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RESUMEN: Eragrostis tef es un cereal etiope con grano comestible. Se
distinguen dos variedades comerciales de teff definidas por el color de su
semilla; netch (blanco) y qey (rojo / marrdn). El reciente interés surgido en
paises occidentales por el teff se sustenta en su composicion libre de gluten
y en sus apreciadas ventajas nutricionales. El presente trabajo tiene como
objetivo la caracterizacién del perfil polifendlico del grano de Eragrostis
tef. Para ello, se han identificado y cuantificado los compuestos fendlicos
presentes en las dos variedades, mediante cromatografia liquida de alta
eficacia en fase reversa, con doble deteccién por espectrofotometria de diodo
y espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS). La bibliografia revisada
describe los polifenoles presentes en Eragrostis tef como no flavonoides. En
contraposicidn, en este estudio se han identificado flavonas, en concreto,
derivados de luteolina y apigenina. El nimero de flavonas tentativamente
identificadas en este trabajo ha sido de 10, casi todas ellas identificadas por
primera vez.

Palabras clave: Eragrostis tef; cereal; polifenoles; flavonas; HPLC-Ms.
ABSTRACT: Eragrostis tef is an Ethiopian cereal with edible grain. There
are two commercial teff varieties defined by the color of their seed; netch

(white) and qey (red / brown). The recent interest in western countries
for teff is based on their gluten-free composition and their appreciated
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nutritional advantages. The present work aims to characterize the polyphe-
nolic profile of the Eragrostis tef grain. Therefore, the phenolic compounds
present in the two varieties were identified and quantified by reverse phase
high performance liquid chromatography with double detection by diode
spectrophotometry and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS). The revised
literature describes the polyphenols in Eragrostis tef as non-flavonoids. In
contrast, in this study flavones have been identified, in particular, luteolin
and apigenin derivatives. The number of flavones tentatively identified in
this study was 10, almost all of them identified in this work for the first time.

Key words: Eragrostis tef; cereal; polifenoles; flavonas; HPLC-Ms.

1. INTRODUCCION

1.1. Teff. Descripcion y caracteristicas

Eragrostis tef, conocido como teff o tef, es un antiguo cereal originario de
Etiopia, donde se utiliza como base culinaria para elaborar injera. Su grano comes-
tible destaca por su tamaiio, siendo posiblemente el mis pequefio del mundo.
En relacién con otros cereales mds comunes como el arroz, el trigo o el maiz, se
desconoce bastante sobre su composicién nutricional y sus beneficios potenciales
para la salud (Baye, 2014).

El teff es una planta anual tetraploide perteneciente a la familia de las grami-
neas o podceas (Poaceae), subfamilia Chloridoideae, tribu Eragrostidea y género
Eragrostis (Callejo et al., 2012). Existen unas 350 especies, pero solo Eragrostis
tef (Zuccagni) Trotter se cultiva para consumo humano (Assefa ez al.,, 2015).

Se distinguen dos variedades comerciales de teff definidas por el color diferente
de su semilla; netch (blanco) y gey (rojo / marrén) (Gebremariam ez al., 2014).

Su composicion destaca por poseer un perfil nutricional muy atractivo y no
contener gluten (Gebremariam et al., 2014).

—Los carbohidratos complejos representan el 80% de su grano. Posee un
contenido alto en almidén, por lo que se considera un cereal de digestion lenta,
con un indice glucémico bajo, siendo adecuado para pacientes diabéticos tipo 2
(Cheng et al., 2017).

—La cantidad de fibra de su harina es mayor que la de otros cereales, ya que en
su produccién no se eliminan el salvado y el germen debido al pequefio tamafio
de su grano (Hager er al., 2012)
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—La proteina representa hasta el 13%, siendo similar o superior a muchos
cereales. El perfil general de aminodcidos esenciales del teff se considera completo
y equilibrado (Cheng et al., 2017). La concentracién de lisina es relativamente alta,
este aminodcido suele ser limitante en cereales. Ademds la ausencia de gluten hace
que el teff sea un alimento con caracteristicas adecuadas para personas celiacas
(Baye, 2014).

—En cuanto a la grasa, proporciona una mejor fuente de dcidos grasos que los
cereales refinados resultando rico en dcidos grasos insaturados, predominantemente
en 4cido oleico y linoleico (Baye, 2014).

