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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue cuantificar los compuestos
fendlicos totales de diferentes granos ancestrales: dos variedades de tef
(Eragrostis tef), trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) y trigo espelta
(Triticum spelta) por diferentes métodos espectrofotométricos (Folin-
Ciocalteu y Fast Blue BB) y comparar con los resultados obtenidos de
estudiar la composicién fendlica individualizada mediante cromatografia
liquida de alta resolucién acoplada a un sistema de deteccién de fotodiodos
y espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS). También se determiné la
actividad antioxidante iz vitro de los extractos de los granos ancestrales
estudiados por el método TEAC (capacidad antioxidante equivalente de
Trolox) y FRAP (poder antioxidante reductor del hierro). El uso de HPLC-
DAD-MS permiti6 identificar un gran nimero de compuestos fenélicos:
compuestos hidroxibenzoicos, hidroxicindmicos, flavonoles, flavonas y
flavanoles. Las flavonas fueron la familia de compuestos fendlicos mas
abundante detectada en las muestras de espelta, teff, blanco y marrén. Sin
embargo, en el trigo sarraceno son los flavanoles (64 %). La cuantificacion
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de los compuestos fendlicos por HPLC-DAD-MS parece mds oportuna
que por los métodos espectrofotométricos. Con respecto a la actividad
antioxidante, el trigo sarraceno mostré los valores mds altos frente a su
capacidad de captar radicales libres y poder reductor en relacién a las
otras muestras estudiadas, pudiéndose relacionar con su alto contenido en
compuestos fendlicos.

Palabras clave: Compuestos fendlicos; granos ancestrales; Folin-Cio-

calteu; Fast-Blue BB; HPLC-DAD-MS; actividad antioxidante.

ABSTRACT: The aim of this study was to quantify the total phenolic
compounds of different ancestral grains such as two varieties of tef
(Eragrostis tef) white and brown, buchwheat (Fagopyrum esculentum)
and spelta (Triticum spelta), using different spectrophotometric methods
(Folin-Ciocalteu and Fast Blue BB) and to compare with the obtained
results using high performance liquid chromatography coupled to diode
array detector and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS). Furthermore,
antioxidant activity of the extracts from these samples has been compared
using two different in vitro assays: ferric reducing power (FRAP) and
the ability to scavenge the ABTS"*. The use of HPLC-DAD-MS allowed
us to detect different groups of phenolic compounds: hydroxybenzoic
and hydroxycinnamic derivatives, flavonols, flavones and flavanols.
Flavones derivatives were the most abundant in spelta, white and brown
teff. However, buckwheat presented the highest in flavanols (64 %). The
phenolic compounds quantification carried out by HPLC-DAD-MS could
be more appropriate than the obtained results using spectrophotometric
methods. Regarding the antioxidant activity, the buckwheat seeds showed
the highest value, which could be related to the highest phenolic content.

Keywords: Phenolic compounds; ancestral grains; Folin-Ciocalteu;
Fast-Blue BB; HPLC-DAD-MS; antioxidant activity.

1. INTRODUCCION
1.1. Granos ancestrales: caracteristicas y composicion

Cada vez existe una mayor conciencia sobre lo que comemos y sobre los
efectos que tienen los alimentos sobre la salud. En este contexto, estin cobrando
cada vez mds importancia productos como las semillas ancestrales, por las
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multiples propiedades nutricionales y efectos beneficiosos que podrian ejercer
sobre nuestra salud.

Los granos ancestrales son aquellos que no han sido transformados genética-
mente con el paso del tiempo. Algunos de ellos han sido cultivados durante siglos;
aunque en ocasiones su cultivo se ha restringido a dreas locales. En la actualidad,
estas semillas estin emergiendo de nuevo con fuerza debido a sus propiedades
nutricionales. Aportan un alto contenido en fibra dietética, vitaminas, minerales,
proteinas, almiddn resistente.

