea de compuestos llamados AGEs (Advanced Glycoxidation End-
Products). Los AGEs se forman por la glicacién no enzimética de proteinas, lipidos y acidos
nucleicos en la circulacion sanguinea (Vlassara y Palace, 2002). Los efectos patoldgicos de
los AGEs estdn relacionados con su capacidad de formar enlaces covalentes de

entrecruzamiento con proteinas, modificando su funcién biologica (Gugliucci, 2000).

Durante la glicacion de proteinas se forman otras moléculas como compuestos dicarbonilos y
radicales libres de oxigeno altamente reactivos. Ambos fendmenos (la glicacion de proteinas
y el estrés oxidativo) activan la respuesta inflamatoria celular e inician la respuesta del

sistema inmune (Vitek y col., 1994; Sakata y col., 1999; Vlassara, 2001).

En personas diabéticas la hiperglucemia provoca altos niveles circulantes de AGEs, lo que
promueve las complicaciones ligadas a la diabetes tales como neuropatias, retinopatias,

insuficiencia renal, etc (Uribarri y col., 2003).

El dafio principal por AGEs en pacientes diabéticos ocurre en tejidos y 6rganos ricos en
coldgena, donde la entrada de glucosa no esta regulada por insulina: rifién, retina y endotelio
vascular. Por ejemplo: el estrechamiento en los vasos sanguineos en diabéticos puede
deberse en parte a la acumulacién de proteinas del plasma (albumina, lipoproteina de baja
densidad (LDL) e inmunoglobulinas (G) en el subendotelio, estas proteinas son secuestradas
por entrecruzamientos covalentes proteina-AGE en el coldgeno de las membranas basales
(Gugliucci, 2000).

Recientemente, se ha demostrado que los AGEs pueden ser introducidos al organismo a
través de la dieta en forma de PRM toxicos y en cantidades que puede exceder a los
producidos por la hiperglucemia. Del contenido total de PRM en los alimentos un 10% es
absorbido por el organismo lo que aumenta significativamente los niveles de AGEs en la

sangre y en los tejidos (Koschinsky y col., 1997).
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1.8 Inhibicién de la formacion de los productos de la reaccion de Maillard.

La inhibicién de la formacion de los productos de la reaccion de Maillard puede seguir tres
mecanismos hasta ahora reportados (He y col., 1999; Price y col., 2001; Miyata y col., 2002;
Stitt y col., 2004):

1. Por atrapamiento de grupos carbonilo.
2. Por atrapamiento de radicales libres.

3. Por quelacion de metales.

Varios estudios refieren que al utilizar antioxidantes y agentes quelantes, estos son capaces
de reducir la formacién de compuestos fluorescentes y disminuir sus efectos toxicos (Wada y
Ou, 2002; Stitt y col., 2004).

Se ha reportado el efecto inhibitorio de extractos antioxidantes de plantas y flavonoides
sobre la formacion de los productos de la glicaciébn a 37°C en sistemas modelo utilizando
albumina sérica bovina-fructuosa y hemoglobina-glucolactona, respectivamente (Kim y Kim,
2003; Wu y Yen, 2005). También, se ha mostrado el efecto inhibitorio de la epicatequina (un
flavonoide de origen vegetal) en la formacién de algunos compuestos volatiles productos de
la reaccion de Maillard en el modelo glicina-glucosa (Totlani y Peterson, 2005). Ademas,
estudios demostraron que en un sistema modelo de creatinina-glicina-glucosa el aceite de
oliva (el cual contiene compuestos fendlicos con actividad antioxidante), inhibié la formacién
de aminas heterociclicas cancerigenas a una temperatura de 180°C durante 30 minutos
(Monti y col., 2001).

La aminoguanidina es un farmaco que a partir de 1986 se reporta su efecto inhibitorio sobre
algunos productos de la glicacion de proteinas, siendo su método de inhibiciéon por medio del
atrapamiento de grupos carbonilo (Singh y col., 2001). Presenta un grupo amino terminal que
reacciona con los compuestos intermediarios de la reaccion de Maillard, siendo capaz de
inhibir el entrecruzamiento entre las proteinas del plasma y el colageno, asi como, el
entrecruzamiento de las cadenas polipeptidicas entre si. Estudios recientes han demostrado
la eficacia de esta molécula en la prevencién de los efectos de algunos productos de la
glicacion de proteinas in vivo en modelos animales, ya que previene la nefropatia diabética,

inhibe la peroxidacion de los lipidos, reduce el desarrollo de placas aterosclerégticas y es
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capaz de bloquear la accion de la enzima aminooxidasa semicarbazida sensible (Misur y
Turk, 2001; Kim y Kim, 2003).

1.9 Actividad antioxidante.

Los antioxidantes son toda sustancia que halldindose presente a bajas concentraciones
respecto a las de una molécula oxidable, retarda o previene la oxidacion de ése sustrato
(Garcia y col., 2001) y de acuerdo a su modo de accion, pueden clasificarse como agentes
reductores (donadores de hidrégenos), agentes quelantes de los metales que catalizan la
oxidacion lipidica, o como inhibidores de las especies reactivas de oxigeno (sustancias
quimicamente inestables que se producen en el envejecimiento normal) en el cuerpo
humano (Shahidi y col., 1992; Katleen y Escole-Stump, 1998).