—El teff destaca por su riqueza mineral, siendo mayor en contenido de hierro,
calcio, cobre y cinc que otros cereales. El hallazgo de hierro en niveles muy supe-
riores a otros granos suscitd que se estudiara sobre la contaminacion de los suelos
etiopes. La biodisponibilidad de los minerales no intrinsecos no estd completa-
mente dilucidada, sin embargo tales cantidades de hierro se han relacionado en
varios estudios con la ausencia de anemia nutricional por falta de hierro en Etiopia
(Abebe er al., 2007) (Arguedas, 2008).

—Con respecto a fitoquimicos, contiene una elevada cantidad de fitatos, reser-
vorio de fésforo en muchas semillas. Como efecto negativo cabe destacar sus
propiedades quelantes, pudiendo disminuir la biodisponibilidad de otros minerales.
Por otra parte, presentan efectos beneficiosos con propiedades anticancerigenas,
aunque la fermentacién para la elaboracion de injera da lugar a su degradacion.
La existencia de la cantidad de fitatos Sptima, absorbible y beneficiosa es desco-
nocida (Abebe et al., 2007).

Otro grupo de compuestos fitoquimicos con gran relevancia en este cereal y
del que se basa este trabajo, son los polifenoles.

1.2. Polifenoles. Descripcion y caracteristicas

Estos compuestos son un grupo heterogéneo de metabolitos secundarios de
plantas, involucrados en multiples acciones como la defensa contra patégenos.
Igualmente tienen beneficios cuando entran a formar parte de la dieta en humanos,
debido principalmente a su capacidad como captadores de radicales libres. Por
ello, son estudiados como agentes potenciales para prevenir y tratar enfermeda-
des relacionadas con el estrés oxidativo, tales como el cdncer o el envejecimiento,
ademds de patologias cardiovasculares, endocrinas y neurodegenerativas (Crozier
et al., 2009) (Li et al., 2014).

Existen discrepancias en la definicidn exacta de compuestos fendlicos, acep-
tindose en general las siguientes afirmaciones: moléculas formadas por un anillo
aromdtico con uno o més grupos hidroxilo unidos o moléculas con dos anillos
aromdticos con un grupo hidroxilo en cada uno de ellos (Crozier er al., 2009).
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En general se suele clasificar los polifenoles en dos grandes grupos: flavonoides
y no flavonoides.

Los flavonoides son compuestos con dos anillos arométicos unidos por un
puente de tres carbonos (C6-C3-C6). Las principales subclases de flavonoides de la
dieta son flavonoles, flavonas, flavanoles, antocianidinas, flavanonas e isoflavonas
(Crozier et al., 2009).

Los principales no-flavonoides de importancia dietética son los dcidos fenélicos
(mayoritariamente el dcido gélico), los dcidos hidroxicindmicos y sus derivados
conjugados (principalmente dcido p-cumirico, dcido cafeico, dcido ferulico y
acido sindpico) y los estilbenos (Crozier ez al. 2009).

La mayoria de los flavonoides existen habitualmente en sus medios naturales
en forma de O-glicésidos, normalmente unidos a grupos hidroxilo en posiciones
3,7 04’, y menos frecuentemente como C-glicdsidos, ligados directamente a los
carbonos C-6 o C-8. Los azucares pueden estar adicionalmente esterificados con
4cidos alifticos (p. €j., dcidos maldnico o acético) o aromiticos (p. €j., acidos
p-cumirico, cafeico o fertlico) (Santos-Buelga y Gonzéilez-Paramas 2014). Se
conocen también las O-glicosil-C-glicosil flavonas, donde la O-glicosilacién puede
estar en el hidroxilo fenélico o en el resto de azicar a partir de C-glicosilacién,
principalmente en la posicién 2”, seguida de la 6” (Ferreres er al., 2007).

La identificacién completa de los compuestos polifendlicos presentes en el
teff no estd totalmente descrita, en algunas publicaciones se hace una valoracién
global de todos los polifenoles, determinando el indice de polifenoles totales.

En dichos estudios realizados previamente a este trabajo, se han identificado
y cuantificado globalmente los polifenoles demostrando ser bastante relevantes
en comparacion con otros cereales. Hager ez al. hallaron cantidades de 465,47 mg
/100 g en trigo sarraceno y de 175,65 mg / 100 g en teff y menores respectivamente
para sorgo, maiz, trigo integral y quinoa.

