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1. ANTECEDENTES

1.1 Cereales
Los cereales son el fruto de los cultivos de plantas herbaceas, que pertenecen al orden botanico de

las monocotileddneas. Los principales cultivos de este grupo son el trigo, cebada, avena, centeno,
arroz, maiz, sorgo y mijo [1]. Todos los cereales pertenecen a la familia de las gramineas, se
cultivan practicamente en todas las regiones del mundo siendo el cultivo mds representativo en la
agricultura ya que el 70% de campos destinado a la siembra esta destinado para la produccién de
cereales [1]. El ciclo de vida tipico de una planta de cereales inicia cuando los granos maduros
germinan para formar una nueva planta que crece gradualmente y se desarrolla para formar la

inflorescencia [2].

El componente principal de la planta de cereal de interés es el grano, el cual se define como fruto
en un contexto botdnico. Este fruto comparado con otros productos alimentarios, tiene actividad
de agua baja (aw=0.35) lo que permite su almacenamiento por largos periodos de tiempo sin tener

que ser procesado (Tabla 1.1) [3].

Tabla 1.1 Actividad de agua de algunos alimentos.

Alimentos aw
Frutas frescas y ensaladas 0.97
Verduras 0.97
Jugos 0.97
Huevo 0.97
Carne 0.97
Queso 0.95
Pan 0.94
Mermeladas 0.86
Frutas secas 0.73
Miel 0.70
Huevo en polvo 5% de humedad 0.40
Galletas, cereales 0.35
Azucar 0.10

El fruto del cereal es la caridpside, siendo ésta un tipo aquenio o semilla Unica sin cubierta. Se
caracteriza por ser seco (en comparacion a otros frutos). Todos los frutos contienen una o mas
semillas o granos, para el caso de la caridpside contiene sélo uno. El grano se puede dividir en tres

partes principales: germen, endospermo y pericarpio (Figura 1.1), aunque algunos granos después
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de la cosecha pueden retener restos florales conocidos como glumas cuya funcién es proteger el
grano de insectos, humedad y mohos durante su desarrollo, sin embargo no se consideran como

parte de la cariépside. [1]

Endospermo aimidonoso.

Aleurona

Nucelo

Testa

Pericarpio

Eie embrionario

Figura 1.1 Partes que componen al grano de cereal.

Una de las tres partes anatémicas que constituyen al grano es el embrién (o germen). El embridn
consiste del eje embrionario y el escutelo. El primero, tiene una funcién reproductiva y esta
conectado al endospermo por el escutelo. El escutelo se comporta como un drgano de secrecidén y
absorcién dando al eje embrionario los requerimientos nutrimentales cuando la germinacién se
lleva a cabo. El germen no contiene almiddn, sino que se conforma principalmente de lipidos,

proteinas, azlcares solubles y cenizas [1].

El componente mayoritario del cualquier grano de cereal es el endospermo, el tejido que contiene
el almidon. Se comprende de 2 componentes que son faciles de distinguir, la mayoritaria es una
masa central que se denomina como endospermo almidonoso que consiste en células
empaquetadas con nutrientes en forma insoluble, siendo el mayor componente el almidén y en

orden de abundancia le siguen las proteinas. Estos nutrientes, carbohidratos y proteinas, pueden
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ser movilizados para apoyar el crecimiento del embrién en la germinacién. Las paredes del
endospermo almidonoso de trigo estdn compuestas en su mayoria de arabinoxilanos, mientras
gue en cebada predomina el 1-3 p-D glucano, y la celulosa es el componente mayoritario en el

caso del arroz [4].

Alrededor del endospermo almidonoso esta la aleurona, consiste de una a tres capas de células
densas. El nUmero de capas que contiene son tres para cebada y arroz, y una para trigo, maiz,
avena, sorgo y centeno. La capa de aleurona sintetiza las enzimas necesarias para descomponer
los componentes del endospermo almidonoso durante la germinacién. A diferencia del
endospermo almidonoso, no contiene almiddén, sino que su componente mayoritario son las

proteinas (hasta un 20%) [1].

Recubriendo a la aleurona se encuentran restos del nucelo, la seccién dentro évulo en la cual se
desarrolla el saco embrionario cuando la germinacién se lleva a cabo. De entre los tejidos que
comprende la caridopside el Ultimo es la tesla; tiene una o dos capas de células dependiendo de la
variedad de cereal. En esta seccidén se acumulan sustancias parecidas al corcho en las células que

pueden conferirle color al grano de cereal [1].

Por ultimo, otra proteccién con la que cuenta el grano después de su cosecha es el pericarpio, esta
parte del grano es la minoritaria dado que solo represente del 5 al 7 % del grano se compone de
un conjunto de capas celulares: epicarpio, mesocarpio y endocarpio, la principal funcién de las
capas es dar proteccion a la célula contra agentes externos, aunque el endocarpio a su vez
previene que se pierda agua durante la germinacion y la dirige, para lo cual tiene células

especializadas para ello (cross cells y tuve cells respectivamente) [5].

1.2 Composicion quimica de los granos de cereal
Los granos de cereal presentan una amplia variedad de componentes, sin embargo todos

contienen de manera general carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales.

1.2.1 Presencia de carbohidratos en cereales
Los carbohidratos son el componente mayoritario de los granos de cereal, alcanzando hasta el

85% del peso total del grano. Se encuentran principalmente como polisacaridos que forman parte
de los granulos de almidén (carbohidrato de reserva) que se localizan en el endospermo, o

carbohidratos de las paredes celulares (3-5%). Ademds de éstos también se encuentran
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carbohidratos de bajo peso molecular que comprenden el 2% del peso total del grano, donde

destaca la sacarosa como el compuesto predominante [2].

1.2.1.1 Polisacdridos
La funcién que tengan los polisacaridos en el grano de cereal puede clasificarlos como polimeros

de reserva o componentes estructurales. El carbohidrato de reserva de mayor importancia es el
almiddn, se encuentra en forma de granulos en las células del endospermo almidonoso del grano
pero ausente en las células de la aleurona. En la madurez del grano, se puede encontrar almiddn
residual en las células de los tejidos del embridn y el escutelo. Los granulos de almiddn presentes
en el endospermo del cereal se encuentran en diferentes tamafios y formas, esto depende de la
variedad de cereal (Figura 1.2). Los granulos se desarrollan en una membrana-confinada conocida

como plastido (amiloplasto) aunque en la madurez se pierde [2].

Figura 1.2 Granulos de almidén por TEM

El almidén es una asociacion de dos polisacaridos, amilopectina y amilosa. La amilopectina se
encuentra en mayor proporcién (70-80% p/p del granulo de almiddn). Es un polimero ramificado
compuesto solamente de glucosa en enlaces glicosidicos a 1-6, a la cadena lineal. La amilosa, que
comprende de un 20 a un 30% de peso de los almidones del cereal, también es un polimero de
glucosa pero es escasamente ramificada, los enlaces entre glucosa son a 1-4 glicosidicos [2] (Figura

1.3).
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Ho

Figura 1.3 Estructura del almiddn. (i) Amilosa y (ii) amilopectina

Adicionalmente al almiddén, se encuentran los fructanos. Estos son polimeros de fructosa,
consisten en cadenas cortas de fructosa unidas a una sacarosa por enlaces glicosidicos B 2-6. Son
formas de almacenamiento de energia menores en granos de cebada y trigo. Se encuentran en el

embrién en su desarrollo hasta en un 20% [6].

Otros polisacaridos presentes en los cereales son los constituyentes primarios de las paredes
celulares. Dos polisacaridos componen principalmente la pared: los arabinoxilanos vy los B-
glucanos. Las capas mads exteriores contienen mayor cantidad de polisacaridos de este tipo. Los
arabinoxilanos (AX) son los que mayor presencia tienen en la pared celular (85-90%). Como en la
mayoria de componentes, entre granos de cereal su abundancia difiere, ya que puede representar
el 8% en peso (en centeno) o solo el 1.5% (en trigo). Los AX son cadenas lineales de xilosa unidas
por enlaces glicosidicos B-1-4 que pueden ser sustituidas por residuos de arabinosa en las
posiciones 0-2 u 0O-3. Un componente minoritario de los AX es el acido ferdlico, el cual esta
enlazado como un éster a la arabinosa en la posicién O-5. Su funciéon principal radica en que su
estructura le provee soporte a la pared celular, sin embargo también es fuente de acido ferulico y

otros acidos fendlicos los cuales le confieren actividad antifungica [7] (Figura 1.4).

