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Resumen
El presente trabajo de investigacion explora las posibilidades de andlisis de los principales
metabolitos secundarios presentes en la cascara de aguajes peruanos. Como tal, esta parte del
fruto constituye una fuente de contaminacidn, ya que actualmente no posee valor agregado
como subproducto. En este sentido, se plantea que el estudio de la composicién quimica, en
relacion a estos compuestos bioactivos, podria implicar una oportunidad para el

aprovechamiento potencial de las cascaras de estos frutos amazonicos.

Para cumplir los objetivos de esta investigacion, se realizdo una amplia revision bibliografica
partiendo de la importancia del fruto del aguaje en la Amazonia, en correlacion con la valiosa
composicion quimica y nutricional de su pulpa. El conocimiento del alto contenido de acidos
grasos y ciertos compuestos antioxidantes importantes, ha permitido comprender su alta
demanda, tanto para la poblacion local como la industria alimentaria y cosmética; mientras que

la céscara ha sido por mucho tiempo considerada como un residuo acumulable.

Seguidamente, se estudiaron los principales metabolitos secundarios que suelen encontrarse
comunmente en las céscaras de diversos frutos tropicales. Se realizé una descripcion de la
naturaleza, ocurrencia en las plantas, propiedades quimicas y aplicaciones de estos compuestos.
Dentro de estos, se destacan los carotenoides, tocoferoles y compuestos polifenodlicos,

constituidos principalmente por taninos, tanto hidrolizables como condensados, y flavonoides.

La revision de diferentes investigaciones en la cascara de variados frutos tropicales permitio
identificar ciertos métodos pertinentes para el andlisis de esta parte de los aguajes. En tal caso,
el contenido total de los metabolitos secundarios mencionados puede cuantificarse, por
ejemplo, mediante metodologias basadas en espectrofotometria UV-Vis. Ademas, en gran
parte de estos trabajos suele evaluarse la capacidad antioxidante de los extractos de las cascaras

a través de ensayos con radicales o reacciones redox. No obstante, la informacion provista por
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estas metodologias solo permite caracterizar la materia prima a grandes rasgos; por lo que los
métodos cromatograficos mas sofisticados serian necesarios para determinar la identidad y
cantidad de los compuestos bioactivos mas importantes presentes. Finalmente, mediante
experimentos de resonancia magnética nuclear seria posible la elucidacion definitiva de la

estructura quimica de dichos analitos.

En base a esta informacion, se concluye que existe una interesante oportunidad de investigacion
para analizar los metabolitos secundarios de las céscaras de aguajes peruanos.
Consecuentemente, se considera que la propuesta de investigacion mas plausible debe partir de
la obtencion de la harina de las cascaras secas de los diferentes morfotipos de aguaje,
incluyendo el aguajillo, previamente acondicionadas, para luego estudiarlas con las técnicas

instrumentales descritas.
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1. Introduccion

El aguaje (Mauritia flexuosa L.f.) es, probablemente, la palmera mas representativa de la
Amazonia. Se distribuye en gran parte de la selva, cerca de rios, humedales, arroyos y cualquier
zona inundada. Su importancia radica en la posibilidad de aprovechar, practicamente, todas sus
partes. Por ejemplo, las comunidades amazodnicas emplean la raiz, la savia del tronco y las
inflorescencias para preparar infusiones curativas y otras bebidas culturales. Ademas, el tronco
de aguaje, al descomponerse, alberga una importante cantidad de larvas de la especie
Rhynchophorus palmarum, las cuales se conocen como “suris” y constituyen un agradable
alimento para la poblacion. Asi mismo, las hojas, ramas y tronco pueden emplearse en la
construccion de viviendas, mientras que el fruto esuno de los principales sustentos alimenticios
y econdémicos de la region.! No resulta extrafio, entonces, que Alexander Von Humbolt, en

1852, denominara al aguaje como “arbol de la vida”.?

El fruto del aguaje, también llamado asi, es la parte que constituye el mayor aprovechamiento
de la planta. Este puede presentarse en diferentes morfotipos; es decir, existen aguajes con
variada apariencia, sobre todo, en la coloracion de la pulpa. Dentro del Pert, los morfotipos
reconocidos corresponden al aguaje shambo, amarillo, posheco y color; de los cuales, el
primero posee una mayor demanda industrial. En adicion, existe un “aguaje mas pequefio”
llamado aguajillo, que pertenece, principalmente, a la especie Mauritiella armata (Mart.)
Burret. Aunque su consumo suele ser menor que el del aguaje, el aguajillo es bastante similar

en sabor y apariencia, aunque con una menor cantidad de pulpa.’

En los ultimos afios, el aguaje ha sido aprovechado en grandes cantidades para el consumo
directo, a escala urbano — regional, y como fuente de aceite natural para la fabricacion de
cosméticos, a escala industrial. En ambos casos, se han generado también inmensos volimenes

de residuos, en relacion a la cascara y semilla. A pesar de que los pobladores de la selva suelen



dar un uso artistico a la semilla para producir artesanias, la cascara es principalmente desechada

sin ningan valor agregado importante.*

Dicha situacion ha sido comun para muchas otras frutas tropicales como, por ejemplo, el
maracuya, la papaya, el aguacate, la pifia, la granada, etc.>S; por lo que diversas lineas de
investigacion se han enfocado en el andlisis de los compuestos bioactivos o metabolitos
secundarios en las cascaras y semillas, con el propdsito de encontrar algin posible
aprovechamiento. Esto podria implicar una minimizacion de las perdidas en las empresas

procesadoras de frutos y la mitigacion de la contaminacion ambiental.

