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El éxito
El éxito es el resultado de pensar, visualizar, planear y llevar a la accion aquello que deseamos.
Los pensamientos alimentados por el deseo y la motivacion hacen que las cosas ocurran.
La imagen que tienes de ti mismo es responsable de la manera en que la gente te ve y te trata.
El éxito se manifiesta en pequefios eventos diarios, no solo en el lograr grandes ambiciones.
Tu propia mente es lo que genera la derrota, y también el éxito.
Pon cuidado al elegir tus pensamientos; ellos son los constructores de tu vida.
Cuando la mente piensa en el éxito, el mundo exterior hace eco de esos pensamientos.
Planta la semilla de la meditacion y cosecha el fruto de la paz mental.
Es importante aprender a calmar los vientos de tu mente para disfrutar de mayor paz interior.

Cuando sea obvio que las metas no pueden ser alcanzadas, no ajustes las metas; enfdcate en ajustar
las acciones que debes tomar para alcanzarlas.

Cuando en tu mente abundan los pensamientos negativos encuentras solo fracasos. La abundancia
de pensamientos positivos en nuestra mente, hace que se materialicen en el mundo.
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Resumen

RESUMEN

El empleo de altas temperaturas durante la coccion de alimentos se ha asociado a la
formacién de diversos Productos de la Reaccion de Maillard (PRM) con efecto toxico,
los cuales pueden tener una incidencia en la prevalencia de las complicaciones

diabéticas (neuropatias, retinopatias, etc).

La formacion de PRM toxicos se deriva de la reacciéon de Maillard o glicacion de
proteinas considerada una reaccion de obscurecimiento no enzimatico, la cual puede
efectuarse en diversas condiciones y esta influenciada por el pH, temperatura,

actividad acuosa, presencia de metales como cobre y hierro, entre otros factores.

Estudios in vitro han utilizado extractos de algunas plantas con propiedades

antioxidantes para lograr la inhibicién de PRM.

En este estudio se evalué como afecta la concentracion de compuestos fendlicos
totales de un extracto acuoso de cilantro sobre la actividad antioxidante, la actividad
quelante y la inhibicion de la formacién de los compuestos fluorescentes durante la
glicacion de un sistema de peptona de gelatina y ribosa (SPR) en funcién del pH. Los
métodos para evaluacion de la actividad antirradical y antioxidante utilizados fueron
el atrapamiento del radical libre 1,1-difenil-2-pricrilhidracil (DPPHe) y la proteccién

contra la oxidacién de una emulsién de 3-caroteno-Acido linoléico.

Se concluyd que el extracto acuoso de cilantro contiene una importante actividad
antirradical, antioxidante y quelante. Conforme aumenta la concentracion del extracto
acuoso de cilantro existe una mayor inhibicion de la formacion de compuestos

fluorescentes durante la glicacion del sistema peptona y ribosa.

Palabras clave: PRM téxicos, glicacidon de proteinas, antioxidantes vegetales, pH.



Summary

SUMMARY

The use of high temperatures during food is boiling associated to the formation of
diverse products of Maillard's Reaction Products (MRP’s) with a toxic effect, which
can have high incident in the prevalence of diabetic complications (neuropathies,

retinopathies, etc).

The formation of toxic MRP’s is caused as result of by the reaction of Maillard or
protein glication, considered as a non-enzymatic browning reaction, which can be
carried out in different conditions and is influenced by the pH, temperature, water

activity and the presence of metals such as cooper and iron among others.

In vitro studies have used extracts from plants with antioxidants properties in order to
obtain the inhibition of MRP’s.

In the present study was evaluated how the concentration of total phenolic
compounds from an aqueous extract of Coriander (Coriandrum sativum) affects the
antioxidant activity, the chelating activity and the inhibition of fluorescent compounds
formation during the glication of a peptone gelatin and ribose system (PRS) at
different pH conditions. The used evaluation methods for antioxidant activity the
chelating activity were 1,1-diphenyl-2-picrylhidracyl (DPPH-) free radical quenching

and protection against the oxidation of a B-carotene/linoleic acid emulsion.

As conclusions the Coriander aqueous extract presents a high free radical trapping,
antioxidant and chelating activity. Also, as it is increased the Coriander extract
concentration it results in a higher inhibition of the formation of fluorescent

compounds during the glication of the peptone-ribose system.

Key words: antioxidant , pH dependable peptone gelatine.
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1 MARCO TEORICO

Recientemente, en Estados Unidos y en paises europeos el consumo de alimentos
elaborados a altas temperaturas se ha asociado en la incidencia de ciertas
enfermedades como Diabetes Mellitus tipo 2 y algunos tipos de cancer (Goldberg y
col., 2004; Mottran y col., 2002).

Existen diversos productos de la glicacion de proteinas con efecto téxico, que se
producen debido al empleo de altas temperaturas durante la coccion de alimentos
(Goldberg y col., 2004; Mottran y col., 2002).

1.1 Reaccién de Maillard.

La reaccién de Maillard se produce durante la glicacion de proteinas la cual,
comienza con la reaccion de los grupos amino de proteinas, péptidos 0 aminoacidos
libres (especialmente residuos amino de la cadena lateral de lisina, arginina e
histidina) y con los grupos carbonilo de azucares reductores (cetosas o aldosas)
(Ames, 1990).

La reaccion de Maillard es considerada una reaccion de pardeamiento no enzimatica

que se presenta en 3 etapas:

1) En la etapa temprana, los grupos amino libres de proteinas (p.e. e-NH; de la
lisina), péptidos y amino acidos 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).

2) En la etapa intermedia de la reaccién 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 col (2004) identificaron algunos
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compuestos fluorescentes PRM durante el procesamiento de cereales tales

como: hidroximetifurfural, furfural, glucosilisomaltol y furosina.

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 cromaoforos, de componentes
poliméricos de alto peso molecular conocidos como melanoidinas (Borreli y col
2002). El esquema simplificado de la reaccién de Maillard se ilustra en la figura
1.
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Figura 1. Esquema simplificado de la reaccién de Maillard (Hodge, 1953).
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La reaccidon de Maillard que tiene como base la interaccion entre azucares reductores
y aminodacidos libres o grupos aminos terminales de las proteinas, se lleva a cabo a
través de la formacion de una base de Schiff, seguido del reordenamiento de
Amadori, la formaciéon de cetosaminas, una enolizacién y la reaccion de Strecker
(Borreli y col., 2002).

Cabe resaltar que la reaccion de Maillard esta influenciada por diversos factores
como el pH, la temperatura, la naturaleza de los reactivos que intervienen, la
actividad del agua, el tipo y la concentracion de sales, la presencia de iones
metalicos (Cu®" y Fe®"), etc (Ledl y Schleicher, 1999; Wijeckreme y col.,1997). La
modificacion de uno de estos factores puede cambiar la ruta, velocidad y los

productos finales de reaccion (Davies y Labuza, 1997).

En la figura 2 se muestra la concentracion relativa de reactantes y PRM en relacion
al tiempo de calentamiento. Se observa que la concentraciéon de grupos aminos y
carbonilos disminuye, la formacion de compuestos fluorescentes aumenta y en la
etapa final se observa el aumento de la concentracion de pigmentos pardos o
melanoidinas (Davies y Labuza, 1997).

[Compuestos
fluorescentes)

[arupos amina)

[Pigmentos pardos o
rmelanoidinas)

[Grupos carbonilos]

FL——rrrmm Zo—nEFI-Zmo=zo0

TIEMPCO DE CALEMT AMIEMTO

Figura 2. Concentracién de reactantes y productos de la reacciéon de Maillard en

funcion al tiempo de calentamiento (Davies y Labuza, 1997).
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1.1.1 Efecto del pH en la Reaccién de Maillard.

A medida que la reaccion de Maillard avanza, se observa una disminucion del pH
debido a una perdida de aminoacidos basicos (Friedman, 1996).

Todas las reacciones que se desarrollan en el transcurso de la reaccién de Maillard
dependen del pH. La degradacion de cetosaminas por enolizacion se favorecen a pH
alcalinos, mientras que la degradacion de cetosaminas por deshidratacién para la

formacion de hidroximetilfurfural se favorece a pH acidos (Ames, 1990).