Raybel Mufioz Ramirez



Antecedentes

0

/

OH
HO OH

OH
OH 0

(i)

HO 0

Figura 1.4 Molécula de 4cido ferulico (i) con arabinoxilano (ii).

La presencia de B-glucano es superior en el endospermo y aleurona comparados con otras capas.
Son cadenas lineales compuestas Unicamente de mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces
glicosidicos de tipo beta tanto 1-3 como 1-4. Es una molécula parcialmente soluble en agua. La
presencia del polisacarido es mayor en avena y cebada (hasta 5% p/p en algunas variedades)

comparada con los demds cereales [7].

1.2.1.2 Carbohidratos de bajo peso molecular (mono-, di-, y oligosacaridos)
Los granos de cereal maduros contienen pequeias concentraciones de carbohidratos de peso

molecular (aproximadamente 2%) que comprenden a los mono-, di-, y oligosacaridos. La mayoria
de estos azucares solubles se encuentran en el germen. Los principales monosacaridos presentes
son la fructosa y glucosa, y el disacarido principal es la sacarosa. Las concentraciones de estos
carbohidratos aumentan cuando el grano es malteado o proceso de germinacién debido a la
hidrélisis enzimatica del almidén siendo la maltosa, glucosa, maltotriosa y dextrinas (tanto lineales

como ramificadas) los principales productos.

Los carbohidratos de bajo peso molecular son parte de los compuestos que son movilizados de los

tejidos de reserva cuando el grano se estd desarrollando. Las mayores concentraciones se
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encuentran en los tejidos del embrién (trigo: 20%, maiz: 11%), pero estan practicamente ausentes

en los tejidos de la capa del pericarpio maduro [2].

1.2.2 Presencia de vitaminas y minerales en cereales
Para el correcto funcionamiento de las enzimas en el metabolismo del grano son necesarios

compuestos que unidos a ellas formen una holoenzima (enzima en estado activo) los cuales son
llamados coenzimas al ser compuestos organicos y cofactores cuando son inorganicos. Siendo las
vitaminas los precursores de las coenzimas y los minerales los cofactores, necesarios para el

crecimiento y metabolismo del cereal [8].

Los cereales son considerados una fuente adecuada de ciertas vitaminas y minerales. El germeny
la capa de aleurona son las partes anatdmicas que contienen las mayores concentraciones en el

grano [2].

Los cofactores o vitaminas pueden dividirse en dos grupos en cuanto a su solubilidad. En los
cereales las vitaminas hidrosolubles principales son la B1, B2 y la niacina. Durante la molienda
disminuyen su concentracién y ain mas en la coccidn y el procesamiento, por lo que a las harinas
(de arroz y trigo principalmente) son enriquecidas con estas vitaminas al final del proceso. La
vitamina B1 en la forma de tiamina fosfato estd relacionada en el metabolismo de la glucosa, en
cuanto a la B2 en su forma de nucledtido se encuentra involucrada en reacciones de Oxido-
reduccidn. Generalmente las vitaminas hidrosolubles se encuentran en las capas externas del

grano [8].

Las vitaminas liposolubles mas importantes en el grano de cereal son los tocoferoles (E) y
carotenoides (A). Quimicamente los tocoferoles son formados por la condensacién de una
hidroquinona con un diterpeno no ciclico. Son conocidos ocho homdlogos, los a-. B-. I-. y &-
tocoferoles y los a-. B-. I'-. y &-tocotrienoles. En el trigo la mitad de los tocoferoles se encuentran

en el germen [8].

Los carotenoides se dividen en dos grupos: carotenos y xantdfilas. Estos se encuentran
principalmente en las capas internas del grano como el endospermo pero carente en el germen y

el pericarpio [8].

De igual forma los minerales estan distribuidos de forma desigual en el grano, con un mayor

contenido en las capas externas como pericarpio, aleurona y germen pero en bajas
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concentraciones en el endospermo. Estos representan el 1.5 % del grano y disminuye la relacién
en la molienda. Entre los minerales el fosforo es el que mayor presencia tiene seguido por el
potasio, mientras que el calcio, sodio y hierro se encuentran en menor concentracion. Algunos de
ellos como el fésforo se encuentran tanto en formas inorganicas (Fosfatos) como en organicas

(inositol, acido fitico, etc.) [8].

1.2.3 Presencia de proteinas en cereales
La concentracidn de proteina varia debido a las condiciones ambientales y del campo durante el

desarrollo y crecimiento del grano. Un rango de 8% a 11% es un contenido promedio en los
granos. Los factores que afectan el contenido proteico son la fertilizacién con nitrégeno y la

disponibilidad de agua durante el desarrollo [2].

El endospermo almidonoso es el mayor tejido de almacenamiento del grano de cereal que ademds
de resguardar los granulos de almidén también almacena la mayor cantidad de proteina.
Comprende el 14% (p/p) pero debido a que es el componente anatomico mas grande de la
cariépside contiene el 80% de proteina presente en el grano, aunque no solo aqui se localiza la
macromolécula, en el germen y en la capa de aleurona se encuentran en una proporcioén de 30% y
en el pericarpio 7%, sin embargo estos ocupan un menor volumen en el grano. Este grupo se
clasifica en 2 grupos, las prolaminas y globulinas. Las prolaminas son las proteinas de
almacenamiento mayoritarias en los cereales, siendo las minoritarias las globulinas, excepto en el

arroz y la avena cuyo caso es el contrario [8].

Las prolaminas son insolubles en agua o soluciones diluidas de sales pero solubles en mezclas de
alcohol-agua, tienen un gran contenido de prolina y glutamina las cuales juntas comprenden de un
30 a un 70% los de aminoacidos presentes en estas proteinas, aunque su contenido de lisina y
triptofano es practicamente nulo. A las prolaminas se les ha dado un nombre trivial basado en su
nombre genérico en latin, como secalina (centeno), zeina (maiz) u hordeina (cebada), con
excepcion del gluten la proteina del trigo que se clasifica en dos, gliadinas que son proteinas
monomeéricas y facilmente solubles en mezclas agua-alcohol, mientras que las gluteninas consisten

en polimeros estabilizados por puentes disulfuro [2].

Las globulinas son proteinas insolubles en agua pero solubles en soluciones salinas. Son las
proteinas mayoritarias en cereales como el trigo y la avena donde pueden alcanzar hasta el 80%

de las proteinas totales y a su vez en su mayoria se encuentran en la capa de aleurona y en el
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embridn. Las globulinas de estos cereales tienen una secuencia de aminoacidos muy parecida a las
globulinas 7S presentes en leguminosas y plantas dicotiledéneas, por lo que pueden ser
consideradas como sus homologas al tener estructuras y propiedades similares. Las proteinas 7S
estan almacenadas en cuerpos proteicos y su Unica funcidn parece ser la de reserva de nitrégeno

dado que no se ha encontrado alguna funcién en el desarrollo del grano [9].

1.2.4 Presencia de lipidos en cereales
Entre las macromoléculas que componen al grano de cereal, los que menos presencia tienen son

los lipidos que representan el 3% de la caridpside (dependiendo del cereal el contenido de lipidos

se encuentra entre 1.7 a 7% en los granos) [11].

Los lipidos de los cereales se originan a partir de membranas, organelos y esferosomas; estos
tienen diferentes estructuras quimicas. Se encuentran en mayor concentracion en el embrién o
germen, en menor grado en la capa de aleurona y en el endospermo estd practicamente ausente.
Los cereales tienen una composicién de acidos grasos similar, en el que el acido graso mayoritario
es el linoleico (39-69%), mientras que el oleico y palmitico constituyen el 11-36% y 18-28%
respectivamente. Los triglicéridos son los lipidos mas abundantes y como componentes

minoritarios se encuentran los fosfolipidos, glicolipidos y terpenoides [4].

Los triglicéridos (triacilgliceroles, TG) se encuentran depositados en las esferosomas (gotas de
aceite) delimitados por una monocapa. La disposicidn en la que se encuentran los acidos grasos en
la molécula de glicerol es generalmente: acidos grasos saturados en las posiciones C-1 y C-3,

mientras que los acidos grasos insaturados se encuentran cominmente en C-2 [10].

Las mayores concentraciones de TG se encuentran en la capa de aleuronay en el escutelo, pero en
cuanto a cantidad el embrién provee mas TG. En el endospermo almidonoso de avena, trigo, maiz

y arroz se han reportado la presencia de pequefias cantidades de triglicéridos.

