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Resumen— La produccion de tortillas y productos derivados
del maiz requiere de un proceso de coccion conocido como
nixtamalizacion. Este proceso genera un residuo conocido como
nejayote el cual es un efluente altamente alcalino y contaminante,
ya que genera demandas bioquimicas de oxigeno. En México, la
industria de la tortilla genera millones de metros ciibicos de
nejayote anualmente. Actualmente, el nejayote es descartado en el
tratamiento de aguas residuales. Investigaciones previas han
demostrado que los solidos del nejayote contienen fibra cruda
(45.3%), calcio (5.7%) y dcidos hidroxicinamicos siendo el mas
abundante el dacido ferulico en forma libre y conjugado
(219mg/100g). Estos compuestos fendlicos han demostrado gran
potencial antioxidante, antinflamatorio y quimiopreventivo. Esto
demuestra un gran potencial para el desarrollo de ingredientes
activos a partir del desecho industrial nejayote. Sin embargo, se
requieren grandes cantidades de estos compuestos para desarrollar
pruebas in vivo, y asi validar el efecto citotoxico de estos
compuestos, pero los procesos de extraccion y purificacion
convencionales como son hidrélisis alcalina y cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) son muy e involucran tiempos
prolongados de dos hasta cuatro horas. Por esto se propone una
alternativa del uso de tecnologias de purificacion escalables a nivel
industrial como es la cromatografia de particion centrifuga (CPC)
ya que, estd técnica permite procesar grandes cantidades de
material y, en funcion de su coeficiente de distribucion en un
sistema de solventes simple y econdomico, permite separar los
compuestos de interés obteniendo elevados rendimientos en
periodos mas cortos.

Palabras claves-- acido ferulico, cromatografia de particion
centrifuga, nejayote, maiz.

Abstract— The production of tortillas and products derived
from corn requires a cooking process known as nixtamalization.
This process generates a waste known as nejayote which is a highly
alkaline and polluting effluent, since it generates high biochemical
oxygen demands. In Mexico, the tortilla industry generates
millions of cubic meters of nejayote annually. Currently, nejayote
is discarded as wastewater. Previous research has shown that
nejayote solids contain crude fiber (45.3%), calcium (5.7%) and
hydroxycinnamic acids, the most abundant being ferulic acid in
free and conjugated form (219mg / 100g). These phenolic
compounds have shown great antioxidant, anti-inflammatory and
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chemopreventive potential. This shows great potential for the
development of active ingredients from nejayote industrial waste.
However, large amounts of these compounds are required to
develop in vivo tests, and thus validate the cytotoxic effect of these
compounds, but conventional extraction and purification processes
such as alkaline hydrolysis and high performance liquid
chromatography (HPLC) are very long and involve long times of
two to four hours. For this reason, an alternative is proposed for
the use of industrially scalable purification technologies such as
centrifugal partition chromatography (CPC) since this technique
allows to process large quantities of material and depending on its
distribution coefficient in a system of Simple and inexpensive
solvents, it allows to separate the compounds of interest obtaining
high yields in shorter periods

Keywords—Corn, nejayote, ferulic acid,

partition chromatography.

centrifugal

|. INTRODUCCION

El maiz es una de las principales fuentes de alimentacién
en Meéxico generando un consumo de aproximadamente
23,500 millones de toneladas de este alimento al afio [1, 2],
con una proyeccion de incrementarse a 42,810 millones de
toneladas para el 2030. La produccién de tortillas y productos
derivados del maiz requieren de un proceso de coccién en
presencia de hidréoxido de calcio (Ca(OH)2) como
nixtamalizacién. Este proceso genera un residuo liquido
conocido como nejayote, el cual presenta valores de pH
superiores a 12 y se considera un efluente contaminante, ya
gue genera altas demandas bioquimicas de oxigeno [3].

