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RESUMEN

El consumo de avena presenta innumerables efectos beneficiosos para la salud, dentro de los
cuales se destaca su actividad antioxidante asociada a la presencia de polifenoles. Existe un
grupo de polifenoles exclusivos de la avena llamados “avenantramidas” (Av), en donde las clases

A, By C son las més abundantes en el grano de avena.

En el presente trabajo se estandarizd6 metodologias para la medicion de compuestos fendlicos
totales (CPT), avenantramidas (Av-A, -B, -C) y capacidad antioxidante (AOA), en granos
descascarados de avena. Para esto, se determind las condiciones éptimas de extraccion de
compuestos fenolicos, realizando un “screening” mediante un disefio experimental Plackett
Burman y luego de identificadas las variables con mayor influencia en el proceso de extraccion,
se desarrollo una metodologia de superficie de respuesta (MSR). Paralelamente, se valido la
metodologia de deteccion y cuantificacion de Av-A, -B, -C en términos de linealidad, precision y
exactitud. Para asegurar la eficiencia de la medicion de Av a través del tiempo, se determind la
asimetria de los peaks, su ancho y platos tedricos. Finalmente se determin6 el CPT (método Folin
Ciocalteu), AOA (método ORAC y DPPH) y el contenido de Av-A, Av-B y Av-C en un grupo

selecto de genotipos de avena (n=13).

Las condiciones Optimas de extraccion de polifenoles desde granos descascarados de avena
fueron: proporcion agua:etanol 70:30 (v/v), cantidad avena:solvente 1:6 (p/v), temperatura 45 °C,
agitacion 200 rpm y tiempo 20 minutos. En cuanto a la medicion de Av, la baja dispersién de los
datos confirmé la precision del sistema. Los limites de deteccién fueron 0,0857 - 0,851 - 1,2198
mg/L y los limites de cuantificacion 0,2591 - 0,2436 - 3,2897 mg/L, para Av-A - Av-B - Av-C,
respectivamente. En base a estos resultados, se concluye que el método cromatografico utilizado
en este estudio es preciso, exacto, lineal y sensible para ser aplicado en la cuantificacion de
avenantramidas en distintos genotipos de avena. Los valores de linealidad indicaron una estrecha

relacion entre la concentracion de avenantramidas y la respuesta entregada por el detector.

En un grupo de diez genotipos de avena, el CPT fluctu6 entre 8,061 y 66,399 mg equivalentes de

acido galico/g de avena, obtenido en los cultivares AVE1 y AVEL13, respectivamente. Utilizando
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DPPH, se obtuvo valores de AOA entre 10,081 + 0,635 y 18,997 + 1,830 umoles equivalentes de
Trolox/g de avena, para los genotipos AVE1 y AVE14, respectivamente. A través de ORAC, los
valores de AOA fluctuaron entre 283,635 + 31,549 y 436,738 + 53,969 umoles equivalentes de

Trolox/g de avena, para los cultivares AVE1 y AVE12, respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitirdn contribuir en la caracterizacion
fenotipica de la calidad nutricional del grano de avena, para asistir el mejoramiento genético

orientado a la generacién de alimentos mas saludables.



SUMMARY

Oat consumption posses numerous health benefits, among which stand out its antioxidant activity
associated with the presence of polyphenols. There is a group of unique polyphenols from oats

called "avenanthramides" (Av), where classes A, B and C are the most abundant in the oat grain.

Methodologies for the measurement of total phenolic compounds (TPC), avenanthramides (Av-
A,-B,-C) and antioxidant capacity (AOA) in hulled oat grain were standardized. For this, the
optimum conditions for extraction of phenolic compounds were determined by a "screening”
using a Plackett Burman experimental design, and then, once identified the most influential
variables in the extraction process. A response surface methodology (RSM) was developed.
Parallel to this, the method of detection and quantification of Av-A, -B and -C was validated in
terms of linearity, precision and accuracy. To ensure the efficiency of the measurement over time,
the asymmetry of the peaks were determined, as well as its width and theoretical plates. Finally,
TPC (Folin-Ciocalteu method), AOA (DPPH and ORAC methods) and the content of Av-A, Av-

B and Av-C was determinate in a select group of oat genotypes (n = 13).

Optimum conditions for extraction of polyphenols from hulled oats grains were: water-ethanol
ratio 70:30 (v/v), solid-liquid ratio 1:6 (p/v), temperature 45 °C, stirring 200 rpm and time 20
minutes. Regarding the measurement of Av, the low dispersion of the data confirmed the
accuracy of the system. The detection limits were 0.0857 - 0.851 - 1.2198 mg/L and the
quantification limits were 0.2591 - 0.2436 to 3.2897 mg/L, for Av-A - Av-B and Av-C,
respectively. Based on these results, we conclude that the chromatographic method used in this
study is accurate, precise, linear and sensitive to be applied to the quantification of
avenanthramides in different oat genotypes. Linearity values indicated a close relationship

between the concentration of avenanthramides and the response provided by the detector.

In a group of ten oats genotypes, the TPC fluctuated between 8,061 and 66,399 mg gallic acid
equivalent /g of oat, obtained in the cultivars AVE1 and AVE13, respectively. Using DPPH, were
obtained AOA values between 10,081 + 0,635 and 18,997 + 1,830 umol Trolox equivalents/g of
oats, for the cultivars AVE1 and AVE14, respectively. Through ORAC, AOA values fluctuated



between 31,549 and 436.738 + 283.635 + 53.969 pmol Trolox equivalent/g of oats, for the
cultivars AVE1 and AVE12, respectively.

The results obtained in this work will allow contribute to the phenotypic characterization of the
nutritional quality of oat grain to assist the genetic breeding oriented to the generation of healthier

foods.



1. INTRODUCCION

Los seres vivos se encuentran en constante contacto con diversos elementos quimicos como
carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno. Entre éstos, el oxigeno es vital para la existencia de los
organismos aerobios, sin embargo puede llegar a ser un elemento potencialmente peligroso. Este
fendmeno ocurre a causa de su alta reactividad debido a que en el Gltimo orbital presenta un
electrén desapareado (radical libre) lo cual le confiere inestabilidad fisica (Davies, 1995),
provocando la oxidacién de moléculas organicas como lipidos, proteinas y ADN. A las especies
reactivas se les denomina en general como radicales libres, sin embargo, cuando involucran a
moléculas en las que el oxigeno es el elemento reactivo, se les conoce como especies reactivas
del oxigeno (ERO). Las ERO corresponden a un conjunto de moléculas reactivas producidas
durante el metabolismo celular normal, las que juegan un rol bimodal en las funciones celulares.
Por una parte, son beneficiosas ya que funcionan como agentes citotdxicos en contra de bacterias
0 parésitos, mientras que por otro lado, pueden producir dafio al tejido normal. En respuesta a
este dafio, las células son capaces de producir y/o acumular numerosos compuestos antioxidantes
y asi contrarrestar los efectos perjudiciales causados por las ERO (Panglossi, 2006), previniendo

la aparicién de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo (Scalbert et al., 2005).

Estudios epidemioldgicos han sugerido que la dieta juega un papel crucial en la prevencion de
enfermedades asociadas al dafio oxidativo como las enfermedades cardiacas, el cancer, la
diabetes y el Alzheimer (Willet, 1994; Temple, 2000), esto gracias a los diversos fitoquimicos
que contienen, capaces de combatir las ERO. ElI consumo de alimentos ricos en antioxidantes
como frutas, verduras, asi como también algunos cereales, como maiz, trigo y avena, se ha

asociado con un menor riesgo de padecer estas enfermedades (Temple, 2000).

La avena presenta fitoquimicos capaces de promover la captacion de especies reactivas del
oxigeno (Chen et al., 2004), entre los que se encuentran los polifenoles que corresponden a
metabolitos secundarios de las plantas y ejercen su actividad antioxidante actuando

principalmente como donadores de &tomos de hidrégeno (Shahidi y Naczk, 1995), inhibiendo de



este modo la propagacion de las reacciones en cadena de radicales. Su potencial como
antioxidantes depende de la cantidad y la disposicion de los grupos hidroxilo, asi como de la
naturaleza de los sustituyentes en las estructuras del anillo. Los polifenoles se pueden clasificar
en diferentes grupos en funcion del nimero de anillos de fenol que contienen y de los elementos
estructurales que unen estos anillos el uno al otro, entre los que se encuentran &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos. Un tipo de acidos fendlicos encontrados en la avena y que son
exclusivos de este cereal es decir, que no se encuentran en otros alimentos, son las
avenantramidas las que presentan una gran capacidad antioxidante, siendo la avenantramida —A
(Av-A), -B (Av-B) y —C (Av-C) las mas abundantes en el grano (Bratt et al., 2003; Emmons and
Peterson, 1999).