Algunas de las semillas ancestrales mds importantes son teff, trigo sarraceno y
trigo espelta. El teff (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter) es un cereal anual procedente
de Etiopia, perteneciente a la familia Poaceae. Se distinguen principalmente dos
variedades, blanco y marrén o rojo. Destaca por su alto contenido en lisina, hierro
y calcio (Baye, 2014). El trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench) es un
pseudocereal procedente de Asia Central, pertenece a la familia Poligonaceae.
Es rico en lisina y arginina. También, presenta altos niveles de dcidos grasos
poliinsaturados y almidén (Sedeje ez al., 2012). El trigo espelta (Triticum spelta)
es una variedad de trigo que proviene del Antiguo Egipto, perteneciente a la
familia Poaceae. Se caracteriza por su contenido en triptéfano y lisina; y su alto
contenido en magnesio, hierro, fésforo y zinc (Keriené et al., 2015). También hay
que destacar que tanto el teff y como el trigo sarraceno no tienen gluten, lo que
permite su uso en dietas para personas celiacas. El teff y la espelta se caracterizan
por tener un indice glucémico bajo (Sedeje er al., 2012).

Ademis de su calidad nutricional, estas semillas presentan compuestos
bioactivos, tales como como fitoesteroles, vitaminas, y entre los que destacan
los compuestos fendlicos, estando estos ultimos estrechamente relacionados con
efectos beneficiosos para la salud. Existen evidencias cientificas sobre el potencial
de los compuestos fendlicos como propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
cardioprotectoras, antiinflamatorias, antienvejecimiento y antimicrobianas, e
incluso una mejora en la microbiota intestinal (Del Rio et al., 2013; Fraga er
al., 2019). Los efectos bioldgicos de los flavonoides se han relacionado con sus
propiedades antioxidantes y captadoras de radicales libres.

Los objetivos del trabajo son: 7) estudiar la composicién fendlica individual-
izada mediante HPLC-DAD-MS de diferentes granos ancestrales tales como teff
blanco, marrdn, trigo sarraceno y espelta. z) Cuantificar los compuestos fenélicos
totales de las semillas ancestrales por diferentes métodos espectrofotométricos
(Folin-Ciocalteu y Fast Blue BB) y comparar con los resultados obtenidos mediante
HPLC-DAD-MS. iz7) Determinar la actividad antioxidante 2 vitro de los extractos
de los granos ancestrales estudiados por el método TEAC (capacidad antioxidante
equivalente de Trolox) y FRAP (poder antioxidante reductor del hierro).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

Semillas ancestrales de trigo sarraceno, dos variedades de teff proporcionadas
por la empresa Dacsa-Molendum Ingredients (Zamora) y harina de trigo espelta
comercial.

2.2. Preparacion de las muestras yy extraccion de los compuestos fendlicos

Los granos de teff blanco, marrén y trigo sarraceno fueron triturados en un
molinillo para obtener las harinas correspondientes.

La extraccién de los compuestos fendlicos se realizé siguiendo el método
de Duefias et al. (2015). La purificacion de los compuestos fendlicos se realizé
mediante extraccién en fase sélida con cartuchos de Sep Pak C  (Waters). Poste-
riormente, los compuestos fendlicos fueron analizados por HPLC-DAD-MS,
segtin el método descrito por Duefias et al. (2015).

2.3. Analisis de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD-MS

El anilisis de compuestos fendlicos se llevé a cabo utilizando un cromatégrafo
Hewlett-Packard 1100, equipado con una bomba cuaternaria, inyector automatico
y un detector de diodos en circuito integrado, acoplado a una estacion de trat-
amiento de datos HP Chem Station (Rev. B. 04.01). La separacién se llevé a cabo
mediante una columna de fase reversa Spherisorb S3 ODS-2 C8, de 4,6 x 150 mm
de dimensiones y un tamafio de particula 3 pm, termostatizada a 35 °C. Las condi-
ciones de HPLC y de MS fueron descritas previamente por Duefas et al. (2015).

2.3.1. Identificacidn y cuantificacién de compuestos fendlicos

La identificacién de compuestos fenélicos por HPLC-DAD-MS se realizé
mediante comparacion de los tiempos de retencidn, espectros UV-visible en el
caso de disponer de patrones comerciales. La identidad y confirmacién de otros
compuestos se realizé a partir de la relacién masa/carga (m/z) de cada compuesto
y sus patrones de fragmentacién obtenidos por el espectrémetro de masas.