En México, la industria de la tortilla genera millones de
metros cubicos de nejayote anualmente. Actualmente, el
nejayote es descartado en el tratamiento de aguas residuales.
Investigaciones previas han demostrado que entre los sélidos
presentes en el nejayote se encuentran fibra cruda (45.3%),
calcio (5.7%) y écidos hidroxicindmicos siendo el mas
abundante el &cido ferdlico (Fig. 1) en su forma libre y
conjugado (219 mg/100g) [3]. Este compuesto fendlico ha
demostrado gran potencial antioxidante, antinflamatorio y
guimiopreventivo. Esto constituye un gran potencial para el
desarrollo de ingredientes activos a partir de este desecho
agroindustrial, nejayote.
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Uno de los retos en el desarrollo de nuevos ingredientes
con potencial biologico, es la disponibilidad de grandes
cantidades de estos compuestos para en primer lugar,
desarrollar pruebas preclinicas y clinicas, y asi validar la
seguridad y efectividad de estos compuestos. En segundo
lugar, contar con u sistema de produccién escalable que pueda
cubrir las demandas.

O
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Fig. 1. Estructura quimica del &cido ferdlico

Los procesos convencionales para la extraccién y
purificacion de acido fertlico como la hidrolisis alcalina y la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) son muy
costosos y consumen largos tiempos, haciéndolos poco
rentables a nivel industrial. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la eficacia de la cromatografia de particion
centrifuga (CPC) como una técnica de aislamiento para
obtener compuestos antioxidantes como el acido ferulico a
partir del nejayote generado como desecho durante el
proceso de nixtamalizacidn. Esta técnica permite procesar
grandes cantidades de material y, en funcién de su coeficiente
de distribucion en un sistema de solventes simple vy
econdmico, permite separar los compuestos de interés
obteniendo elevados rendimientos en periodos mas cortos.
Otra ventaja de la CPC es que una técnica de separacién que
puede ser escalada a nivel industrial [4].

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de nixtamal y obtencion de nejayote

Todos los experimentos se llevaron a cabo en las
instalaciones del Laboratorio del Centro de Biotecnologia
FEMSA del Tecnoldgico de Monterrey, campus Monterrey,
Mexico. Para obtener nejayote fresco se nixtamaliz6 maiz
blanco (Zea mays L.). Se prepar6 nixtamal usando 1 kg de
maiz, 3 litros de agua y adicionando 10 g de NaOH (Fisher
Scientific, 99.5 %). El maiz se coci6 a 95 °C durante 35
minutos y dejando reposar 15 minutos a temperatura ambiente.
Después se procedid a recuperar el nejayote por decantacion.
El nejayote recuperado se almaceno en contenedores a -20 °C
hasta su uso.

2.2 Filtracion de solidos solubles

La solucion de nejayote se filtro al vacio usando una fibra
de nylon (poros de 280 um). Posteriormente la solucion
filtrada (sélidos < 280 um) se congelé a -80 °C vy liofilizd
(FreeZone -84C, Labconco, MO) por 72 horas.

2.3 Seleccidn de sistema de solventes para el fraccionamiento
en CPC

Uno de los elementos fundamentales que afectan la
eficiencia del fraccionamiento mediante cromatografia de
particion centrifuga (CPC) es el sistema bifasico de solventes
utilizado. En este proyecto se evaluaron cuatro sistemas de
solventes bifésicos:

1. Sistema 1: n-hexano-acetato de etilo-metanol-agua

(3:7:5:5, viviviv)

Sistema 2: acetato de etilo-butanol-agua (1:1:10, v/v/v)

Sistema 3: acetato de etilo-agua (1:1, v/v)