La avena es utilizada como un alimento de grano entero, sin embargo desde una perspectiva
cientifica es de gran importancia cuantificar los compuestos que contribuyen a la actividad
antioxidante del grano (Peterson, 2001). En efecto, la extraccidn de estos compuestos bioactivos
a partir de la avena y el conocimiento de su capacidad antioxidante son necesarios para la
elaboracion de alimentos saludables con alto valor nutricional. Para una recuperacion exitosa de
estos compuestos antioxidantes, es necesario evaluar los efectos de diversos factores que
intervienen en el proceso de extraccion tales como la composicion del disolvente, temperaturas
de extraccion, proporcién solido - liquido, asi como la interaccidn entre ellos de modo de definir
la condicion 6ptima para maximizar el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante. Por
otra parte, existe informacion limitada sobre el contenido de avenantramidas en avena, por lo que
su cuantificacidn en nuevos prototipos de avena contribuye positivamente a la produccion de una

avena diferenciada a nivel de calidad de grano.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La avena

La avena es un cultivo de crecimiento anual perteneciente al reino Plantae, sub-reino
Tracheobionta (planta vascular), superdivision Spermatofhyta (planta con semilla), division
Magnoliophyta (planta con flor), clase Liliopsida (monocotiledonea), subclase commelinidae,
orden Cyperales, familia Poaceae (graminea), género Avena y nombre cientifico Avena Sativa L.

(http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=AVSA).

Es producida en diversos paises alrededor del mundo, siendo la Union Europea, Rusia y Canada
los principales productores de avena en el mundo. Chile se posiciona en el cuarto puesto en
exportacion a nivel mundial luego de Canada, Australia y la Union Europea; y en el segundo en
rendimiento con 5,41 toneladas métricas por hectarea, rendimiento historico solo superado por
Irlanda con 8,00 toneladas métricas por hectarea. A pesar de que este valor es bastante inferior
comparado con Irlanda, esta muy por encima de la media mundial de 2,17 toneladas métricas por
hectarea (USDA, 2013).

Corresponde al tercer cultivo anual con mayor superficie a nivel nacional, siendo la Region de La
Araucania la principal zona productora con una superficie de 75.987 hectareas correspondientes
al 60% de la produccion nacional, seguida por la Regién del Bio Bio, con un 24% del total
(ODEPA, 2013). Este cereal es estratégico para la region de La Araucania, no solo debido a la
amplia superficie sembrada, sino ademas porque corresponde al primer producto agricola de

exportacion de la zona.

Este cereal es generalmente consumido como grano entero y destaca entre los cereales debido a

sus caracteristicas multifuncionales y su perfil nutricional (Masood et al., 2008), ayudando asi en


http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=AVSA

la prevencion de cancer, enfermedades cardiovasculares, sobrepeso y obesidad. Esto gracias a los
fitoquimicos bioactivos encontrados en sus granos entre los que destacan polifenoles y
avenantramidas, compuestos benéficos para la salud dado principalmente por su actividad

antioxidante.

2.2 Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas (Harborne, 1989) que por lo general se
encuentran involucrados en la defensa contra la radiacion ultravioleta o la agresion por agentes
patégenos (Harborne y Williams, 2000). Estos compuestos se pueden clasificar en diferentes
grupos en funcién del nimero de anillos de fenol que contienen y de los elementos estructurales
que unen estos anillos, clasificandose en acidos fendlicos (hidroxicinamicos, hidrobenzoicos,
clorogenicos), flavonoides, estilbenos y lignanos (Manach et al., 2004), en donde su estructura
fisico-quimica determina la absorcién, metabolismo, biodisponibilidad y actividad antioxidante

de estos compuestos (Scalbert y Williamson, 2000).

El creciente interés por los polifenoles en la ultima década ha sido provocado por los resultados
de estudios epidemioldgicos que vinculan el consumo de dietas ricas en alimentos de origen
vegetal con un menor riesgo de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como el cancer y

las enfermedades cardiovasculares (Scalbert et al., 2005).

Frutas, té, vino tinto y café, han sido considerados como las principales fuentes de polifenoles,
sin embargo, verduras, leguminosas y cereales también son buenas fuentes de estos compuestos
bioactivos (Manach et al., 2004). La ingesta diaria recomendada de polifenoles es >100 mg/dia
por persona, en contraste con la ingesta establecida de importantes nutrientes esenciales tales
como vitamina E (8,5 mg/dia) y vitamina C (80 mg/dia), como también el beta-caroteno (1,9

mg/dia), proporcionando una fuerte evidencia de que estos compuestos constituyen una parte



importante de la ingesta dietética total de compuestos bioldégicamente activos (Hooper y Cassidy,
2006).

Muchos polifenoles, especialmente los acidos fendlicos, estan directamente involucrados en la
respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés contribuyendo asi en la curacién por
lignificacién de las zonas dafiadas y propiedades antimicrobianas, en donde sus concentraciones
pueden aumentar luego de la infeccidn (Parr y Bolwell, 2000; Grayer y Kokubun, 2001; Yang et
al., 2004), actuando como potentes antioxidantes via eliminacion de especies reactivas del

oxigeno no solo en plantas sino también en animales (Adom y Liu, 2002).

Estos compuestos han sido identificados en distintos cereales tales como trigo, arroz, maiz y
avena (Osawa, 1999; Emmons y Peterson, 2001; Adom y Liu, 2002; Manach et al., 2004;
Alvarez-Jubete et al., 2010), en donde la avena contiene un tipo de polifenoles exclusivos

denominados avenantramidas (Collins, 1989).

2.3 Avenantramidas

Collins (1989) fue el primer investigador en identificar y caracterizar un grupo de alcaloides de
bajo peso molecular, encontrados exclusivamente en la avena, a los que denominé
avenantramidas. Estos compuestos consisten en conjugados de amida de acido antranilico o sus
derivados hidroxilados y acidos hidroxicindmicos (Collins y Mullin, 1988; Collins, 1989), claves
en los mecanismos de defensa de la avena contra ciertos patogenos (Miyagawa et al., 1995).

Existen cerca de 40 tipos de avenantramidas, en donde las mas abundantes son la 2p, 2c y 2f
(“2” indica el acido 5-hidroxiantranilico y “p, ¢ y f’ indicando el acido hidroxicinamico p-
cumarico, cafeico y ferulico, respectivamente). Estas avenantramidas son mas cominmente
conocidas como avenantramida-A (Av-A), avenantramida-B (Av-B) y avenantramida-C (Av-C),

respectivamente (Bratt et al., 2003; Emmons and Peterson, 1999).



Se ha reportado que las avenantramidas exhiben actividad antioxidante tanto in vitro (Peterson et
al., 2002; Bratt et al., 2003) como in vivo (Ji et al., 2003; Chen et al., 2004) y que existe una
estrecha relacion entre contenido de avenantramidas y actividad antioxidante (Emmons y
Peterson, 1999; Emmons y Peterson, 2001) y su biodisponibilidad ha sido demostrada tanto en
animales (Chen et al., 2004) como seres humanos (Chen et al., 2007). Ademas se ha encontrado
que las avenantramidas contribuyen en la preservacion del color y sabor fresco de los productos
de avena (Molteberg et al., 1996) sugiriendo un posible efecto en la disminucion de la rancidez

de éstos.

2.4  Beneficios para la salud asociados al consumo de avena

24.1 Prevencién del cancer de colon

Estudios sugieren que el consumo de avena puede reducir el riesgo de cancer de colon no solo
debido a su alto contenido de fibra, sino también a la presencia de avenantramidas, compuestos
polifendlicos capaces de inhibir potencialmente la proliferacién de células de cancer de colon,
mediante su efecto sobre macrofagos e inhibicién directa de la proliferacion de células
cancerigenas e inflamacién (Meydani, 2009; Weimin Guo et al., 2010). Estos resultados sugieren
que el estudio de las propiedades antiproliferativas y antiinflamatorias de las avenantramidas,
pueden ser las bases para el desarrollo de fuentes naturales de quimiopreventivos y

quimioterapeuticos enfocados en el tratamiento de cancer de colon (Weimin Guo et al., 2010).



2.4.2  Disminucion del riesgo asociado a enfermedades cardiovasculares

En el afio 2008 murieron cerca de 17,3 millones de personas por enfermedades cardiovasculares
(CVDs) y se estima que para el 2030 mas de 23 millones de personas mueran anualmente por esta
enfermedad (OMS, 2013).

Los factores dietéticos desempefian importantes roles etioldgicos en el desarrollo de CVDs en
donde la inclusion regular de avena en la alimentacién diaria, no sélo puede proporcionar un
beneficio a partir del contenido de fibra soluble en la reduccion del colesterol, sino también por
sus propiedades antioxidantes que previenen y/o retrasan el desarrollo y progresion de
aterosclerosis y otras CVDs (Genkinger et al., 2004; Hung et al., 2004), por los polifenoles que
han demostrado poseer actividades antiaterogénicas y anti-inflamatorias (Wu et al., 1999) y
también por las avenantramidas que han sido implicadas en la modulacion del proceso
inflamatorio asociado al desarrollo de aterosclerosis (Liu et al., 2004). Estos hallazgos sugieren
que estos compuestos pueden usarse como potenciales nutracéuticos dirigidos hacia la

disminucion de la incidencia de enfermedades cardiovasculares.