La influencia del pH se manifiesta sobre la reactividad de los compuestos
participantes en la reaccién. La reactividad del grupo amino disminuye fuertemente a
medida que la acidez del medio aumenta (Georgescu y Leonte, 1998). Es asi como
la formacion de compuestos hidrogenados heterociclicos (pirrolinas y pirazina) son
favorecidos en medio basico. En principio un pH inicial basico favorecera el

desarrollo de la reaccion de Maillard y el pardeamiento (Ames, 1990).

1.1.2 Algunos efectos benéficos y toxicos de los productos de la reaccion de Maillard
(PRM).

Los PRM son de diversa naturaleza quimica y presentan propiedades benéficas 6
toxicas (Figura 3). Varios estudios se han enfocado a evaluar la toxicidad de algunos
PRM tales como: compuestos heterociclicos, furanos, tioterpenos, tiazoles, piridinas,
pirazinas, pirroles, oxazoles y quioxalina, los cuales han sido asociados con el
desarrollo del cancer por su reaccion mutagénica (Shibamoto, 1983; Motrram, 1998).
Por ejemplo, Lee y Shibamoto, (2002) reportaron la formaciéon de aminas

heterociclicas mutagénicas durante el asado de la carne.

En contraste, la reaccion de Maillard confiere caracteristicas sensoriales agradables
a los alimentos, dado que propicia la formaciéon de compuestos, sabor y color
(Ericsson, 1981; Friedman, 1996).
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Estudios recientes, han reportado un aspecto benéfico menos conocido de esta
reaccion que es la formacién de compuestos con actividad antioxidante cuando se
utilizan pH neutros de reaccién y temperaturas moderadas de coccion (<95°C),
dichos compuestos no presentan citotoxidad en células durante pruebas in vitro

(Sumaya-Martinez y col., 2004).

Reaccion de Maillard

Efectos benéficos E Efectos toxicos
Generacion de compuestos que confieren: | | Altas T (™ en coccidn de alimentos
{ L \q l Formacion
Sahor Color Farmacidn de

Compuestos con actividad
cancetigens wo mutagenica

compuestos can
activi%ad a&ntinxidante,
entre otros

Algunos ejemplos

1in g Acrilamida
Aminas Se producen en &l
heterociclicas freido u horneado
¢ de papas ¥ cereales.
Se producen en el freido ¢ HG
o rostizado de carnes Alto cnntenidq del
rojas v hlancas. Ao asparaging

Figura 3. Algunos efectos benéficos y toxicos de los productos de la reaccion de
Maillard. Ericsson 1981; Friedman 1996; Sumaya-Martinez y col., 2004; Monti y col.,
2001; Mottran y col., 2002.

Como se mencion6é en el parrafo anterior, durante la coccién de alimentos la
glicacion de proteinas genera diferentes tipos de compuestos (algunos de ellos
volatiles y otros de alto peso molecular como las melanoidinas) que les proporciona
caracteristicas sensoriales muy agradables de olor y sabor. Sin embargo, al mismo

tiempo pueden formarse compuestos de naturaleza téxica, cuando los alimentos se
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someten a altas temperaturas de coccion (>120 °C) como en el freido, el rostizado, el

asado y el horneado (Goldberg y col., 2004).

1.1.3 Productos de la Reaccion de Maillard toxicos.

Los PRM téxicos comprenden una gran diversidad de moléculas complejas (muchas
de estas aun no han sido identificadas), y han sido relacionadas con el aumento de
las complicaciones diabéticas (tales como las neuropatias, retinopatias entre otras).
Ademas, otros PRM téxicos como la acrilamida y las aminas heterociclicas pueden
presentar actividad neurotoxica o cancerigena (Goldberg y col., 2004; Mottran y col.,
2002; Skog y col., 1998).

La acrilamida es un compuesto neurotéxico que se forma durante la coccion de
alimentos ricos en almidones y del aminoacido asparagina tales como papas,
cereales y granos, cuando estos alimentos se calientan a temperaturas >120°C se
induce la formacion de acrilamida como producto de la reaccion de Maillard entre la
glucosa y asparagina (Mottran y col., 2002; Petersen, 2002). Durante el freido o
rostizado de las carnes y pescados se generan aminas heterociclicas debido a la
reaccion de Maillard entre aminoacidos, azucares y creatinina. Diversos autores
encontraron relacion entre el consumo de aminas heterociclicas y la incidencia de
cancer de estdbmago y colon en humanos y modelos animales (Skog y col., 1998;

Sugimura vy col., 2004).

1.2Glicacion in vivo.

La glicacion de proteinas se lleva a cabo en el organismo a menor velocidad,
produciendo una gama heterogénea de compuestos llamados Productos Finales de
la Glicacion Avanzada (AGEs por sus siglas en ingles). Los AGEs se forman por la
glicacion no enzimatica de proteinas, lipidos y acidos nucléicos en la circulacion

sanguinea (Vlassara y Palace, 2002) (Figura 4).
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La glicacion in vivo

rmacian reversible de una base de Schiff

#Ee transforma
Formacion de fructosaming conocida como producto de Amadori

|
&Ocurren rearreglos moleculares que incluyen

Reacciones de deshidratacion, condensacion, oxidacidn v ciclizacidn (duran semanas o meses).

Figura 4. Glicacién in vivo (Méndez, J, 2003).

Los efectos patoldgicos de los AGEs estan relacionados con su capacidad de formar
enlaces covalentes de entrecruzamiento con proteinas, modificando su funcién

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

En personas diabéticas la hiperglicemia 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 colagena, donde la entrada de glucosa no esta regulada por insulina: rifidn, 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
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subendotelio, estas proteinas son secuestradas por entrecruzamientos covalentes
proteina-AGE en el colageno 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 téxicos y en cantidades que puede
exceder a los producidos por la hiperglicemia. 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).

1.3 Inhibidores de la formacion de los Productos de la Reaccion de Maillard.

La inhibicion de la formacion de los productos de la glicacion de proteinas 6 reaccion
de Maillard puede seguir tres mecanismos hasta el momento reportados:

1) Por atrapamiento de grupos carbonilos.

2) Por atrapamiento de radicales libres.

3) Por quelaciéon de metales.
(He y col., 1999; Price y col., 2001; Miyata y col., 2002, Stitt y col., 2002)

Se ha reportado el efecto inhibitorio de extractos antioxidantes de plantas y
flavonoides sobre la formacion de los productos de la glicacion a 37°C en sistemas
modelo utilizando Albumina Sérica Bovina-Fructosa y Hemoglobina-Glucolactona,

respectivamente (Kim y Kim, 2003; Wu y Yen, 2005).

Ademas, 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 un modelo glicina-glucosa (Totlani y Peterson, 2005).

Monti y colaboradores (2001) demostraron que en un sistema modelo de creatinina-
glicina-glucosa el aceite de oliva (el cual contiene compuestos fendlicos con actividad
antioxidante), inhibié la formacion de aminas heterociclicas cancerigenas a una

temperatura de 180°C durante 30 min.
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1.4 Actividad antioxidante.

Un antioxidante es una molécula que previene la formacion descontrolada de
radicales libres o inhibe sus reacciones con estructuras biolégicas (Chihualif y col.,
2002; Rhian, 2004).

Los antioxidantes pueden clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos (Rhian, 2004).
En los antioxidantes enzimaticos se encuentran, la superdoxido dimutasa, la catalasa
y el glutation peroxidasa. Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un grupo
heterogéneo de moléculas hidréfobas e hidrofilicas que atrapan radicales libres.
Tales como las vitaminas, glutation, ergoteina y flavonoides polifendlicos, estos
ultimos pertenecientes al grupo de los compuestos fendlicos en donde también
encontramos flavanoles, flavonoles (taninos o proantocianidinas) y no flavonoides
(acidos fendlicos, acidos benzoicos y cinamicos, estibenos y reveratrol) (Chihuailaf y
col., 2002).