Para el anilisis cuantitativo de los compuestos fenédlicos identificados, se
realizaron las curvas de calibrado a partir de patrones externos. Las rectas de
calibrado de los compuestos se calcularon inyectando distintas concentraciones
de la solucién patrén, en las mismas condiciones cromatogrificas que las mues-
tras, realizindose la regresion lineal frente al drea del pico obtenida en cada caso.
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2.4. Determinacion de compuestos fendlicos totales

La determinacion espectrofotométrica de compuestos fendlicos totales se
realiz6 con los métodos de Folin-Ciocalteu y Fast Blue BB (FBBB).

2.4.1. Método Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu consiste en la reaccién de los compuestos
fendlicos con el reactivo Folin de color amarillo (mezcla de wolframato sédico
y molibdato sédico en dcido fostérico, dcido fosfomolibdotiingstico) en medio
alcalino, dando una coloracién azul intensa. Se sigui6 el método de Singlenton et
al. (1965) con ligeras modificaciones.

2.4.2. Método Fast Blue BB

El método FBBB consiste en la reaccion del grupo (-OH) de los compuestos
fendlicos con el radical diazonio (-N,-) del reactivo Fast Blue BB. Como resultado
de la sustitucion electrofilica aromdtica, se forma un azo complejo. El método se
optimiz6 en el laboratorio, siguiendo el método de Medina et al. (2011).

En ambos métodos los resultados se obtuvieron por interpolacién de la absorb-
ancia sobre una curva de calibrado obtenida con disoluciones de dcido gilico,
independientemente de los compuestos fendlicos presentes en las muestras. Los
resultados fueron expresados en mg de 4cido gdlico /g de muestra.

2.5. Determinacion de la actividad antioxidante
2.5.1. Método TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox)

El ensayo de la actividad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) mide la
capacidad de un compuesto para captar el radical coloreado ABTS **, en un medio
acuoso, convirtiendo el mismo en un producto decolorado (Arts ez al 2003). El
protocolo que se utiliz6 fue descrito por Re ez al. (1999).

2.5.2. Método FRAP (Poder Antioxidante Reductor del Hierro)

El método FRAP se basa en la capacidad que presentan los compuestos anti-
oxidantes presentes en la muestra para donar electrones y reducir el ion férrico
a ferroso en medio acuoso 4cido. Se siguid el método de Benzie y Strain (1996)
con ligeras modificaciones.

Los resultados en ambos métodos fueron expresados como pmol TROLOX/g
muestra.
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2.6. Andlisis estadistico

Los datos se expresan como la media + desviacion estindar (+SD) del triplicado
correspondiente a cada muestra analizada.

El andlisis estadistico se llevd a cabo usando el andlisis de la varianza (ANOVA)
por comparacién de medias con el test de Tukey HSD con el fin de indicar las
diferencias significativas con un valor de significacién de un p < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Determinacion de compuestos fendlicos totales en los granos ancestrales

La Tabla 1 muestra el contenido en compuestos fendlicos totales (mg dcido
galico/g muestra) determinados espectrofotométricamente por los métodos
Folin-Ciocalteu y FBBB. Los resultados muestran contenidos de compuestos
fendlicos totales significativamente mds altos con el método FBBB que con el
método estandar Folin-Ciocalteu, con unos niveles mayores a los 90 minutos de
reaccidn, exceptuando la espelta. Esta tendencia también fue observada por otros
autores (Lopez Froildn er al., 2018; Maives et al., 2015; Medina et al., 2011). Esto
podria deberse a que en el método Folin-Ciocalteu otros compuestos presentes
en la matriz pueden actuar como interferentes.

El trigo sarraceno presentd el mayor contenido de compuestos fendlicos en
ambos métodos, presentando diferencias 31gn1ﬁcat1vas con respecto a las otras
muestras estudiadas, seguidas del teff marrén y blanco. La espelta mostré la
concentracién més baja en compuestos fendlicos totales en ambos métodos.