Todos estos beneficios son muy importantes y demuestran que la avena ayuda a la prevencion de
enfermedades anteriormente mencionadas. Sin embargo, para establecer una prueba concluyente
de la efectividad de los polifenoles de la dieta en la prevencion de enfermedades, es necesario

definir la biodisponibilidad de éstos.

24.3 Biodisponibilidad de polifenoles y avenantramidas

La biodisponibilidad se define como la velocidad y medida en que se absorbe un ingrediente

activo o la fraccion activa de un farmaco y se hace disponible en el sitio de accion (FDA, 2003).



Chen (2007) investigo acerca de la biodisponibilidad de avenantramidas en plasma sanguineo, en
donde a seis sujetos se les administraron distintas concentraciones de Av-A, -B y -C. Luego del
consumo, las tres avenantramidas fueron detectadas en el plasma, siendo la Av-A la mas
biodisponible. Los resultados indicaron que estos compuestos son biodisponibles y son capaces
de incrementar algunos biomarcadores de capacidad antioxidante sin aparentes efectos adversos
via el aumento de GSH (glutatién reducido) y actuando en sinergia con otros antioxidantes como
la vitamina E, sin embargo mas estudios son necesarios. En estudios previos de farmacocinética
usando hamsters, se observd que el tiempo al cual se alcanzé la maxima concentracion de
avenantramidas en el plasma fue a los 40 minutos (Chen et al., 2004), en contraste con el de
humanos que fue entre 1,5 y 2,3 horas, lo que indica que la absorcién y el metabolismo de las
avenantramidas es especie-dependiente. Sin embargo, mas estudios son necesarios para
demostrar que el consumo de productos de la avena genera concentraciones plasmaticas con
efectos fisiologicos significativos, siendo necesario dilucidar si la ingesta prolongada de
productos de avena conduce a una mayor acumulacion de las avenantramidas en tejidos distintos
a la sangre (Chen et al., 2007).

25 Usos de la avena en alimentacion

La avena presenta numerosos usos en la alimentacién humana, entre los que destaca una variedad
de productos horneados como por ejemplo tortas de avena, galletas de harina de avena y pan de
avena. También es usada como ingrediente en muchos cereales frios, como muesli y granola y

productos como helado y leche de avena.

Gracias a sus preservantes naturales y cualidades antioxidantes, la avena es utilizada en la
elaboracion de pan, leche, mantequilla, helado, aceite de pescado, aceite de oliva, tocino, manteca
de cerdo, pescado congelado, salchichas congeladas ya que contribuye en la preservacion del

color y sabor fresco de los productos (Molteberg et al., 1996). La harina de avena se afiade al pan



como saborizante, como también puede ser utilizado como un sustituto del café y para la
preparacion de la cerveza. Los lipidos de la avena tienen potencial como excelentes
emulsionantes para uso en el pan y chocolate mientras que la goma de avena se ha sugerido como
una alternativa a la gelatina por su accion como agente espesante y estabilizador en helados,

salsas y aderezos para ensaladas (Rajinder Singh et al., 2013).

Por otro lado, la avena también ha sido usada en alimentacién animal, en donde vacas
alimentadas con avena descascarada produjeron leche con mayor estabilidad oxidativa,

aumentando asi la vida atil del producto (Fearon et al., 1998).

Se ha reportado que las avenantramidas no solo son beneficiales para la salud humana, sino
también para las mismas plantas que la producen debido a su accion como fitoalexinas en

respuesta al ataque de patogenos (Yang et al., 2004).

2.6 Avenantramidas y su funcién como fitoalexinas

Las plantas son capaces de defenderse del ataque de patdgenos a través de diversas respuestas.
Estas incluyen muerte celular hipersensitiva, refuerzo de las paredes celulares, induccion de
proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), y la sintesis de compuestos antimicrobianos de
bajo peso molecular conocidos como fitoalexinas (Grayer et al., 2001). Estos metabolitos
secundarios pueden jugar un rol importante en el rechazo de agentes patogenos. Las
avenantramidas han sido identificadas como fitoalexinas en hojas avena infectadas con Puccinia
coronata, hongo que ataca a la avena (Mayama et al., 1981; Yang et al., 2004). Estas respuestas
son temporales y espacialmente destinadas a defender a la planta contra el ataque de patogenos.
La acumulacion rapida y localizada de estas sustancias de las avenantramidas en el sitio de la

infeccion es esencial para inhibir la invasion de patégenos (Yang et al., 2004).
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Por lo tanto, mediante los antecedentes recopilados se planted la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS

Ho: Los distintos cultivares de avena provenientes de microparcelas de INIA-Carillanca
correspondientes a la cosecha 2012/13, no presentan diferencias en cuanto a su contenido de

polifenoles, avenantramidas y actividad antioxidante.

Hi: Los distintos cultivares de avena provenientes de microparcelas de INIA-Carillanca
correspondientes a la cosecha 2012/13, presentan diferencias en cuanto a su contenido de

polifenoles, avenantramidas y actividad antioxidante.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante en granos

descascarados de distintos cultivares de avena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar el método de extraccion de polifenoles y cuantificacion de la actividad

antioxidante de la avena.

2. Validar el método de deteccién y cuantificacion de avenantramidas por Cromatografia
Liquida en Alta Resolucién con arreglo de diodos (HPLC-DAD).

3. Evaluar el contenido de avenantramidas, polifenoles y actividad antioxidante en distintos

cultivares de avena.



3.1 Materiales

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Materia prima

11

Para el desarrollo de las actividades experimentales se utilizaron granos descascarados de

distintos cultivares de avena, proporcionados por el Programa de Fitomejoramiento de Avena del

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro Regional de Investigacién Carillanca

(Tabla 1). Estos corresponden a la cosecha del afio 2012/13, provenientes de microparcelas

sembradas en invierno (25 junio 2012). Luego de cosechadas, las semillas fueron descascaradas a

través de una maquina peladora y almacenadas a -80°C hasta su utilizacidn.

Codigo Especie Tipo de germoplasma Origen
AVE1L Avena sativa CULTIVAR ALEMANIA
AVE3 Avena sativa CULTIVAR ALEMANIA
AVE4 Avena sativa CULTIVAR ALEMANIA
AVES Avena sativa CULTIVAR AUSTRALIA
AVE1l Avena sativa CULTIVAR CHILE
AVE12 Avena sativa CULTIVAR CHILE
AVE13 Avena sativa CULTIVAR CHILE
AVE14 Avena nuda CULTIVAR CHILE
AVE15 Avena sativa CULTIVAR CHILE
AVE16 Avena sativa CULTIVAR CHILE
AVES51 Avena sativa CULTIVAR ESTADOS UNIDOS
AVES2 Avena sativa CULTIVAR ESTADOS UNIDOS
AVES53 Avena sativa CULTIVAR CHILE

Tabla 1. Cultivares utilizados en la investigacion.



3.1.2 Materiales de laboratorio y reactivos

Tubos de ensayo

Gradillas

Tubos eppendorf

Tubos Falcon

Espatulas

Micropipetas

Pipetas

Cubetas de vidrio para espectrofotometria
Matraces erlenmeyer

Vasos precipitados

Papel filtro

Acetonitrilo grado HPLC

Metanol grado HPLC

Acido férmico (CH,0,)

Acido 4cetico (C2H405)

Etanol absoluto (C,HgO)

Buffer fosfato (Na;HPO,4 - NaH,POy)
AAPH (2,2 -azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro)
DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil)
Trolox (3,4-dihidro-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2H-1-benzopiran-2-carboxilico)
Acido galico (C7HgOs)

Carbonato de sodio (Na,CO3)

Estandares de avenantramidas (A, B, C)
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3.1.3 Equipos e instrumentos

Balanza analitica
Espectofotometro

Estufa

HPLC-DAD

Molinillo

pHmetro

Refrigerador -20 °C y -80°C
Sonicador

Shaker

3.2 Métodos estadisticos

Para optimizar el método de extraccion de polifenoles y cuantificacion de compuestos
antioxidantes en avena, en primer lugar se realiz6 un screening, mediante un disefio experimental
Plackett Burman (Placket y Burman, 1946), con el objetivo de identificar las variables con mayor
influencia en el proceso de extraccion. Luego de identificadas estas variables, se desarrollo una
metodologia de superficie de respuesta (MSR), con el fin de determinar las condiciones 6ptimas
para la extraccion de polifenoles en avena. Ambas metodologias fueron analizadas con el

software estadistico Design-Expert® 6.0.6.
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3.21 Método Plackett Burman

Las variables elegidas para el screening fueron proporcion agua:etanol (v/v, X;), cantidad
avena:solvente (p/v, X,), temperatura (°C, Xs3), agitacion (rpm, X;) y tiempo de contacto
(minutos, Xs), con sus respectivos niveles de trabajo codificados como -1 y 1 (ver Tabla 2),
elegidos segun lo reportado en bibliografia y lo observado en ensayos preliminares. Como

respuesta se determind el contenido de polifenoles totales ().