El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén, se debilita su accion y en
algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la accion de
otros antioxidantes. No todos los antioxidantes actlan de ésta manera, los llamados
enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan a su vez reacciones con

los radicales libres (Garcia y col., 2001; Vallejo, 2005).

Naturalmente existe un equilibrio entre la concentracion de radicales libres producidos por la
célula y los antioxidantes de defensa. Pero cuando disminuyen estos antioxidantes o
aumenta la concentracion de radicales libres, se pierde ese equilibrio y dichos radicales
libres comienzan a reaccionar directamente con los lipidos, proteinas y ADN de la célula,
oxidandolos, causando dafo celular irreversible, o hasta muerte celular. Cuando la célula se

encuentra en esta situacion se dice que esté bajo Estrés Oxidativo (Vallejo, 2005).

Los compuestos fendlicos, debido a sus propiedades y estructura, presentan una fuerte
actividad antioxidante (AAQ); como ejemplo encontramos los polifenoles, flavonoides,

derivados acidos, cumarinas y antocianinas (Shahidi y col., 1992; Chihuailaf y col., 2002).

Los antioxidantes fendlicos pueden inhibir la oxidacién lipidica, atrapando los radicales
peroxilo. Los flavonoides, que incluyen a las flavonas, flavonoles, isoflavonas, catequinas,
flavononas y chalconas, pueden actuar como antioxidantes por su capacidad para donar

hidrogenos y para quelar metales (Pratt y Watts, 1964; Pratt, 1965 y 1972). Pueden
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presentarse glicosilados en las hojas y pétalos de las plantas; durante su hidrdlisis con
acidos y calor dan lugar a un azucar y a un compuesto fendlico que muestra fuertes

propiedades antioxidantes (White y Xing, 1997).

Las antocianinas son compuestos fendlicos coloridos, derivados de los flavonoides.
Contribuyen a incrementar las propiedades antioxidantes de muchas frutas y vegetales, a las
cuales les deben su color. Al igual que otros polifenoles, las antocianinas pueden actuar
como atrapadoras de radicales libres y como agentes quelantes, presentando una alta AAO
gue puede cambiar dependiendo del nUmero de sustituyentes en los anillos fendlicos y de su

posicion (Satué-Gracia y col., 1997)

Los antioxidantes dietarios disminuyen los efectos adversos de las especies reactivas de
oxigeno (sustancias quimicamente inestables que se producen en el envejecimiento normal)
en el cuerpo humano; como el acido ascorbico también llamado vitamina C, que es un
compuesto hidrosoluble que actualmente es considerado como un nutriente antioxidante
(Katleen 'y Escole-Stump, 1998). También existen antioxidantes sintéticos como
butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA) y butilhidroxiquinona (BHQT), que se
adicionan a los alimentos susceptibles a la oxidacion lipidica, sin embargo, algunos estudios
han demostrado que éstos antioxidantes sintéticos poseen efectos citotoxicos en
concentraciones de 890 mg/Kg, 184 g/Kg y 700 mg/Kg de peso en ratas, aprobado por el
Departamento de Alimentos y Medicamentos de EUA (FDA, por sus siglas en inglés) (Lewis,
1989). Por lo que los antioxidantes naturales han despertado interés para emplearlos como

sustitutos de los antioxidantes sintéticos (Tomas-Barberan y col., 2004).

La actividad antioxidante se puede evaluar por diferentes métodos y cada procedimiento
evaltia un fenémeno y/o mecanismo diferente, algunos métodos ampliamente utilizados son:
actividad antirradical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH'), método de una emulsion de B-
caroteno-acido linoléico, ensayos de tiocianato, ensayo de desoxirribosa, ensayo de
peroxidacion de lipidos bioldgicos y proteccion de liposomas de la peroxidacion inducida por
radicales (Morales y Jimenez-Pérez, 2001; Pérez y col., 2003; Sumaya-Martinez y col.,
2005). El analizar por dos 0 mas métodos la actividad antioxidante de un extracto, es muy
comun en los reportes cientificos, ya que proporciona informacion complementaria. La
actividad antioxidante de un extracto complejo estara dada por la suma de las capacidades

antioxidantes de cada uno de sus componentes, de la interaccion entre ellos y del ambiente
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en que estan inmersos, ya que puede producirse eventualmente efectos potencializadores o
inhibidores (Frankel y Meyer, 2000).

Los compuestos antioxidantes de frutas y vegetales pueden prevenir el dafio oxidativo
celular, con lo cual se reduce el riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes, etc (Stintzing y col.,, 2001; Lee y Shibamoto, 2002; Prior,
2003).
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Es importante destacar, que hay muy poca divulgacion sobre las propiedades de la flor de
Yucca filifera que nos permita recomendar su consumo en aquellas zonas donde esta
presente de forma abundante. Ademas de que no se ha reportado el efecto de su actividad
antioxidante sobre la inhibicién de la formacion de compuestos fluorescentes durante la

glicacion de proteinas.

Diversos trabajos in vitro han reportado que los extractos de algunas plantas con
propiedades antioxidantes pueden reducir la formacién de los productos finales de la
reaccién de Maillard (PRM), sin embargo, dichos estudios se han realizado a temperaturas
de 37°C; por lo que resultaria importante verificar este efecto inhibitorio de la formacién de

PRM a temperaturas mas elevadas.