Los factores principales del uso ubicuo de los granos de cereales son su valor nutrimental, su facil
cosecha y su estabilidad en el almacenamiento. Los granos limpios, sanos y sin dafios no tienen
problemas en su almacenamiento pero el dafio y la ruptura del tejido puede dar como resultado
una mezcla de componentes celulares e iniciar reacciones de degradacion. La degradacién de

Ill

lipidos en granos de cereal estd asociada con la pérdida de calidad funcional en material “crudo” o

con cambios indeseables en las propiedades organolépticas de productos [10].
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La descomposicion de lipidos en granos de cereal y en sus productos derivados se debe a las

reacciones que involucran a reactivos como: enzimas, presencia de iones metdlicos o la luz. Las
vias mas comunes de la degradacién de lipidos (enzimaticas y no enzimdticas) son las reacciones

hidroliticas y oxidativas o una combinacién de ambas.

La hidrdlisis enzimatica degrada el triglicérido que genera acidos grasos libres, los cuales son mas
susceptibles a reacciones de oxidacion. La rancidez puede ser producida por una reaccidn

hidrolitica o como resultado de la reaccion con oxigeno [10].

1.2.5 Presencia de enzimas en cereales
La mayoria de las proteinas de las fracciones de albuminas y globulinas son proteinas metabdlicas,

mayormente enzimas o inhibidores de enzimas. Muchas de estas enzimas se encuentran en la
capa de aleurona y en el embridon para hidrolizar y sintetizar componentes necesarios durante la
germinacidon a partir de carbohidratos y proteinas. También se encuentra distribuido en el
endospermo. Nutrimentalmente contienen una mejor composicion de aminoacidos que las
proteinas de reserva, principalmente por su mayor contenido en lisina, aunque se encuentran en

mucha menor proporcion. [4]

La mayoria de enzimas que hidrolizan las moléculas de reservas de los granos (carbohidratos,
lipidos y proteinas) al momento de la germinacidn proveen los nutrientes (generalmente
mondmeros de las macromoléculas) necesarios para que se lleve a cabo. A su vez son sintetizadas
de nuevo en el escutelo y en la capa de aleurona. Entre las enzimas degradadoras de
carbohidratos se encuentran las a y B — amilasas, enzimas desramificantes, celulasas, B-glucanasas

y glucosidasas [4].

Las amilasas son enzimas que hidrolizan los polisacaridos en granulos de almiddn. Se clasifican en
endohidrolasas (a-amilasa), estas atacan los enlaces glicosidicos a 1-4 de amilosa dentro de las
moléculas del polisacarido y produce una mezcla de dextrinas con pequefias cantidades de
maltosa y oligosacaridos, y en exohidrolasas (B-amilasa), que atacan los enlaces glicosidicos a-1-4
cerca del final de la cadena (finales no reductores) de las cadenas de amilosa la cual produce
maltosa, ambas trabajan a un pH de 5; ademas ninguna puede hidrolizar el enlace glicosidico 1-6
de la amilopectina, para esta hidrélisis las enzimas desramificantes estan presentes. Ambos tipos
de amilasas existen en multiples formas, también llamadas isoenzimas con diferentes propiedades

fisicas y quimicas [4].
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La B-glucanasa es importante en el procesamiento de cebada debido a que las paredes celulares
estan compuestas de un 70% de B-glucanos, existen dos isoenzimas una hidroliza los enlaces B-1-3

y la otra los enlaces B-1-4 produciendo asi oligosacaridos de 3 o 4 unidades glicosidicas.

Las enzimas que hidrolizan proteinas son llamadas proteinasas, proteasas o peptidasas. Estas
atacan el enlace peptidico entre los aminoacidos e incluyen tanto las endo como las
exopeptidasas. Las ultimas son divididas en carboxipeptidasas cuando actuan sobre el grupo
carboxil terminal y aminopeptidasas cuando atacan al grupo amino terminal. Las enzimas
proteoliticas mas importantes son las peptidasas acidas, las cuales existen en multiples formas
teniendo tanto endo como exotipos con un pH de actividad 6ptimo entre 4.2 y 5.5. A su vez se
pueden clasificar basados en su mecanismo catalitico como serino-, metalo-, aspartico- vy

serinopeptidasas [4].

Las enzimas que catalizan la liberaciéon de acidos grasos libres (FFA) mediante la hidrdlisis de los
enlaces éster de los triacilglicéridos, son conocidas como lipasas. Aunque, entre las lipasas existen
enzimas que difieren en sus mecanismos de accion como en su especificidad. A su vez estas
enzimas pueden convertir en mono-, di-glicéridos los triacilglicéridos. La actividad de la lipasa es
muy importante dado que los acidos grasos insaturados libres son mas susceptibles a la rancidez
oxidativa que los triglicéridos. La actividad varia entre cereales siendo la avena y el mijo los que

tienen mayor actividad de lipasa [10].

Las enzimas liberadoras de acidos grasos presentes en cereales se pueden dividir en dos grandes
grupos, las trigliceril lipasas que hidrolizan triglicéridos en una interfase aceite-agua y no hidrolizan
lipidos en solucidn. Es diferente a las demas estereasas debido a que los sustratos que hidrolizan

no son solubles en agua [10].

En contraste el segundo grupo las acil hidrolasas (LAH) actian en las formas micelares vy
monodispersas de los lipidos y no hidrolizan las formas insolubles lipidicas (triglicéridos). Ej.
fosfolipasas A y B, lisofosfolipasa, galactolipasa, monoglicerido-lipasa. Estas catalizan la
desacilacion, liberando FFA de una gama de lipidos, que incluyen a mono vy diacilfosfolipidos y
galactolipidos, mono- y diglicéridos y acidos grasos de ésteres fendlicos de cadena larga. Las

enzimas reciben su nombre de la especificidad del sustrato al que atacan [10].

La fitasa es una estereasa que hidroliza el acido fitico a inositol y acido fosfdrico libre. La hidrélisis

(incluso parcial) es deseable desde un punto de vista nutricional dado que los productos tienen

Raybel Mufioz Ramirez 12



Antecedentes

una gran actividad quelante de cationes como el zinc, calcio y magnesio. La complejacidn de estos

iones con acido fitico se ve reducida [4].

Las enzimas oxidativas son una de los grupos mds importantes que se relacionan con la rancidez.
La lipoxigenasa (LOX, lipoxidasa o caroteno oxidasa) es una enzima que se encuentra en los granos
de cereales e inicia la descomposicion de lipidos en alimentos. El término “lipoxigenasa” cubre una
amplia gama de enzimas que catalizan la peroxidacién por oxigeno de 4&cidos grasos
poliinsaturados que contienen fracciones cis, cis-1,4 pentadieno. El producto es un hidroperdxido
de acido graso con grupos dieno conjugados y que tiene el grupo hidroperdxido localizado en al
final o al inicio del grupo pentadieno original. Los sustratos mas comunes para La LOX en

alimentos son los acidos linoleico y linolénico [10].

Con el acido linoléico pueden ser formados dos isémeros que se representan en la Figura 1.5.

(0]

OH
Acido linoleico

Lipoxigenasa + O2

OOH
. . . O
13-hidroperoxi-octadeca-9-cis, 11- v

trans - acido dienoico

9-hidroperoxi-octadeca-10-trans,
12-cis- acido dienoico

Figura 1.5 Oxidacién enzimatica de 4acido linoleico por lipoxigenasa y mediada por oxigeno.

Raybel Mufioz Ramirez



Antecedentes

La LOX cataliza reacciones esteroespecificas formando dos isomeros de acido graso peréxidados
Opticamente activos. La enzima presenta un dtomo de hierro en su estructura y su peso molecular
es de aproximadamente 10° Daltons. Generalmente la LOX muestra una mayor actividad con
acidos grasos libres, respecto a cuadndo se encuentran como di- y triglicéridos que contienen
acidos grasos poliinsaturados. Aunque la LOX cataliza reacciones en sistemas aerobios, la enzima
se encuentra activa en la ausencia de O,y cataliza la extraccion de un radical H' de los acidos

grasos [10].

La remocién estereoespecifica del atomo de hidrégeno del carbono del grupo pentadieno es el
primer paso para el proceso catalitico, lo cual sigue de un rearreglo del radical dieno a un estado
mas estable como dieno conjugado cis, trans y finalmente bajo condiciones aerdbicas, oxigeno
molecular se une a un dtomo de carbono final del grupo dieno para formar un radical hidroperoxi

que extrae un dtomo de hidrégeno para formar el hidroperdxido (HP) [10].