Diferentes investigaciones han revelado que estos metabolitos secundarios en los subproductos
de los frutos estan asociados a propiedades antioxidantes bastante atractivas para la industria
alimentaria, sobre todo para la produccion de alimentos con alto contenido en fibra dietética.
Particularmente en las cascaras, es posible encontrar una amplia variedad de taninos,
flavonoides, carotenoides y tocoferoles que se correlacionan con propiedades como el barrido

de radicales libres en el organismo, a fin de protegerlo del dafio oxidativo. >’

Muchas de las metodologias que se emplean en el analisis de los extractos de las cascaras se
basan en la espectrofotometria UV-Vis. De esta forma, es posible cuantificar la cantidad total
de cada subclase de los metabolitos secundarios presentes. A su vez, se pueden realizar ensayos
para determinar la capacidad antioxidante de dichos compuestos bioactivos. No obstante, la
cromatografia liquida y la espectroscopia por resonancia magnética nuclear constituyen
opciones necesarias mucho mas precisas y avanzadas para la identificacion y cuantificacion de
los analitos, con la intencion de determinar si las cascaras de ciertos frutos podrian convertirse
en fuentes de compuestos utiles en aplicaciones importantes dentro de la industria. En todo
caso, conocer la composicion quimica de las cdscaras permitiria tener una compresion valiosa

del potencial valor agregado que podria darse a este tipo de subproducto.



Este trabajo sienta las bases para demostrar las posibilidades de investigacion en torno al
analisis de los principales metabolitos secundarios en las céscaras de aguaje peruanos. Es asi
que se hace una amplia revision bibliografica empezando por la importancia del aguaje en la
Amazonia y los problemas relacionados a su cdscara como residuo, los compuestos bioactivos
que podrian encontrarse en é€sta, las metodologias empleadas en sus analisis y una discusion
acerca de su aplicabilidad en este tipo de muestras. Se espera que esta investigacion constituya
una oportunidad para continuar explorando las potencialidades de los subproductos de los

aguajes, asi como otros frutos pertenecientes a la riqueza biodiversa del Pert.



2. Generalidades del aguaje
2.1.Descripcion taxondémica y botanica

El aguaje, también conocido como buriti (en Brasil) y moriche (en Venezuela y Colombia), es
considerado como la primera palmera descrita cientificamente en 1781, por Carl Linneo.?
Corresponde a la especie Mauritia flexuosa L. f., de la familia Arecaceae, orden Arecales,
subclase Arecidae, clase Liliopsida y de la division Magnoliophyta.” Esta palmera es,
probablemente, la planta de mayor importancia ecoldgica, econdmica y social de la Amazonia,
debido a los multiples usos de casi todas sus partes, como hojas, inflorescencia, tallos, raices,
semillas y frutos'; estos ultimos constituyen la parte mas consumida y valorada

industrialmente.

M. flexuosa L. f. se distribuye de forma endémica en América del Sur, incluyendo los territorios
de Peri, Colombia, Ecuador, Bolivia, Venezuela, Guyana y Brasil.> Es una palmera
arborescente que generalmente ocupa areas abiertas e inundables, proximas a los bosques
densos de la Amazonia, con una altura que alcanza los 25 a 30 m.'° La Figura 1 muestra un

conjunto de aguajes en la selva sanmartinense, popularmente llamado aguajal.

Figura 1. Aguajal: conjunto de palmeras de aguaje (M. flexuosa L. f.) en Moyobamba, San
Martin, Peru. (Fotografia propia).



Tal como se sefialo, el aprovechamiento principal se centra en su fruto, también llamado aguaje.
Este es una drupa, de forma eliptica con una longitud entre 5 — 7 cm y didmetro de 4.5 cm en
promedio. El exocarpio (cdscara) es escamoso y duro, con un color que suele ser rojo vino u
oscuro. El mesocarpio (pulpa) es la Ginica parte comestible, posee un espesor de 4 — 5 mm, es
suave, de sabor agridulce y de color entre amarillo y rojo. El endocarpio (cobertura de la
semilla) es también suave y posee un alto contenido de celulosa.!® Las semillas son esféricas y
estdn cubiertas por una testa marron. En la Figura 2 pueden apreciarse todas estas partes,

correspondientes al morfotipo amarillo.

Dentro de la denominacidon popular, existe un “aguaje mas pequeio” que se conoce con el
nombre de aguajillo. La palmera de este fruto no es una variedad de la especie M. flexuosa L.
f., pero si pertenece a dos especies de la misma familia que M. flexuosa L. f.: Mauritiella
aculeata y Mauritiella armata (Mart.) Burret. Estas especies también estan muy extendidas en
la Amazonia y son similares a M. flexuosa L. f., con la diferencia de que son mas pequenas y
poseen troncos con bastantes espinas. Asimismo, se distribuyen y prosperan en humedales,
arroyos, sabanas inundadas y cuencas de rios de la selva. Los frutos son comestibles y
contienen las mismas partes que el aguaje, aunque son mucho mas pequefios y poseen una
cascara anaranjada tenue que recubre una pulpa de color amarillo.? En la Figura 3 se muestran

ejemplares de este fruto durante su venta urbana.
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Figura 2. Partes del fruto del aguaje (M. flexuosa L. f., morfotipo amarillo): (a) Frutos
maduros con cascara (exocarpio). (b) Frutos con la pulpa (mesocarpio) expuesta tras su
pelado. (c) Cascara sola con residuos de pulpa. (d) Semillas del aguaje (oscuro) con y sin las

partes fibrosas (blanquecinas). (Fotografias propias).



Figura 3. Frutos de aguajillo (M. armata (Mart.) Burret) (al lado, més grandes y de color rojo

oscuro, frutos de aguaje (M. flexuosa L. f.)) en el mercado Belén, Iquitos, Loreto, Pert.?