En la actualidad, estudios in vivo han demostrado la eficacia de la aminoguanidina en la
inhibicion de algunos productos de la glicacion de proteinas, por lo que nos interesaria
conocer si el extracto de la flor de Yucca filifera tiene un efecto inhibitorio semejante al de
este farmaco sobre la formacién de compuestos fluorescentes y pardos en un sistema de

albumina sérica bovina-ribosa a 37°C.
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3. JUSTIFICACION

Investigaciones actuales han demostrado que el empleo de altas temperaturas durante la
coccion de alimentos, se ha asociado a la formacion de diversos PRM de naturaleza toxica,
los cuales han sido implicados en numerosos estudios cientificos de vanguardia en la
patogénesis y complicaciones de la diabetes y neuropatias diabética, micro y macro
angiopatias, arteriosclerosis, infartos, hipertension arterial, retinopatia, nefropatia,

articulaciones, depd@sitos de calcio, coagulos, etc.

La flor de Yucca filifera constituye una importante fuente de nutrientes esenciales para el
hombre y los animales, y se encuentra con facil disponibilidad en el estado de Hidalgo. Este
trabajo proporcionard informacion sobre el efecto de un extracto antioxidante de dicha flor
sobre la inhibicion de la formacion de PRM fluorescentes y pardos en dos modelos de

glicacién de proteinas a diferentes temperaturas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la actividad antioxidante de un extracto acuoso de la flor de Yucca
filifera sobre la inhibicion de compuestos fluorescentes y pardos durante la glicacion de dos
sistemas modelo, uno de peptona de gelatina-ribosa a 92°C y el otro de albumina sérica

bovina-ribosa a 37°C.

4.1 Objetivos especificos.

1. Preparar un extracto acuoso de la flor de Yucca filifera (EAY) y determinar la

concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT).

2. Determinar la actividad antioxidante del EAY por dos metodologias: con base en el
atrapamiento del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH") y por la proteccion contra

la oxidacion de una emulsion de B-caroteno-acido linoléico.

3. Estudiar el efecto de la concentracion de CFT en el EAY, sobre la actividad antioxidante,
la actividad quelante y la inhibicion de la formacion de los compuestos fluorescentes

durante la glicacion de peptona de gelatina-ribosa a 92°C.

4. Realizar la cinética de la inhibicién de la formacion de compuestos fluorescentes y pardos
durante la glicacién del sistema peptona de gelatina-ribosa (SPR) a 92°C y del sistema
albumina sérica bovina-ribosa (SAR) a 37°C, en presencia del EAY a una concentracion
de 250 mg EAG/L de CFT.

5. Comparar el efecto de la inhibicion de la formaciébn de compuestos fluorescentes y

pardos entre el EAY y la aminoguanidina, durante la glicacion del SAR a 37°C.
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5. HIPOTESIS.

La actividad antioxidante y quelante de un extracto acuoso de la flor de Yucca filifera inhibira
la formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacién de dos sistemas modelo, uno
de peptona de gelatina-ribosa a 92°C y el otro de albimina sérica bovina-ribosa a 37°C, en el

ultimo sistema la inhibicion sera similar a la presentada por la aminoguanidina.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio metodoldgico.

En la Figura 4 se muestra el diagrama de flujo del disefio metodoldgico de esta investigacion.
La recoleccion, liofilizacion y almacenamiento de la flor de Yucca filifera se realizd

previamente por investigadores pertenecientes al Area Académica de Nutricion de la UAEH.

Recoleccion, liofilizacion y
almacenamiento de la flor de Yucca
filifera .

v

Preparacion del Extracto Acuoso de
la flor de Yucca filifera (EAY).

¥

Determinacion de Compuestos
Fendlicos Totales (CFT).

\
Evaluacion del efecto de la concentracién de CFT del EAY sobre:
|
v v ¥ v
2.Determinacion
L de la actividad 4. Inhibicién de la formacion
1. Determinacion de la L
o - . antioxidante por - de compuestos fluorescentes
actividad antirradical por ) 3. Actividad s
) medio del durante la glicacion del
el metodo método de una quelante del sistema peptona de gelatina-
1,1-difenil-2-picrilhidracil o EAY. 18 Pep g
(DPPH?) emulsion de B- ribosa (SPR) a una
' Caroteno y acido temperatura de 92°C.
linoleico.
I v v v

1!

Cinética de la inhibicién de la
formacion de compuestos
fluorescentes y pardos a una
concentracion de CFT de 250 mg
EAGIL del EAY.

J_J_l

Modelo de Modelo de
Glicacion 1 del Glicacion 2 del
sistema peptona sistema albumina

de gelatina-ribosa sérica bovina-
(SPR) a una ribosa (SAR) a
temperatura de una temperatura
92°C. de 37°C.

Figura 4. Diagrama de flujo sobre el disefio metodolégico de la investigacion.
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6.2 Reactivos y equipos.

Reactivos.

A\

1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH").

Ferrozina sal 4cida de sodio disulfonico 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-
44",

Carboxilico 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo (TROLOX).

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA).

A\

Acido galico.

Acido linoléico.

Albumina sérica bovina.
Aminoguanidina.

Azida de sodio.

[-caroteno.

Carbonato de sodio.
Butilhidroxitolueno (BHT).

Cloruro férrico Il tetrahidratado.
D-Ribosa.

Etanol.

Folin-Ciocalteu.

Metanol.