Tasra 1. Contenido en compuestos fendlicos totales (mg GAE/ g muestra) por
Folin-Ciocalteu y Fast Blue BB

METODO Teff blanco Teff marrén | Trigo sarraceno Espelta
Folin Ciocalteu | 9,87 +0.24¢, | 855+0,24", | 32,60+046¢, | 3,27+0,16%,

FBBB 60, . 44,17 £1,39°, | 50,87 £6,09¢, | 67,99 +044%, | 1,94+0,33%,

FBBB9O . | 51,36+1,32° | 60,55+6,78 | 77,32+071¢. | 2,07+0,06%,

Letras minusculas diferentes dentro de cada fila indican diferencias significativas. Letras maytsculas dif-
erentes en una misma columna muestran diferencias significativas entre los métodos.
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3.2. Caracterizacion y composicion de compuestos fendlicos en los granos ancestrales

Los compuestos fendlicos fueron identificados mediante HPLC-DAD-MS.
En la Tabla 2 se recogen las caracteristicas cromatograficas, espectrales de los
compuestos fendlicos detectados, asi como la composicion de los compuestos
fendlicos en las semillas estudiadas. Estas caracteristicas nos permiten obtener
informacién sobre la posible estructura de los compuestos, asi como de la posible
familia a la que pueden pertenecer. De esta manera, se consiguié la identificacion de
compuestos fendlicos pertenecientes a compuestos no flavonoideos (compuestos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos) y compuestos flavonoideos (flavonoles,
flavonas, flavanoles).

3.2.1. Teff blanco y teff marrén

En ambas variedades de teff se identificaron un total de 20 compuestos (Tabla
2). El grupo de las flavonas fue la familia de compuestos fenélicos mds abundante
detectada en ambas muestras, principalmente por glucésidos de apigenina y
luteolina, representando casi el 100 % del total de compuestos fendlicos (Tabla
3), siendo los compuestos mayoritarios para el teff blanco Ap-6-C-glucésido-
6”-0-(6"-O-vanilloil)hexésido (111,98 mg/g semilla) y el para el teff marrdn,
Lu-6-C-glucésido-7-O-hexdsido (3490,04 mg/g semilla).

En la variedad blanca este grupo constituyé el 99,86 % respecto al total,
destacando una mayoria derivados de apigenina (95,75 %), mientras que en la
variedad marrén (100 %) fueron derivados de luteolina (86,61 %).

En la variedad blanca este grupo constituy6 el 99,86 % respecto al total,
destacando una mayoria derivados de apigenina (95,75 %), mientras que en la
variedad marrén (100 %) fueron derivados de luteolina (86,61 %).

TasLa 2. Caracterizacién de compuestos fendlicos y composicion de teff blanco,
marrdn, trigo sarraceno y trigo espelta (pg/g muestra)
(Ap:Apigenina; Lu:Luteolina)