Variables independientes -1 1
Proporcion agua:etanol (X,) 30:70 70:30
Cantidad avena:solvente (Xy) 1:20 1:5
Temperatura (X3) 25 45
Agitacion (Xg) 100 200
Tiempo de contacto (Xs) 20 120

Tabla 2. Variables independientes y niveles de trabajo utilizados en el disefio experimental Plackett Burman.

Las variables fueron combinadas por el programa estadistico, asignando valores de -1y 1 para
cada uno de los niveles de trabajo (ver Tabla 3). Con estas combinaciones se procedié a
determinar el contenido de polifenoles totales, mediante el método de Folin-Ciocalteu (cada
punto del disefio se midid por duplicado), y con estos valores identificar las variables con mayor
influencia en el proceso. El criterio de eleccion de estas variables fue el valor de F, obtenido

segun el andlisis de varianza de una via.
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e x x ok x
1 -1 -1 -1 1 1
2 -1 -1 -1 1 1
3 1 -1 -1 -1 -1
4 1 -1 -1 -1 -1
5 -1 1 -1 -1 1
6 -1 1 -1 -1 1
7 1 1 -1 1 -1
8 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 1 1 -1
10 -1 -1 1 1 -1
11 1 -1 1 -1 1
12 1 -1 1 -1 1
13 -1 1 1 -1 -1
14 -1 1 1 -1 -1
15 1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 -1

Tabla 3. Matriz utilizada en el disefio experimental Plackett Burman.

3.2.2 Metodologia Superficie de Respuesta (MSR)

Se desarroll6 una metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) usando un disefio central
compuesto, con el objetivo de determinar las condiciones Optimas para la extraccion de
compuestos polifendlicos a partir de granos descascarados de avena. Para esto, se evalud el
efecto de las tres variables independientes con mayor influencia, previamente identificadas en el
screening, sobre la extraccion de polifenoles totales. EI contenido total de polifenoles fue
determinado con el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Estas variables, Xi, X
y Xz, se trabajaron en cinco niveles de trabajo: axial inferior (- a), minimo (-1), central (0),

maximo (1) y axial superior (+ o), en donde los puntos axiales se calcularon segun la Ecuacion 1.

+a = 4\/ 2n (Ecuacion 1)
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Punto

disefio X X2 X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1
3 1 -1 -1
4 1 -1 -1
5 -1 1 -1
6 -1 1 -1
7 1 1 -1
8 1 1 -1
9 -1 -1 1
10 -1 -1 1
11 1 -1 1
12 1 -1 1
13 -1 1 1
14 -1 1 1
15 1 1 1
16 1 1 1
17 -1,68 0 0
18 -1,68 0 0
19 1,68 0 0
20 1,68 0 0
21 0 -1,68 0
22 0 -1,68 0
23 0 1,68 0
24 0 1,68 0
25 0 0 -1,68
26 0 0 -1,68
27 0 0 1,68
28 0 0 1,68
29 0 0 0
30 0 0 0
31 0 0 0

Tabla 4. Matriz utilizada en la metodologia de superficie de respuesta (MSR).

De acuerdo a la formula el valor de — a corresponde a -1,68 y el de + a.a 1,68, como se observa
en la Tabla 4.
El modelo central compuesto consistié en un total de 31 experimentos, 16 correspondientes a un

disefio factorial 2°, mas 12 puntos axiales y 3 puntos centrales.
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Una vez identificadas las condiciones dptimas, se procedié a cuantificar el contenido de

polifenoles totales y actividad antioxidante en diferentes genotipos de avena.

3.3  Métodos experimentales

331 Determinacién del contenido de polifenoles totales

Para determinar el contenido de polifenoles totales, se siguié el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. Para esto, fueron agregados en
tubos de ensayo 0,2 ml de muestra, 1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v) y 0,8 ml de
Na,COs (7,5% p/v). Luego de homogenizados los componentes con un voértex, se incubaron por
15 minutos a 45°C en un bafio seco. Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedi6 a

determinar la absorbancia de las muestras.

Paralelo a esto, se prepard una curva de calibracién de seis puntos, usando como estandar el acido
galico (0, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/L).

La absorbancia se midié a 765 nm, en un espectrofotometro con cubetas de vidrio, usando como
blanco agua destilada. Cada muestra se midi6 en duplicado. Los datos de la curva de calibracion
fueron graficados usando como variable independiente a la concentracion de acido galico y como

variable dependiente la absorbancia.

De acuerdo con la curva estandar que se obtuvo con el acido galico, se determind el contenido de
polifenoles de la muestra. La cantidad total de compuestos polifendlicos se expresé en mg

equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco de granos descascarados de avena.
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3.3.2 Determinacidn de la actividad antioxidante

3.3.2.1 Método DPPH

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) ha sido ampliamente usado para investigar y
comparar la capacidad de captar radicales libres de algunos alimentos (Sharma y Gujral, 2010;
Ryan y Prescott, 2010). Este radical presenta un color violeta intenso tornandose incoloro frente

a la presencia de compuestos antioxidante, lo que es cuantificado mediante espectrofotometria.

La actividad antioxidante de los diferentes cultivares de avena se evalud por la capacidad de estos
de reducir el DPPH, usando el método de Brand-Williams et al. (1995) con algunas

modificaciones.

Para esto, se agrego a tubos de ensayo 1 ml de muestra, 2,2 ml de etanol y 0,8 ml de DPPH (160
ppm). Se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad, para luego medir la

absorbancia.

En paralelo, se prepar6 una curva de calibracion de seis puntos, usando como estandar el
antioxidante Trolox (0 — 5 — 10- 15- 20 — 25 pum).

La absorbancia se midi6 a 520 nm, en un espectrofotometro con cubetas de vidrio, usando como
blanco al etanol. Cada muestra se midié en duplicado. Los datos de la curva de calibracion se
graficaron usando como variable independiente la concentracion de Trolox y como variable

dependiente la absorbancia.

De acuerdo con la curva estandar que se obtuvo con el Trolox, se determind la capacidad
antioxidante de cada muestra, la que se expres6 como pm equivalentes de Trolox por gramo de

extracto seco de granos descascarados de avena.
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3.3.2.2 Método ORAC

La Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC) es un ensayo que permite
cuantificar la capacidad antioxidante de compuestos puros o de mezclas como alimentos,
suplementos dietéticos o productos cosmeticos (Ou et al., 2001). En este ensayo, el 2,2’-azobis
(2-amidiopropano) dihidrocloruro (AAPH) es usado para producir radicales peroxilo, los que al
reaccionar con la fluoresceina (3°,6’-dihidroxi-3H-espiro [2 - benzofurano-1, 9’-xanten] - 3-ona)
la dafian resultando en la pérdida de la fluorescencia. Los antioxidantes son capaces de proteger a
la fluoresceina del dafio ocasionado por los radicales. El efecto protector del antioxidante se

cuantifica mediante la evaluacién del area bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia.

La actividad antioxidante de los cultivares de avena se evalué por la capacidad de éstos de
impedir la disminucion de la fluorescencia ocasionada por la accion de los radicales, usando una
modificacion del método de Ou et al., (2001). La fluoresceina (91,85 pM) se us6 como la sonda
fluorescente y los radicales peroxilo se generaron a partir de AAPH (35 mM) en buffer fosfato
(75 mM, pH 7,4).

La reaccion fue monitoreada periddicamente por 150 minutos a 37°C con un filtro de excitacién
de 485 nm y un filtro de emision de 520 nm usando un lector de placas marca Biotek, modelo

Synergy HT.

En una placa de fondo negro de 96 pocillos fueron pipeteados 100 ul de muestra, 100 pl de
fluoresceina y 100 pl de AAPH preparado y agregado previo a la medicidn, los Gltimos dos a
37°C. Las mediciones se llevaron a cabo en dos repeticiones con tres réplicas cada una. La

microplaca se agitdé automéaticamente antes de cada lectura.

La curva de calibracion se realizé con seis puntos (0 — 1,2 —4 — 8 — 12 — 16 pum), usando como

estandar el antioxidante Trolox.

El célculo de las areas bajo la curva fue llevado a cabo mediante el software KC4 3.4 y el valor

de ORAC se expres6 como micromoles equivalentes de Trolox/gramo de avena.
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3.3.3 Validacién del método de deteccion y cuantificacién de avenantramidas por HPLC.

Con la finalidad de confirmar la confiabilidad de los resultados obtenidos sean confiables, se
validé el método de deteccion y cuantificacion de avenantramidas A, B y C por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC-DAD) y se determiné la eficiencia de medicién a través del

tiempo.