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 ascoérbico también
llamado vitamina C que es un compuesto hidrosoluble que actualmente es
considerado como un nutriente antioxidante (Katleen y col. 1998). También existen
antioxidantes sintéticos como butilhidroxitolueno (BHT) y el butilhidroxianisol (BHA)
que se adicionan a los alimentos susceptibles a la oxidacion lipidica, sin embargo,
algunos estudios han demostrado que estos antioxidantes sintéticos poseen efectos
citotoxicos en concentraciones de 890 mg/kg y 700 mg/kg de peso en ratas,
aprobado en por el Departamento de Alimentos y Medicamentos de EUA (FDA, por
sus siglas en ingles) (Lewis, 1989). La SSA permite 200 mg/kg de BHT en humanos,
lo cual significa que, una persona de 50 kg necesita 222 kg de BHT para que el
producto sea toxico. Por lo que los antioxidantes naturales han despertado interés

para emplearlos como sustitutos de los antioxidantes sintéticos (Oyeneho y
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Hettiarachchy, 1993; Azizah y col., 1999; Choi y col., 2000, Azizah y col., 1999 en
Tomas-Barberan y col., 2004).

La actividad antioxidante se puede evaluar por diferentes métodos y cada
procedimiento evallua un fendmeno y/o mecanismo diferente. El analizar por dos o
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 en que
estan inmersos, ya que puede producirse eventualmente efectos potencializadores o
inhibidores (Frankel y Meyer, 2000).

Existe evidencia cientifica de que los compuestos antioxidantes de frutas y vegetales
(principalmente de naturaleza fendlica) 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 col., 2002; Prior,
2003).

1.5 Actividad antioxidante en especias.

Shahidi y col., (1992), demostraron que el efecto antioxidante de las plantas
aromaticas se debe principalmente a la presencia de grupos hidroxilo en los
compuestos fendlicos.En algunos estudios de especias se han aislado una amplia
variedad de compuestos antioxidantes fendlicos como el canfeno (Azuma y col.,
1999). Meyer y col., (1998), demostraron que algunas frutas y vegetales contienen
compuestos en comun: 3,4-dihidroxy, acido caféico, acido clorogénico vy
neoclorogénico, los cuales tienen una alta actividad antioxidante. Ademas, la
actividad antioxidante en las especias puede deberse a su contenido de vitaminas
(acido ascorbico y vitamina A, f—caroteno, a-tocoferol principalmente y licopeno (un

carotenoide con provitamina A) el cual puede presentar un papel importante en el
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incremento total de la actividad antioxidante (Vinson y col., 1995a; Matos y col.,
2001; Arab y Steck, 2000; Matos y col., 2001; Giovanucci y col., 2002).

Una especia de uso cotidiano en la comida mexicana es el cilantro (Coriandrum
sativum). Esta especia presenta actividad antioxidante, siendo una de las mas

consumidas en la poblacion mexicana (Al-Mamary, 2002).

En Coriandrum sativum se han reportado compuestos con propiedades antioxidantes
como el Canfeno y los compuestos fendlicos mas abundantes son: flavonoides tales

como Apigenina, luteolina (flavonas) y linalol (Silker y Voldgaard, 2003).

1.5.1 Cilantro (Coriandrum sativum).

El cilantro, de uso comun en la zona mediterranea, latinoamericana y el sudeste
asiatico. Planta de la familia de las Umbeliferas (Umbelliferae). EI nombre coriandro
viene del latin coriandrum, que a su vez deriva del griego korios, que quiere decir
chinche, refiriéndose al desagradable olor del cilantro cuando sus frutos aun estan
verdes. El cilantro ha tenido muchos usos curativos desde tiempos milenarios, ya que
los romanos lo utilizaban como antipirético, digestivo y como analgésico para el dolor
de cabeza. Los chinos creian que las infusiones de cilantro proveian la inmortalidad y

poseia propiedades afrodisiacas (Chithra y col., 1997).

Fue una de las primeras especias que se introdujo en América, para la conservacion
de carnes y como hierba medicinal. En algunos paises se le conoce como perejil
chino o japonés y sus frutos maduros se usan para condimentar. En paises de
Latinoamérica como México, Venezuela y Colombia, se usan principalmente las
hojas frescas enteras o picadas; ademas del uso culinario, en muchas culturas (India,
Grecia, China y Japon) se usa el cilantro como remedio casero, atribuyéndole
propiedades estomacales, antiespasméddicas, como estimulante del apetito, en
halitosis y recientemente se le han asociado propiedades anti Salmonella, entre otros
(Wong y Kitts 2006).
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El cilantro alcanza de 20 a 70 cm de altura. Es de color verde obscuro, tallos rectos,

lampifios, de olor penetrante y hojas compuestas. Las hojas de cilantro contienen

acido ascorbico, minerales, tales como calcio, potasio, magnesio, fésforo, sodio

(Vicent, 2006). En la tabla 2 se muestran algunas caracteristicas del cilantro.

Tabla 1. Caracteristicas del cilantro (Coriandrum Sativum).

(Alonso y Allue 2003).

Rubatzky j y Yamaguchi, 1997. Justesen y Knuthsen, 2001. Silker y Voldgaard, 2003.

Principales constituyentes

Idiomas

Composicion de cilantro 100g (hojas)

Agua: 90%, Carbohidratos: 5g.

Proteinas: 2.40g, Lipidos: 0.50g. Fibra.

Minerales: Calcio 134 mg, Fosforo 48 mg, Hierro 5.5mg, Potasio
542 mg, Sodio 28 mg, Magnesio, Manganeso.

Vitaminas: Vitamina A 2800UI, Vitamina K,

Tiamina 0.10 mg, Riboflavina 0.10 mg, Niacina 1.10 mg, Acido
ascérbico, Beta-caroteno.

Los aceites esenciales: Decanal, Dodecanal, Decano, Huleno,
Cerofileno, Llinanol, Taninos, Acido malico, Canfeno. 3,4-
Dimethoxyquercetin, 3-Methocy-Quercetin, 2-Dodecanal, Nonyl-
Aldehyde, Octanol, Pentadecanal, Tetradecanal, Toluene,
Tridecanal, Undecanal, Acido caféico, Acido oxalico, Quercetina,
Arginina, Fenilalanina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina,
Treonina, Triptéfano, Valina.

Flavonoides: Apigenina y Luteolina (flavonas).

-Castellano: Cilantro.
-Latin: Coriandrum
sativum.

-Francés: Coriandre.

-Inglés: Coriander.
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2 PROBLEMA DE INVESTIGACION

Diversos trabajos in vitro han reportado que los extractos de algunas plantas con
propiedades antioxidantes puede reducir la formacion de los PRM, sin embargo,
dichos estudios se han realizado a temperaturas de 37° C y a pH neutros. Por lo que
resultaria importante verificar el efecto inhibitorio de la formacion de PRM a

temperaturas mas elevadas (90-95° C) y en funcion del pH.
En la actualidad no existen estudios del efecto de la actividad antioxidante del

cilantro (coriandrum sativum) sobre la inhibicion de la formacion de compuestos

fluorescentes durante la glicacion de proteinas en funcion del pH.
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3 JUSTIFICACION

Estudios recientes han mostrado que algunos PRM téxicos en los alimentos pueden
ser naturaleza toxica y presentar actividad neurotdxica, cancerigena 6 promover

algunas complicaciones diabéticas.

Siendo la poblacibn mexicana una alta consumidora de la especia cilantro
(Coriandrum sativum), resulta importante estudiar su efecto inhibitorio sobre la
formacion de PRM fluorescentes a temperaturas de ebullicién (90-95° C) y en funcion
del pH.

Este trabajo proporcionara informacion sobre el efecto de un extracto vegetal

antioxidante sobre la inhibicidén de la formaciéon de PRM fluorescentes, durante la

glicacion de proteinas.
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4 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto de un extracto acuoso de cilantro (Coriandrum sativum) con
actividad antioxidante sobre la inhibicion de la formacion de compuestos
fluorescentes durante la glicacion de un modelo empleando peptona de gelatina con

ribosa, en funcién del pH.