Pico ‘ tp(min) ‘ Ao ‘ [M-H] ‘ fragmentos ‘ Identificacién ‘ pel/g
Teff blanco
191,179,173,161, Acido
! >34 326 353 135 3-O-cafeoilquinico '
503,473,341,311, | Ap 8-C glucésido-O-
2 3,92 336 733 282 hexésido-O-hexésido t
30| 11,21 | 326 353 191,179,135 Acido cafeoilquinico t
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Pico | ty(min) | A |[M-H]| fragmentos Identificacién pg/g
4 11,85 340 609 447.357,327,299, | Lu 6—C—gh}10.os1do—O— 6,14 + 0,82
285 hexésido
5 12,62 340 593 473,383,353,297 | Ap-6,8-di-C-glucésido | 6,24 + 1,01
Ap-6-C-glucésido
6 13,68 338 739 575,457,341,311, 2”-O-ramnésido-6"-O- | 3,43 + 0,38
283 L -
hexésido
7 14,85 322 577 311,28 Ap-4’-O-rutinésido 2,96 + 0,20
473,431,341,311, | Ap-6-C-glucésido-7-O- 83,80 +
8 | 1525 | 338 | 593 283 hexdsido 9,75
473,443,383,353, | Ap-6-C-hexésido-8-C- | 21,63 =
0 | 1564 1 34 | 563 283 pentésido 1,82
10 16,19 350 447 357,327,299,285 Lu-8-C-glucéSid0 3,60 = 0,45
11| 1693 | 314 | 337 | 161,163,173,155 Acido 4-O-p- 0,62 + 0,21
cumaroilquinico
12 16,94 338 563 473,383,353,325, Ap—6—C—pen}t981do—8—C— 6,79 + 0,26
297 glucésido
413,413,353,341, | Ap-6-C-hexésido-2”-O-
13 17,93 336 593 323311,283 hexésido 2,27 +0,79
14 | 1824 | 336 | 431 | 341,311,283 Ap-8-Cglicssido | 957 *
15 20,35 338 431 413’34;’83323’311’ Ap—6—C—glucésido 9,52 +0,79
16 | 21,58 | 336 | 445 325,297,282 7-0-metil-Ap-6-C- |5 14, ¢ 45
glucésido
Lu-6-C-glucésido-6"-
17 | 2240 | 352 | 759 | HL37339327 0 T 00 0 vanilloil) | 8,92 + 0,19
299 L .
hexésido
18 23,82 336 577 311,269 Ap—7—O—rutinésido 412’6359i
Ap-6-C-glucésido-
19 | 2615 | 334 | 743 | L3383 o 5 (00 5 vanilloil) | 111,98 %
269 O 7.19
hexésido
Ap-8-C- 28,69 +
20 29,82 336 515 455,323,293,281 diacetilglucésido 246
Teff marrén
609,447,357,327, | Lu-8-C-glucésido-O- 46,18 +
1 6,04 340 771 298 hexésido-O-hexésido 10,28
609,411,357,327, | Lu-6-C-glucésido-6”- 2333 +
2 7,17 350 771 285 O-dihexésido 431
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Pico | ty(min) | A |[M-H]| fragmentos Identificacién pg/g
Lu-6-C-glucésido-2"-
3| 964 | 346 | 755 | V33373393271 5 mnssido-6m-0- | V40
309,298 P 2,15
hexésido
447,357,327,299, | Lu-6-C-glucésido-7-O- | 3490,04 +
4| 167 ] 350 | 609 285 hexésido 2212
5 | 1265 | 348 | 755 | 447,357,327,299 | Lu-6-Crglucosido-7-O- 1 386,07
ramnosil-hexésido 10,79
473,431,341,311, | Ap-6-C-glucdsido-7-O- | 482,74 +
6 | 1532 | 338 | 59 283 hexésido 1,51
473,443,383,353, | Ap-6-C-hexdsido-8-C- | 423,71 +
7| 1562 334 >63 283 pentdsido 4,61
8 | 1613 | 350 | 447 | 357327299285 | Lu-8-C-glucosido | “5600*
7-O-metil-Lu-
9 | 1646 | 340 | 623 371’34;63927’313’ 6-C-glucésido 26178’60371
6”-O-hexésido ’
473,383,353,325, | Ap-6-C-pentésido-8-C- | 154,24 +
10} 16,96 338 263 297 glucdsido 19,08
11| 1729 | 352 | 461 | 371341313208 | /-O-metilLu-8-C- | 46,67
glucésido 4,49
12 | 1833 | 336 | 431 341,311,283 Ap-8-C-glucésido 17193’%11’
429,357,327,299, . L. 68,31 +
13 | 19,17 350 489 285 Lu-8-C-acetilglucésido 168
14 | 2007 | 344 | 59 285 Lu-7-O-rutinésido | 5250
Lu-6-C-glucésido-6"-
609,411,357,339, » - . 401,57
15 | 20,60 348 789 327285 O-(6 —O}—s.lrmgoﬂ) 16.18
hexésido
16 | 21,18 | 348 | 447 327,285 Lu7-O-glicssido | 27 07k*
Lu-6-C-glucésido-6"-