Los hidroperdéxidos presentan valores de potenciales de déxido-reduccién alrededor de 1.7 V
(respecto al electrodo normal de hidrégeno). El potencial redox estd relacionado a la

concentracién de los agentes oxidante y reductor a través de la ecuacidon de Nernst [11].

0.059 [Oxidante]

E=E%+ o
n 8 [Reductor]

Donde E%es igual al potencial estdndar (suponiendo que el potencial redox del sistema H,-H* es
cero) y n es el nimero de electrones de intercambio. Para el caso de hidroperdxidos el valor E°=1.7
V denota que son oxidantes fuertes al igual que el Ce* (E°=1.72V), el Cr,0,*( E°=1.36V) y el MnOy4
(E°=1.69V). Dada la importancia de la LOX y sus las propiedades redox del producto generado, se
han desarrollado metodologias analiticas para medir la actividad enzimatica mediante el uso de

cromoforos sensibles a los compuestos involucrados en la reaccién [10].

1.2.5.1 Medicién de actividad enzimatica de LOX

La importancia del estudio de la lipoxigenasa en cereales radica en que su actividad enzimatica
esta relacionada con la degradacion de lipidos presentes o rancidez enzimatica, lo que genera una
disminucién en la calidad nutrimental asi como generacion de malos olores tras la
descomposicion de los hidroperdxidos. El contenido de HP estd asociado por tanto al estado de
rancidez en el que se encuentran los productos alimentarios.
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Considerando la reaccién generalizada de formacién de hidroperdxidos, se han disefiado cuatro
estrategias para desarrollar metodologias analiticas capaces de medir la actividad enzimatica de la

lipoxigenasa [10]:

RH + O,+ LOX ->ROO0OH (Hidroperodxidos)

Una primera propuesta de determinacion de actividad de LOX se basa en la cuantificacion del
oxigeno molecular consumido durante la oxidacidn lipidica. La cuantificacién se basa en una

medicién de la sefial catddica mediante polarografia asociada a la reaccién:

02+ 2 H20 +2e - H202+ 20H"

La metodologia se aplicé al andlisis de lipoxigenasa en soya encontrandose limites de deteccién de
hidroperéxidos de 7.7 uM y un rango lineal de 0.02 a 0.20 mM utilizando acido linoleico como
sustrato [12]. Una limitante del método es el uso de electrodos de mercurio, donde la agitacion
del medio da como resultado mediciones erréneas debido a que se licia el oxigeno atmosférico

incrementando la sefial [13].

Debido a las limitantes que presenta el método descrito, se desarroll6 un ensayo para la
determinacidon espectrofotométrica del dieno conjugado en el hidroperdxido generado. La
formacién del dieno conjugado permite incrementar la absorbancia a 234 nm, este incremento es
usado para la cuantificacion del producto de reaccién a través de la ecuacidon de Lambert y Beer,
donde los HP de &cido linoleico tienen un coeficiente de absortividad molar () de 25,000 M*cm™

[14].

Este método es utilizado principalmente para la sintesis y estandarizacion de HP, sin embargo en
muestras reales no se aplica debido a la interferencia de los componentes de la matriz analitica. La
estandarizacion se realiza utilizando de igual manera a los acidos linoleico o araquidénico, aunque
el dltimo es mas costoso y menos estable [15]. Una aplicacion esta asociadas el andlisis de las
variedades de trigo Xionyian y Chinese spring encontrandose valores de actividades de 2000 y

4000 U min mg? proteina, respectivamente [16].
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Debido a las limitaciones de este método, se ha propuesto una separacidon previa de los
componentes por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC-UV). La metodologia
modificada se ha aplicado en muestras de biomasa de cepas de Penicillium encontrandose
actividades de 31.1 nmoles de dieno producido por minuto por miligramo de muestra, siendo el
acido linoleico el sustrato de la enzima. La ventaja de esta metodologia es poder separar los
isdmeros 9 y 13 producidos en la reaccién [17]. Los limites de deteccion alcanzados son de 4.9 uM

con un intervalo lineal de 0.02-0.2 mM [18].

Debido a que las metodologias anteriores no son capaces de cuantificar la actividad enzimatica de
lipoxigenasa a concentraciones menores se ha ampliado la investigacion en determinaciones
colorimétricas. Estas se dividen en dos, el uso de sustratos cromoféros que se decoloran por
reacciones de co-oxidacién 6 reacciones colorimétricas que involucran a los hidroperdxidos
generados. La primera metodologia generalmente se aplica al analisis de isoenzimas de LOX que
tienen una mayor actividad de co-oxidacién, para ello se emplean pigmentos como el B-caroteno
(figura 1.6) o crocina (figura 1.7) que al interactuar con la enzima produce una coloracién. Weber
et al aplicaron esta metodologia para determinar la actividad de lipoxigenasa de soya, para lo cual
se registré la disminucién de absorbancia en el intervalo de 440-480 nm, se construyendo las
respectivas curvas de calibracion en un intervalo lineal de 1 a 10 uM [19]. Sin embargo, la reaccion

carece de estequiometria y no se recomienda su uso para determinar actividad enzimatica [10].

N G . S

Figura 1.6. Estructura del B-Caroteno
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Figura 1.7. Estructura de la crocina.

Los métodos mds empleados son los que se basan en el potencial de oxidacién de los HP
generados. Uno de los primeros métodos emplea soluciones saturadas de Kl, donde los
hidroperéxidos oxidan el ion I" a I, el cual forma un complejo azul con almidén determinado
espectrofotométricamente a 470 nm. Sin embargo la absortividad molar del complejo almidén-I,
es dependiente de la longitud de onda y del tipo de almiddn a utilizarse por lo que debe ser

calculada antes de realizar cualquier ensayo. [20].

Haciendo uso de las propiedades redox de los productos existe a su vez el ensayo de naranja de
xilenol (FOX). La metodologia se basa en la cuantificacién de los hidroperéxidos tras la oxidacion
del Fe?* a Fe*, siendo el Ultimo capaz de complejarse con el naranja de xilenol [21]. En esta
metodologia presenta limites de cuantificacién en el orden de decimas de uM. El bajo limite de
deteccion ha permitido su aplicacion al analisis de LOX en muestras de arroz [21], cebada y malta

[22].
ROOH + Fe?* +2H* = ROH + 2Fe3* + H,0

Las nanoparticulas metalicas son una alternativa atractiva debido a sus caracteristicas
espectroscopicas, estabilidad y propiedades redox. Es por ello que es posible utilizarlas como

compuestos croméforos sensibles a los HP.

1.3 Nanoparticulas metalicas
Las nanoparticulas debido a sus propiedades dpticas y eléctricas han sido utilizadas en diversas

areas como la catdlisis [23], microbiologia [24], y detecciones bioldgicas [25] y quimicas [26]. Una

de las caracteristicas mas importantes de nanoparticulas (NPs) metalicas de Au y Ag es su
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resonancia de superficie de plasmdn localizada (LSPR) la cual se refiere a la oscilacion colectiva de
los electrones conductores de las NPs metalicas cuando su frecuencia se iguala con la radiacidon
electromagnética incidente. Como resultado de este fendmeno son producidas fuertes bandas de
absorcién o un incremento en la intensidad de dispersion de la radiacion a ciertas longitudes de
onda. La LSPR de las NPs esta relacionada con el tamafio, forma, composicién, distancia entre

particulas y la constante dieléctrica del medio [27].

Debido a estas propiedades &pticas, las soluciones coloidales de estas NPs tienen altos
coeficientes de absortividad y diferentes colores en la regién visible del espectro de acuerdo a su
grado de agregacion. Por lo tanto, una metodologia bien disefiada entre el analito y las NPs
presentes permite el cambio de color de las NPs permitiendo una deteccidn espectrofométrica del
analito de interés. Estos métodos de deteccion basados en NPs han sido de interés en los ultimos
afios, no solo por su excelente funcionamiento analitico exhibido en términos de selectividad y
sensibilidad sino también por su simplicidad y bajo costo ya que no requiere instrumentacién
costosa o compleja [27]. Su aplicacidon en determinaciones espectrofotométricas se ha basado en

dos principios, la agregacion de las nanoparticulas y sus propiedades éxido-reduccion.