3.3.3.1 Instrumentacion

En la deteccion y cuantificacion de avenantramidas se utilizd un Cromatdgrafo Liquido de Alta
Resolucion Jasco equipado con una bomba de gradiente cuaternaria Jasco PU-2089 Plus, un
detector de multiples longitudes de onda Jasco MD-2010 Plus, una unidad de interfase Jasco LC-
Net 1I/ADC vy el software Jasco ChromPass Chromatography data system. Para la inyeccién de
las muestras se utilizé un inyector manual Rheodyne 71251 con loop de inyeccion de 20 pl. La
separacion cromatogréafica se llevd a cabo en fase reversa con la columna Inertsil ODS-3 (5um
4.6 x 250 mm). Todas las pesadas se realizaron en una balanza analitica Radwag modelo AS
220/C/2. Las fases moviles fueron sonicadas con el sonicador Misonix modelo ultrasonic

processor XL con electrodo de CO,.

3.3.3.2 Condiciones cromatograficas

Se siguid la metodologia de Ren et al. (2011). La fase movil A consistié en acido formico 10
mM, mientras que la fase movil B fue acetonitrilo grado HPLC. Ambos solventes fueron
sonicados por un periodo de 10 min, previo a su utilizacion. La longitud de onda a la cual se
midieron los distintos peaks fue 340 nm. El flujo del gradiente de elucion fue 0,5 ml/min y se

Ilevé a cabo con las siguientes condiciones:
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. . Fase movil A Fase mévil B
Tiempo (min)

(% viv) (% viv)
5 80 20
10 60 40
15 55 45
20 50 50
25 45 55
30 40 60
40 20 80

Tabla 5. Parametros de gradiente de elucién.

3.3.3.3 Preparacion de los estdndares

Las soluciones stock de los estandares fueron preparadas a una concentracion de 100 ppm,
disolviendo 1 mg de estandar en 10 ml de etanol absoluto. Todas las soluciones fueron guardadas
a-20°C.

3.3.3.4 Espectros de absorcion de los estandares

Cada uno de los estandares fue inyectado por separado obteniéndose los siguientes espectros de

absorcion.
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3.3.3.5 Medicién de asimetria, ancho de los peaks y platos tedricos.

400
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Con el objetivo de determinar la eficiencia de la medicion a través del tiempo se determinaron

los valores de asimetria, ancho de los peaks y platos tedricos (Quattrocchi et al., 1992).
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3.3.3.6 Asimetria de los peaks

La asimetria de los distintos peaks se obtuvo midiendo manualmente el segmento entre la linea
que une el maximo del peak con la linea base y los extremos anterior y posterior de cada peak,
tomados al 10% de la altura (Ecuacion 2) (Cromatograma 1). Cada peak se analizd por

triplicado.
ASIO% — — (Ecuacion 2)
d

3.3.3.7 Ancho de los peaks

Es una medicidn necesaria para determinar la eficiencia de la columna (platos tedricos). Este
valor se obtiene prolongando la linea base por debajo del peak y midiendo el segmento de esta
linea, delimitado por la extrapolacion de las ramas ascendentes y descendentes del peak

(Cromatograma 2). Cada peak se analizé por triplicado.

Jrteinl J AV-B

AV-A

AV-C

Cromatograma 1. Ejemplo representativo medicion asimetria de peak.
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Cromatograma 2. Ejemplo representativo medicién ancho de peak.

3.3.3.8 Platos tedricos

Corresponden a los cortes o rodajas imaginarias donde existe un equilibrio transitorio durante el
flujo de la fase movil, antes de que éste avance hacia el siguiente corte. EI nimero de platos

tedricos determina la eficiencia de la columna cromatografica, y por lo tanto su poder separativo.

t, \?
Wtan

N=l6(

(Ecuacion 3)

N= Numero de platos tedricos
t,= Tiempo de retencidn del peak.
Wian= Ancho del peak expresado en unidades de tiempo.
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3.3.3.9 Validacién del método

Con la finalidad de validar el método de identificacion y cuantificacion de avenantramidas,
fueron verificados los parametros de linealidad, precision y sensibilidad, para confirmar que los

resultados obtenidos sean confiables.

3.3.3.9.1 Linealidad

Corresponde a la proporcionalidad entre la concentracidn del analito y la respuesta del detector.
La linealidad fue evaluada mediante la mezcla de los tres estandares de avenantramidas y
posterior dilucion en etanol-agua (50:50) a diferentes concentraciones (0,825 -1,65 - 3,63 -4,95 -
6,6 - 8,25 mg/L). La curva de calibracion fue construida usando la relacion entre mg de
avenantramida/L y area bajo la curva (mAU/min) de los distintos estandares. Cada punto de la

curva fue analizado por triplicado.

3.3.3.9.2 Precisién

Corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplica
repetidamente a maltiples alicuotas de una muestra homogeénea. Para determinar la precision del
método se calculo la desviacion estandar (s) y la desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente

de variacion (CV).
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3.3.3.9.3 Sensibilidad

Se define como la minima cantidad de analito que puede producir un resultado significativo. Para
determinar la sensibilidad se calcularon los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC)

para cada uno de los estandares.

3.34 Determinacién contenido de avenantramidas

El contenido de avenantramidas se determind segin el método de Ren et al. (2011) con algunas
modificaciones. Para esto, 1 gramo de granos de avena descascarados fue pesado y molido hasta
formar harina. Los compuestos fueron extraidos desde la harina, dos veces, con etanol/agua/acido
acetico (80:20:0,1) en una proporcion solido-liquido de 1:8 por 2 horas a 40 °C en agitacion,
luego fueron centrifugados por 10 minutos a 1250 g vy filtrados al vacio con un filtro cuantitativo
N° 541. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los solventes fueron evaporados a 100 °C
en una estufa de secado y los sélidos disueltos pesados para la posterior cuantificacion de los

compuestos. Los extractos secos fueron resuspendidos en 800 pl de etanol al 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Métodos estadisticos

41.1 Meétodo Plackett Burman

Mediante el screening se determind que las variables que presentaron mayor influencia en el
proceso de extraccion de polifenoles segun los valores de F obtenidos en el analisis de varianza
(ANOVA) fueron: proporcion agua:etanol (v/v), cantidad avena:solvente (p/v) y temperatura

(°C), con valores de 5,69 - 4,43 y 2,47, respectivamente.

4.1.2 Metodologia Superficie de Respuesta (MSR)

Con las variables que presentaron mayor influencia en el proceso de extraccion de polifenoles,
proporcién agua:etanol (X;), cantidad avena:solvente (X;) y temperatura (X3), obtenidas en el
screening, se desarroll6 una MSR usando un disefio central compuesto, para determinar las
condiciones Optimas de extraccion de polifenoles. Estas variables se trabajaron en cinco niveles
de trabajo como se muestra en la Tabla 6. Las variables restantes: agitacion y tiempo de
contacto, se mantuvieron constantes en 200 rpm y 20 minutos, debido a que no presentaron

efectos significativos sobre la respuesta.

Variable independiente Cadigo - -1 0 1 +a
Proporcion agua:etanol (v/v) Xy 16:84 30:70 50:50 70:30 84:16
Cantidad avena:solvente (p/v) X2 1:100 1:20 1:8 15 1:4
Temperatura (°C) X3 18 25 35 45 52

Tabla 6. Niveles de trabajo usados en la metodologia superficie de respuesta.



28

Las variables (Xi, Xz y X3) y sus respectivos niveles de trabajo (- a, -1, 0, 1, +a) fueron
combinados por el programa estadistico, cuantificandose la influencia de estas combinaciones
sobre la respuesta (Y) (ver Tabla 7) y posteriormente identificando las combinaciones que

entreguen la mayor concentracion de estos compuestos bioactivos.

Los datos fueron sometidos a un analisis de regresion multiple, obteniéndose una ecuacion

empirica de segundo grado capaz de modelar la conducta de la respuesta (Ecuacion 4).

Y = 14.92086+0.39946X; - 2.59538X, -0.48843X5 - 0.00203X;? - 51.49369X,? + 0.01248X5°+
1.0246X1X; - 0.002118X1X3 - 1.14275X,X3 (Ecuacion 4).

El analisis de varianza de los datos indicé que el modelo es significativo (p<0,05). Dicha
significancia se debe a que previamente se realizd un screening en donde se determinaron los
factores con mayor incidencia en el proceso de extraccion de polifenoles. La variable con mayor
importancia en el proceso de extraccion fue proporcion agua:etanol (p<0,05). El coeficiente de
determinacion (r?) fue 0,7268 lo que indica que aproximadamente el 72% de la extraccién esté
influenciada por las variables independientes (X;, X2 y X3). Respecto a la diferencia entre los
valores experimentales y tedricos (Tabla 7), se observa que las diferencias son minimas por lo

que se puede concluir que la ecuacion presenta capacidad predictiva.