17 | 2232 | 352 | 759 | HI7339327 1 T (02 O vanillol) | 172308 %
299 . 52,98
hexésido
Lu-6-C-glucésido-
18 | 2327 | 334 | 729 | COPHITA e 0.6-0- A
i hidroxibenzoil)hexésido ’
429,357,327,299, L 31,24 +
19 | 24,29 352 489 285 Lu-8-C-acetilglucésido 173
20| 262 | 350 | 531 | BP0 g € diacerilhexsido | 2
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Pico ‘ t,(min) ‘ Ao ‘ [M-HJ ‘ fragmentos Identificacién pg/g
Trigo sarraceno
1| 474 (262,294 3115 153 Acido protocatequico | ¢
hexésido
. . | 163482+
2 5,50 280 451 289 (Epi)catequina hexésido 293,00
3 6,20 271 451 289 (Epi)catequina hexésido 85173’%14 *
4 6,68 280 451 289 (Epi)catequina hexdsido 76702’2587i
Cafeoil hexésido
5| 768 | 316 | 487 179,135 ramnoside 2006,23 &
: . 84,71
(swertiamacroside)
6 | 791 | 279 | 289 | 245 151,137 Catequina 877
7 | 903 | 278 | 577 |451,425,407,289 Dimero PC 2%%?9 *
8 11,09 274 289 245,151, 137 Epicatequina 112?’?8 *
Sinapoil hexésido 114,87
9 11,77 302 531 223 rhamnoside 3,03
Cafeoil dihexoside 329,45 +
10| 13,9 318 781 473,179 rhamnoside pentoside 25,75
Sinapoil hexésido 884,17 +
11 14,63 302 531 223 rhamnoside 0,04
665,503,485,341, . T - 463,27 +
12 | 15,01 308 827 323,179 Tricafeoil dihexésido 56.43
13 | 17,69 | 330 | 515 179 Dicaffeoil quinico | 373"
14 | 18,02 274 441 289,169 Epicatequina galato 355’1189 *
15 | 18,05 ) 833 | 561,543,289.271 Trimero (2 afze}echm+l 310,79 +
epicatequina) 53,87
16 | 19,62 354 609 301 Quercetina rutinésido 205;,(5)3 *
Cafeoil dihexoside 104,05 +
17 | 20,14 306 795 487,325,179 dithamnoside 11,57
18 | 2035 | 274 | 727 | 61455289271 | . [Epiafzelquina- 290,21 +
epicatequina-metil galato 40,81
19 | 21,00 352 463 301 Quercetina glucésido trazas
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Pico | ty(min) | A |[M-H]| fragmentos Identificacién pg/g
Epicatequina-
20 | 23,65 274 753 289 epicatequina-dimetil Sa%’gzi
galato ’
21 | 24,72 318 447 301 Quercetina rhamnoside trazas
22 | 26,59 | 354 651 301 Quercetina trazas
acylrutinosido
Epiafzelquina-
23 | 2671 | 274 | 741 469,319,271 epicatequina-O-di 2%1’7951 *
metilgalato ’
Quercetina 71,20 =
24| 27,37 352 651 301 acetilrutinosido 11,79
25 | 2951 | 270 | 469 319,271,125 Epicatequina-O-34- | 990,18 +
dimetilgalato 2,69
Trigo espelta
1 5,13 260,296 | 153 109 Acido protocatéquico 92%’%%i
191,73,163,155, Acido 59,80 +
2 732 306 337 137 p-coumaroilquinico 13,90
30 11,5 | 324 | 179 135 Acido cafeico 183,10 +
s 32,50
4 | 1337 | 332 | 593 | 473443383353 | Ap- 6,8, di C-glucésido | 9,10 + 2,20
13,4 280 203 - Triptéfano
503,473,443,413, | Ap-C-hexésido-O- | 552,40 +
6 | 146 | 336 1 563 1 Taes 353,097 pentésido 25,90
503,473,443,413, Ap-C-hexésido-O- 772,20 +
7o) 149 1 336 1 563 383,353,298 pentésido 42,80
473,443,413,383, Ap-C-hexésido-O- 435,20 +
81 155 | 338 | 563 353,299 pentésido 22,10
503,473,443,413, Ap-C-hexésido-O- 2181,90 =
9 | 188 1 336 1 563 | Taes 353 298 pentésido 91,40
10 | 1802 | 340 | 593 503,413,383 Ap-C-hexdside-O- trazas
hexésido
515,473,443,413, . L
11 18,3 346 533 383 353,325,297 Ap-6,8, di C-pentésido | 4,50 + 0,10
515,473,443,413, | o o o . 52,00 +
12 | 19,02 348 533 383 353,325,297 Ap-6,8, di C-pentdsido 560
13| 1925 | 324 | 193 149 Acido ferilico %0
14 | 1969 | 328 | 563 473,383,353 Ap-C-hexésido-O- trazas