2.2.Descripcidn de su variabilidad y morfotipos
Los estudios de variacion individual de las palmeras de aguaje sobre un amplio rango de
territorios de la Amazonia muestran especies sumamente variables. Ello se expresa en
diferencias de la forma del fruto, altura del arbol, rendimiento, susceptibilidad a la depredacion,

edad de la primera cosecha y otros factores que son de vital importancia para futuros cultivos.'!

En relacion al fruto, el aguaje puede presentarse en diferentes tamafios y con un color de pulpa
variado, desde rojo hasta amarillo; estos “tipos” de aguajes son denominados, por lo general,
morfotipos. Los morfotipos mas conocidos y diferenciados corresponden al aguaje shambo, el
cual posee toda la pulpa de color rojo — anaranjado, color, cuando solo la superficie es roja y
el resto de la pulpa amarilla (Figura 2), amarillo, cuando la pulpa es solo amarilla, y posheco,
cuando esta parte es amarillo palido.* Sin embargo, estudios genéticos en aguajes de la
Amazonia peruana, especificamente de Parinari, Aucayo y Jenaro Herrera, han demostrado que
tales morfotipos no muestran una diferenciacion genética clara entre ellos. Dicho de otro modo,

los morfotipos son tnicamente variaciones fenotipicas que no estan marcadas en el genotipo



de la planta. Mas bien, tales diferencias fisicas pueden estar determinadas por varias

condiciones edaficas, topoldgicas o bidticas (plasticidad fenotipica).!!13

No obstante, la coloracion de la pulpa es un indicativo de la presencia, en mayor o menor
proporcion, de ciertos nutrientes caracteristicos. Una mayor concentracion de vitamina A, entre
otros carotenoides, por ejemplo, implica una pulpa mas rojiza, correspondiente al morfotipo
shambo. Ello constituye una de las razones por las que esta variedad suele ser la mas cotizada
industrialmente. En contraste, el aguaje posheco tiene una menor cantidad de tales
compuestos.'* Esto conlleva a la consideracion de que el contenido metabdlico podria variar
en las demads partes del fruto, como la cdscara y la semilla, segin el morfotipo que corresponda.
Finalmente, en relacion al fruto de M. armata (Mart.) Burret y M. aculeata, no se ha encontrado
literatura que indique la existencia de morfotipos del fruto aguajillo, similarmente a los de M.

flexuosa L. ., ni estudios genéticos en relacion a su variabilidad.'>



3. Importancia del aguaje como fruto
3.1.Produccién y consumo directo en la Amazonia Peruana

A mediados del siglo XIX, Alfred Wallace, impresionado por la gran distribucién de las
poblaciones naturales de aguaje, escribid: “es una palmera social que cubre grandes extensiones
de tierras inundadas de mareas en el Bajo Amazonas. [...], un vasto templo natural que no cede
en grandeza ni sublimidad a los de Palmira o Atenas”.'® Esta apreciacion no resulta ajena en la
actualidad, debido a las mas de 5000 hectareas de aguajales que se registran en el Peru hasta la
fecha.!” Si bien se pueden aprovechar practicamente todas sus partes, el consumo del fruto del
aguaje cubre, en definitiva, la mayor importancia alimenticia y econdmica en las regiones de

la selva.

El aguaje se come principalmente fresco después de remojarlo en agua tibia para ablandar la
pulpa y facilitar el retiro de la céscara.'® Asimismo, la poblacion suele preparar una pasta a
partir de la pulpa amasada, lo cual permite elaborar una bebida denominada aguajina y helados
alargados y anchos llamados “chupetes” y “curichis”, respectivamente. Para estas tres formas
de consumo, la venta es generalmente ambulatoria.!” De este modo, el aguaje constituye un
producto alimenticio urbano-regional importante a nivel de la Amazonia, siendo los principales
focos comerciales peruanos la region Loreto, en la ciudad de Iquitos!®, y las provincias de
Pucallpa, Yurimaguas, Moyobamba y San Martin.?® Ademas, en la Gltima década, los
productos a base de este fruto han comenzado a incidir en la capital, Lima, debido a la afluencia

de personas de la selva y el conocimiento de sus beneficios nutricionales.?

El aguaje es un factor esencial en la economia local.! El fruto aporta como sustento monetario
a numerosas familias amazonicas que se dedican a su cosecha y comercializacion.* Se estima
que en la ciudad de Iquitos se venden diariamente cerca de 20 toneladas de frutos, para una
poblacion poco mas de 400 mil habitantes, en la época de mayor producion.'® Segun los datos

del Ministerio de Agricultura y Riego, la produccion de los frutos de aguaje a nivel nacional,
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durante el 2017, fue de 65559 toneladas a 0.46 soles el kg en chacra, siendo San Martin el
mayor productor con 27943 toneladas, seguido por Loreto con 23238 y Ucayali con 13312.7
En comparacion con otros afios, esta produccion ha continuado aumentando tanto en las areas
de cosecha como en el valor monetario de los frutos, de acuerdo a su alta demanda. Dicho
crecimiento, entre los afios 2015 — 2017 a nivel nacional, se expone en la Tabla 1. Por su parte,
el aguajillo también suele comercializarse en los mercados locales, aunque su consumo es
meramente directo.’

Tabla 1. Produccion, superficie de cosecha y precio en chacra de los frutos del aguaje en el

Pert entre los afios 201521, 2016%! y 201717,

Afio Produccion (t) Superficie (ha)  Precio en chacra (S/. /kg)
2015 61804 5090 0.385
2016 63243 5094 0.421
2017 65559 5213 0.460

3.2.Composicion quimica y nutricional

Existen diversos estudios en relacion a la composicion quimica y nutricional del aguaje.
Practicamente todos se centran en el analisis del mesocarpio, ya que es la parte comestible. Se
conoce que, en general, la pulpa posee un alto contenido de B—caroteno y o—tocoferol®?, seguido
de o— caroteno y luteina, asi como otros carotenoides. También se ha identificado B—, 60—y y—
tocoferol?? en significativa proporcion. Es importante resaltar que los aguajes poseen una alta
concentracion de vitamina A, equivalente a tres veces el valor promedio encontrado en las
zanahorias, y de vitamina C, cuyo contenido es comparable al de las naranjas.> Adicionalmente,
se han detectado diversos compuestos fenolicos como 4acido quinico, p—coumadrico,

clorogénico, protocatechuico, cafeico y acido ferulico, principalmente. Asimismo, se registra
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la presencia de (+)—catequina, (-)—epicatequina y luteolina, como los flavonoides mas

abudantes.?