Punto Valor Valor
disefio % X2 X3 Experimental Teobrico
1 30:70 1:20 25 18,850 + 1,179 18,93
2 30:70 1:20 25 20,610 + 0,716 18,93
3 70:30 1:20 25 27,390 + 1,013 26,73
4 70:30 1:20 25 27,620 + 1,887 26,73
5 30:70 15 25 13,740 + 0,244 16,92
6 30:70 15 25 12,400 + 0,39 16,92
7 70:30 15 25 33,340 + 3,147 30,84
8 70:30 15 25 32,030 £ 0,572 30,84
9 30:70 1:20 45 22,640 + 0,663 24,23
10 30:70 1:20 45 27,040 + 4,677 24,23
11 70:30 1:20 45 38,000 + 2,525 30,33
12 70:30 1:20 45 35280 + 1,21 30,33
13 30:70 15 45 20,510 £ 1,272 18,79
14 30:70 15 45 20,440 £+ 0,53 18,79
15 70:30 15 45 31,310 £ 0,241 31,02
16 70:30 1.5 45 34,040 + 0,241 31,02
17 16:84 18 35 15,310 + 0,818 13,86
18 16:84 18 35 15690 + 1,35 13,86
19 84:16 1:8 35 25,190 + 2,019 30,7
20 84:16 1:8 35 25980 + 0,598 30,7
21 50:50 1:100 35 18,980 + 0,134 244
22 50:50 1:100 35 20,970 + 1,339 244
23 50:50 1:4 35 21,350 + 1,893 23,19
24 50:50 1:4 35 25450 + 1,704 23,19
25 50:50 1:8 18 26,590 + 0,829 25,8
26 50:50 1:8 18 27890 + 0,276 25,8
27 50:50 1:8 52 23850 + 1,677 30,41
28 50:50 1:8 52 27,150 + 1,677 30,41
29 50:50 1:8 35 25460 £ O 24,57
30 50:50 1:8 35 27,070 £ 0,379 24,57
31 50:50 1.8 35 23,890 + 1,454 24,57

29

Tabla 7. Combinaciones de las variables proporcién agua/etanol (X,), cantidad avena / solvente (X;), temperatura
(X3), valores tedrico y experimental de la respuesta contenido de polifenoles totales expresados como mg eg. de

acido galico/g de muestra seca.



30

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 7, se observa que el mayor contenido de
polifenoles totales fue 38 + 2,52 mg equivalentes de acido galico/g de muestra seca,
correspondiente a las condiciones razén agua:etanol 70:30 (X;); cantidad avena:solvente 1:20
g/ml (X2) y 45°C (X3) y el menor resultado fue 12,4 + 0,39 mg equivalentes de acido galico/g de
muestra seca, correspondiente a las condiciones razén agua:etanol 30:70 (X;); cantidad
avena:solvente 1:5 g/ml (X;) y 25°C (X3). Debido a que la variable X; fue el factor mas
influyente en el proceso de extracciéon, podemos inferir que la variacién en el contenido de
polifenoles totales se debe principalmente a que los compuestos polifendlicos de la avena
analizados presentan una concentracién superior de compuestos polares con mayor afinidad por
el agua que por el etanol, a diferencia de lo reportado por otros autores (Collins et al., 1991;
Emmons y Peterson, 1999; Liu et al., 2004; Chen et al., 2007; Alvarez-Jubete et al., 2010; Ryan
et al., 2011; Rezaire et al., 2014), en donde la mayoria de las extracciones son realizadas con una

proporcién de etanol superior a la de agua.

El modelo central compuesto entrega nueve posibles soluciones para la optimizacion del proceso
de extraccion de polifenoles en avena, en donde las condiciones Optimas que sugiere la
metodologia se pueden observar en la Tabla 8, donde X;, X, y X3 corresponden a las variables
independientes proporcion agua:etanol, cantidad avena:solvente y temperatura, respectivamente e

Y corresponde a la variable dependiente contenido de polifenoles totales.

Numero X, X, X3 Y
1 70:30 1:6 45 31,064
2 70:30 16 45 31,061
3 70:30 1:55 45 31,059
4 70:30 1:6,2 45 31,058
5 70:30 17,6 45 30,981
6 70:30 1:5 25 30,832
7 70:30 1:12 45 30,700
8 70:30 15 29 30,029
9 70:30 1:5 34 29,682

Tabla 8. Posibles soluciones para la optimizacion del proceso de extraccion.
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De estas soluciones se eligieron tres, la numero 1, 6 y 9, con el objetivo de corroborar cual
solucion era la mas adecuada para la determinacion de las condiciones Optimas de extraccion de
polifenoles, es decir, la que otorgara el mejor resultado, en donde el mejor resultado se obtuvo
con la solucion namero 1. Las condiciones Optimas para la extraccion de polifenoles totales en

avena, se pueden observar en la Tabla 9.

Variables Valor éptimo
Proporcion agua:etanol (ml) 70:30
Cantidad avena:solvente (g/ml) 1:6
Temperatura (°C) 45
Agitacion (rpm) 200
Tiempo de contacto (minutos) 20

Tabla 9. Condiciones 6ptimas para la extraccion de polifenoles totales en avena.

Se obtuvo un gréfico tridimensional cuya finalidad fue indicar la region en donde se obtuvo la

mejor combinacion de las variables elegidas (Figura 1).
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X,: Cantidad avena-solvente Xi: Proporcién agua-etanol

1:20  30:70

Figura 1. Efecto de la combinacion de variables proporcion agua:etanol (X;) y cantidad avena:solvente (X,) a una
temperatura de 45°C, sobre el contenido de polifenoles totales ().

En la Figura 1, la superficie achurada indica la respuesta de la combinacion de las variables,
proporcidn agua:etanol con una proporcion entre 60:40 y 70:30 ml/ml y cantidad avena:solvente

con una proporcion entre 1:5y 1:6 g/ml, a una temperatura de 45°C.

4.2 Métodos experimentales

Luego de optimizar la metodologia de extraccion de compuestos polifendlicos se procedio a
determinar el contenido de estos compuestos en diez cultivares de avena, codificados como
AVE1L, AVES3, AVE4, AVES, AVE1l, AVE12, AVEL3, AVE14, AVE15 y AVELS6.
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4.2.1 Determinacion del contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (CPT) se determind usando el método de Singleton y Rossi
(1965) con algunas modificaciones. Los valores de CPT fluctuaron entre 8,061 y 66,399 mg
equivalentes de acido galico/gramo de avena, para los cultivares AVEl1 y AVEL13,
respectivamente, valores superiores a los reportados por Chu et al. (2013), los que fluctuaron
entre 0,57 mg/g y 0,94 mg equivalente de acido galico/g de avena.

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en el CPT de los
distintos cultivares de avena, se realizé un analisis de varianza de una via. Este analisis indico
que al menos uno de los genotipos presentaba diferencias significativas en cuanto a su contenido
de polifenoles (p<0,05). Para precisar cuales fueron estas diferencias, se realizd un test de

Duncan, de comparacion multiple de promedios, con el software estadistico SPSS 11.5.

El test de Duncan determiné que los cultivares con mayor CPT fueron AVE13, AVE14 y AVE16
con 66,39 + 4,74, 62,178 + 4,341 y 64,150 + 3,270 mg equivalentes de acido galico/g de avena,
respectivamente, no existiendo diferencias estadisticas entre AVE14 y AVE16, pero si con
respecto a AVE13 que fue el cultivar con mayor CPT. Los cultivares con menor contenido de
polifenoles totales fueron AVEl y AVE3 (8,061 + 0,337 y 8,353 = 0,184 mg equivalentes de
Acido galico/g de avena, respectivamente), sin diferencias significativas entre ambos, pero si con
respecto a AVE13, AVE14 y AVE16. Estos valores son sustancialmente menores comparados
con los obtenidos por frutos como el pataba y acai (306 y 368 mg equivalentes de acido galico/g
de muestra, respectivamente) (Rezaire et al., 2014), por otro lado mayores comparados con otro
fruto como guayaba (1,7 a 3,4 mg equivalentes de acido galico/g) (Thaipong et al., 2006).
Emmons y Peterson (1999) reportaron niveles de TPC de 2,09 a 2,94 mg equivalentes de acido
galico/gramo de muestra en cuatro cultivares de avena, siendo estos valores muy bajos en
comparacion con los cultivares analizados en este estudio, sin embargo esto puede atribuirse a

diferencias en los cultivares y método de extraccion.

Por otra parte, autores han reportado que no existe una relacién directa entre el CPT y los valores
de ORAC o DPPH (Chu et al., 2013; Rezaire et al., 2014). Esto puede deberse a la presencia de
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otros compuestos, como azlcares, acido ascorbico y otros compuestos reductores conocidos por
interferir con las pruebas de Folin-Ciocalteu y AOA o a diferencias en la composicion fendlica

que no se reflejan en la evaluacion de fenoles totales (Rezaire et al., 2014).
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Gréfico 1. Contenido de polifenoles totales de diez cutivares de avena.