4. Sistema 4: acetato de etilo-agua, &cido férmico 1% (1:1,
vIv).

w

2.4 Célculo de los coeficientes de particion

Para determinar el coeficiente de particion (Kd) del &cido
fertlico en cada sistema de solventes se siguié el siguiente
procedimiento: Para cada sistema de solventes, se tomd 1 mg
de nejayote liofilizado y se transfirié a un tubo de 1.8 mL, A
este tubo se le adicionaron 0.8 mL de la fase superior e inferior
del sistema de solventes bifasico. Posteriormente, se mezclo
vigorosamente durante 20 s en un vortex (S0200 VX-200,
Gentech Bio, COL) y se centrifugaron a 25 °C (3000 xg por 5
min) para facilitar la separacion. Luego, cada fase se evapord
hasta sequedad bajo condiciones de vacio (Genevac ROCKET
™ Evaporation System, Ipswich UK Gardiner, NY). El
residuo obtenido fue resuspendido en metanol al 50% (v/v) y
analizado por HPLC-DAD. El valor de Kd se expresd como se
muestra en la ecuacion a continuacion:

Kd=ABCrs/ABC ri (1)

donde Kd es coeficiente de particion, ABCes es el area bajo la
curva de la fase superior y ABCg el area bajo la curva de la
fase inferior del sistema a evaluar.

2.5 Cuantificacion de acido fertlico mediante HPLC

La cuantificacion de &cido ferulico se realiz6 usando un
equipo de cromatografia liquida equipado con un detector de
arreglos de diodos (HPLC-DAD (Agilent 1200 Series, Santa
Clara, CA, U.S.A) y los cromatogramas se obtuvieron a 320
nm. La separacion se llevo a cabo usando una. columna Luna
c18(2) 100 A, Phenomenex (4.6 x 250 mm) operando a una
temperatura de 40 °C a un flujo de 0.6 mL/min. La fase movil
utilizada fue A: agua acidificada con 0.1% de &cido férmico
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(Tedia, Fairfield, USA) y B: acetonitrilo (Tedia, Fairfield,
USA). La separacion se realizé durante 35 minutos
incrementado el flujo como se indica (2 min-0%B); (5 min-
40%B); (25 min-80%B); (30 min-100%B).

2.6 Preparacion de sistema de solventes bifasico y muestra

Las fases superior e inferior del sistema de solventes
seleccionado  fueron  equilibradas individualmente a
temperatura ambiente y luego mezcladas vigorosamente. La
muestra se preparé por disolucion de 1.0015 g de nejayote
liofilizado en 50 mL de fase inferior del sistema de solventes y
posteriormente se filtrd a través de una membrana de 0.2 pm.

2.7 Fraccionamiento de nejayote por CPC

El fraccionamiento de la muestra nejayote se llevo a cabo
en un equipo de cromatografia de particién centrifuga (CPC)
marca Kromaton (Angers, France). El equipo se operd en
modo dual comenzando por el modo ascendente como se
describe a continuacion: la fase inferior del sistema de
solventes fue bombeada dentro de la columna a un flujo de 5
mL/minuto, la velocidad del equipo se ajusté a 500 rpm. Una
vez establecido el equilibrio hidrostatico (volumen de
equilibrio 200 mL), se inyectd la muestra a la misma velocidad
y flujo.

El proceso empez6 eluyendo con la fase superior en modo
ascendente a flujo de 5 mL/min por 70 minutos.
Posteriormente, la fase inferior se us6 como fase mdvil en
modo descendente durante 80 minutos al mismo flujo
establecido. Las fracciones se colectaron cada minuto,
obteniendo un total de 150 fracciones y se agruparon en pools
de 10 fracciones cada uno para facilitar el analisis. Los pools
obtenidos por CPC se evaporaron hasta sequedad en
condiciones de vacio y posteriormente fueron analizados
mediante  HPLC-DAD usando las condiciones descritas
anteriormente.

I1l. RESULTADOS

3.1 Cuantificacién de &cido feralico en nejayote

El nejayote obtenido fue un liquido de color amarillo,
apariencia turbia con presencia de sélidos suspendidos y con
pH 12. El contenido de &cido ferulico presente en el nejayote
obtenido a partir de maiz blanco presenté una concentracion
de 17.31 mg acido fertlico/g de nejayote.

3.2 Coeficientes de particidn de acido ferdlico en los sistemas
de solventes bifasicos

Se determinaron los coeficientes de particion (Kd) del
acido ferulico en cada uno de los sistemas de solventes usando

la ecuacion 1 previamente descrita (seccion 2.4). En la Tabla |
se observan los Kd obtenidos.