La agregacion de las nanoparticulas metalicas ha sido de gran interés en el area de la biodeteccidn
de células carcinogénicas y de ADN [28] asi también en la determinacién de iones metdlicos como,
Hg?*, Cu®, Ag*, Pb®, Cr3*, Co?®, Mn?* alcanzéndose limites de deteccidn en el orden de uM [28-29].
De manera general (Figura 1.8) se modifican las superficies metalicas con antigenos o agentes de
reconocimiento, al estar en contacto con el analito se agrupan las NPs produciéndose un cambio

en el espectro UV-Vis que se asocia a la concencentracién del compuesto de interés.
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Figura 1.8 Agregacién de nanoparticulas metalicas en presencia de antigeno.
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Bajo el segundo principio las NPs de mayor interés son las de plata, debido a su potencial redox
(E%¢=0.79V),por lo que reaccionan con mayor facilidad comparadas con las AuNPs (E%.=1.69V).
Gracias a ello, es posible determinar especies con propiedades oxidantes debido a que la
morfologia y el tamafio de las AgNPs se altera al reaccionar. Como consecuencia la sefial analitica
en el espectro UV-Vis se abate y desplaza. Cabe destacar que las AgNPs tienen menor precio y

mayores coeficientes de extincidon que las de AuNPs.

Bajo este concepto, se han disefiado métodos de analisis como la determinacién de iones ioduro
en presencia de tiosulfato. Las AgNPs triangulares tienden a tener un maximo de absorbancia a los
666 nm, en el incremento de tiosulfato la sefal se desplaza a los 427 nm. Los angulos de las AgNPs
triangulares se corroen por la presencia de S;0s* dando como producto al [Ag(S,03).]*, mientras
gue las AgNPs forman discos de menor tamano de particula. Cuando se adicionan los iones I al
medio, se inhibe parcialmente la corrosion y se observa un abatimiento de la sefial analitica y un
desplazamiento a longitudes de onda mayores como consecuencia de la formacidn de Agld sobre
las AgNPs (Figura 1.9). El método propuesto permite cuantificar al idn yoduro en un intervalo

lineal de 0.001 a 1 uM [30].

Figura 1.9 Espectros UV-vis de AgNPs en presencia de I/ S;0s*. Concentraciones de I: 0.0-1.0 mM
(espectros 1-9), respectivamente.

Las formas en las que las AgNPs existen son nanocubos, nanoprismas, nanodiscos, nanovarillas,

nanocables y nanocristales y cuyos tamafios varian de 1 a 100 nm. Esta amplia gama de formas y
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tamanfios dan como resultado una absorcion a determinada longitud de onda diferente para cada

una de ellas (Figura 1.10) [30-31].

©C & @ ) ==

405 nm 455 nm 505 nm 590/627 nm 720 nm

Figura 1.10 Morfologia, color y maximo de absorcion en UV-vis de AgNPs [31].

Las condiciones de sintesis son un parametro critico al desarrollar una metodologia para el andlisis
de muestras, ya que las diferentes formas de AgNPs pueden tener diferentes propiedades. Se han
desarrollado varias metodologias que permiten controlar el tamafio de las AgNPs tal como Ia
ablacion con laser, la irradiacion de electrones o descomposicién térmica de la masa seguida por
una condensacién [32]. La formacién de AgNPs de igual forma puede ser asistida por agentes
oxidantes como el MnQOy, o agentes reductores como el NaBH; [33] o SOs* [34], por procesos
fotoquimicos como irradiacion de luz UV-Vis (foto-estimulacién) y por procedimientos

electroquimicos [35].

En cereales la lipoxigenasa da lugar a la formacion de hidroperdxidos, los cuales tienen un
potencial redox elevado que permite que reaccionen con las AgNPs de manera espontanea. Es por
ello, que en el presente trabajo se evalia el uso de las AgNPs en la determinaciéon de
hidroperdxidos para relacionar dicha concentracion con la actividad enzimatica de lipoxigenasa en

muestras de cereales.

ROOH + 2Ag® +2H* - ROH + 2Ag™ + H,0
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.
Disefiar una metodologia espectrofotométrica mediante el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs)

para la determinacidn de actividad enzimatica de lipoxigenasa en cereales.

2.2 Objetivos particulares.
1. Evaluar el uso de AgNPs en la determinacién de agentes oxidantes como el KMnQO,, H,0, e

hidroperdéxidos de acido linoleico mediante el cambio anisotrdpico de las nanoparticulas de plata.

2. Optimizar la sintesis de AgNPs mediante la variacién de la concentracién de los reactivos

involucrados en la reaccion.

3. Disefar y validar una metodologia de andlisis de actividad de lipoxigenasa en cereales a través

de la evaluacién de los parametros analiticos, la precisidn y exactitud.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reactivos, soluciones y equipos.
Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo el reactivo de interés en agua desionizada

(18.0 MQ cm) proporcionada por un sistema Mili-Q (Milipore, Bedford, MA, USA).

Los reactivos empleados como: acido ascdrbico, acido linoleico, lipoxigenasa de Glycine max
(soya), borohidruro de sodio, citrato de sodio tribdsico, nitrato de plata y Tween 20 fueron
obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Por otra parte el TRIS
(trishidroximetilaminometano) y la solucion de amoniaco (28-30%) pertenecen a J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). Como interferentes se evaluaron el almidén, maltosa, sacarosa y glucosa
(Sigma Aldrich) en concentraciones de 1-3% (w/w). Las muestras de cereal (cebada, arroz y trigo)
fueron adquiridas en comercios locales de Pachuca de Soto (Hidalgo, México).

La deteccién espectrofotométrica se realizdé en un espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda

40 (Suiza), con una celda de cuarzo de 1.0 cm de paso éptico.

3.2 Sintesis de hidroperodxidos.
Los agentes oxidantes empleados en la evaluacién de las AgNPs fueron KMnO4 H;0, e

hidroperoéxidos sintetizados a partir de acido linoleico. La sintesis de hidroperdxidos se realiza via
enzimatica mediante la siguiente metodologia. Se pesan 0.0286 g de 4cido linoleico, se afiaden
23.5 pl de amoniaco (28 %) y 75.6 uL de agua. La mezcla se incuba en bafio maria (60 °C) durante
30 minutos o hasta que la solucidn se clarifique. Posteriormente se afiaden 200 pL de Tween 20,
se afora la mezcla a 25.0 mL con una solucidn tampdn de Tris (0.1 M, pH 6.6). Una vez preparado
el sustrato, 1.0 ml de la solucidn se mezcla con 4.0 mL de buffer de boratos (0.1 mM) y 20 pL de
una solucion de lipoxigenasa de soya (Glicine max) que contiene 412 unidades enzimaticas. Los
hidroperdxidos generados son cuantificados a 245 nm hasta observar un valor constante de la
absorbancia. La reaccidn se detiene aforando a 10 mL con metanol y se determina la
concentracién utilizando el valor de €=25000 cm™mol?® [21]. (Los espectros fueron obtenidos en
un equipo Perkin Elmer modelo Lambda 40).

Con la finalidad de evidenciar la formacidn de hidroperdxidos se obtiene el espectro de 'H-RMN de
la materia de partida y del producto de reaccién. Para ello se coloca una muestra de 10 mg de
acido linoleico disuelto en 500 pL de una solucidn de carbonato de sodio 0.1 M preparada en agua

desionizada que contenia 412 UE lipoxigenasa de soya. Transcurrida media hora acidifica la
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muestra con HCI 1.0 M y se realiza la extraccidn del producto con 500 uL de CDCls. La fase organica
se separa y se seca con Na SO, antes de transferirse al tubo de resonancia para su andlisis de 'H-

RMN Jeol eclipse 400 (Estados Unidos).

3.3 Sintesis de AgNPs
Las AgNPs evaluadas en el presente trabajo son sintetizadas en dos etapas segun la metodologia

propuesto por Roh et a/ [33]. En una primera etapa se obtiene una dispersién de semillas de
AgNPs; para ello se preparan 25 mL de una solucién que contiene AgNO3(0.72 mM) y citrato de
sodio (0.68 mM). Posteriormente se adicionan 0.6 mL de NaBH, (0.1 M) dejando en agitacion
durante 10 min hasta que la solucién se torna de color amarillo, lo cual indica que se han formado
las AgNPs denominadas semillas.

En la segunda etapa se mezclan 10.0 mL de agua con 0.05 g de citrato de sodio, 250 uL de una
dispersion de semillas de AgNPs, 60 uL de AgNOs (0.018 M) y 150 uL de acido ascdrbico (0.1 M). La
mezcla se torna color azul a los 5 min de agitacion, tiempo en el que se forman las AgNPs utilizadas

en éste trabajo [33].