4.1 Objetivos especificos.

¢ Determinacion de la actividad antioxidante del extracto acuoso del cilantro por
dos metodologias: con base en el atrapamiento del radical libre 1,1-difenil-2-
pricrilhidracil (DPPH?e) y por la proteccion contra la oxidacion de una emulsion

de B-caroteno-Acido linoléico.

o Estudiar el efecto de la concentracion de compuestos fendlicos totales en un
extracto acuoso de cilantro, sobre la actividad antioxidante, la actividad
quelante y la inhibicion de la formacién de los compuestos fluorescentes

durante la glicacion de un sistema de peptona de gelatina y ribosa (SPR).
e Evaluar la inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante la

glicacion de un sistema empleando peptona de gelatina y ribosa (SPR) en
funcion de diferentes pH: 9.2, 7.4, 7.0, 4.2.
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5 HIPOTESIS

La actividad antioxidante y quelante de un extracto acuoso de cilantro inhibira la
formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion de una peptona de

gelatina con ribosa, y dicha inhibicion estara en funcion del pH.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio metodolégico

Analisis del efecto de la concentracion de compuestos fendlicos totales
(CFT) del extracto acuoso de cilantro (EAC) sobre su:

e Actividad antirradical.

e Actividad antioxidante.

e Actividad quelante.

e Actividad hemolitica.

¢ Inhibicidon de la formacion de compuestos fluorescentes durante

la glicacion.

v

Cinética de la inhibicidn de la formacién de compuestos fluorescentes

durante la glicacion del sistema peptona ribosa (SPR) en presencia del

EAC (250 mg EAG/ L) a diferentes pH (9.2, 7.4, 7.0 y 4.2).
v

Cinética de la inhibicién de la formacion de compuestos pardos durante

la glicacion del SPR en presencia del EAC a diferentes pH.
v

Cinética de la formacion de compuestos fluorescentes y pardos durante

la glicacion del SPR en presencia del EAC a los diferentes pH analizados.

6.2 Reactivos y Equipo

Reactivos.
e Monofosfato de sodio monohidratado.
Bifosfato de sodio dodecahidratado.
1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH®).
Carboxilico 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo (TROLOX).

Folin-Ciocalteu.
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e Carbonato de Sodio

e Acido galico.

e [-caroteno.

e Butilhidroxitolueno (BHT).

e Acido etilenodiaminotetracético EDTA.

Equipo
¢ Ultra congelador marca ThermoForma -75 °C.
e Potenciometro marca Hanna pH 211 Instruments.
¢ Matraz bola(Buchi).
e Balanza semianalitica modelo Adventurer (OHAUS) China;
e Vortex modelo Genie 2 (DAIGGER, USA); i
e Microcentrifuga modelo Mikro 22R (Hettich), Alemania;
e Lector de microplacas espectrofotometrico modelo Power Wave XS (UV-
Biotek) software KCjunior USA.
¢ Rotavapor modelo R-200 (Buchi).
e Bano termostatico modelo WBS (Fried Electric) Israel.

o Espectrofotometro (Agilent Technologies) con el software Bioquimica 1843
Alemania filtros PVDF.}

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

La unidad de estudio fuer de cilantro adquirida en la central de abastos situada en
Pachuca Hidalgo, las cuales fueron transportadas al laboratorio donde se lavaron con
agua desionizada y posteriormente se almacenaron en refrigeracién a 4 °C por 1 dia

para su posterior analisis.
Posteriormente se peso el cilantro antes de obtener el extracto acuoso de cilantro

(EAC) para conocer el peso inicial de la especia y asi conocer la cantidad de agua

perdida posterior a la liofilizacion. Posteriormente se congel6 la muestra en el Ultra
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congelador a 75 °C, durante 24 horas para su liofilizacién a 0.027 bar de vacio y a -
42°C durante 24 hrs.

Las muestras se colocaron en bolsas especiales para congelarlas y utilizarlas en los
experimentos subsecuentes. En la tabla 2 se presenta las soluciones amortiguadoras

utilizadas en este estudio. En el anexo 1 se detalla la preparacién de cada uno.

Tabla 2. Soluciones amortiguadoras utilizadas.

Tipo de soluciones amortiguador pH Reactivos utilizados

Carbonato-bicarbonato 0.1 M. 9.2 Carbonato de sodio anhidro.
Bicarbonato de sodio.

Agua desionizada.

Fosfatos 0.1 M. 7.4 Monofosfato de sodio
monohidratado.
Monofosfato de sodio
dodecahidratado.

Agua desionizada.

Fosfato-citrato 0.1 M. 7.0 Acido citrico.
Acido acético.
Fosfato de sodio dibasico.

Agua desionizada.

Acetato 0.1 M. 4.2 Acido acético
Acetato de sodio.

Agua desionizada.

6.4 Elaboracién del extracto acuoso de cilantro (EAC).

Se pesdé 2g de Coriandrum Sativum y se agregaron 40 mL de soluciones
amortiguador en 2 tubos de poliestireno y se calentd para crear un bafo Maria,
cuando el agua empezo a ebullir se introdujeron los tubos de poliestireno con la

muestra durante 15 minutos.

22




Metodologia

Posteriormente se retiraron los tubos del bafio y se colocaron en hielo para enfriar
rapidamente, después los tubos se llevaron a un mismo peso y se centrifugaron a
10,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se filtré a través de filtros de
Fluoruro de Polivinilideno (PVDF) con un poro de 0.45 micras.

Se realizé el mismo procedimiento para los diferentes soluciones amortiguador a

diferentes pH.

6.5 Determinacién de Compuestos Fendlicos Totales (CFT).

Los compuestos fendlicos totales se determinaron utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu, el cual es una mezcla de acidos fosfotugstico y fosfomolibdico, la cual es
reducida a oxidos azules de tugsteno y molibdeno durante la oxidacion fendlica. Esta
inhibicidn ocurre bajo condiciones alcalinas mediante la presencia de carbonato de
sodio. La coloracion azul es monitoreada a una longitud de onda de 765 nm y refleja
la cantidad de polifenoles, usualmente expresado como Equivalentes de Acido Galico
(EAG) (Georgé y col., 2005).

Se tomé una alicuota de 100 uL y se colocd en un vial eppendorf, se le agregaron
500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10 en agua desionizada) y 400 puL de
carbonato de sodio (NaxCOs3 al 7.5%). Posteriormente, se agité en vortex y se dejo
incubar a temperatura ambiente durante 30 min. Después se tomaron 200 uL de
cada muestra y se colocaron en la microplaca tomando como blanco agua. Se realizé

la medicion a 765nm en el lector de microplacas KC junior.

Curva estandar de acido galico.

La concentracion de compuestos fendlicos totales se obtuvo a partir de una curva
estandar de acido galico y se expresaron mg/L. Para la elaboraciéon de la curva se
prepar6 una solucién de acido galico a 400 mg/L. A partir de esta solucion se
realizaron las siguientes diluciones con agua desionizada: 0, 100, 200, 300 mg de
acido galico/L (Figura 5). Enseguida se tomaron 100 uL de cada concentracion y se

colocaron en viales aplicando el método de CFT.
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Figura 5. Curva estandar de acido galico utilizada durante el método de CFT.

6.6 Determinacion de la actividad antirradical por el método del 1,1-difenil-2-

picrilhidracil (DPPH").

El reactivo DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidracil) es un radical libre estable, que en

solucion etandlica, presenta una coloracion 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 electrén no apareado del DPPH*®
se aparea e inmediatamente presenta una decoloracion de la solucion que puede ir

hasta amarillo en razén del numero de electrones apareados (Figura 6).
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En presencia de un
atrapador de

DEPH® radicales libres ODPPH
Electrin no apareado - Electran
Decoloracion apareado

Figura 6. Esquema de la reaccion colorimétrica de DPPHe en presencia de un

compuesto con actividad antirradical.

La actividad antirradical con base en el DPPH® fue evaluada de acuerdo al

procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001).

La actividad antioxidante se expres6 en umol ET/L (Equivalentes de Trolox). El
Trolox (Carboxilico 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo) es una molécula que presenta
una fuerte actividad antirradical.