La pulpa del aguaje también es muy valorada por su aceite, puesto que se han detectado
diversos acidos grasos importantes. En promedio, el 75.7% del aceite corresponde al acido
oleico (omega 9), 18.9% al acido palmitico y otros &cidos grasos esenciales como el linoleico
y araquidonico (omega 6).2> Muchos de estos acidos grasos y los demds compuestos
mencionados son bioactivos, ya que participan en la prevencion del estrés oxidativo del
organismo y enfermedades cronicas asociadas a la desnutricion como la hipovitaminosis A%,

mediante su funcién antioxidante, antiinflamatoria y antiagregante plaquetario.®*

Los distintos nutrientes de la pulpa de este fruto han sido bastante estudiados en los tltimos
afos, en perspectiva a sus potenciales usos en la industria cosmética y la farmacéutica. Pereira—
Freire et. al resume las propiedades farmacoldgicas de gran parte de los metabolitos
secundarios encontrados en la pulpa del aguaje de diversas investigaciones actuales de estudios
in vivo e in vitro. Dentro de estas, se destacan, aparte de las ya mencionadas, las propiedades
quimiopreventivas, la fotoproteccion contra la radiacion UVA y UVB, acciones
antitromboticas, actividad  antrimicrobiana, efectos  antitumorales, propiedades
hipolipemiantes, accion hipoglicemiante, efectos sobre el estado de retinol y tocoferol y usos

como probidticos potenciales.?

En relacion a su composicion nutricional, los tres morfotipos de M. flexuosa L. f. poseen
cantidades similares de humedad, cenizas, aceites y proteinas, siendo el primer y tercer
parametro los de mayor porcentaje, cerca de 63 y 23%, respectivamente. También se han
detectado minerales como zinc, calcio, cobre, sodio, magnesio y manganeso, de los cuales
predominan en concentracion el calcio y magnesio con 120 y 60 mg por g de pulpa fresca,

respectivamente.?
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Por otro lado, el aguajillo, fruto de la especie M. armata (Mart.) Burret posee un mayor
contenido de humedad y aceite, alrededor de 55% y 21%, respectivamente.® Mas alla de estos
valores, no se ha encontrado literatura sobre la determinacion de metabolitos o estudios sobre
la composicion quimica del aceite como en el caso del aguaje, lo cual indica una necesidad

para ampliar la escasa informacion que existe en esta especie.!”

3.3.Aprovechamiento industrial
El gran contenido de acido oleico (resistente a la oxidacion) y otros acidos grasos, ha permitido
que el aguaje sea explotado como una fuente beneficiosa de aceite a escala local e industrial,
en productos nutracéuticos.?? El aceite es extraido para usarse en la cocina y para hacer jabones
artesanales.’ Esta practica ha sido mejorada en la industria por algunas empresas brasilefias,
tales como Natura®, Nutriphitos Cosméticos® y Pharmakos da Amazonia®'6, las cuales
aprovechan las propiedades quimicas de estos acidos grasos para la produccion de

cosméticos.?

En el Peru, también existen variados productos comercializados a base de aguaje procesado.
Dentro de los mas importantes se conoce el aceite nutracéutico elaborado por la empresa
D’Souza®, aguaje en polvo y capsulas de los grupos comerciales Inkanatura World Peru
Export SAC, Madre Nature® y Reinforest Pharmacy®, y jabon y aceite de masaje de aguaje
del Grupo Cuenca Yanaycu Pucate. En adicion, otras empresas que aprovechan los frutos
generados del aguaje son Booty Magic® y Aguaje a® para la produccion de suplementos

dietéticos en Estados Unidos.?*

En los ultimos afios, se vienen realizando mas estudios para el alcanzar el maximo
aprovechamiento industrial de lo que el aceite de la pulpa de aguaje puede ofrecer. Dentro de

este contexto, la produccion de biocombustibles es uno de ellos.?® La busqueda de nuevas
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fuentes alternativas de energia ha llevado a considerar al aceite de aguaje como una potencial
materia prima para obtener biodiesel, mediante el proceso de transesterificacion alcalina. Un
estudio realizado en el 2017 demostrd que el biodiesel obtenido a partir de este aceite posee
bajas temperaturas de descomposicion, lo cual es una importante caracteristica asociada con
propiedades de combustion mejoradas, que permiten su aplicacion en motores de diesel?®. En
este sentido, una mayor investigacion alrededor de la composicion quimica del aguaje podria

llevar a futuras aplicaciones mas completas del fruto.

3.4.Residuos del fruto
A nivel industrial, es importante y necesario que la materia prima sea aprovechada al maximo
y optimamente. En el caso de los frutos, esto involucra tanto la parte principal de interés, (la
pulpa), como las cascaras y semillas, a fin de evitar la generacion y acumulacion de grandes
volumenes de residuos. Una forma de lograrlo es otorgar un valor agregado a tales partes
consideradas como desechos en el proceso principal, para convertirlas en subproductos a través

de tratamientos secundarios en base a su contenido potencialmente util.