3.4 Evaluacion con agentes oxidantes
En la evaluacién de la reaccion de las AgNPs con agentes oxidantes se realiza adicionando

soluciones de KMnQ,, H,0, e hidroperéxidos de acido linoleico a diferentes concentraciones. Se
preparan tres sistemas independientes de 10 mL de la dispersidon de AgNPs a las cuales se adiciona
de manera sucesiva 100 pL de KMnO4 (0.032 mM), H,0, (0.1 M) e hidroperdxidos de &acido
linoleico (13.34 puM). Transcurridos 2 min, se obtiene el espectro UV-Vis de 380 a 1000 nm en un

equipo Perkin Elmer.

Con la finalidad de evaluar la morfologia de las AgNPs se adquieren las micrografias en un

microscopio electréonico de transmisién (JEOL JEM-101, Estados Unidos).

3.5 Optimizacion de la sintesis de AgNPs
Una vez seleccionadas las AgNPs, se utilizé un disefio central compuesto para estudiar las variables

de sintesis de las AgNPs. El disefio de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas avanzadas
de disefio de experimentos que ayudan a entender mejor y optimizar la respuesta. La metodologia
del disefio de superficie de respuesta suele utilizarse para refinar los modelos después de

determinar los factores criticos utilizando los disefios factoriales, especialmente si se sospecha que
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existe curvatura en la superficie de respuesta. Los disefios centrales compuestos pueden ajustarse

a diversos modelos matematicos.

Las variables de control incluidas fueron: las concentraciones de acido ascdrbico (AA), de idn plata
([Ag']) y de semillas de AgNPs. La variable de salida fue la absorbancia obtenida 752 nm (U. A.). La
superficie de respuesta se obtiene utilizando un nivel de significacion (a) de 1.68. El nivel a se
define como la distancia de cada punto axial desde el centro de un disefo central compuesto. Un
diseio de 3 factores tiene un valor de 1.68. Los niveles seleccionados para ser optimizados de cada

una de las variables de control, se presentan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Niveles de significancia de variables en un disefio compuesto central.

Factores Niveles

-1.68 -1 0 1 1.68

[AgNPs]semitias (LM) 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0
[Ag*] (1M) 54.0 68.6 90.0 111.4 126.0
[AA] mM 1.0 1.2 1.5 1.8 2.0

La superficie de respuesta y la ecuacién de la misma se obtienen a partir del analisis de los datos

experimentales de la matriz de disefio, mediante el programa Minitab 15.1.

Las condiciones éptimas encontradas se describen a continuacidn en la Figura 3.1
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E 0.6 mL NaBHa
e (©1m)

25 mL de: AgNO3
(0.72 mM) y
citrato de sodio
(0.68 mM)

& D)
Agitacién (10
minutos)
Sintesis de AgNPs de semilla.
& D £ D D
70 pL de Ag*
5 mL de agua 0.018 M Agitacién (5 min)
— > — >y ———>
200 uL de 100 pL de AA -
AgNPs 0.7mM (0.1 M)
0.05 g de citrato Aforar a
de sodio 10 mL.

Sintesis optima de AgNPs prismaticas.

Figura 3.1. Sintesis 6ptima de AgNPs prismaticas.

De esta forma se garantizan la concentraciones dptimas de AgNPs (14.0 uM), Ag* (126 uM) y acido

ascorbico (1.0 mM) en el sistema final.

3.6 Parametros de validacion analitica y comparacion con ensayo de FOX.
La validacién de un método analitico es el proceso por el cual se establece mediante estudios de

laboratorio, que sus caracteristicas de funcionamiento satisfacen los requerimientos para las
aplicaciones analiticas destinadas. Los pardmetros que comprenden la validacién son el intervalo

lineal, limites de deteccidn y cuantificacion, la precision (expresada como repetividad vy
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reproducibilidad) y la exactitud. La metodologia empleada para la validacion es la recomendada

por la IUPAC [36]

El intervalo lineal se define como la seccidn util de cuantificacion de un analito. De manera general
se utiliza un ajuste mediante minimos cuadrados con la finalidad de obtener la ecuacion de la
recta donde la Respuesta=Ordenada * Sensibilidad analitica [Concentracién]. La diferencia de
cuadrados de la respuesta experimental y la ajustada permite calcular de desviacién estandar de

ajuste (Se).

El limite de deteccidn se define como la concentracion minima que puede ser detectada en un

instrumento. La IUPAC define éste valor como:

_ 3.29Se
" Sensibilidad analitica

El limite de cuantificacion se define como la concentracion minima que puede ser determinada, el

valor se determina a partir de la siguiente expresion:

10Se

LOD=
Sensibilidad analitica

Por tanto, el intervalo lineal esta definido a partir del LOQ hasta la concentracién maxima donde
se tiene una linea recta, donde la linealidad se evalla a través del valor de r2. El intervalo que debe
ser comprendido debe utilizar al menos 5-6 soluciones estandar en donde se incluya del 80 al

120% de la concentracién esperada de analito.

La precision expresa el grado de concordancia entre resultados individuales cuando el método se
aplica repetidamente a multiples muestras de una muestra homogénea. Desde un punto de vista
estadistico, la precision mide la dispersion de los resultados entorno al valor promedio,
independientemente si este es 0 no el valor verdadero. Este pardmetro estd compuesto de la
repetitividad y reproducibilidad. La primera es la precisiéon obtenida en las mejores circunstancias
(mismo analista y muestras en un dia) y la segunda en condiciones adversas (dias distintos,
diferentes laboratorios). En el presente trabajo, se prepara una solucion estandar de HP (3.4 uM) y

se analiza por triplicado en tres dias diferentes. El analisis de la deviacion estandar relativa (DER)
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del mismo dia esta asociado a la repetitividad, mientras que la DER de las nueve medidas se

relaciona a la reproducibilidad.

La exactitud de un método analitico es la cercania de los resultados experimentales obtenidos por
dicho método a uno aceptado como verdadero [37]. Una alternativa para obtener la exactitud es
comparar los resultados del método propuesto con los obtenidos utilizando una técnica de

referencia establecida mediante una prueba t de comparacién de medias.

La metodologia propuesta (AgNPs) se contrastd con el ensayo con naranja de xilenol (ensayo de
FOX), el cual consiste en la oxidacidon de Fe* a Fe3* por la reaccién con los hidroperdxidos
generados de la reaccién enzimatica. El complejo con Fe(lll)-naranja de xilenol en medio acido
absorbe en un intervalo de 540 a 600 nm [21]. El reactivo de FOX consiste en una soluciéon que
contiene FeS0O4-7H,0 (0.25 mM), acido perclérico (0.22 M), naranja de xilenol (37.5 uM) en
metanol:agua (9:1). Para cada analisis, 1.0 mL del reactivo es mezclado con 1 mL de buffer de Tris
(pH 6.6, 0.01M), 25 pL de linoleato de amonio (10.2 mM) y 25 uL de extracto acuoso de cereal.
Tras 5 min de reaccién, la absorbancia se mide a 560 nm. Los hidroperdxidos de acido linoleico
generados fueron determinados por interpolacidn en la curva de calibracién usando estandares en
las mismas concentraciones que el ensayo con AgNPs. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

3.7 Analisis de muestras
Para el andlisis de LOX en muestras de cereales se descascarillaron 1.2 g de diferentes cereales

(arroz, cebada y trigo) y se extrajo la enzima lipoxigenasa moliendo cada cereal con 8 mL de
solucion amortiguadora de Tris (0.1 M, pH 6.6) con Tween 20 al 0.1% (v/v). El extracto se transfiere
a tubos de microcentrifuga, realizdndose la separacién por 15 min a 6000 rpm. La fase liquida se

recolectd y se determind el contenido de proteina por el método de Bradford.

La actividad enzimatica de la lipoxigenasa se determind utilizando la dispersion de AgNPs de
mayor tamafio. 10.0 mL de la dispersién se mezclan con 2.0 mL de linoleato de amonio sintetizado
previamente y 70 pL de extracto acuoso de cereal. Transcurridos 12 min de reaccidn, se obtiene el
espectro en la regién visible (380-1000 nm). Los hidroperdxidos generados se cuantifican

mediante interpolaciéon en la curva de calibracién.