2. OBJETIVO

El reciente interés surgido en paises occidentales por el teff se sustenta en
su composicion libre de gluten y en sus apreciadas ventajas nutricionales. Sin
embargo, destacan las escasas publicaciones encontradas sobre sus propiedades,
su composicién y en concreto, sobre sus polifenoles.

Por ello, el objetivo del presente trabajo es llevar a cabo una caracterizacién
del perfil polifendlico del grano de Eragrostis tef. Para ello, se han identificado
y cuantificado los compuestos fendlicos presentes en dos variedades: netch y
gey, mediante cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa, con doble
deteccidn por espectrofotometria de diodo y espectrometria de masas (HPLC-

DAD-MS).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Biisqueda bibliogrifica

Inicialmente se llevé a cabo una buisqueda general sobre el teff y sus polifenoles
en las siguientes bases de datos: Scopus, Web of Science y CSIC.

3.2. Materiales

> Muestras

Se importaron granos de dos variedades, blanca y roja, de Evagrostis tef desde
el mercado de Sodo, en Addis Abeba (Etiopia).

> Reactivos

El solvente utilizado para realizar la extraccién de los compuestos fendlicos,
fue una solucién de metanol calidad HPLC (Lab-Scan) al 75%, preparada in situ
con agua ultrapura (Quantum EX Ultrapure Organex Cartridge-Millipore).

Los reactivos de la fase mévil empleados durante el anélisis de los polifenoles
fueron: 4cido f6rmico y trifluoroacético al 0,1% (Panreac), y acetonitrilo (HiPer-
Solv CHROMANORM) calidad HPLC al 100%.

Para cuantificar se realizd una recta patrén con apigenina-7-O-glucésido
(Extrasynthese).

> Equipo

Balanza analitica (Sartorius Extend ED124S), agitador orbital con incubacién
(VWR), sistema de purificacién de agua ultrapura (Direct-QTM, Millipore),
bafio ultrasonido (Branson, modelo 5.510), centrifuga (Kokusan) y equipo de
evaporacién rotatorio «Biichi» con controlador de vacio V-850, rotavapor R-210
y bafio calefactor B-49.

El HPLC utilizado fue un Hewlett-Packard 1.100 (Agilent Technologies),
equipado con una bomba cuaternaria y un detector de diodos (DAD) acoplado
a un HP Chem Station como estacién de procesamiento de datos. El sistema de
HPLC se conectd a través del DAD auna API3.200 Qtrap (Applied Biosystems)
espectrometro de masas (MS).

3.3. Métodos

> Extraccién de compuestos fendlicos

Los granos de teff fueron molidos en seco (3 series de 15 segundos de tritu-
racién seguidos de 10 segundos de espera) obteniéndose dos harinas, una por
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cada variedad. Se realizé el anilisis de cada muestra por triplicado. Se analizaron
3 muestras de cada harina, de 5 g cada una.

Se afiadieron 50 mL de metanol al 75% en tubos de ensayo para realizar la
primera extraccion. Se llevaron las muestras al ultrasonido durante 20 minutos,
y a continuacidn al agitador orbital (2 horas, temperatura 22 °C, velocidad 180
r. p. m.). Por tltimo, se centrifugaron las muestras durante 4 minutos (velocidad
angular 5.000 r. p. m. y temperatura entre 0y 15 °C). Se reservo el sobrenadante y
se continud la extraccién partiendo del precipitado. Para ello, se repiti el proceso
descrito, diferencidndose unicamente en los tiempos de agitacidn, 20 horas para
la segunda extraccion y 24 horas para la tercera. Para eliminar el solvente se usé
un rotavapor a vacio a temperatura maxima de 30 °C, evitando asi la hidrélisis
de los polifenoles. El residuo resultante fue redisuelto en 5 mL de acetonitrilo al
30% y conservado en nevera.

> Anilisis de compuestos fendlicos

Las seis muestras se inyectaron en HPLC-DAD-MS. La separacion se llevé a
cabo empleando una columna Phenomenex (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) termostati-
zada a 35 °C y con una fase mévil formada por 4cido trifluoroacético al 0,1% como
reactivo acuoso (A) y acetonitrilo al 100% como fase orginica (B). El gradiente
de elucién establecido fue 0% de B isocritico durante 5 min, 5-25% de B durante
10 min, 25-35% de B durante 10 min, 35-45% de B durante 10 min, 45-50% de
B durante 15 min, 50-55% de B durante 15 min, isocratico 60% B durante 5 min
y reequilibrar la columna a las condiciones iniciales de disolvente. El flujo fue de
0,5 mL/min y el volumen de inyeccién de 100 pL.