Tal como se describio en la seccion anterior, las propiedades quimicas y nutricionales de los
metabolitos presentes en la pulpa han permitido que el aguaje sea aprovechado en la industria
con gran proyeccion. Sin embargo, la pulpa solo representa, en promedio, el 13 —17% del peso
total del aguaje.?’ Esto implica que tanto la cdscara como la semilla, es decir, el 83 — 87% del
fruto, sean en principio residuos desechables. A nivel urbano-regional, estas partes suelen
acumularse en las calles y alrededores. En el Peru no se tiene registrado cuanto exactamente
de estos residuos se generan anualmente, pero se puede estimar que, de las 65559 toneladas de
aguajes producidos en el 2017, cerca del 80%, es decir, mas de 50000 toneladas serian residuos.

Tampoco se tienen datos acerca de que estos residuos sean aprovechados como subproductos



14

a gran escala. Comparativamente, estos niimeros si son conocidos para la industria de Brasil,
ya que, en el 2018, de las 10000 toneladas que se produjeron, tras la extraccion del aceite, se
generaron como residuos alrededor de 2500 toneladas de cascaras y, entre semillas y salvado

de pulpa, aproximadamente 6000 toneladas.?’

A escala local, con la intencion de tener un ingreso extra, los pobladores peruanos suelen
emplear la semilla seca para elaborar una serie de artesanias como pipas, botones, figuras,
dados, perinolas, trompos'4, esculturas pequefias de animales de la regiéon y nacimientos
amazonicos.! Se sabe también que cuando el fruto estd aun inmaduro, las semillas pueden

consumirse, aunque esto resulta una practica muy poco comun.'*

El andlisis en peso fresco de la semilla de aguaje muestra valores superiores de humedad,
proteinas y carbohidratos, correspondientes a 51, 10 y 30%, respectivamente, y una cantidad
menor (8%) de aceites.’> También se indica la presencia predominante de minerales como
potasio, sodio y magnesio, alrededor de 900, 150 y 60 mg por g de semilla seca,
respectivamente.?? En adicion, segun un estudio sobre el potencial uso de la semilla de aguaje
para la fabricacion de carbon activado, se resalta que su alto valor de lignina y holocelulosa
permite una capacidad significativa de adsorbancia en pruebas con azul de metileno.?®
Asimismo, la tesis elaborada por Ruiz y Orbegoso, demuestra que es posible obtener carbon
activado a partir de esta misma materia prima, pero esta vez para la remocion con alta eficiencia
de contaminantes orginicos de aguas residuales domésticas.?” Ademas, recientemente en San
Martin, se ha comenzado a comercializar carbon hecho a base de las semillas de aguaje, junto
con otros residuos ecologicos, bajo el nombre de “Ecocarbon”, mostrando una gran aceptacion
dentro del comercio urbano.’® No obstante, segiin la revision bibliografica realizada, se
desconocen investigaciones en las que se hayan analizado e identificado metabolitos en esta

parte del fruto, contrariamente al caso de la pulpa.
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Por otro lado, la cascara del aguaje no suele usarse por los pobladores, ni para la fabricacion
de artesanias ni para su consumo alimenticio de alguna forma. De esta parte del fruto se conoce
que posee un gran contenido de fibra (21.6 g) y de grasas totales (26.7 g) por cada 100 g de
materia fresca.’! En relacion al parametro de grasas totales, se han identificado acidos grasos
insaturados (84.7 mg/g) como el 4cido oleico, linoleico y linolénico, siendo el primero el mas
abundante (75.8 mg/g) y acidos grasos saturados como el acido palmitico (15.3 mg/g).2*
También se ha logrado producir y caracterizar la harina de la cascara de aguaje, la cual contiene
74.97% de fibra dietética total, de la cual el 74.01% es insoluble y soluble solo el 0.96% del

total de la harina.??

De acuerdo a los alcances de esta investigacion, hasta la fecha no se ha otorgado a la cascara
de aguaje un valor agregado definitivo y esta misma situacion se replica para la semilla.
Tampoco se ha encontrado literatura en el Pert acerca de estudios que respalden algun
potencial aprovechamiento de la cdscara en relacion a la determinacion de metabolitos
secundarios presentes, segun los variados morfotipos de aguaje que se disponen y, mucho
menos del aguajillo; por lo que este estudio apunta a indagar sobre las posibilidades de dichos

estudios.
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4. Metabolitos secundarios en cascaras de frutos y sus métodos de analisis
4.1.Metabolitos secundarios comunes en las cascaras

Las grandes cantidades de subproductos de las diferentes industrias de procesamiento de frutas
tradicionalmente son descartadas. Estas suelen aproximarse o incluso exceder a la masa
correspondiente del producto de valor, lo que genera efectos negativos tanto a nivel ambiental
como econdmico dentro de la empresa.’® Este hecho ha impulsado el estudio de la composicion
quimica de las partes tipicamente descartadas de los frutos, con especial énfasis en los
metabolitos secundarios. Muchos de estos compuestos son biactivos y permitirian generar usos
potenciales de las cascaras, semillas y fibras como una fuente de productos nutracéuticos o de

fibras dietéticas.’