La carbohidratos principales contenidos en cereales (almiddn, glucosa, maltosa, sacarosa) se

evaluaron como interferentes midiendo el efecto en la sefal analitica cuando estan presentes en
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suspensiones de AgNPs que contenian hidroperéxidos en una concentracion cercana a la esperada
de 3.0 uM y el compuesto potencialmente interferente al 1% (p/v). Se considera un interferente

potencial cuando el valor de la absorbancia se modifica £5%.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de la Reaccidon de AgNPs con agentes oxidantes
Las soluciones de KMnO, y H,0, fueron preparadas a partir del reactivo analitico. Los

hidroperéxidos de 4cido linoleico se sintetizaron a partir de la reaccién enzimdtica con
lipoxigenasa de soya (Glycine max). Para verificar la formacion de hidroperdxidos se realizd un

estudio mediante *H-RMN.

La Figura 4.1 muestra la estructura del acido linoleico, en cuyo respectivo espectro de resonancia

'H-RMN (Fig. 4.2), pueden observarse las siguientes sefilales (Tabla 4.1):

(0]

HO
2 4 6 8 11 14 16 18

Figura 4.1 Estructura quimica del acido linoleico.

Tabla 4.1. Asignacién de sefiales de protdn en el espectro *H-NMR de acido linoleico.

Estructura Valores de desplazamiento (ppm) ‘

CH;s- (Metilo Cis) 0.9 (t)

-CH,- (Metilenos C47 y Ci5.17) -1.3 (m)
-CH;- (Metileno C3) 1.6 (q)

-CH,- (Metileno alilico Cg y C14) 2.1 (dt)
-CH;- (Metileno de grupo acilo C;) 2.3 (t)
-CH,- (Metileno dialilico Ci1) 2.8 (t)
-CH=CH- (ViniliCOS, C9.1o V' C12.13) 5.7 (m)
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.A | '3(ppm," | 1. Lk i
TR

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
d(ppm)

4.2 Espectro *H-NMR de hidroperéxido de acido linoleico y &cido linoleico.

El espectro del compuesto obtenido de la reaccién enzimatica presenta un perfil similar al
espectro de resonancia al del acido linoleico. Sin embargo se observa una sefial obtenida a 3.7
ppm (Figura 4.2) que se atribuye al equilibrio dindmico que presentan los hidroperéxidos de
acuerdo a la Figura 4.3 [38]. Dicha sefial corresponde al protén presente en las posiciones en las
gue se encuentran los carbonos alilicos 8 y 14 en el acido graso en los que se forman un ciclo de 5,
en la que 2 carbonos alilicos se unen a un grupo hidroperdxido, lo que confirma la presencia de los

hidroperoéxidos.
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R4 X R,

OOH OOH
00 olo]
Figura 4.3 Formacion de un ciclo de 5 miembros, que une 2 carbonos alilicos a un hidroperdxido.
Una vez seleccionados los agentes oxidantes a evaluarse, se obtuvieron los espectros en la region
visible de los dos tipos de AgNPs sintetizadas. Las AgNPs de menor tamano exhibieron un maximo
de absorbancia a los 395 nm (Fig. 4.4.a) y las prismaticas a los 625 nm (Fig. 4.4.b). Estos cambios
en el espectro visible, se deben a la resonancia de plasmdn caracteristica de cada sistema de
nanoparticulas. Un aumento en el maximo de longitud de onda, se asocia a un incremento en el
tamafio de las AgNPs [33], por lo que se puede predecir que las particulas observadas a 625 nm

tienen un mayor tamafo debido a la formacion de una pelicula de Ag® sobre las nanoparticulas de

semilla iniciales.

Debido a que los acidos grasos tienen altos valores de absortividad molar a 395 nm, estos pueden
ser una potencial interferencia en la metodologia de analisis propuesta [33]. Para evitar el efecto
matriz que se pueda presentar han sido seleccionadas las AgNPs prismaticas para ser evaluadas en

presencia de los agentes oxidantes elegidos.
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Figura 4.4. Espectros UV-Vis de AgNPs (a) de semillas y (b) prismaticas.

Con la finalidad de evaluar el comportamiento de las AgNPs prismaticas ante agentes redox, 3
sistemas independientes  de nanoparticulas  de plata  fueron  caracterizados
espectrofotométricamente en presencia de KMnO4(0.032 mM), H,0, (0.1 M) e hidroperdxidos de
acido linoleico (13.34 uM). La Figura 4.5 muestra los espectros de las AgNPs de mayor tamafio
(4.5.a) en presencia de agentes oxidantes. En todos los casos se observa una disminucién de la
sefial como consecuencia de la formacién de Ag*. Para el caso del KMnOQ,4 (4.5.b) se observa un
desplazamiento a una longitud de onda de 742 nm, ademas de la permanencia de la sefial de 440
nm, lo que se atribuye a la presencia de una mezcla de AgNPs. Respecto al efecto de H,0, (4.5.c),
se observa una pérdida de las particulas de menor tamafio. En el caso de la presencia de
hidroperéxidos (4.5.d), la concentracién de estos es menor, por lo que el efecto es menos

marcado, observandose un abatimiento de la sefial y un ligero desplazamiento de la misma.
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Figura 4.5. Espectros UV-Vis de AgNPs (a) en presencia de agentes oxidantes: (c) KMnQjs, (b) H.0, y
(d) hidroperoxidos.

4.2 Parametros analiticos

Debido al decaimiento de la sefial en presencia de agentes oxidantes, se determinaron los
pardmetros analiticos para los diferentes agentes oxidantes, los cuales se presentan en la Tabla 4.2
a partir de los resultados se puede observar que la metodologia propuesta presenta una mayor

sensibilidad hacia la reaccidn con hidroperéxidos.

Tabla 4.2 Parametros de regresién de las lineas de calibrado, sefial (U.A.) vs concentracion de
agentes oxidantes (mM).

Parametro Agente oxidante
KMnO,4 H.0; Hidroperdxidos
Raiz cuadrada de la varianza 0.003 0.003 0.066
residual, s.

Ordenada en el origen, botts(bo) -0.003+0.007 0.005+0.008 0.01+0.02
Pendiente, bytts(b,) 0.109+0.015 0.015+0.001 45.1543.20
Intervalo lineal (mM) 0.27-0.70 3.54-15.00 1.5-55.0 x10°3

Limite de deteccion (mM) 0.09 1.18 0.5 x10°3

Los cambios morfoldgicos de las AgNPs preparadas fueron analizados por microscopia eléctrica de
transmisién. La Figura 4.6 muestra la imagen obtenida de nanoparticulas de semilla, en ella se

puede observar una morfologia esférica con didmetros de 18 a 25 nm (Figura 4.6.a). A su vez una
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micrografia de AgNPs en presencia de KMnO, revela que existe una mezcla de AgNPs de diferentes
tamafios que oscilan entre 19 a 93 nm siendo las de mayor tamafio las AgNPs prismaticas

sintetizadas en la segunda etapa (Figura 4.6.b).

(a) (b)

Figura 4.6. Micrografias obtenidas por microscopia electrdonica de transmisién que muestran el
cambio en la morfologia de las AgNPs. (a) AgNPs de semilla y (b) prismaticas.

4.3 Optimizacion de sintesis de AgNPs prismaticas
Con la finalidad de mejorar la repetitividad y la sensibilidad analitica de la metodologia, se utilizé

un disefio central compuesto para estudiar las variables de sintesis y como contribuyen en el
sistema. Las variables de control seleccionadas fueron: las concentraciones de nanoparticulas de
semilla ([AgNPs]), i6n plata ([Ag*]) y acido ascdrbico ([AA]). Las variables elegidas estan
relacionadas con la agregacion de nanoparticulas. Como variable de salida se utilizé el valor de
maxima absorbancia obtenida en el espectro visible. Se empled un disefio de 3 factores con un

valor de significancia (a = 1.7).

La matriz experimental utilizada para la optimizacidn se muestra en la Tabla 4.3. Todos los

experimentos fueron realizados aleatoriamente.
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Tabla 4.3 Matriz de disefio y respuestas del disefio central compuesto.