Monofosfato de sodio dodecahidratado.
Monofosfato de sodio monohidratado.

Peptona de gelatina.

V V V V V V V VYV V V VY V V V V V VYV V V

Tween 20.
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Equipos.

YV V V V V VYV V V V

V V.V V VYV V

Balanza semianalitica modelo Adventure (OHAUS, China).

Bafio Cole Parmer (Polystat temperature controller, USA).

Bafio modelo B-490 (BUCHI, Suiza).

Bafio termostético modelo WBS (Fried Electric, Israel).

Centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich, Alemania).

Centrifuga modelo MR18 22 (Jouan, USA).

Espectrofotdmetro modelo UV-1601 (SHIMADZU, Japdn).

Lector de microplacas espectrofluorémetro modelo FiIx 800 (Bio-Tek, USA).
Lector de microplacas espectrofotdbmetrico modelo Power Wave XS (UV-
BioTek) software KCjunior (USA).

Liofilizadora Free Zone LABCONCO (USA).

Microcentrifuga modelo Mikro 22R (Hettich, Alemania).

Potenciometro marca Hanna pH 211 (Instruments,).

Rotavapor modelo R-200 (BUCHI, Suiza).

Ultra congelador marca ThermoForma —75 °C.

Vortex modelo Genie 2 (Scientific Industries, USA).

6.3 Recepcion de la materia prima y preparacion de  la muestra.

La recoleccion de las flores de Yucca filifera se llevd a cabo en la ciudad de Pachuca de

Soto, Hidalgo. Se obtuvieron diferentes plantas de la misma especie tomandose como

muestras racimos completos, se les quitaron los sépalos y se colocaron en jarras, éstas se

sumergieron en nitrégeno liquido hasta su completa congelacién para después someterlas a

liofilizacion a 0.133 mBar de vacio a -42°C. Una vez deshidratadas se pulverizaron y el polvo

obtenido se mantuvo en bolsas de polietiieno en el ultra congelador a -75°C hasta el

momento de su utilizacion.
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6.4 Preparacion del extracto acuoso de la florde  Yucca filifera (EAY).

Se peso 1.1 g de Yucca filifera liofilizada en tubos de poliestireno de 14 mL y se le agreg6 11
mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4; se pusieron a bafio Maria durante
15 min y después se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 min; por dltimo, se filtro el
sobrenadante del extracto utilizando filtros de fluoruro de polivinilideno (PVDF) con un poro
de 0.45 pm (Millex-HV Hydrophilic).

6.5 Determinacion de compuestos fendlicos totales ( CFT).

Se determinaron utilizando el procedimiento reportado por George y colaboradores (2005). El
reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de &cidos fosfotingstico y fosfomolibdico), es reducido a
oxidos azules de tungsteno y molibdeno durante la oxidacion fendlica. Esta reduccion ocurre
bajo condiciones alcalinas mediante la presencia de carbonato de sodio. La coloracién azul
es monitoreada a una longitud de onda de 765 nm vy refleja la cantidad total de polifenoles

expresado en equivalentes de acido galico (EAG).

Se tom6 una alicuota de 100 puL de muestra en viales tipo éppendorf por triplicado, se agregé
500 uL de solucion de Folin-Ciocalteu (1:10 en agua desionizada) y 400 pL de solucién de
carbonato de sodio (Na,COs) al 7.5%, inmediatamente después las muestras se agitaron en
vortex y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se tomaron
200 pL de cada muestra y se midi6 la absorbencia en el lector de microplacas a una longitud

de onda de 765 nm utilizando como muestra control agua.

Curva estandar de acido galico:

La concentracion de CFT se determinaron de acuerdo al procedimiento reportado por
George y colaboradores (2005), en el cual se obtuvieron a partir de una curva estandar de
acido gélico y se expresaron en EAG/L (Figura 5). Para la elaboracion de la curva se prepar6
una solucion de &cido galico a 400 mg/L, a partir de esta solucion se realizaron las siguientes
concentraciones con agua desionizada: 0, 50, 100, 200, 300 mg de &cido galico/L.
Enseguida se tomaron 100 pL de cada concentracion y se colocaron en viales aplicando el
método de CFT.
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Figura 5. Curva estandar de &cido gélico utilizada durante el método de CFT.

6.6 Determinacion de la actividad antirradical por el método 1,1-difenil-2-picrilhidracil
(DPPH").

La actividad antirradical fue evaluada de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y
Jiménez-Pérez (2001). El reactivo DPPH® es un radical libre estable, que en solucion
etandlica presenta una coloracién violeta fuerte y su maxima absorbencia se obtiene a una
longitud de onda de 520 nm. Si se adiciona a este medio una sustancia susceptible de
atrapar radicales libres, el electron no apareado del DPPH' se aparea e inmediatamente
presenta una decoloracion de la solucion que puede ir hasta amarillo en razon del numero de

electrones apareados.

El procedimiento se inicié preparando una solucion de DPPH" a una concentracion de 7.4

mg/100 mL en etanol, se disolvié con 100 mL de etanol y se agité por 10 min.
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Posteriormente se colocaron 100 pL de las diluciones a diferentes concentraciones (800,
600, 400, 250, 50 mg EAGI/L) en viales tipo éppendorf por triplicado y 500 uL de la solucién
de DPPH" se agitaron en vortex y se dejaron reposar durante 1 hr a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 min a 4°C y se midio la absorbencia
del sobrenadante a una longitud de onda de 520 nm en un lector de microplacas UV,

utilizando como muestra control etanol.