Particularmente en las cascaras se han localizado compuestos fenolicos, carotenoides y
tocoferoles.* La funcion de estos metabolitos secundarios varia dependiendo de los frutos,
aunque comparten algunas como la capacidad antioxidante para el barrido de radicales libres
perjudiciales para el fruto, lo cual permite retrasar o inhibir la oxidacion del ADN, proteinas y
lipidos. Estas propiedades juegan un rol importante en las funciones antimicrobianas para la
proteccion de la semilla contra agentes patogénicos, ya que penetran la membrana celular de
los microorganismos, causando lisis.> En otras palabras, se considera que estos metabolitos
secundarios permiten aumentar la capacidad general de las plantas para sobrevivir,
permitiéndoles interactuar con su alrededor para superar desafios locales.’* En base a ello, se
ha reportado que muchas de estas sustancias podrian ser beneficiosas para la salud como
antioxidantes, antiinflamatorias y antitrombdticos, por lo que podrian emplearse como aditivos
naturales alimentarios.’ Inclusive, constituyen una fuente de saborizantes, colorantes y aditivos
texturizantes en la industria de alimentos.?* De esta forma, la identificacion y cuantificacion de
estos metabolitos secundarios naturales permitiria conocer las potencialidades adicionales de

los frutos seglin la composicion quimica de sus subproductos.
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4.1.1. Compuestos fenolicos
Los compuestos fendlicos son usualmente referidos a un grupo diverso de moléculas naturales
que contienen multiples grupos fenoles.?> Estos son comunes en plantas superiores y poseen
un valor industrial y medicinal. Una de sus principales propiedades quimicas que suele
aprovecharse en estos dos campos constituye su capacidad de reaccion con oxidantes de un
electron, lo cual previene la formacion de radicales libres en los sistemas biol 6gicos.>® Ademas,
estos compuestos son responsables de la coloracion en diferentes partes de las plantas, que
suele ser muy variada gracias al efecto de los acoplamientos de los nucleos aromaticos, el
tautomerismo ceto — enol y el pH del medio; de ahi que también se emplean ciertos polifenoles

como potentes colorantes y tintas.3

En base a sus estructuras, estos compuestos pueden ser divididos en diferentes subgrupos:
acidos fenolicos, flavonoides, taninos, cumarinas, lignanos, estilbenos y curcuminoides.®> No
obstante, segiin los alcances de esta investigacion, se ha determinado que los compuestos
fendlicos presentes en mayor concentracion en las cascaras de variados frutos corresponden
principalmente a los taninos y flavonoides. El gran contenido de estos metabolitos secundarios
en tales subproductos demuestra ser el responsable de la alta actividad de inhibicion de

radicales libres en pruebas de laboratorio.’

4.1.1.1.Taninos
Los taninos constituyen un grupo de sustancias complejas que estan ampliamente distribuidas
en casi todas las familias del reino vegetal. Cuando se presentan en cantidades considerables,
suelen localizarse en determinadas partes como hojas, frutos y corteza.’” Frecuentemente, una
mayor produccion de taninos puede estar asociada con algunas enfermedades de la planta; por

lo que se asume que el rol biologico de estos compuestos esta relacionado a la proteccion contra
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infecciones, insectos o animales herbivoros. Los taninos aparecen como polvos amorfos de
color amarillo o blanco, o como masas sueltas brillantes, casi incoloras y con un olor
caracteristico.’® En general, se distinguen por ser compuestos quimicos no cristalizables, cuyas
soluciones acuosas son coloidales y de reaccion acida. Ademas, precipitan con gelatina,
albumina y alcaloides en solucidon; mientras que con las sales férricas forma soluciones oscuras
azuladas o verdosas. Producen un color rojo intenso con ferricianuro de potasio y amoniaco,
precipitan a las proteinas en solucion y se combinan con ellas, haciéndolas resistentes a las

enzimas proteoliticas; ésta ultima propiedad es denominada astringencia.?’

Los taninos son metabolitos secundarios polifendlicos de plantas superiores, cominmente con
tamafios entre los 300 — 3000 Da, aunque se han aislado compuestos de 20000 Da.
Estrictamente, son ésteres de galoilo, catequina y triterpenoides que pueden conformar
oligdbmeros y hasta polimeros con diferentes patrones de acoplamiento y sustitucion de
interflavonilos.3® La clasificacién de Frudenberg, establecida en 1920, es la mas empleada,
pues tiene su fundamento en el tipo de estructura base del tanino.’” En esta, los taninos se
agrupan en dos grandes clases: taninos hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) y taninos

condensados (proantocianidinas).®

4.1.1.1.1. Taninos hidrolizables
Los taninos hidrolizables estdn basados sobre la unidad estructural fundamental del acido
galico y son casi invariablemente encontrados como ésteres multiples con D—glucosa
(galotaninos).’” Los galotaninos son los taninos hidrolizables mas simples, cuyo prototipo
estructural corresponde a la pentagaloil glucosa (B-1,2,3,4,6—pentagaloil-O—D—

glucopiranosa); su estructura, junto con la del acido galico, se muestran en la Figura 4. La
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pentagaloil glucosa tiene 5 enlaces éster que involucran grupos alifaticos hidroxilos del nicleo

de aztcar.’®

Acido galico

B—1,2,3.4,6—pentagaloil-O—-D—glucopiranosa

Figura 4. Estructura del 4cido galico y del prototipo de galotanino (pentagaloil glucosa).*

Por su parte, se considera que los derivados del acido hexahidroxidifénico, llamados
elagitaninos, se derivan por acoplamiento oxidativo de grupos de éster galoil adyacentes en un
éster de poligaloil-D-glucosa®’, tal como se puede apreciar en la Figura 5. La diversidad
estructural de estos taninos es invariablemente complicada por diferentes arreglos quimicos

especificos, usualmente debido a procesos de deshidrogenacion u oxigenacion.*

- e, 0 - o~
HO ”\T”h“ OH | Ho ~ \r'h“oH |
OH OH
Ester bisgaloil Ester hexahidroxidifenoil
(galotanino) (elagitanino)

Figura 5. Derivatizacion de elagilotaninos por acoplamiento oxidativo.*°
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Como caracteristicas quimicas principales, estos taninos se hidrolizan con facilidad por la
accion de 4cidos, bases o enzimas (por ejemplo, tanasas) en un azucar, un polialcohol y un
acido fenolcarboxilico.*! El tipo de 4cido que produzcan dependera de qué acido constituye su
unidad estructural, es decir, 4cido galico (galiotaninos) o acido elagico o dilactona
(elagitaninos). Ademas, estos compuestos tienden a unir sus anillos bencénicos mediante
atomos de oxigeno, reaccionan con el FeCls, para dar soluciones azuladas y no precipitan con

soluciones de bromo.?’