4.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante

4.2.2.1 Ensayo DPPH

El ensayo de DPPH es uno de los métodos méas populares en la determinacion de la capacidad
antioxidante en alimentos o productos agricolas principalmente debido a la simplicidad de su
funcionamiento y bajo requerimiento de equipos, en comparacion con el ensayo de ORAC, en

donde la principal desventaja radica en el requerimiento de equipo costoso (Awika et al., 2003).
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La actividad antioxidante (AOA) fue determinada mediante el método de Brand-Williams et al.
(1995) con algunas modificaciones, entregando valores que fluctuaron entre 10,081 £ 0,635 y
18,997 + 1,830 umoles equivalentes de Trolox/g de avena, para los cultivares AVE1l y AVE14,

respectivamente.

El andlisis de varianza de una via indicé diferencias entre los cultivares respecto a su AAO
(p<0,05). Para identificar estas diferencias se realiz6 un test de Duncan con el software
estadistico SPSS 11.5. El test de Duncan precisé estas diferencias indicando que los cultivares
AVE14 y AVE16 (18,997 + 1,830 y 18,896 + 1,856 umoles equivalentes de Trolox/g de avena,
respectivamente) tuvieron la mayor AOA, sin diferencias significativas entre ambos, sin embargo
con diferencias respecto a los otros cultivares. La AOA menor fue de los AVEL1 y AVE3 (10,081
+ 0,635 y 11,913 + 0,151 pmoles equivalentes de Trolox/g de avena, respectivamente), sin
diferencias encontradas entre ellos, pero si en comparacion con los otros cultivares. Los valores
obtenidos en los distintos cultivares de avena son aproximadamente 3 veces mayores que los
reportados por Stevelson et al., (2008) quienes encontraron niveles de AOA entre 1,22 y 3,58
umoles equivalentes de Trolox/g de avena pero menores a los reportados por Brindzova et al.
(2008), quienes analizaron la AOA de ocho cultivares comerciales de avena y reportaron valores

entre 13,732y 71,125 umoles equivalentes de Trolox/g de avena.

Estudios previos ya indicaban la alta AOA encontrada en la avena en comparacion con otros
cereales. Adom y Liu (2002) determinaron que la avena presenta la mas alta actividad

antioxidante seguida del arroz, maiz y trigo.
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Grafico 2. Actividad antioxidante de diez cultivares de avena determinada mediante el ensayo DPPH.

4.2.2.2 Ensayo ORAC

En los ultimos afios, los ensayos de ORAC han sido ampliamente utilizados para medir la
capacidad antioxidante de bebidas (Seeram et al. 2008), suplementos (Prior et al., 2005),
verduras, frutas (Rezaire et al., 2014), muestras bioldgicas (Fernandez-Pachon et al. 2005) y
cereales, como la avena (Chu et al., 2013). Este ensayo se considera mas relevante para definir el
nivel de antioxidantes en un sistema bioldgico debido a que utiliza una fuente de radicales
biolégicamente importante (Prior et al., 2003).

Mediante el método de Ou et al. (2001) con algunas modificaciones, fue determinada la actividad
antioxidante en diez cultivares de avena. Los valores de AOA fluctuaron entre 283,635 + 31,549
y 436,738 =+ 53,969 umoles equivalentes de Trolox/g de avena, para los cultivares AVEL y

AVEL12, respectivamente.
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El analisis de varianza (ANOVA) indico que al menos uno de los genotipos presentaba
diferencias significativas respecto a su AOA (p<0,05). Para precisar estas diferencias, se realizd

un test de Duncan, de comparacion maltiple de promedios, con el software estadistico SPSS 11.5.

El test de Duncan determind que los genotipos con mayor AOA fueron AVE8 y AVE12 con
430,296 + 47,221 y 436,738 £ 53,969 pmoles equivalentes de Trolox/g de avena
respectivamente, no existiendo diferencias estadisticas entre éstos, pero si en comparacién con
los cultivares restantes. Los genotipos con menor AOA fueron AVEl y AVE16 (283,635 +
31,549 y 288,422 + 35,161 pumoles equivalentes de Trolox/g de avena, respectivamente), sin

diferencias significativas entre ambos, pero si con respecto a los demas genotipos.

Los valores obtenidos son 100 veces mayores a los reportados por Chu et al. (2013) (17 a 28
umoles equivalentes de Trolox/g de avena), quienes fueron los primeros en determinar la AOA
en variedades comerciales de avena mediante el ensayo de ORAC. También fueron mayores a los
reportados por Qiu et al. (2009) los que determinaron valores de ORAC en distintos cultivares
comerciales de arroz, obteniendo valores entre 40,69 y 60,64 umoles equivalentes de Trolox/g de
arroz. Al comparar los niveles de ORAC obtenidos en este estudio con los de cereales como la
cebada y el salvado de trigo, la AOA de los cultivares analizados es sustancialmente mayor (33,4
y 83,9, respectivamente). Sin embargo, los datos son muy variables y dificiles de comparar

debido a las diferencias en los métodos de extraccion y analisis.

Los altos valores de ORAC obtenidos sugieren un potencial de generar alimentos con un alto

contenido de antioxidantes a partir de avena cultivada en la novena regién de La Araucania.
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Griéfico 3. Actividad antioxidante de diez cultivares de avena determinada mediante el ensayo de ORAC.

4.2.3 Validacion del método de deteccién y cuantificacion de avenantramidas

4.2.3.1 Espectros de absorcion de los estandares

Los espectros de absorcion indican principalmente dos peaks con mayor intensidad de absorcion
en cada uno de los estdndares. En el estandar de avenantramida A éstos corresponden a 224 y 320
nm; en el de avenantramida B a 224 y 334 nm y él de avenantramida C, 228 y 344 nm. Con estos
datos se determind que la longitud de onda a la cual se cuantificaran las avenantramidas A, By C

sera a 340 nm, al igual que lo reportado por Ren et al. (2011).
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Con el objetivo de validar la metodologia de cuantificacion en términos de linealidad, precision,
exactitud y también determinar la eficiencia de la medicion a través del tiempo se evaluaron los

valores de asimetria, ancho de los peaks y platos teéricos (Quattrocchi et al., 1992).

4.2.3.2 Medicion de asimetria, ancho de los peaks y platos teéricos.

Los valores de asimetria, ancho de los peaks y platos tedricos fueron cuantificados con el
objetivo de determinar la eficiencia de la medicién a través del tiempo. Dicha medicion se volvio
a realizar una vez terminadas las respectivas determinaciones con el fin de comparar la eficiencia

y reproducibilidad de la medicion.

. Asimetria Ancho Platos tedricos
Avenantramida
mar-13 dic-13 mar-13 dic-13 mar-13 dic-13
A 1,33 1,03 0,15 0,15 53920 66622
B 1,16 1,03 0,15 0,14 56805 69939
C 1,60 1,20 0,16 0,14 35996 52969

Tabla 10. Resultados de asimetria, ancho de peak y platos tedricos, determinados en marzo 2013y diciembre 2013.

En lo que se refiere a la asimetria del peak, un factor de asimetria de 1 es ideal sin embargo, un
rango aceptable es 0,8 <As <1,8 (Hagel et al., 2008), por lo tanto los peaks de avenantramidas
presenten una muy buena asimetria la cual mejoro con el tiempo. Los bajos valores de ancho de
los peaks indican una excelente resolucion, la cual se mantuvo practicamente igual a lo largo del
tiempo. Con respecto a los platos tedricos, en cuanto mayor sea el nimero, mayor es la eficiencia
del proceso de separacion y al igual que la asimetria, los valores aumentaron, lo que indica que

la eficiencia de la medicion aumento a través del tiempo (Tabla 10).
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4.2.3.3 Validacién del método

El método de deteccion y cuantificacion de avenantramidas fue validado en términos de
linealidad, precision y exactitud, con el objetivo de comprobar que éste sea apto para la correcta

determinacion de estos compuestos.

42331 Linealidad

La linealidad del método se estudid para seis niveles de concentracion de las estandares de
avenantramidas, realizando tres réplicas de cada una de éstas con valores que fluctuaron entre
0,825y 8,25 ppm.

Los valores de linealidad indican que existe una estrecha relacion entre la concentracién de
avenantramidas y la respuesta entregada por el detector, obteniéndose un comportamiento lineal.
En las Figuras 2, 3 y 4 se presentan las curvas de calibracion (concentracion vs area bajo la

curva).
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Figura 2. Curva de calibracidn para linealidad de avenantramida A.
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Figura 3. Curva de calibracion para linealidad de avenantramida B.
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Figura 4. Curva de calibracion para linealidad de avenantramida C.