Curva estandar de Trolox:

Fue realizada de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y Jiménez—Pérez (2001).
La actividad antioxidante se expresé en pmol ET/L (Equivalentes de Trolox). El Trolox es una
molécula que presenta una fuerte actividad antirradical. Para la elaboracion de la curva se
prepararon las siguientes concentraciones de Trolox en etanol: 0, 50, 100 y 200 pmol
Trolox/L. En seguida en viales tipo éppendorf se tomaron 200 pL de cada concentracion y 1
mL de la solucion de DPPH’, sometiéndolas al mismo procedimiento que las muestras
(Figura 6).

0.900 -
0.800 h
0.700 ~
0.600 +
0.500 +
0.400 +
0.300 +
0.200 +
0.100 +

0.000 \ \ \ \
0 50 100 150 200
Trolox (umol ET/L)

y = -0.0027x + 0.8248
R? = 0.9963

A520nm

Figura 6. Curva estandar de Trolox utilizada durante el método del DPPH".
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6.7 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de una emulsion de -

caroteno — acido linoléico.

La actividad antioxidante fue evaluada de acuerdo al procedimiento reportado por Breska y
Manners (2006). Se basa en el efecto protector contra la oxidacion de una emulsion (-
caroteno y acido linoléico expuesta a la luz, oxigeno y calor. Ya que en presencia de una
sustancia antioxidante la emulsion se estabiliza o su decoloracion es lenta, sin embargo, en

ausencia de un antioxidante la decoloracion es muy rapida.

Se colocaron por triplicado 200 uL de cada muestra (1000, 750, 500, 250, 200, 150, 100 y 50
mg EAG/L de extracto acuoso de la flor de Yucca filifera en agua) en tubos de ensaye sin
tapdn y se agregaron 5 mL de una emulsidon de (-caroteno (preparada con 4 mL de la
solucion de -caroteno en cloroformo, 80 pL de acido linoléico, 800 pL de tween 20 y 200 mL
de agua desionizada) se agitaron en vortex y se pusieron a incubar a 50°C en un bafio
termostético. En el tiempo 0, 15, 30, 60 y 90 min se realizé la lectura de las absorbencias a
una longitud de onda de 470 nm en un lector de microplacas. Como sustancia antioxidante
de referencia se empleé BHT al 0.1% y como muestra control se utilizé agua desionizada,

bajo las mismas condiciones.

La actividad antioxidante de las muestras se calculé con la siguiente ecuacion:

., " A
% Proteccion contra la decoloracon = A x 100
o

Donde:
A = Absorbencia de la muestra.

Ao = Absorbencia de la misma muestra en el tiempo 0.
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6.8 Evaluacién de la actividad quelante del extract 0 acuoso de la flor de Yucca filifera
(EAY).

Para la determinacion de la actividad quelante se utilizd el método reportado por Guicin y
colaboradores (2003), el cual se basa en la reaccién de la molécula quelante de referencia
con el ion ferroso (Fe?"). Posteriormente el ion ferroso que no fue quelado o secuestrado
reaccionara con la ferrozina generando color, el cual es medido espectrofotométricamente a

una longitud de onda 562 nm.

Se colocaron 100 pL de muestra en viales tipo éppendorf, se agregaron 50 pL de cloruro
férrico FeCl.4H,0O y 450 pL de metanol, se agitaron en vortex y se dejaron en reposo por 5
min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 400 pL de ferrozina 5 mM, se
agitaron en vortex y se dejaron nuevamente en reposo por 10 min a temperatura ambiente,
se realiz6 la lectura de absorbencias a una longitud de onda de 562 nm en un lector de
microplacas. Como agente quelante de referencia se emple6 EDTA a 0.1 M y como muestra

control se utilizé agua desionizada.

La actividad quelante del EAY fue calculada usando la siguiente ecuacion:

% Inhibicion = 2™ 4 100

Donde:
Ac = Absorbencia del control.

Awm = Absorbencia de la muestra.
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6.9 Inhibicién de la formacion de compuestos fluore scentes durante la glicacion del

sistema peptona-ribosa (SPR).

Se realiz6 de acuerdo al procedimiento reportado por Birlouez-Aragon y colaboradores
(1998) igual que en Sumaya-Martinez y colaboradores (2005). Se prepard peptona de
gelatina (2 g por 100 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4) y ribosa (2 g
por cada 100 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4), en presencia de
diferentes concentraciones de EAY (50, 250, 500, 750 y 1000 mg EAG/L) preparadas en la
solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4. Se calenté a una temperatura de 92°C
durante 180 min. Se determiné la formacion de compuestos fluorescentes de cada muestra a

una longitud de onda de excitacién 360 nm y de emision a 420 nm.

6.10 Determinacion de la cinética de inhibicién de la formacién de compuestos

fluorescentes y pardos en dos modelos de glicacion.