Los taninos hidrolizables encuentran amplia aplicacion debido a sus propiedades antioxidantes
y su habilidad para formar complejos solubles e insolubles con las proteinas.*® En efecto, estos
compuestos se usan como estabilizadores de la cerveza, especificamente en el producto que no
ha sido recientemente preparado, donde las proteinas se combinan con estos polifenoles
presentes para formar complejos que son responsables de la turbidez de la bebida. Al agregar
los taninos, el nivel de proteinas es disminuido a un valor apropiado y se aumenta asi el tiempo
de almacenamiento de la cerveza. En la industria farmacéutica, se emplean para contraatacar
el efecto de los alcaloides y el envenenamiento por sales de metales, inactivandolos por
precipitacion. Mientras que en la industria de alimentos permiten remover impurezas
proteinicas por precipitacion y se usan también en la preservacion y maduracion de alimentos,
aprovechando sus propiedades antisépticas y antioxidantes, y en la clarificacion del vino

blanco.?’

4.1.1.1.2. Taninos condensados
La estructura fundamental en este grupo es el nucleo de flavan-3-ol ((-)—epicatequina y (+)—
catequina) fendlico. También conocidos como proantocianidinas, los taninos condensados

existen como oligomeros (solubles en agua), conteniendo generalmente entre 2 a 10 unidades
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de ‘catequinas’, y como polimeros (insolubles en agua).*’ Estas unidades de flavan-3-ol estan
unidas por las posiciones C-4 y C-8 del anillo bencénico.* El patron de acoplamiento de las
unidades de catequina en taninos condensados puede variar considerablemente. El nombre de
proantocianidinas deriva precisamente de la propiedad que tienen estos taninos para degradarse
en un medio fuertemente acido para dar la correspondiente antocianidina, principalmente

cianidina y/o delfinidina (Figura 6).%

Otras de sus propiedades quimicas corresponden a la polimerizacion progresiva cuando estos
taninos son tratados con acidos calientes hasta dar taninos amorfos denominados flobafenos o
“taninos rojos”. Al reaccionar con FeCls, sus soluciones adquieren una coloracion verdosa.

Ademas, estos compuestos si precipitan con soluciones de bromo.?’

En tanto a sus utilidades, los taninos condensados se emplean principalmente para la sintesis
de resinas y adhesivos. Por ejemplo, algunos taninos aislados de plantas del género Acacia han
sido empleados para desarrollar adhesivos en frio y termograduados por tratamiento con tirea—
formaldehido. Estos tltimos fueron usados para la fabricacion de enchapes de madera a prueba

de agua. También suelen utilizarse como precipitantes para suspensiones de arcilla.’’

Tanino condensado (proantocianidinas)

Antocianidinas

Figura 6. Degradacion catalizada por 4cido de proantocianidinas.*
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4.1.1.2 Flavonoides
Son un grupo de compuestos polifendlicos de bajo peso molecular cuya estructura basica lo
conforma un nucleo flavan. Este consiste en 15 carbonos arreglados en 3 anillos etiquetados
por A, B y C (pirano)*?, y se enumeran tal como se expresa en la Figura 7(a). Las actividades
bioquimicas de los flavonoides y sus metabolitos dependen de sus estructuras quimicas y la
orientacion relativa de las variadas sustituciones en los anillos. En este sentido, las diferentes
clases de flavonoides difieren en su nivel de oxidacion y los patrones de sustituciones
especificamente en el anillo C; mientras que los compuestos individuales dentro de una clase
se distinguen por sus patrones de sustitucion de los anillos A y B.** La Figura 7(b) resume las
clases mayoritarias de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavononas, catequinas (o flavanoles),
antocianinas, isoflavonas, dihidroflavonoles y chalconas. Otras clases como las cumarinas, los
taninos, cafeatos y ligananos son usualmente clasificados por separado, tal como se aprecio
para el caso de los taninos en el apartado anterior. Dentro de la mayoria de estas clasificaciones,

las sustituciones involucran reacciones de hidrogenacion, hidroxilacién, metilacion,

sulfatacion y glicosilacion.*?
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Nucleo flavan

Isoflavonas Dihidroflavonoles  Chalconas

Figura 7. Flavonoides: (a) Estructura genérica de flavonoides (nticleo flavan). (b) Estructuras

basicas de las clases mayoritarias de los flavonoides.*

Los flavonoides pueden ser monoméricos, diméricos u oligoméricos. Los monémeros varian
ampliamente de tamafio. Por ejemplo, la flavona tiene un peso molecular de 222 Da, mientras
que la antocianina azul posee uno de 1759 Da. Los compuestos mas grandes, incluyendo los
poliméricos, corresponden a muchos de los taninos que, como ya se indicd, se clasifican por

separado.*?

Muchos de los flavonoides ocurren de manera natural en plantas como derivados glicosilados
o sustituidos por carbohidratos como D—glucosa, L-ramnosa, glucoramnosa, galactosa, lignina
y arabinosa.*? Estos contribuyen a los tonos brillantes y coloridos de las hojas, flores y frutos.
Los flavonoides suelen encontrarse también en semillas y cascaras. Particularmente, en esta
ultima parte, los flavonoles quercetina y kaempferol son predominantes.*? En estos casos, las
plantas producen flavonoides para protegerse en contra de parasitos fungicos, herbivoros,
patdgenos y dafios oxidativos celulares, donde su naturaleza polifenodlica les permite eliminar

radicales libres dafiinos como los radicales superoxido e hidroxilo en el organismo de la planta.
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Esta propiedad es de gran importancia a nivel de la salud, puesto que la capacidad antioxidante