Se realizaron andlisis preliminares para obtener el factor de dilucion adecuado las
concentraciones del EAC, debido a que las muestras sin diluir presentaron una alta
actividad antirradical y la decoloracién del DPPH® era maxima y se llevaba a cabo en
forma inmediata, lo que resultaba en valores de absorbencia fuera de la curva
estandar de Trolox.

El procedimiento se inicié preparando una solucién de DPPH® a una concentracion

de 7.4 mg/100 mL en etanol, se disolvié con 100 mL de etanol y se agitd por 10 min.

Posteriormente se colocaron 100 pyL de las diluciones a diferentes concentraciones
(800, 600, 400, 250, 50) en viales, se les agregé 500 pL de la solucién de DPPH®,
enseguida se agito y la muestra se dejé reposar a temperatura ambiente durante una
hora. Después se centrifugaron los viales eppendorf a 10000 rpm por 5 min a 4°C y
se midié la absorbencia del sobrenadante utilizando un lector de microplacas UV a
una longitud de onda de 520nm.

Se realiz6 una curva estandar de TROLOX.
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Curva estandar de Trolox.

La capacidad antirradical de las muestras se reportdé en umol equivalentes de Trolox,
para lo cual se realiz6 una curva estandar de Trolox con las siguientes
concentraciones de Trolox en etanol: 0, 50, 100, 200, 300 umol Trolox/L. La prueba
se realizé tomando 100 uL de cada concentracion y 500 uL de solucién preparada de

DPPH?®, colocandola en un vial y se dej6 actuar por una hora para leer en las mismas

condiciones que las muestras (Figura 7).

09 -
08 3 y = -0,002x + 0,815
0.7 -
0.6 -
05 -
04 -

Abhs 520 nm

0,3
0,2 -

0,1

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
[1EN MEQ DE TROLOX

Figura 7. Ejemplo de una curva estandar de Trolox utilizada durante el método del

DPPH°.

6.7 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de f—caroteno y

acido linoléico.

Se fundamenta con base en la proteccién contra la oxidacion de una emulsién de [3-
caroteno y Acido linoléico expuesta a un medio oxidante. En presencia de una
sustancia antioxidante la emulsion se estabiliza o se decolora muy lentamente, sin
embargo, en ausencia de un antioxidante la emulsién se decolora rapidamente. Es

decir la actividad antioxidante es evaluada, segun su efecto protector sobre la
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decoloracién del la emulsién de B-caroteno- Acido linoléico bajo el efecto combinado

de la luz, oxigeno y calor (Vankar y col., 2006) (Figura 8).

I

I

I

I

Ermulsidn de S-caroteno :

y acido linolgicn | o TTTTTTEmTTmmmTmEEmEETT
\A Decoloracidn minima de la

ermulsion monitoreada &
470nm

Presencia de un
antioxidante

Figura 8. Esquema de la reaccién colorimétrica de la emulsion B-caroteno y Acido

linoléico en presencia de un compuesto con actividad antioxidante.

La técnica del B-caroteno inicialmente se realizé con las muestras en soluciones
amortiguador de fosfatos a pH de 7.4 pero, debido a que este experimento no se
pudo leer en el espectrofluorémetro por la turbidez en los tubos, se procedié a hacer
extracto acuoso del cilantro en agua a las siguientes diluciones: 800, 600,400, 250,50

mg EAG/ L de té cilantro en agua.

Se inicio con la preparacion de las siguientes soluciones:

B-caroteno.

Solucién de butilhidroxitolueno (BHT 0.1).

Posteriormente se procedié a la elaboracién de la emulsion colocando 2 mL de B-
caroteno en un matraz bola (Buchi), el cloroformo se evapor6é a 40°C por 15 seg.,
utilizando un rotavapor, enseguida se agreg6é 40 pyL de acido linoléico, 400 uL de
Tween 20 y 100 mL de agua desionizada. Para la formacion de la emulsion el matraz

bola se agit6é vigorosamente en el rotavapor durante 1 min.

Para la realizacion de la prueba se colocaron 200 uL de muestra por triplicado en
tubos de ensaye de 10 mL colocados en una gradilla de manera alterna, en cada

tubo con muestra se le anadié 5 mL de la emulsién, se agitaron vigorosamente y se
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sumergieron en agua a 50°C en un bafo termostatico, se utiliz6 como estandar de
proteccién antioxidante la solucién de BHT (0.1%) y tomando como blanco el agua
desionizada y el B-caroteno. Se tomaron lecturas a los siguientes tiempos: 0, 15, 30,
60 y 90 min. Posteriormente se coloco 200 uL de cada tubo en la microplaca, donde

se ley6 en el espectrofotometro a una absorbencia de 470 nm.

Por cada dilucion se llevé a cabo un factor de correccion con el objeto de evitar
alteraciones en la lectura debido al color propio de la muestra, esté factor de
correccion se realizé de la siguiente manera: colocando 20 yL de muestra original en
un vial eppendorf afiadiendo 500 yL de agua desionizada. El resultado de la lectura
espectrofotométrica se resté a la absorbencia de la prueba anterior. La actividad

antioxidante de las muestras fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

% Proteccion Absorbencia B-caroteno después de 90 min x 100
contra la decoloracion=

Absorbencia de  caroteno inicial
6.8 Evaluacién de la actividad quelante del EAC.

Para la determinacién de la actividad quelante, se utilizé el método reportado por
Guicin y colaboradores (2003), el cual se basa en la reaccidén de la molécula quelante
de referencia con el ion ferroso (Fe®"), posteriormente el ion ferroso que no fue
quelado o secuestrado reacciona con la Ferrozina generando color, el cual es

medido espectrofotométricamente a una longitud de onda 562 nm.

Para la determinacion de la actividad quelante se realizaron las siguientes

soluciones:
e Solucién de cloruro férrico Il tetrahidratado 2 mM.

e Solucién de Ferrozina (sal acida de sodio disulfonico 3-(2-pyridyl)-5,6-
diphenyl-1,2,4-triazine-4", 4°) 5 mM.
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e Solucién de EDTA (Acido etilenodiaminotetracético) 0.1 M.

e Las soluciones se cubrieron con papel opaco para evitar la oxidacion por luz.

Para las muestras del EAC se utilizaron 3 viales eppendorf con 100uL por cada
concentracion de compuestos fendlicos (medidos en EAG) quedando de la siguiente
manera: 3 de 800, 3 de 600, 3 de 400, 3 de 250 y 3 de 50 mg EAG/ L. También se
prepararon 6 viales eppendorf con 100 uL cada uno, los cuales sirvieron como

controles. A esto se le agreg6 50 pL cloruro férrico FeCl,4H,0 y 450 ul de metanol.

Se dejaron incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 200 ul de Ferrozina a cada una de las muestras y controles y se agitaron
vigorosamente. Se dejaron reposar durante 15 min y posteriormente se tomo una
alicuota de 200 mL de muestra y se colocd en una microplaca donde se midié a una

absorbencia de 562 nm.

La actividad quelante del EAC fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

% inhibicion= (abs control - abs muestra) x 100
abs control

Después se realizo el factor de correccion con el objeto de evitar alteraciones en la
lectura debido al color propio del EAC, esté factor de correccion se realizd de la
siguiente manera: colocando 100 yL de muestra en un vial afadiendo 900 pL de
agua desionizada. El resultado de la lectura espectrofotométrica se rest6 a la

absorbencia (562nm) de la prueba anterior.
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6.9 Determinacion de actividad hemolitica.

Para la determinacion cuantitativa de saponinas, se utilizé el método reportado por
Guerra y colaboradores (2001) con modificaciones, en el cual, debido a la propiedad
de las saponinas de romper la pared celular de los globulos rojos de la sangre
(hemodlisis) se midio el color desarrollado durante éste proceso.

En un matraz de 250 mL se colocaron 25 mL de una solucién de citrato de sodio al 3
% y 225 mL de sangre de res recién recolectada.

En tubos se colocaron 5 mL de sangre preparada y se le agregaron 50 mL de suero
fisiologico salino, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm durante 30 minutos.