TABLA L
COEFICIENTES DE PARTICION (KD) OBTENIDOS PARA ACIDO FERULICO EN
CADA SISTEMA DE SOLVENTES

Sistema Kd

n-hexano-acetato de etilo-metanol-agua

(3:7:5:5) 0.28+0.08

Acetato de etilo-butanol-agua (1:1:10) 0.98+0.12
Acetato de etilo-agua (1:1) 0.21+£0.04

Acetato de etilo-agua acido formico 1% (1:1) 2.97+1.28

Analizando los promedios obtenidos se optdé por usar el
sistema 2, ya que presentd un valor de 0.98 el cuél es idéneo
para la elucion equitativa del analito en las dos fases del
sistema de solventes, esto permitira la distribucién mayoritaria
del acido ferulico entre las dos fases y evitard pérdidas del
analito durante el proceso de fraccionamiento [4] [5].

3.3 Caracterizacion por HPLC-DAD de &cido ferulico en
pools obtenidos

Se realiz6 el anlisis de un estandar de acido fertlico para
usar como referencia en el andlisis de los perfiles del
fraccionamiento. Se puede observar en el cromatograma del
estandar de acido ferulico (Fig. 2A) la presencia del pico
atribuido a este en un tiempo de retencién de 4 minutos.
Igualmente se analiz6 la muestra de nejayote (previo a su
fraccionamiento) para observar su perfil fitoquimico. Como se
muestra en la Fig. 2B, la presencia del &cido ferllico se
observa en el mismo tiempo de retencion al analizado en el
estandar del compuesto.

Como se menciond anteriormente, el proceso de
fraccionamiento se llevo a cabo en dos modos, ascendente y
descendente. En la Fig. 3 se pueden apreciar los
cromatogramas de los pools obtenidos en modo ascendente
(Fig. 2C) (pools 1-7) y modo descendente (Fig. 2D) (pools 8-
15).
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Fig. 1. Cromatogramas obtenidos para el estdndar de &cido ferdlico (A),
nejayote (B), compuestos eluidos por CPC en modo ascendente (C) y
descendente (D) analizados mediante HPLC-DAD a 320 nm

3.4 Cuantificacion de acido ferdlico y Kd de pools obtenidos
por CPC

En la Fig. 3A se muestran los cromatogramas obtenidos
para los pools 5-9. Se puede apreciar como la presencia de
acido ferdlico empieza con una concentraciéon de 117 mg/g y
llega a un maximo de 3570 mg/g en el pool 7, posteriormente
comienza a descender llegando a un minimo de 2.3 mg/g.
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Fig. 3. Cromatogramas de pools 5-9 (A) y etapa de extrusion (B) obtenidos
por CPC, analizados mediante HPLC-DAD a 320 nm

Al final del fraccionamiento se realizd una etapa de
extrusion para analizar los compuestos que se quedaron
retenidos en la columna. Como se puede observar en la Fig.
3B, no hay presencia de &cido ferulico en la fase inferior
extruida, sin embargo, se aprecia la presencia de otro pico a un
tiempo de retencién de 4.72 minutos, presentando longitudes
de onda de 219, 245 y 325 nm. Estos datos pueden indicar la
presencia de un derivado de &cido ferulico, pero a una
concentracion baja.

En la Tabla Il se pueden observar las concentraciones
obtenidas de &cido ferdlico en los pools 5-9 y el nimero de
veces que se logré concentrar el compuesto en cada pool.
Igualmente, en la Fig. 4 se expone la relacién de concentracion
de &cido feralico en cada pool con respecto al Kd obtenido en
cada uno respectivamente.
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3.5 Recuperacion de muestra

Se realizo el célculo de las cantidades de &cido ferdlico
obtenidas después del fraccionamiento por CPC, esto incluye
lo recuperado en el extruido. El total obtenido de estas fue de
11.15 mg/g de é&cido ferllico, esto representa un valor de
recuperacion final de 80.56 % del compuesto.
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Fig. 4. Relacién concentracion vs Kd de &cido ferdlico obtenido en pools a
partir del fraccionamiento de nejayote.