[AgNPs]semia UM [Ag*] uM [AA] mM Resp. (U.A.)
-1.0 -1.0 -1.0 0.717
1.0 -1.0 -1.0 0.501
-1.0 1.0 -1.0 1.080
1.0 1.0 -1.0 0.884
-1.0 -1.0 1.0 0.580
1.0 -1.0 1.0 0.634
-1.0 1.0 1.0 1.043
1.0 1.0 1.0 0.896
-1.7 0.0 0.0 0.545
1.7 0.0 0.0 0.777
0.0 -1.7 0.0 0.422
0.0 1.7 0.0 1.048
0.0 0.0 -1.7 0.872
0.0 0.0 1.7 0.660
0.0 0.0 0.0 0.734
0.0 0.0 0.0 0.806
0.0 0.0 0.0 0.696
0.0 0.0 0.0 0.766
0.0 0.0 0.0 0.919
0.0 0.0 0.0 0.807

Las fuentes que contribuyen a la varianza del sistema incluyen la regresién y el error residual. La
prueba de falta de ajuste muestra que los datos se pueden asociar a algun modelo matematico
(p>0.05). La suma de cuadrados de la regresion incluye el uso de los modelos lineales, cuadratico e
interacciones. La Tabla 4.4 muestra los resultados obtenidos de las sumas de cuadrados,
encontrandose que el modelo lineal explica el 75% de los datos, por lo que se elige como el mas

adecuado para explicar el comportamiento del sistema (p<0.05).
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Tabla 4.4 Analisis de varianza de respuesta.

Fuente Grados de libertad Suma de cuadradros P
Regresion 9 0.508 0.013
Lineal 3 0.478 0.001
Cuadratica 3 0.014 0.776
Interaccién 3 0.017 0.720
Error residual 10 0.12335
Falta de ajuste 5 0.094 0.115
Puro error 5 0.030
Total 19 0.63173

La ecuacién que describe la superficie de respuesta es:
Absorbancia=0.762-0.008 [AgNPs]+ 0.185 [Ag*]- 0.028 [AA]

El andlisis de la varianza de los resultados demuestra de manera adicional que la concentracién de
Ag* es la variable con un efecto mayor en la sefial (p < 0.05). Las superficies de respuesta a

concentraciones fijas de idn plata [Ag*] de 54.0y 126.0 uM se muestran en la Figura 4.7.

Figura 4.7: Superficie de respuesta éptima (como altura de respuesta, U. A.) a -1.7 (54.0 uM, en

rojo) y 1.7 (126.0 uM, en azul)
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Las concentraciones seleccionadas como éptimas fueron de [AgNPs] (14.0 uM), [Ag*] (126 uM) y
[AA] (1.0 mM). Bajo estas condiciones la ecuacién predice una sefial de 1.187 U. A. (a 752 nm),
muy cercana al valor experimental (1.145 U. A.). Los resultados indican que al disminuir las
concentraciones de AgNPs de semilla y AA se incrementa la altura de la sefal. Este efecto es
congruente con la influencia de [Ag'] en la formacién de AgNPs prismadticas, donde a [AA]
superiores a 1.0 mM se induce la agregacién de AgNPs a través de interacciones carga-carga,

inestabilizando la particula que produce una precipitaciéon de Ag°® [34].

4.4 Validacién de la metodologia propuesta
Una vez establecidas las concentraciones dptimas para la sintesis de AgNPs prismaticas, se

construye una curva de calibraciéon. De manera inicial se sintetizan enzimaticamente
hidroperoéxidos de acido linoleico, cuantificando su concentracidn a 245 nm, utilizando un valor del
coeficiente de absortividad molar (€) de 25 mM*ecm™. La disolucién oxidante obtenida se adiciona
en voliumenes de 500 puL a 10 mL del sistema de AgNPs, con la finalidad de obtener hidroperéxidos

en el intervalo de concentraciéon de 1.0 a 5.0 uM.

Los espectros correspondientes se muestran en la Figura 4.8, en ella se observa un abatimiento de

la sefial analitica como resultado de la reaccidon de HP con las AgNPs.
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Figura 4.8 Espectros UV-Vis de AgNPs prismaticas en presencia de hidroperéxidos de acido

linoleico a diferentes concentraciones
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Los parametros de ajuste mediante minimos cuadrados de la sefial obtenida a 752 nm, se

presentan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Parametros de regresién de las lineas de calibrado, sefial (U.A.) vs concentracién de HP

(UM).

Parametro Valor
Raiz cuadrada de la varianza residual, s. 0.012
Ordenada en el origen, botts(bo) (Abs) 0.024(10.034)
Pendiente, bitts(b1), (Abs pM?) -0.118(+0.009)
Intervalo lineal (uM) 1.02-5.20
Limite de deteccién (uM) 0.34
Coeficiente de correlacién (r?) 0.9903

La precision se define como concordancia (grado de dispersion) entre una serie de mediciones
obtenidas de muestreos multiples de la misma muestra bajo condiciones preestablecidas. La
precision se expresa como repetitividad y reproducibilidad. De manera ideal estos valores se
determinan a partir del analisis de muestras dopadas, sin embargo en el andlisis la fraccidon acuosa
de los cereales se observa una decremento en la sefial conforme pasan los dias. Dicho

comportamiento se asocia a la disminucidn de la actividad enzimatica.

Debido al comportamiento observado se determina de manera inicial la reproducibilidad
(expresada como % desviacion estandar relativa). Su determinacion requiere la medicidon de un
analito en condiciones adversas, para ello se emplearon 9 sistemas independientes de AgNPs a los
que se le adicionan hidroperdxidos con una concentracion final de 3 uM. El valor de %DER es de

4.3, el cual es menor al 5%.

El método propuesto fue usado para determinar actividad enzimatica de lipoxigenasa en granos de
cereales. Con el objetivo de evaluar la repetitividad y la exactitud de la metodologia propuesta se
realizd el analisis de la actividad enzimatica por triplicado el mismo dia. La Tabla 4.6 muestra los
resultados obtenidos que incluyen la media de 3 determinaciones de actividad enzimatica de cada
cereal por la metodologia de naranja de xilenol y la propuesta, e incluye el porcentaje de
desviacidn estandar relativa entre muestras. De esta forma se determina que en la metodologia

propuesta el porcentaje no es superior al 5%. De manera simultdnea se determina la actividad
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mediante el ensayo FOX. Las desviaciones estandar relativas de ambas metodologias se
compararon usando una prueba t. Los valores de lat fueron a su vez comparados contra un valor
critico para 4 grados de libertad a un nivel de confianza del 95% (tcitca= 2.78). No se encontrd
diferencia significativa entre los resultados obtenidos por lo que la metodologia es aplicable a este

tipo de muestras.

Tabla 4.6 Actividad enzimdtica de lipoxigenasa en cereales (media y %DER, n=3) determinado con

el ensayo con nanoparticulas de plata y con la metodologia con naranja de xilenol

Muestra AgNPs prismaticas Ensayo FOX t calculada
Arroz 0.08 (3.38) 0.07 (5.53) 2.19
Cebada 1.32 (2.60) 1.31(2.28) 0.27
Trigo 0.07 (3.11) 0.08 (3.78) 241

Loa azucares reductores y los polisacdridos pueden interferir en los andlisis debido a sus
propiedades redox y formacién de complejos de inclusién, por lo que son evaluados como
interferentes en el método propuesto. Para ello se parte de una solucidn estandar de HP (X conce)
a la cual se le adicionan los interferentes en una concentracién del 1% (p/v). La seleccidn de estos
interferentes y la concentracién evaluada, se realizé de acuerdo al contenido de los carbohidratos
elegidos en muestras de cereales (p/p), considerando que los compuestos elegidos son solubles en
la fase acuosa utilizada durante la extraccién de la LOX [2]. El analisis de interferentes arroja que
en ninguno de ellos afecta la sefial en mas de un 5%, por lo que no interfieren en la concentracién

evaluada. (Tabla 4.7).

Interferente A a 698 % de
nm interferencia
Estandar 0.859
Almidén 0.860 0.04
Glucosa 0.865 0.60
Maltosa 0.828 3.56
Sacarosa 0.820 4.64
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5. CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de las AgNPs para determinar agentes
oxidantes a través del abatimiento de la sefial analitica producida por la oxidacién de las
nanoparticulas.

2. El método propuesto presenta una mayor sensibilidad hacia el analisis de hidroperéxidos
de acido linolénico que a otros agentes oxidantes, lo que permite aplicar las AgNPs en el
analisis de sistemas mas complejos.

3. Se desarrollé un sistema de andlisis espectrofotométrico basado en el uso de AgNPs en la
determinacion de la actividad enzimatica de LOX, lo que es de importancia en la industria
alimentaria para el control de la oxidacion de lipidos en alimentos.

4. La aplicacion de AgNPs con maximos de absorbancia en 740 nm, permite disminuir el
efecto matriz que se presenta cuando se utilizan semillas de AgNPs.

5. El método fue aplicado a muestras reales, encontrandose que la precisidon y exactitud son

similares a los valores que ofrecen otras técnicas de andlisis mas complejas.
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