Se decanto el sobrenadante y se vertieron 50mL de suero fisiologico salino, la
mezcla se agitd vigorosamemente y se centrifugd durante 30 minutos a 2500 rpm,
este procedimiento se repitié 3 veces mas.

El ultimo precipitado se vertié en una bureta, el volumen fue de 4 mL los cuales se
suspendieron en 76 mL de una solucién de citrato de sodio al 3% para guardar la

proporcion 1:20.

Posteriormente se realizo una curva estandar de saponinas utilizando las siguientes
concentraciones: 0.050, 0.045, 0.040, 0.035, 0.030, 0.025, 0.020 y 0.005, diluyendo

con amortiguador de fosfatos a pH 7.4.

Para iniciar la determinacién de saponinas del EAC se procedio a colocar en viales
600 uL del extracto a diferentes concentraciones de compuestos fendlicos (900, 700,
500, 250 y 50 EAG), 600 pL de solucién de citrato de sodio al 6% y 100 uL de

glébulos rojos, todo por triplicado. También se utilizaron 2 controles:

e Control a 0%: se prepar6 con 600 ul de agua desionizada, 600 uL de solucion
de citrato de sodio al 6% y 100 uL de gldbulos rojos, todo por triplicado.

e Control a 100%: se utilizé 600 pl de solucibn madre de saponinas al
0.1mg/mL, 600 pL de solucion de citrato de sodio al 6% y 100 uL de glébulos

rojos, todo por triplicado.
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[ ]
Posteriormente, se utiliz6 como blanco, el cual se elabor6 con: 600 uL de agua

desionizada, 600 uL de solucion de citrato de sodio al 6% y 100 uL de gldbulos rojos.

El % de hemdlisis se calculé de acuerdo a la siguiente formula:

% hemolisis= (abs muestra - abs del control a 0%) x 100
(abs del control a100% - abs del control a 0%)

6.10 Determinacion de la cinética de inhibiciéon de la formacién de compuestos

fluorescentes PRM.

El modelo de glicacién utilizado fue el SPR: peptona de gelatina (2 g por 100 mL de
soluciones amortiguador) y ribosa (2 g por cada 100mL de soluciones amortiguador)
con los diferentes EAC preparados en las soluciones amortiguadoras mencionadas
en el apartado 6.3, a diferentes pH (4.2, 7.0, 7.4, 9.2) a una temperatura de 92°C

durante 180 minutos.

Se midié 40 mL de EAC a 250 mg EAGIL, se agregoé 0.80 g de peptona de gelatina
mas 0.80g de ribosa (SPR+EAC) y se colocé en 3 tubos de ensaye de 12 mL cada
uno. Después a 40 mL de soluciones amortiguador se le agregé 0.80 g de peptona
de gelatina y 0.80g de ribosa (SPR) los cuales, fueron colocados en 3 tubos de

ensaye de 12mL cada uno.
Posteriormente los tubos de ensaye se colocaron en un bafo a 92 °C. Después se

tomaron muestras de 1 mL en los siguientes tiempos 15 30’, 60’, 90’, 120°, 150’ y

180’, se colocaron en viales eppendorf y se dejaron enfriar.
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Después, se determiné la formacién de compuestos fluorescentes de cada muestra a
una longitud de onda de excitacion 360 nm y de emision a 420 nm (Birlouez-Aragon y
col., 1998). Finalmente, se determiné la formacion de compuestos pardos por medio

de la medicion de la absorbencia a 420 nm.

Se realiz6 el mismo procedimiento para los EAC a diferentes pH.

6.11 Analisis estadistico.

Los datos de los diferentes experimentos fueron analizados por pruebas ANOVA con
media de Duncan a un nivel de significancia de p<0.05, asi como también analisis de

correlacion para la cual se utiliza 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 actividad antirradical del EAC.

En la Figura 9 se presenta la actividad radical del EAC (umol ET/L) en funcién de su
concentracion en CFT expresados en mg EAG/L. Se observa que a una mayor
concentracion en compuestos fendlicos totales se presenta una mayor actividad

antirradical y existe una correlacion lineal entre ellas (r*=0.9).

Activided Antirradical (ET/L)
c5BEEEEE888458

o 100 200 300 400 500 600 700 B0 900

[EAC] (my EAG/L)

Figura 9. Efecto de la concentracion de CFT sobre la actividad antirradical del EAC.

Wangensteen y colaboradores (2004) reportaron una correlacién (r 2 =0.8) entre la
actividad antirradical de un extracto acuoso de cilantro con su contenido en
compuestos fendlicos. Por su parte, Hinneburg y colaboradores (2006) en estudios
con diversos extractos de especias, mostraron que existia una correlacion lineal
entre su contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante que

presentaban (r*=0.8).
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7.2 Efecto de la concentracion del EAC sobre el porcentaje de proteccién de

color de una emulsién de [-caroteno y acido linoléico.

En la Figura 10 se presenta la proteccion de color de una emulsién de B-caroteno y
acido linoléico en funcion de la concentracion de EAC en mg EAG/L de CFT. La
maxima proteccion de color (83.7%) se presenta a una concentracion de 250 mg
EAG/L. Se observa que no existe un efecto para las concentraciones de EAC
analizadas con respecto al porcentaje de proteccion de color de la emulsion de (-
caroteno y acido linoléico, debido a que no existe una diferencia significativa (p<0.5)

en los valores obtenidos.

BHT
=]

- (0.006M)

Protecclén de color de la emulsién
B-carotono y dcido linolélco (%)
o B NHE2823888

0 100 200 300 400 500 600 700 BE00 900
[EAC] (mg EAG/L)

Figura 10. Efecto de la concentracion del EAC sobre el porcentaje de proteccion de

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

La actividad antioxidante del extracto acuoso de cilantro obtenida en este estudio
(83.7%) es mayor que la reportada por Melo y colaboradores (2003), dado que se
encontré una proteccion contra la decoloracién de un modelo de B-caroteno y acido

linoléico de 69.8 %.
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7.3 Efecto de la concentracion de CFT sobre la actividad quelante del EAC.

En la Figura 11 se presenta la actividad quelante del EAC en funcién de su
concentracion de CFT. Se observa que a partir de 250 mg EAG/L se presenta el
mayor porcentaje de actividad quelante, no existiendo un Efecto para las
concentraciones mayores a 250 mg EAG/L ya que conforme aumenta la
concentracion de CFT del EAC, la actividad quelante resultante no presenta un

aumento significativo (p<0.5) y dicha actividad es menor que al EDTA (0.1M)

100 HITA
&
90 e
xﬂ-hiq_h___‘_‘__‘_r-_.__-__'_._,_p
= 60
E
a
= 40
=
Y
zn {
10
0 :
0 100 200 300 400 500 600 700 B00 900
[EAC] (mg EAG/L)
@ FPorcentaje de actividad quelante del control [EDTA] =0.1M.

Figura 11. Efecto de la concentracién de CFT sobre la actividad quelante del EAC.
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7.4 Efecto de la concentracion del EAC sobre la actividad hemolitica.

En la figura 12 se observa que entre mayor sea la concentracion del EAC (mg
EAG/L) se presenta un mayor porcentaje de hemdlisis. Existe una correlacion lineal
entre el contenido de CFT y el % de Hemdlisis (r 2=0.9, p < 0.01).

I - -

Heméllnle (%)

e w BHBBG S

o 100 200 300 400 500 600 T00 B0 500

[EAC] (mg EAG/L)

Figura 12. Efecto de la concentracién del EAC sobre la actividad hemolitica.

No se han reportado estudios sobre la actividad hemolitica del cilantro.
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7.5 Efecto de la concentracion de CFT del EAC sobre la inhibicién de la
formaciéon de compuestos fluorescentes durante la glicacion del sistema

peptona y ribosa (SPR).

En la figura 13 se observa que conforme aumenta la concentracion del EAC existe
una mayor inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes durante la
glicacion del sistema peptona y ribosa (SPR).

Existe una correlacion con funcién potencial (r 2 =0.9) entre el contenido de

compuestos fendlicos totales y la formacion de compuestos fluorescentes.