La identificacién de los compuestos se realizé en base a los espectros UV-visible,
los tiempos de retencién observados en los cromatogramas y los datos de MS y
MS" obtenidos del espectrémetro de masas.

Para cuantificar los compuestos identificados se realizé una recta de calibrado
con patrén de apigenina de 0,1 a 0,001 mg/mL.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion de los polifenoles del teff

Tras la separacion mediante HPLC se obtuvieron los cromatogramas de cada
variedad (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma de teff blanco detectado a 370 nm. La identificacién tentativa
de estos picos estd recogida en la tabla 1.

Los tiempos de retencién (TR) de cada pico y los espectros de UV-visible se
compararon con patrones para identificar tentativamente los compuestos.

A continuacidn, se recogen los datos analizados y la identificacidn asignada
a cada pico del cromatograma (Tabla 1).

La bibliografia revisada describe los polifenoles presentes en Eragrostis tef
como no flavonoides. En contraposicidn, en nuestro estudio hemos identificado
flavonas. Kotdskova et al. encontraron cantidades de polifenoles de 1,41-2,19
mg/g en teff por el método de folin-ciocalteu, siendo mayoritarios el dcido gélico,
ferulico, protocatéquico y cumiérico (Kotdskovd er al., 2016). Salawu ez al. halla-
ron principalmente dcido p-hidroxibenzoico y ferilico, ademds de agliconas de
flavonas como luteolina y apigenina (Salawu et al., 2014).

Tabla 1. Identificacidn tentativa de polifenoles del teff netch (%) y gey (9).

Pico | 'TR Amax |y by

(min) UV-vis (m/z) *MS? (m/z) >Identificacién tentativa
(nm)
1| 287 | 270-336 609 327-357-297-285- | 5 (5 pex-8-C-hex-luteolina

411-313-447
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1587 IT.R 3{23’; L= L07 4MS? (m/z) *Identificacién tentativa
(min) (nm) (a2

2» 30,4 270-336 609 327-357-297-411 4’-0-hex-6-C-hex-luteolina
30 31,4 270-342 609 327-357-297-411 4’-O-hex-8-C-hex-luteolina
4n 33,1 270-336 593 311-283-341-323-295 | 2”-O-ramn-8-C-hex-luteolina
5% | 343 270-332 593 311-283-341-323-295 | x-O-hex-x-C-hex-apigenina
6" | 36,1 270-328 563 353_:;%37__12453_473_ 7-O-pent-8-C-hex-apigenina
7| 37,9 268-328 431 311-283-117-341 6-C-glucosa-apigenina
8 | 41,7 268-330 743 311-283-341-323-293 Derivado de apigenina
9 | 445 | 268-332 639 |y L5253 | Derivado de apigenina
10" | 465 | 268332 515 | 11288517 | Derivado de apigenina
19 | 27,07 270-336 609 327—335973__239(;_285_ x-O-hex-x-C-hex-luteolina
29 | 29,23 270-348 609 327_325875_—23?)73_31 1- x-O-hex-x-C-hex-luteolina
39 3033 | 270-348 609 327'335973'_24177'285' x-O-hex-x-C-hex-luteolina
4| 3141 | 270-336 609 | 27T | 5O hex-x-C-hex-luteolina
o] wose | e | I | PO G
64 | 34,38 270-336 593 311-283-341-323- x-C-hex-x-C-hex-apigenina

279-251
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. q 2\max Vet
1587 T.R UV-vis [l = sl 4MS? (m/z) *Identificacién tentativa
(min) (nm) (m/z)
79 | 35,37 268-344 447 327-357-297-285-133 8-C-glucosa-luteolina
81 | 36,02 268-346 447 327-357-297-285-133 6-C-glucosa-luteolina
99 | 38,34 268-344 593 283 X-C-rutinosido-luteolina
109 | 39,54 264-346 759 327-357-299-339 Derivado de luteolina

Hex: hexosa; ramn: ramnosa; pent: pentosa; "'TR (min): tiempo de retencién de cada compuesto; Amax
UV-vis (nm): longitudes de onda médximas de los picos; 3[M - H]-(m/z): ion molecular, relacién masa/
carga del compuesto; 4MS? (m/z): masas de los fragmentos del compuesto; *Identificacién tentativa:
identificacién final asignada en funcién de los pardmetros expuestos, de los espectros UV-visible, de
los espectros de masas y del orden de elucién descrito por Ferreres et al., 2007.