Con respecto a los valores de coeficiente de determinacion (r’) de los estandares de
avenantramida A, B y C éstos fueron altos, con valores de 0,9994, 0,9989, 0,9986,
respectivamente, lo cual indica una excelente linealidad entre la concentracion de los estandares y

las respectivas areas.
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4.2.3.3.2 Precision

La precision del método fue determinada calculando los valores de desviacion estandar (s) que
corresponde a la medida del grado de dispersion de los datos con respecto al valor promedio, y
desviacidn estandar relativa (% RSD) que representa la dispersion de los datos con respecto a la
media expresada como porcentaje, de cada punto de las curvas de calibracion de los distintos
estandares por triplicado.

La desviacion estdndar entreg6 valores entre 0,100 y 5,381, representados en las barras de error
de las Figuras 2, 3y 4 y la desviacion estandar relativa, de un 4% aproximadamente para los tres
estandares, 1o que indica una buena precision del método analitico. Esta precision también es
apreciable visualmente al observar la baja dispersion de los datos representada por las barras de
error de las Figuras 2, 3y 4.

Concentracion

i [0)
Avenantramida (ppm) % RSD
A 0,566 1,485
B 8,25 1,273 1,891
C 0,586 4,384
A 1,273 4,215
B 6,6 1,980 3,708
C 0,764 7,367
A 1,249 5,809
B 4,95 0,778 1,937
C 0,212 2,702
A 0,100 0,633
B 3,63 0,173 0,634
C 0,451 8,562
A 0,200 2,703
B 1,65 0,306 2,356
C 0,200 9,091
A 0,058 1,431
B 0,825 0,252 3,630
C 0,141 11,785

Tabla 11. Resultados de desviacion estandar (s) y % desviacion estandar relativa (% RSD).


http://es.wikipedia.org/wiki/Medidas_de_dispersi%C3%B3n
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4.2.3.3.3 Sensibilidad

La sensibilidad se determind evaluando los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) para

cada uno de los estandares de avenantramida.

Av Limite de deteccién Limite de cuantificaciéon
(mg/L) (mg/L)
A 0,0857 0,2591
B 0,0851 0,2436
C 1,2198 3,2897

Tabla 12. Limites de deteccidn y cuantificacion de los estandares de avenantramidas.

El limite de deteccion determinado a partir de las distintas concentraciones de los estandares
fluctuo entre 0,0851 y 1,2198 mg/L para avenantramida B y C, respectivamente. Por otro lado, el
limite de cuantificacion oscilo entre 0,2436 mg/L para avenantramida B y 3,2897 mg/L para

avenantramida C.

Determinar la sensibilidad del método al identificar los limites de deteccion y cuantificacion de

estos compuestos, es una herramienta Gtil a la hora de confirmar que los resultados obtenidos

sean confiables.
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4.2.4  Determinacion del contenido avenantramidas

Una vez validada la metodologia de cuantificacion de avenantramidas, se procedié a determinar
el contenido de estos compuestos en trece cultivares de avena, codificados como AVEL, AVE3,
AVE4, AVES, AVE1l, AVE12, AVE13, AVE14, AVE15, AVEL6, AVE5], AVES2 y AVES3.

Existe un gran interés por las avenantramidas debido a sus propiedades antioxidantes tanto in
vivo como in vitro, asi como los potenciales beneficios para la salud (Gray et al., 2002; Liu et al.,
2004; Meydani, 2009). Este hecho se debe a que la capacidad antioxidante de las avenantramidas
es 10 a 30 veces superior que la de otros compuestos fenolicos de la avena (Emmons y Peterson,
2001; Bratt et al., 2003), sugiriendo que la actividad antioxidante de la avena esta dada

principalmente por la presencia de estos compuestos.

El anélisis de varianza de una via indicé que el modelo fue significativo (p <0,05; R? =0,99),
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los cultivares de avena. A pesar de
estas diferencias, los valores pueden estar altamente influenciados por las condiciones
medioambientales, debido a que la sintesis de avenantramidas y compuestos fendlicos es
dependiente no solo del cultivar sino también de la localizacion geografica de éste (Emmons y
Peterson, 2001). Por otra parte, numerosos factores distintos de la variedad y la localizacion
pueden afectar el contenido de polifenoles de las plantas Estos factores incluyen la madurez en el
momento de la cosecha, el procesamiento y condiciones de almacenamiento (Dimberg et al.,
1996).



Concentracion

Genotipo Av mg/kg total (mg/kg)

a *

AVE1L b 12,608 44,168
c 31,56
a *

AVE3 b * *
c *
a *

AVE4 b 7,172 7,172
c *
a 16,159

AVES b 9,855 64,581
C 38,567
a *

AVE11 b 4,705 4,705
C *
a 47,438

AVE12 b 20,008 155,158
c 87,712
a 19,128

AVE13 b 8,835 27,963
C *
a 26,799

AVE14 b 13,758 40,557
c *
a 19,905

AVE15 b * 19,905
c *
a 13,06

AVE16 b * 13,06
c *
a 169,556

AVE51 b 87,446 370,718
c 113,718
a 125,886

AVES52 b 42,693 329,887
c 161,31
a 9,057

AVE53 b 1,704 10,761
C *
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Tabla 13. Contenido de avenantramidas A, B y C y avenantramidas totales en trece cultivares de avena, expresado

en mg/kg.
*Valores bajo el limite de cuantificacion.
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Los valores de concentracion obtenidos para Av-A, Av-B y Av-C fluctuaron entre 9,057 a
169,556; 1,704 a 87,446 y 31,560 a 161,310 mg/kg de avena (Tabla 13), respectivamente.

El genotipo AVES51 mostr6 los valores mas altos para Av-A y Av-B, mientras que para Av-C, el
genotipo AVES2 present6 la mayor concentracién. De las tres avenantramidas analizadas, la Av-
C obtuvo los valores mas bajos de concentracion, al igual que lo reportado por Peterson et al.
(2001). EI mayor contenido total cuantificable de las avenantramidas mas abundantes en el grano
de avena lo obtuvo el cultivar AVE51 con 370,718 mg/kg (Tabla 13), siendo este valor tres veces
superior al reportado previamente por Chu et al. (2013). El valor mas bajo de avenantramidas

totales cuantificables fue de 4,705 mg/kg para el cultivar AVE11.

Peterson et al. (2001) evaluaron la concentracion de avenantramidas en una mezcla de cultivares
comerciales de avena, determinando valores de 48, 22 y 12 mg/kg para Av-A, Av-B y Av-C
respectivamente, lo que indica que los cultivares analizados en este estudio presentan mayor

contenido de avenantramidas.

Sin embargo, a pesar de que el contenido de avenantramida representa una porcién importante de
los polifenoles totales presentes en la avena, no existe una correlacion directa entre el contenido
de avenantramidas y el valor de ORAC total, al igual que lo reportado por Chu et al. (2013). Este
hallazgo sugiere que otros fitoquimicos tales como tocoferoles, esteroles y acido fitico pueden

contribuir a los valores de actividad antioxidante (Chu et al., 2013).
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5. CONCLUSIONES

Las condiciones dptimas para la extraccion de polifenoles totales fueron determinadas, siendo
una herramienta Util para la cuantificacion exacta de estos compuestos bioactivos en granos de

avena.

Con la optimizacién del proceso, se determin6 de manera eficiente el contenido de polifenoles en

distintos cultivares de avena.

El método de deteccion y cuantificacion de avenantramidas por HPLC-DAD fue validado. Con
los resultados obtenidos se concluye que el método cromatografico utilizado en este estudio es
preciso, exacto, lineal, sensible y eficiente en cuanto a la medicién a través del tiempo, para ser

aplicado en la cuantificacidn de avenantramidas en distintos cultivares de avena.

Los cultivares de avena en estudio presentaron una importante fuente de polifenoles totales y

avenantramidas, mostrando diferencias significativas entre los cultivares.

Los cultivares analizados mostraron diferencias significativas en cuanto a su AOA en ambos
ensayos (DPPH y ORAC), no existiendo una relacion directa entre los resultados debido a las

diferencias de los métodos.

No existié una relacién clara entre el TPC y AOC, probablemente debido a la interferencia de

otros compuestos presentes en las muestras de avena.

Debido a que los distintos cultivares de avena, provenientes de microparcelas de INIA-Carillanca
y correspondientes a la cosecha 2012/13, presentaron diferencias en cuanto a su contenido de
polifenoles, avenantramidas y actividad antioxidante, fue rechazada la hipétesis nula (Ho) y por

ende, aceptada la hipotesis alternativa (H,).
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Dada la importancia de la avena en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, sobrepeso y
obesidad, gracias a los compuestos con actividad antioxidante que ésta presenta (polifenoles y
avenantramidas), los mejoradores vegetales trabajan en generar nuevos cultivares que posean una
mayor calidad nutricional en el grano, permitiendo este estudio contribuir en la caracterizacion
fenotipica de la calidad nutricional de la avena y pudiendo la variabilidad encontrada en los
cultivares de avena evaluados, contribuir en la seleccion de los progenitores en los programas de

mejoramiento genético de avena orientado a la generacion de alimentos mas saludables.
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