1600
1200

Fluorescencia 360/420 nm

400 -

a 100 200 300 400 500 600 g 800 200

[EAC] (mg EAG/L)

Figura 13. Efecto de la concentracion de CFT del EAC sobre la inhibicion de la

formacion de compuestos fluorescentes del SPR.

Durante la glicaciéon SPR, se observa que cuando mayor es la concentracién del EAC
(mg EAG/L) menor es la formacion de compuestos fluorescentes, lo cual significa
que probablemente el EAC inhibe la formacion de compuestos fluorescentes en la

etapa intermedia de la reaccién de Maillard.
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Al combinar las Figuras 9 y 13 se obtiene la Figura 14 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 (correlacion de Pearson = -
0.952, p<0.02).

2200 + 600
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ﬁ! I 240 =
a 200 + Sai &
S — T o
E 600 + - 1 160 -E
o
1 =
400 + \1 ;éﬂ =
200 - 1 40 g
0 i : ; i 1]
S50 250 400 600 800

[EAC] (mg EAGIL)

Figura 14. Efecto de la concentracion de CFT del EAC sobre la inhibicion de la
formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR y sobre la
actividad antirradical.

Por lo que se confirmd que un mecanismo para inhibir los productos de la reaccion
de Maillard es por medio del atrapamiento de radicales libres. Schamberger y
Labuza (2005) observaron que en un sistema modelo glucosa-glicina al adicionar los
flavonoides con actividad antioxidante del té verde (epicatequina (EC) y la
epigalocatequina galato (EGCG) a 0.001 M, adicionados en la leche sometida a un
proceso térmico de UHT se redujo la formacién de compuestos fluorescentes y
compuestos pardos producto de la reaccién de Maillard y estos autores proponen
que estos flavonoides (EC y EGCG) podrian ser usados en la industria alimentaria

con el fin antes mencionado.
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7.6 Cinética de la formacién de compuestos fluorescentes a diferentes pH

durante la glicacién del SPR.

En la figura 15 se puede observar que durante la glicacion de SPR a pH acido (4.2)
es menor la formacion de compuestos fluorescentes que durante la glicacion a pH
alcalino (9.2). Durante la glicacion del SPR a pH neutros, con un soluciones
amortiguador de fosfatos (pH 7.4) es mayor la formacion de compuestos
fluorescentes que con un soluciones amortiguador de fosfato-citrato (pH 7), debido a
que el soluciones amortiguador de fosfatos promueve la reaccién de Maillard (Bell,
1997).
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Figura15. Cinética de la formacién de compuestos fluorescentes a diferentes pH

durante la glicacion del SPR.
Georgescu y Leonte, (1998) refieren que a medida que la acidez del medio aumenta

menor es la reactivad del grupo amino y por lo tanto la reaccion de Maillard avanza

de manera mas lenta.
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De acuerdo a estudios previos en un sistema modelo el soluciones amortiguador
fosfato tiene un efecto catalitico en la reaccidén de Maillard (Burton y McWeeny, 1963;
Potman y Van Wijk, 1989). Watkins y colaboradores (1987) refieren que el soluciones
amortiguador fosfato puede actuar como un catalizador bifuncional de la reaccion
nucleofilica del grupo amino con el grupo carbonilo debido a la habilidad simultanea

del anion fosfato de donar y aceptar protones.
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7.7 Cinética de la inhibicion de la formaciéon de compuestos fluorescentes

durante la glicacién del SPR en presencia del EAC a pH 9.2.

En la figura 16 se observa que durante la glicacion del SPR a pH 9.2 la mayor
formacion de compuestos fluorescentes se presenta en el minuto 60, posteriormente
no existe diferencia significativa entre las subsecuentes concentraciones a los
diferentes tiempos estudiados, probablemente porque a partir del minuto 60 se
presenta la etapa avanzada de la reaccion de Maillard en el sistema estudiado.
También se observa que la formacion de compuestos fluorescentes durante la
glicacion del SPR en presencia del EAC es significativamente menor que durante la
glicacion SPR sin el extracto.

Al minuto 180 se presento una inhibicibn de la formacién de compuestos

fluorescentes a pH 9.2 en un porcentaje de 41%.
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Figura 16. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes

durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 9.2.
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7.8 Cinética de la inhibicion de la formaciéon de compuestos fluorescentes

durante la glicacién de SPR en presencia del EAC a pH 7.4.

En la figura 17 se observa en ambas cinéticas que al minuto 60 se presenta la mayor
formacion de compuestos fluorescentes, posteriormente no existe diferencia
significativa entre las concentraciones a los diferentes tiempos estudiados,
probablemente porque a partir del minuto 60 se presenta la etapa avanzada de la
reaccion de Maillard en el sistema estudiado.

La formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR en presencia
del EAC es significativamente menor que durante la glicacion SPR sin el extracto.

Al minuto 180 se presento una inhibicion de la formacién de compuestos

fluorescentes del 52%.
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Figura 17. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes

durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.4.
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7.9 Cinética de la inhibicion de la formaciéon de compuestos fluorescentes

durante la glicacién del SPR en presencia del EAC a pH 7.0.

En la figura 18 se observa en ambas cinéticas que al minuto 30 se presenta la mayor
formacion de compuestos fluorescentes, posteriormente no existe diferencia
significativa entre las concentraciones a los diferentes tiempos estudiados,
probablemente porque a partir del minuto 30 se presenta la etapa avanzada de la
reaccion de Maillard en el sistema estudiado.

La formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR en presencia
del EAC es significativamente menor que durante la glicacion SPR sin el extracto.

Al minuto 180 se presento una inhibicion de la formacién de compuestos

fluorescentes a pH 7 a un porcentaje de 40%.
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Figura 18. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes

durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.0.
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7.10 Cinética de la inhibicién de la formacion de compuestos fluorescentes

durante la glicacién del SPR en presencia del EAC a pH 4.2.

En la figura 19 se observa que durante la glicacion del SPR a pH 4.2 la mayor
formacion de compuestos fluorescentes sucede al minuto 30, posteriormente no
existe diferencia significativa entre las concentraciones a los diferentes tiempos
estudiados, probablemente porque a partir del minuto 30 se presenta la etapa
avanzada de la reaccion de Maillard en el sistema estudiado.

La formacion de compuestos fluorescentes durante la glicacion del SPR en presencia
del EAC es significativamente menor que durante la glicacion SPR sin el extracto.

Al minuto 180 se presento una inhibicion de la formacién de compuestos

fluorescentes a pH 4.2 a un porcentaje de 53%.
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Figura 19. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos fluorescentes

durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 4.2.
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7.11 Cinética de la formacién de compuestos pardos a diferentes pH (9.2, 7.4,
7.0 y 4.2) durante la glicaciéon del SPR.

En la figura 20 se observa que la formacion de compuestos pardos durante la
glicacion del SPR es mayor a pH alcalino (9.2) y que la menor formacién de

compuestos pardos se presenta a pH acido (4.2).
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Figura 20. Cinética de la formacion de compuestos pardos a diferentes pH durante al

glicacion del SPR.
Segun Ames 1990, los compuestos pardos se favorecen a pH alcalino (9.2).
No se observé diferencia significativa entre la formacion de compuestos pardos

durante la glicacion en presencia de soluciones amortiguador de fosfato-citrato (pH

7.0) y soluciones amortiguador de fosfatos (pH 7.4).
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7.12 Cinética de la inhibicion de la formacién de compuestos pardos durante la

glicacion de SPR en presencia del EAC a pH 9.2.

En la figura 21 se observa que en ambas cinéticas a partir del minuto 15 la formacion
de compuestos pardo aumenta constantemente.
No existe diferencia significativa entre la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR con el EAC que sin el extracto a los diferentes tiempos estudiados
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Figura 21. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 9.2.
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7.13 Cinética de la inhibicion de la formacién de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.4.

En la figura 22 se puede observar que en ambas cinéticas a partir del minuto 30 la
velocidad de formacién de compuestos pardos aumenta significativamente (p>0.5),
por lo que se verifica que a partir del minuto 30 la reaccién comienza la etapa
avanzada de la reaccién de Maillard.