IV. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Seleccidn de sistema de solvente

Una vez analizados los coeficientes de particién obtenidos
para cada sistema de solventes bifésico, se selecciond el
sistema 2 compuesto por acetato de etilo-butanol-agua (1:1:10,
v/vIlv), ya que presenté un valor de Kd de 0.98, el cual es el
mas idéneo para el fraccionamiento de 4cido ferdlico dada su
cercania al valor de 1. Como reporta Ito, Y. (2005), el valor de
Kd igual a 1 es donde el analito puede distribuirse de forma
equitativa tanto en la fase superior como en la fase inferior.
Valores < 1 y > 1 distribuirdn el analito a la parte mas
hidrofilica 0 menos hidrofilica respectivamente del sistema de
solventes empleado [6].

4.2 Cuantificacién de &cido fertlico en nejayote y valores
relacionados

Como se menciond anteriormente, la concentracion de
acido feralico en el nejayote previo al fraccionamiento por
CPC fue de 17.31 mg/g. Este valor coincide con
concentraciones previamente reportadas, por ejemplo, Rojas-
Garcia, et al (2012), reportan 11.69 mg/g de acido ferulico a
partir de nejayote de maiz blanco, igualmente Gutiérrez-Uribe,
et al (2010), reportan concentraciones de 13.49 mg/g de acido
feralico en nejayote de maiz blanco [7][8].

4.3 Caracterizacion de acido ferdlico en pools obtenidos por
CPC

TABLA L.
ACIDO FERULICO CONCENTRADO POR FRACCION OBTENIDA POR CPC

B [Acido Ferulico] # veces
Fraccion
(mg/q) concentrado

Nejayote 17.31 -

5 117.0 6.8

6 1563.9 90.4

7 3570.0 206.3

8 2.3 0.1

9 34.3 2.0

El proceso de fraccionamiento por CPC se llevd a cabo en
modo dual. Durante el modo ascendente la presencia de acido
fertlico en los pools 1-4 fue nula (Fig. 2C), esto se debe a la
influencia de otros compuestos en el nejayote como son
putrescinas, antocianinas y otros compuestos fenélicos libres y
ligados que pueden limitar la absorcion del &cido ferdlico en la
fase organica [3][8]. Posterior al pool 4, la concentracién de
4cido fertlico empieza a aumentar llegando a un punto
maximo de concentracion en el pool 7 (Fig. 2C), la alta
concentracion de acido ferdlico en este pool se atribuye a la
fase superior, la cual fungié6 como fase movil en el modo
ascendente. La presencia del acetato de etilo favorecié la
elucién del compuesto, ya que, por su selectividad, este
desprotona el grupo hidroxilo en el acido fertlico [9][10]. Esto
promueve la migracion del &cido fertlico hacia la fase,
acumulando su concentracion en los pools 6y 7.

Posteriormente, la concentracién disminuye en los pools
8y 9 (Fig. 2D), esto se atribuye al cambio de elucién, donde la
fase inferior es la mdvil. La presencia del acetato de etilo es
menor, haciendo de la elucion del acido fertlico a una
concentracion menor. Finalmente, en el pool 10 y los restantes
(Fig. 2D) no hubo presencia del compuesto.

4.4 Concentraciones de acido feralico y su relacion con los
Kd en cada pool

El comportamiento de concentracion contra el Kd en cada
pool se puede explicar tomando lo reportado en la literatura
por Ito, (2005); los valores de Kd obtenidos en los pools 5-7
(Fig. 4) son < 1, sin embargo difieren del valor inicial
obtenido para el sistema, 0.98, este cambio se puede atribuir a
una interaccion directa de cada fase con el &cido fertlico, ya
que, la afinidad del sistema se favorece hacia la fase superior
[10], la cual contiene acetato de etilo, y este compuesto ha sido
reportado como idoneo para la separacion de compuestos
fendlicos como son el acido gdlico, acido cafeico, acido
vanilico, acido ferdlico, etc. [6]. Por otro lado, para los pools 8
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y 9 (Fig. 4), los valores de Kd fueron > 1, esto se debe al
modo de elucion, ya que la fase mdvil era la acuosa y no hay
presencia de acetato de etilo en esta, lo cual presentd una
elucion del compuesto casi nula.