6.10.1 Modelo de glicacién 1.

El modelo se realiz6 de acuerdo al procedimiento reportado por Sumaya-Martinez y
colaboradores (2005). Se midi6 40 mL de EAY a 250 mg EAG/L, se agregé 800 mg de
peptona de gelatina mas 800 mg de ribosa (a este sistema se llamé SPR con EAY) y se
coloco en tres tubos de ensaye de 12 mL cada uno. Posteriormente, se preparé el blanco
adicionando a 40 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4, 800 mg de peptona
de gelatina y 800 mg de ribosa (a este sistema se le llam6 SPR) los cuales, fueron colocados
en tres tubos de ensaye de 12 mL cada uno. Los tubos se pusieron a calentar a 92°C
durante 180 min. Se tomaron alicuotas de 1 mL en los tiempos: 15, 30, 60, 90, 120, 150 y

180 minutos, se colocaron en viales tipo éppendorf y se dejaron enfriar.

6.10.2 Modelo de glicacion 2.
El modelo se realiz6 de acuerdo al procedimiento reportado por Sumaya-Martinez y

colaboradores (2005). Se midié6 20 mL de EAY a 250 mg EAG/L, se agregé 200 mg de

albumina sérica bovina mas 150 mg de ribosa (a este sistema se le llamo6 SAR con EAY).
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Posteriormente a 20 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.4, se le agrego
200 mg de albumina sérica bovina y 150 mg de ribosa (a este sistema se le llamo SAR). Por
altimo, se volvié a preparar la mezcla anterior y se le afiadié 110 mg de aminoguanidina (a
este sistema se le llamo SAR con aminoguanidina).

Las tres soluciones se colocaron por separado en tubos de ensaye por triplicado con 6 mL
en cada uno y se pusieron a calentar a 37°C. Después se tomaron alicuotas de 1 mL en los
siguientes tiempos: 21, 45, 70, 95 y 191 hrs. Se colocaron en viales tipo éppendorf y se

dejaron enfriar.

En ambos modelos de glicacion se determind la formacién de compuestos fluorescentes de
cada muestra a una longitud de onda de excitacion 360 nm y de emisién a 420 nm (Birlouez-
Aragobn y col., 1998). Finalmente, se determiné la formacion de compuestos pardos por

medio de la medicion de la absorbencia a 420 nm (Sumaya-Martinez y col., 2005).

6.11 Analisis estadistico.

Los datos de los diferentes experimentos fueron analizados por pruebas ANOVA mediante la
prueba Duncan a un nivel de significancia de p<0.05, asi como también analisis de
correlacion, para la cual se utilizé el paquete estadistico SPSS version 12. La recopilacion de

datos se llevo a cabo por medio de Excel version Windows vista.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Efecto de la concentracion de CFT sobre la acti  vidad antirradical del EAY.

En la Figura 7 se presenta el efecto de la concentracion de CFT expresados en mg
EAGI/L, sobre la actividad antirradical del EAY (umol ET/L). En la figura se observa que
a una mayor concentracion en CFT se presenta una mayor actividad antirradical. Esto
puede ser debido a que el EAY es susceptible de atrapar radicales libres por lo que el

electron del DPPH" se aparea presentando una decoloracion amarilla.

(LETIL)

y =3.9354x + 134.71
R2=0.98

Actividad Antirradical

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
EAY (mg EAG/L)

Figura 7. Efecto de la concentracion de CFT sobre la actividad antirrradical del EAY.

En estudios con un extracto de la flor Allium cepa perteneciente a la familia de las
Lilidceas (a la cual también pertenece la flor de Yucca filifera), mostraron que a una
mayor concentracion en CFT se presenta una mayor actividad antirradical (Kim y Kim,
2003).
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7.2 Efecto de la concentracion del EAY sobre el por centaje de proteccion de

color de una emulsion de  B-caroteno y acido linoléico.

Se aprecia en la Figura 8 el efecto de la concentracion del EAY en mg EAG/L de CFT,
sobre el porcentaje de proteccion de color de una emulsion de B-caroteno y acido
linoléico. Se observa que la maxima proteccion de color se presenta a una
concentracion de 250 mg EAGI/L, ya que a partir de esta concentracion no existe una
diferencia significativa dado que no se potencializa el efecto de proteccion contra la
oxidacion de la emulsién, debido probablemente a que en presencia de una sustancia

antioxidante la emulsién se estabiliza o su decoloracién es lenta.

- BHT
100 1 «— (0.006M)

30 - ¢ y = 15.433Ln(x) - 30.024
20 - R*=0.89

caroteno y acido linoléico (%)

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
EAY (mg EAG/L)

Proteccién de color de la emulsién de B-

Figura 8. Efecto de la concentracion del EAY sobre el porcentaje de proteccion de

color de la emulsién de B-caroteno y acido linoléico.

No se han reportado estudios sobre el porcentaje de proteccion de color de una
emulsion de B-caroteno y &cido linoléico de la flor de Yucca filifera. Sin embargo,
Shahidi y colaboradores (2001) en estudios con un extracto de Lathyrus maritimus L
perteneciente a una especie de guisante, mostraron que dicho extracto presenta una
actividad antioxidante equivalente a la del BHT (0.01M). Ellos indican que la cantidad
de CFT en el extracto analizado fue del 79.1%, y que tanto la cantidad de estos como

su composicion quimica, son importantes en la actividad antioxidante.
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7.3 Efecto de la concentracion de CFT sobre la acti  vidad quelante del EAY.

Se muestra en la Figura 9 el efecto de la concentracion de CFT sobre la actividad
guelante del EAY. Se observa que mientras aumenta la concentracion de CFT del EAY
se presenta una mayor actividad quelante, a 1000 mg EAG/L la actividad quelante del
EAY es del 64.7%, menor que la mostrada por el EDTA (0.1M).