No existe diferencia significativa entre la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR con el EAC que sin el extracto a los diferentes tiempos estudiados.
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Figura 22. Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.4.
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7.14 Cinética de la inhibicion de la formacién de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.0.

En la figura 23 se observa que la formacion de compuestos pardos durante la
glicacion de SPR en presencia del EAC es menor que durante la glicacion sin el
extracto, a partir del minuto 60 la reaccidn comienza la etapa avanzada de la

reaccion de Maillard.
Al minuto 180 se presento una inhibicion de la formacién de compuestos pardos a pH

7 en un porcentaje de 13%.
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Figura 23 Cinética de la inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.0.
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7.15 Cinética de la inhibicion de la formacién de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 4.2.

En la figura 24 se observa que a partir del minuto 60 la formacién de compuestos

pardos durante la glicacion de SPR en presencia del EAC es menor, que durante la

glicacion sin el extracto.

Al minuto 180 se presento una inhibicion de la formacién de compuestos pardos a pH

4.2 en un porcentaje de 24% (Tabla 5).
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Figura 24. Cinética de la inhibicién de la formacion de compuestos pardos durante la

glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 4.2.
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Tabla 3. % de inhibicién de compuestos fluorescentes y compuestos pardos durante

la glicacion en presencia del EAC en las diferentes soluciones amortiguadoras.

pH % Inhibicion de % Inhibicion de
compuestos fluorescentes compuestos pardos

9.2 41 0

7.4 52 0

7.0 40 13

4.2 53 24
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7.16 Cinética de la formaciéon de compuestos fluorescentes y compuestos
pardos durante la glicacién del SPR en presencia del EAC a los diferentes pH

analizados.

La progresion de la reaccion de Maillard durante la glicacion del SPR en presencia
del EAC, se puede observar durante el desarrollo de compuestos fluorescentes y los

compuestos pardos en funcion del tiempo.

En la figura 25 Se observa que desde el inicio de la glicacion del SPR en presencia
del EAC a pH 9.2 existe una formacion progresiva de compuestos fluorescentes vy
compuestos pardos por lo que la etapa avanzada de la reaccién de Maillard esta
presente desde los primeros tiempos de glicacion, lo cual explica que el EAC no

inhibe la formacion de compuestos pardos.
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Figura 25. Cinética de la formacion de compuestos fluorescentes y compuestos

pardos durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 9.2.
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En la figura 26 se observa que desde el inicio de la glicacién del SPR en presencia

del EAC a pH 7.4 existe una formacion progresiva de compuestos fluorescente. A

partir del minuto 30 la formacion de compuestos pardos se presenta rapidamente.
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Figura 26 Cinética de la formacion de compuestos fluorescentes y compuestos

pardos durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.4.

52



Resultados y Discusion

En la figura 27 en la linea azul se observa que la formacién de compuestos
fluorescentes durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.0 aumenta
constantemente desde el inicio hasta el minuto 30 donde se presenta la mayor
formacion de compuestos fluorescentes, posteriormente no existe diferencia
significativa entre las concentraciones a los diferentes tiempos estudiado. A partir del
minuto 60 la formacién de compuestos pardos se presenta rapidamente, sin embargo
alcanza una menor concentracion en comparacion con el pH 7.4, lo que significa que
existe una ligera inhibicion de la formacion de compuestos pardos durante los

primeros minutos.
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Figura 27. Cinética de la formacion de compuestos fluorescentes y compuestos

pardos durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 7.0.
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En la figura 28 en la linea azul se observa que la formacién de compuestos
fluorescentes durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 4.2 aumenta
constantemente a partir del tiempo 0, en la linea naranja la formacion de compuestos
pardos durante la glicacion del SPR en presencia del EAC se presenta a partir del
minuto 60, lo que significa que dada las condiciones de acidez la reaccién de Maillard
avanza de manera mas lenta que en los diferentes pH’s estudiados, por lo que la
actividad antiradical del EAC pueden tener una mayor influencia en la inhibicién de

los productos de la glicacion.
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Figura 28. Cinética de la formacion de compuestos fluorescentes y compuestos
pardos durante la glicacion del SPR en presencia del EAC a pH 4.2.
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CONCLUSIONES

o El extracto acuoso de cilantro contiene una importante actividad antirradical,

antioxidante y quelante.

e A mayor concentracion del extracto acuoso de cilantro existe una mayor
inhibicién de la formacién de compuestos fluorescentes durante la glicacion

del sistema peptona y ribosa.

e Se comprobd que el mecanismo que resulta en la inhibicion de la formacién de
compuestos fluorescentes del sistema peptona ribosa en presencia del

extracto acuoso de cilantro a pH 7.4 es del atrapamiento de radicales libres.
e En los pH analizados se encontr6 una importante inhibicion (>40%) de
compuestos fluorescentes en presencia del extracto acuosos de cilantro

después de 180 minutos de glicacion.

e ApH9ypH 7.4 no se presentd una inhibicion de la formacién de compuestos

pardos durante la glicacion.
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Anexos

ANEXO 1

Preparacion de las soluciones amortiguadoras a diferentes pH (9.2, 7.4, 7.0,
4.2).

Elaboracién de solucion amortiguadora de carbonato-bicarbonato a pH 9.2:
Reactivos usados: Carbonato de sodio anhidro, Bicarbonato de sodio, Agua

desionizada.

Sol. A: 0.2 M Acido acético 2.12 mL en 100 mL de agua desionizada.
Sol. B: 0.2 M Acetato de sodio 4.2g en 250 mL de agua desionizada.

Para obtener medio litro de solucién amortiguadora de carbonato-bicarbonato se

utilizé la tabla 4.

Tabla 4. Solucion amortiguadora de carbonato-bicarbonato (pH 9.2) 0.2M.

*Se le agregaron 250mL de agua desionizada para convertirlo a 0.1M.

pH Sol A mL Sol B mL Agua desionizada
9.2 20 230 250

Elaboracién de solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.4:
Reactivos usados: Monofosfato de sodio monohidratado (NaH2,PQO,4), Monofosfato de

sodio dodecahidratado (Na,HPO,), agua desionizada.

Sol. A: NaH,PO40.2 M 27.59 g en 1 L de agua desionizada.
Sol. B: Na;HPO4 0.2 M 28.39 g en 1 L de agua desionizada.

Para obtener un litro de solucion amortiguadora de fosfatos se utilizé la tabla 5.
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Tabla 5. Solucion amortiguadora de fosfatos (pH 7.4) 0.2M.

*Se le agregaron 500mL de agua desionizada para convertirlo a 0.1M.

pH Sol AmL Sol B mL Agua desionizada
74 95 405 500

Elaboracion de solucion amortiguadora de fosfato-citrato a pH 7:

Reactivos usados: Acido citrico, Acido acético, Fosfato de sodio dibasico, Agua
desionizada.

Sol. A: 0.2 M Acido citrico 3.84g en 100 mL de agua desionizada.

Sol. B: 0.2 M Fosfato de sodio dibasico 13.41g en 250 mL de agua desionizada.

Para obtener medio litro de solucién amortiguadora de fosfato-citrato se utilizo la
tabla 6.

Tabla 6. Soluciéon amortiguadora de fosfato-citrato (pH 7.0) 0.2M.

*Se le agregaron 250mL de agua desionizada para convertirlo a 0.1M.

pH Sol A mL Sol B mL Agua desionizada
7 325 217.5 250

Elaboracion de solucion amortiguadora de acetatos a pH 4.2:

Reactivos usados: Acido acético, Acetato de sodio, Agua desionizada.
Sol. A: 0.2 M Acido acético 2.89mL en 250mL de agua desionizada.
Sol. B: 0.2 M Acetato de sodio 1.64g en 100mL de agua desionizada.

Para obtener medio litro de solucién amortiguadora de acetatos se utilizo la tabla 7:

Tabla 7. Solucion amortiguadora de acetatos (pH 4.2) 0.2M.

*Se le agregaron 250mL de agua desionizada para convertir a 0.1M.

pH Sol AmL Sol B mL Agua desionizada
4.2 205 45 250
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