4.5 Recuperacion de &cido ferdlico y comentarios sobre el
proceso de CPC

La suma de concentraciones obtenidas en los pools y en el
extruido fue de 11.15 mg/g de &cido ferdlico, esto muestra un
porcentaje de recuperacion del 80.56 % del total de 13.84
mg/g inyectados en el CPC. Este valor de recuperacion
coincide con reportes en la literatura, por ejemplo, Aarabi et al
[11], reportan porcentajes de recuperacién para compuestos
fendlicos de 65% obtenidos por CPC a partir de remolacha de
azlcar (Beta vulgaris L.), asi mismo, Liu, et al [12], reportan
95 % de recuperacién de compuestos fendlicos obtenidos por
CPC a partir de matrices vegetales.

El procedimiento para fraccionar por CPC se presta para
la implementacion de mejoras, ya sea a la hora de ejecutar
manualmente el proceso o de optimizar parametros como
flujo, velocidad de separacion (rpm), etc., los cuales afectan al
fraccionamiento de compuestos por CPC. Es importante el
monitoreo constante del proceso completo, desde la inyeccion
de la muestra hasta la recoleccion de las fracciones, asi se
puede garantizar una recoleccion mayoritaria de la muestra
inyectada. Igualmente, revisar el equipo en su totalidad para
evitar fugas o derrames que puedan afectar la obtencion de las
fracciones finales. En algunos casos puede quedar remanente
de la muestra inyectada en la columna, por esta razon se
realiza un proceso de extrusion después del fraccionamiento.

Durante la extrusion en este fraccionamiento en particular,
no se detectd la presencia de acido ferlico en la fase inferior,
por otro lado, en la fase superior se cuantifico una
concentracion minima de 1.41 mg/g. Esto indica que el
restante 19.44 % se perdid en la inyeccién de la muestra y la
recoleccion de las fracciones, sin embargo, la presencia
minima del &cido ferdlico en el extruido indica un asilamiento
satisfactorio del compuesto usando los parametros antes
descritos.

V. CONCLUSIONES

El &cido ferdlico se logré concentrar en los pools 5 a 9,
obteniendo la concentracién méxima en el pool 7 con 3570
mg/g y la minima en el pool 8 con 2.3 mg/g. Se logro
concentrar hasta 206 veces mas el acido ferulico en el pool 7
usando CPC con un sistema de solventes constituido con
acetato de etilo-butanol-agua (1:1:10, v/v/v), presentando un
coeficiente de particion de 0.98 + 0.12 y empleando la
cromatografia de particion centrifuga en modo dual usando los
parametros de flujo: 5 mL/min y velocidad de 500 rpm para el
fraccionamiento del nejayote. El porcentaje de recuperacion de
80.56 % indica una separacion exitosa del &cido ferdlico, sin

embargo, se puede indagar a futuro en modificaciones tanto al
sistema de solventes como a las condiciones que se usaron
para el fraccionamiento.

El nejayote contiene concentraciones altas de &cido
ferdlico, el cual es un compuesto con alto valor bioldgico por
sus propiedades antioxidantes y quimiopreventivas, por esto es
importante que con el uso de tecnologias como la
cromatografia de particion centrifuga (CPC) se investigue su
extraccion y/o aislamiento, asi mismo es crucial la seleccion
del sistema de solventes para el procedimiento, ya que este
influye en la elucion completa del compuesto. Con el uso de
nejayote como materia prima para obtener &cido fertlico, se
busca darle un aprovechamiento y evitar que este se vuelva un
desecho mas en los cuerpos efluentes que produce el campo
agroindustrial.
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