100 -
90 -
80 | “—| (oam)
70 -
60 .
50
40 r

Actividad Quelante (%)

30 1 y = 11.843In(x) - 18.88
20 - R2=0.97
10 -
0 : : : : : : : : : ‘
0O 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
EAY (mg EAGI/L)

Figura 9. Efecto de la concentracion de CFT sobre la actividad quelante del EAY.

En estudios realizados se ha reportado la capacidad de un extracto de Mentha piperita
para quelar los iones de hierro, demostrando que a mayor concentracion de CFT
mayor es la actividad quelante, protegiendo asi del dafio oxidativo. No se han
reportado estudios sobre la actividad quelante de la flor de Yucca filifera, sin embargo,
por su composicién quimica en la cual pueden estar presentes diversos compuestos
de naturaleza fendlica su forma de accion puede ser debido a la union del grupo fenoxi
con el ion ferroso (Fe?*), formando un complejo estable con los iones de los metales

impidiendo que inicien las reacciones de oxidacion (Damien y colaboradores, 2003).
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7.4 Efecto de la concentracion de CFT del EAY sobre la inhibicion de la

formacion de compuestos fluorescentes durante la gl icacion del SPR.

Se presenta en la Figura 10 el efecto de la concentracion de CFT del EAY sobre la
inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR,
donde conforme aumenta la concentracion del EAY existe una mayor inhibicion de la
formacion de compuestos fluorescentes, mostrando entre ellas una funcion logaritmica
(r>=0.99).

1600 -

1400 -

1200 - y = -384In(x) + 2945.1
R2=0.99

1000
800 -
600 -
400 -

Fluorescencia 360/420 nm

200

O T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
EAY (mg EAGIL)

Figura 10. Efecto de la concentracion de CFT del EAY sobre la inhibicién de la

formacion de compuestos fluorescentes del SPR.

Estudios realizados por Jarillo, A. (2008) reportan que a mayor concentracion de CFT
de un extracto acuoso de cilantro (Coriandrum sativum) menor es la formacion de
compuestos fluorescentes durante la glicacion de un sistema de peptona de gelatina-
ribosa. La inhibicién de la formacion de los compuestos fluorescentes durante la
glicacion del SPR a 92°C puede deberse a uno de los mecanismos de inhibicion hasta
ahora reportados: atrapamiento de grupos carbonilos, atrapamiento de radicales libres
y quelacion de metales. Acerca del EAY no se han reportado antecedentes de estudio
sobre el tema, por lo que hasta el momento no se ha identificado el tipo de

compuestos fluorescentes que se forman durante la glicacion del sistema analizado.



Al combinar las Figuras 7 y 10 se obtiene la Figura 11 donde se observa que durante
la glicacion del SPR conforme aumenta la actividad antirradical del extracto mayor es
la inhibicion de la formacién de compuestos fluorescentes con una correlacion de
Pearson igual a -0.89 (p<0.05). Esto puede ser debido a que el EAY siga el

mecanismo de atrapamiento de radicales libres.

4500 + ) — 1600
—@—Fluorescenciadel EAY en el SPR
4000 + T 1400 _
—— Actividad antirradical del EAY
g 3500 |- T 1200 &
g g 3000+ 1000 3
gl 2004 B0 2
% £ 20007 600 g
2= 1500 + T 2
g 1000 + 1400 5
500 + +200 “*
0 0

50 250 500 750 1000
EAY (mg EAGIL)

Figura 11. Efecto de la concentracion de CFT del EAY sobre la inhibicién de la
formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR y sobre la

actividad antirradical.

Similares resultados fueron reportados por Jarillo, A. (2008) indicando que durante la
glicacién de un sistema de peptona de gelatina-ribosa a una temperatura de 92°C
conforme aumenta la actividad antirradical de un extracto acuoso de cilantro
(Coriandrum sativum) mayor es la inhibicion de la formacion de compuestos
fluorescentes, con una correlacién de -0.95 (p<0.05).

En investigaciones recientes realizadas por Schamberger y Labuza (2005) observaron
gue en un sistema modelo glucosa-glicina al adicionar los flavonoides con actividad
antioxidante del té verde epicatequina (EC) y la epigalocatequina galato (EGCG) a
0.001M, adicionados a la leche sometida a un proceso térmico de UHT se redujo la
formacion de compuestos fluorescentes y compuestos pardos productos de la reaccion
de Maillard. Estos autores proponen que estos flavonoides (EC y EGCG) podrian ser
usados en la industria alimentaria con el fin de inhibir la formacion de dichos

compuestos.
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7.5 Cinética de inhibicidn de la formacién de compu  estos fluorescentes durante

la glicacion del SPR en presencia del EAY.

La cinética de inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante la
glicacién del SPR en presencia del EAY durante 3 horas de calentamiento se muestra
en la Figura 12. Se observa que la formacion de compuestos fluorescentes durante la
glicacion del SPR en presencia del EAY es menor que durante la glicacion SPR sin el
extracto, al minuto 180 se presenté una inhibicion de la formaciéon de compuestos
fluorescentes en un porcentaje de 53.27%, inhibicion que puede ser debida a la

capacidad antirradical que presenta el EAY.

Fluorescencia 360/420 nm

—&—SPR con EAY
——SPR

0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Figura 12. Cinética de inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante

la glicacion del SPR en presencia del EAY.