Los fragmentos caracteristicos de las flavonas O-glicosiladas y/o C-glicosiladas
han sido determinantes para establecer en qué posicion estin unidos los azica-
res. Asi pues, fragmentos como 311 y 341 m/z, repetidos en numerosos picos,
corresponden con la aglicona (apigenina, 270 uma) +41 y +71 respectivamente,
representativo de flavonas C-glicosiladas. En los derivados de luteolina también
observamos estas rupturas de aglicon (286 uma) +41y +71, 327 y 357 m/z respec-
tivamente (Ferreres et al., 2007).

Asimismo nos apoyamos en el orden de elucién establecido por Ferreres et
al., destacando que la intensidad del fragmento +71 es mayor en el isémero C-6
que en el C-8.

4.2. Cuantificacion de los polifenoles del teff

En la tabla 2 se recogen los resultados obtenidos por las dreas integradas y
cuantificadas mediante la recta de calibrado de apigenina.
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Tabla 2. Cuantificacién compuestos fendlicos del teff netch.

. — . .
Pico | Identificacién netch Hg Apigenina/ Pico | Identificacién qey #g Apigenina/
g teff seco g teff seco
1 7-O-hex-8-C-hex-luteo- 13 1 x-O-hex-x-C-hex- 46,0
lina luteolina
4’-O-hex-6-C-hex-luteo- x-O-hex-x-C-hex-
2 lina 204 2 luteolina 168,5
3 4’-O-hex-8-C-hex-luteo- 70 3 x-O-hex-x-C-hex- 1272
lina luteolina
4 2”-O-ramn-8-C-hex- 770 4 x-O-hex-x-C-hex- 172.9
luteolina ’ luteolina ’
. 27-O-ramn-6"-0-
5 iiﬁ'hex'x'c'hex'aplge' 3572 5 | hex-6C-Hex-luteo- | 16,8
lina
6 7-O-pent-8-C-hex-apige- 449 6 x-C-hex-x-C-hex- 51,0
nina apigenina
7 6-C-glucosa-apigenina | 220,8 7 8-C-glucosa-luteolina | 72,1
8 Derivado de apigenina 184,9 8 6-C-glucosa-luteolina | 190,5
9 Derivado de apigenina | 26,4 9 X-C-rutinésido- 105,7
luteolina
10 | Derivado de apigenina | 23,4 10 | Derivado de luteolina | 200,6
APIGENINA TOTAL 973,3 APIGENINA TOTAL 1.151,3

Luteolina: todos los compuestos se cuantificaron con apigenina debido a la no disponibilidad de

patrén de luteolina. Ambos compuestos son flavonas con parecido coeficiente de extincién molar;

1pg Apigenina/g teff seco: los resultados se expresan en contenido seco de teff. La variedad blanca

mostrd en nuestro estudio un 4,9% de humedad. La variedad roja mostré en nuestro estudio un

5,7% de humedad.
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5. CONCLUSIONES

El atractivo del teff radica en su completo perfil nutricional, siendo ademads
un cereal libre de gluten. En comparacién con otras gramineas, destacan sus altos
niveles de fibra, minerales y polifenoles,

En nuestro estudio, hemos analizado los compuestos fendlicos del teff mediante
HPLC-DAD-MS. El contenido total de polifenoles hallados es similar al descrito
por Kotdskovd er al. y Salawu et al. Este es mayor en la variedad roja, 1.151,3 pg
apigenina/g teff seco, que en la blanca, 973,3 pg apigenina/g teff seco.

Sin embargo, los resultados obtenidos en cuanto al perfil polifendlico difieren
en gran parte a los descritos en dichos estudios, realizados con técnicas menos
sensibles, ya que en nuestro trabajo hemos encontrado grandes cantidades de
flavonas. Salawu ez al. hallaron la presencia de agliconas de apigenina y luteolina.

El niimero de flavonas tentativamente identificadas en este trabajo ha sido de
10, casi todas ellas identificadas por primera vez.
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