pentdsido
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Pico | ty(min) | A |[M-H]| fragmentos Identificacién pg/g
15 20,77 352 639 435,373,331,315 | Laricitrina O-rutinosido trazas
545455425395, |  Ap 2”-sinapoil-C- 132,40 +
16 21,7 332 769 365,335 hexoside-C-pentoside 20,80
739,545,345,330, | Siringetina dihexoside 96,80 +
17} 22,14 332 815 315 rhamnoside 0,60
563,545,425,365, Ap- 2”-sinapoil-C- 377,00 +
18 | 22,69 332 769 335 hexésido-C-pentésido 52,80
563,545,455,425, Api- 2”-sinapoil-C- 23520 +
19 23,17 336 769 365,335 hexésido-C-pentdsido 11,60
20 | 241 | 354 | 623 315 Isorhamnetina 53,50
rutinésido 3,20
21 24,71 366 653 345,330 Siringetina rutindsido 292’77%i
637,545,425,365, Ap-2”-sinapoil-C- 41,80
22 | 2545 44 769 335 hexésido-C-pentésido 5,40

3.2.2. Trigo sarraceno

En el trigo sarraceno se identificaron un total de 25 compuestos (Tabla 2).
El grupo de los flavanoles fue la familia de compuestos fendlicos méds abun-
dante, representando el 63,82 % (Tabla 3); como compuesto mayoritario destaca
epiafzelquina-epicatequina-O-di metilgalato (2467,75 mg/g semilla). En esta
muestra se encontré el mayor contenido en compuestos hidroxicindmicos, un
23,83 % con respecto al total.

3.2.3. Trigo espelta

El grupo de las flavonas fue la familia de compuestos fendlicos mds abundante
en el trigo espelta, representando el 75,15 % (Tabla 8); el compuesto mayoritario
fue Ap-C-hex6sido-O-pentésido (2181,90 mg/g semilla). Fue la tinica muestra que
presentd compuestos no flavonoideos en forma de compuestos hidroxibenzéicos,
representando casi un 15 %.

Con el objetivo de poder establecer una mejor comparacién entre las mues-
tras estudiadas, en la Tabla 3 se muestra el contenido de grupos de compuestos
fenodlicos para cada muestra (mg/g muestra) y el porcentaje de cada uno de los
grupos con respecto al contenido total.

El contenido total mas alto de compuestos fendlicos determinado por HPLC
fue también en el trigo sarraceno (17,08 mg/g muestra).
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Respecto al contenido en flavonoides, el teff y la espelta mostraron como
compuestos mayoritarios las flavonas (entre el 75 y el 100 % del total). Sin embargo,
en el trigo sarraceno los compuestos fendlicos mayoritarios fueron los flavanoles,
representando un 63,82 % del total.

Tasra 3. Contenido de grupos de compuestos fendlicos para cada muestra
(mg/g muestra) y composicion porcentual de cada uno de los grupos
con respecto al contenido total

Grupos Teff blanco Teff marrén | Trigo sarraceno Espelta
Compuestos od nd trazas 0,95 + 0,08
hidroxibenzoicos (14,94 %)
Compuestos O’O(%l : 2;0)"0;‘ " 4,07 £ 0,16¢ 0,45 + 0,04
hidroxicindmicos e (23,83 %) (7,07 %)
. . 2,10 £0,11° 0,19 + 0,01
Flavonoles nd nd (12,29 %) (2,99 %)
Flavon 0,45 + 0,04b 9,45 + 0,054 nde 4,78 +0,25¢
avonas (99,86 %) (100 %) (75,15 %)
Flavan 3-oles y 10,90 + 0,31
proantocianidinas . nd (63,82 %) -
Total g‘;,“L‘pC“esms 045+ 0,04 | 945005 | 17,08+0040 | 636036