Ademas, a partir del minuto 90 ya no se observa un aumento significativo (p<0.05) en
la formacion de compuestos fluorescentes en ambas cinéticas, al igual que lo
reportado por Jarillo A. (2008) en el estudio de una cinética de inhibicion de la
formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion de un sistema de peptona
de gelatina-ribosa en presencia de un extracto acuoso de cilantro (Coriandrum
sativum) a una temperatura de 92°C. Lo cual puede explicarse a partir de que en este
tiempo de la cinética inicie la etapa avanzada de la reaccion de Maillard en el sistema

de glicacion estudiado.
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Cabe mencionar, que la diferencia en la concentracion de compuestos fluorescentes
presentada al inicio de ambas cinéticas, puede deberse a que la ribosa es un azucar
reductor que reacciona rapidamente con los grupos aminos de la peptona de gelatina
(aun a temperatura ambiente) y durante la primera medicién dichos compuestos ya
habian comenzado a formarse.
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7.6 Cinética de inhibicion de la formacion de compu  estos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAY.

En la Figura 13 se presenta la cinética de inhibiciéon de la formaciéon de compuestos
pardos durante la glicacién del SPR en presencia del EAY. Se observa que durante la
glicacion del SPR no existe diferencia significativa entre la formacion de compuestos
pardos durante la glicacion en presencia o en ausencia del EAY a los diferentes
tiempos estudiados; lo cual puede ser debido a que la accién antioxidante del EAY no
inhibié la formacién de compuestos pardos de la glicacion del SPR a 92°C, es decir no
fue capaz de inhibir las reacciones de la etapa final de la glicacion del SPR a esa

temperatura.
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Figura 13. Cinética de inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAY.
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7.7 Cinética de inhibicion de la formacion de compu  estos fluorescentes

durante la glicacion del SAR en presencia del EAY.

Se observa en la Figura 14 la cinética de inhibicién de la formaciéon de compuestos
fluorescentes durante la glicacion del SAR en presencia del EAY. La formacion de
compuestos fluorescentes durante la glicacion del SAR en presencia del EAY es
menor que durante la glicacion del SAR sin el EAY. A las 191 horas se presenté una
inhibicion de la formaciéon de compuestos fluorescentes en un porcentaje de 86.6%
para la glicacion del SAR en presencia del EAY, mientras que para la glicacién del

SAR en presencia de la aminoguanidina dicha inhibicion fue del 88.3%.

——SAR
—@— SAR+Aminoguanidina
—&— SAR+EAY

Fluorescencia 360/420 nm

—
0 - \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo (hrs)

Figura 14. Cinética de inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante

la glicacion del SAR en presencia del EAY.

Se ha reportado que la aminoguanidina inhibe la formacién de los compuestos
fluorescentes en un 52% en un sistema de albumina-glucosa a una temperatura de
37°C (Misur y Turk, 2001). Por su parte, Singh y colaboradores (2001) demostraron
gue el mecanismo de accion por medio del cual la aminoguanidina presenta un efecto
inhibitorio sobre algunos productos de la glicacion de proteinas es por medio del
atrapamiento de grupos carbonilo. Mientras que el mecanismo que puede seguir el
EAY durante la inhibicién de compuestos fluorescentes como se mostré anteriormente

(Figura 11) puede ser por el atrapamiento de radicales libres.
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7.8 Cinética de inhibicion de la formacion de compu  estos pardos durante la

glicacion del SAR en presencia del EAY.

Se muestra en la Figura 15 la cinética de inhibicion de la formaciéon de compuestos
pardos durante la glicacion del SAR en presencia del EAY. Se observa que después
de 191 horas la inhibicion de compuestos pardos es de 95.31% para el SAR con EAY
y del 18.75% para el SAR con la aminoguanidina.
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Figura 15. Cinética de inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacién del SAR en presencia del EAY.

Al parecer no existen reportes de la inhibicién de la formacion de compuestos pardos
durante la glicacion de proteinas por medio de la aminoguanidina. Con respecto al
EAY, se observa que tiene la capacidad de inhibir los compuestos fluorescentes de la
etapa intermedia de la reacciéon de Maillard (Figura 14) asi como los compuestos

pardos (Figura 15) que se forman en la etapa avanzada.
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8. CONCLUSIONES.

El extracto acuoso de la flor de Yucca filifera presenta actividad

antirradical, antioxidante y quelante.

A mayor concentracion del extracto acuoso de la flor de Yucca filifera
existe una mayor inhibicion de la formacion de compuestos

fluorescentes durante la glicacion del SPR a 92°C.

El mecanismo que podria explicar la inhibicion de la formacion de
compuestos fluorescentes del SPR a 92°C en presencia del EAY es el

atrapamiento de radicales libres.

El EAY inhibe la formacion de compuestos fluorescentes en un 86.6%
mientras que la aminoguanidina inhibe un 88.3% en el SAR a una

temperatura de 37°C.

El EAY inhibe la formaciéon de compuestos pardos en un 95.31%
mientras que la aminoguanidina inhibe solamente un 18.75% en el SAR

a una temperatura de 37°C.
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9. PERSPECTIVAS O RECOMENDACIONES

#* S Co o o
Evaluar in vivo el efecto inhibitorio de la formacion de los productos de la glicacion

de proteinas del EAY.
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