Letras diferentes dentro de cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

En cuanto al contenido en dcidos fendlicos, identificamos compuestos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos. Los compuestos hidroxibenzoicos fueron
principalmente cuantificados en las muestras de espelta representando un 14,94
%. Sin embargo, los compuestos hidroxicindmicos se encuentran ampliamente
representados en las muestras de trigo sarraceno suponiendo el 23,83 % respecto
al total; en la espelta representaron el 7,07 % y en el teff blanco supusieron un
porcentaje minimo (0,14 %).

Como se puede observar, existen importantes diferencias cuantitativas en el
contenido en compuestos fendlicos segin el método utilizado. Hay que sefialar que
los métodos generales (Folin-Ciocalteu y FBBB) cuantifican segtin una recta de
calibrado de 4cido gilico, perteneciente a la familia de los dcidos hidroxibenzoicos,
compuestos que, como hemos visto en la determinacién por HPLC-DAD-MS,
estan escasamente representados en las muestras objeto de estudio. Sin embargo,
en este ultimo método, la cuantificacidn se lleva a cabo utilizando rectas de cali-
brado de patrones pertenecientes a las distintas familias de compuestos fendlicos
analizados.
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3.3. Determinacion de actividad antioxidante (TEAC y FRAP)

La muestra de trigo sarraceno presenté los valores més altos de actividad
antioxidante para ambos métodos (valor TEAC 16,5 mmol Trolox/g muestra y
valor FRAP 65,45 mmol Trolox/g muestra), mostrando diferencias significativas
con respecto al resto. Sin embargo, el teff blanco y el teff marrén no mostraron
diferencias significativas para ambos métodos. Valores TEAC que oscilaban entre
12,07 para el teff blanco y 11,35 mmol Trolox/g muestra para el teff marrén y
los valores FRAP entre 14,26 para el teff blanco y 14,87 mmol Trolox/g muestra
para el teff marrén. Las muestras de espelta fueron las que presentaron los valores
mads bajos para ambos métodos (valor TEAC 1,17 mmol Trolox/g muestra y valor
FRAP 2, 60 mmol Trolox/g muestra).

También se puede observar que existe una relacién entre la mayor concen-
tracién de compuestos fendlicos encontrada en la muestra de trigo sarraceno con
los valores mis altos de la actividad antioxidante.

4, CONCLUSION

1. En general, los valores de compuestos fendlicos totales en los granos
ancestrales estudiados, determinados por el método Fast Blue BB, han sido
significativamente mds altos que los calculados por el método estindar
Folin-Ciocalteu y, en ambos casos, muy superiores a los determinados
por HPLC-DAD-MS.

2. Segun la composicidn fendlica determinada por HPLC-DAD-MS, parece
mids oportuno llevar a cabo la cuantificacién de los compuestos fendlicos
por este método que con los métodos espectrofotométricos generales,
ya que estos ultimos utilizan como recta de calibrado el dcido gilico,
compuesto escaso o nulamente representado en las muestras analizadas.

3. Mediante la caracterizacién por HPLC-DAD-MS se ha conseguido la
identificacion de un gran nimero de compuestos fendlicos: no flavonoid-
eos (compuestos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos) y flavonoideos
(flavonoles, flavonas, flavanoles).

4. Las flavonas son la familia de compuestos fenélicos mas abundante detec-
tada en las muestras de espelta, teff, blanco y marrén. Sin embargo, en el
trigo sarraceno son los flavanoles (64 %). De las flavonas presentes en el
teff, parece que principalmente estdn en forma de glicésidos de apigenina
en el blanco y de luteolina en el marrén; lo que indica diferencias impor-
tantes en sus rutas biosintéticas.

5. Los valores mas elevados de actividad antioxidante, determinados mediante
los métodos FRAP y TEAC, se han obtenido en las muestras de trigo
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sarraceno, mostrando diferencias significativas con respecto a las otras
muestras, pudiéndose relacionar con su alto contenido en compuestos
fendlicos.
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