de una gran parte de flavonoides tiene efectos cardioprotectores.*

4.1.2. Carotenoides
Son moléculas isoprenoides que estan distribuidas en la naturaleza, tipicamente, como
pigmentos en todos los organismos fotosintéticos. Son uno de los tipos de compuestos
responsables de los colores rojo y amarillo en los tejidos de frutos y flores.*> Ademas, juegan

un rol de proteccion en plantas contra ciertos procesos fotooxidativos.*¢

Los carotenoides son tetraterpenos (Cao)**, de modo que la unién sucesiva de unidades
isoprenoides produce una larga cadena polieno, que puede extenderse desde 3 a 15 dobles
enlaces conjugados; esta estructura constituye el esqueleto molecular de este tipo de
compuestos.®’ La formacion de la cadena Cao, por ejemplo, fitoeno, involucra el acoplamiento
del tipo “tail-tail” entre dos moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP) en una secuencia
esencialmente andloga a la del escualeno y triterpenos. Luego de una serie de reacciones
consecutivas de desaturacion, en las que se remueven atomos de hidrégeno alternadamente, a
partir de cada sitio del sistema trieno, la conjugacion se extiende, dando como resultado
licopeno, que posee la estructura comin de la mayoria de carotenoides, es decir, con

configuracion frans.** Esta conversion puede apreciarse en la Figura 8.
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Secuencia de

reacciones Fitoeno
desaturacién: en
plantas, el doble enlace Conversion
central es isomerizado enzimatica
deZ 2 E.
Licopeno

Figura 8. Conversion de fitoeno a licopeno (estructura comun de los carotenoides).**

La longitud de estas cadenas conjugadas determina en gran medida el espectro de absorcion de
la molécula; de ahi que posean colores caracteristicos. La ciclacion del esqueleto de carbono
ocurre al inicio y/o al final de la molécula. Los grupos finales ciclicos pueden ser sustituidos
por grupos funcionales, incluyendo oxigeno. Ademas, pueden ocurrir otras modificaciones que
involucran elongaciones de la cadena o degradacion.®® En este sentido, basados en su
composicion, los carotenoides pueden ser divididos en dos clases: carotenos, los cuales
contienen solo 4&tomos de carbono e hidrogeno, y xantofilas (oxocarotenoides), con al menos

un atomo de oxigeno.*

El B-caroteno y otros carotenoides naturales se emplean ampliamente como agentes colorantes
para alimentos, bebidas, confiteria y medicamentos. Este caroteno muestra una ciclacion
adicional en los extremos de la cadena. En los diferentes procesos de conversion de los
carotenoides pueden surgir tres sistemas alquenos ciclicos distintos al final de la cadena,
descritos como sistemas de anillo B, y o €. El sistema de anillo y es el menos comun. El a-
caroteno tiene un anillo B en un extremo de la cadena y un tipo € en el otro, y es representativo

de carotenoides que carecen de simetria. El y-caroteno, precursor del B-caroteno, y el d-
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caroteno, precursor del a-caroteno, ilustran los carotenoides en los que solo un extremo de la
cadena se ha ciclado (Figura 9). Los carotenoides oxigenados (xantofilas) también se
distribuyen ampliamente y presentan justamente anillos oxigenados. Algunas de las principales

xantofilas incluyen a la zeaxantina, luteina, violaxantina, capsantina, fucoxantina y astaxantina

(Figura 9).#
(b)
Zeaxantina
(@
B-caroteno Violaxantina
o-caroteno Luteina
Y-caroteno :
Astaxantina
d-caroteno Capsantina
Fucoxantina

Figura 9. Carotenoides: (a) Estructuras quimicas de algunos carotenos. (b) Estructuras
quimicas de algunas xantofilas.**

Los carotenoides son moléculas lipofilicas que suelen acumularse en los compartimentos
lipofilicos, tales como membranas o lipoproteinas. Esta caracteristica influye en su absorcion,
transporte y excrecion en los organismos.*¢ Existe un considerable interés en la dieta de los
carotenoides en los humanos con respecto a sus propiedades antioxidantes y su habilidad para
aliviar enfermedades cronicas.®> Ciertos carotenoides son fuentes para la bioconversion a

vitamina A, por lo que son considerados como compuestos provitamina A. Estudios
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epidemiologicos han revelado que un mayor consumo de estos compuestos esta relacionado a
la disminucion del riesgo de muchos desordenes degenerativos, incluyendo varios tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares y oftalmologicas.*’ Sus efectos preventivos han sido
asociados con su actividad antioxidante y protectora en células y tejidos con dafios oxidativo,
probablemente, debido a su capacidad de degradacion del oxigeno molecular singulete y

radicales peroxido.*

4.1.3. Tocoferoles
Son compuestos organicos presentes en cloroplastos y constituyen el grupo correspondiente a
la vitamina E. Su biosintesis comparte muchas las caracteristicas de las plastoquinonas, con la
diferencia de que la formacion de estos compuestos involucra la ciclacion adicional del p-
quinol y la presencia de una cadena lateral terpenoide, dando como resultado un anillo
cromano. Este grupo de compuestos liposolubles lo conforman el a-, B-, y- y 6-tocoferol, los
cuales estan ampliamente distribuidos en las semillas y frutos de la planta.** La estructura de

estos compuestos se muestra en la Figura 10.

a-tocoferol o-tocoferol

Plastoquinona

B-tocoferol y-tocoferol

Figura 10. Estructuras quimicas de tocoferoles y plastoquinona.**
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Los tocoferoles también son conocidos por poseer propiedades antioxidantes valiosas. Estan
asociados a los procesos de prevencion de la destruccion de la vitamina A, por reacciones
contra radicales libres, y de 4cidos grasos insaturados de las membranas biologicas. Ademas,
se usan comercialmente para retardar la rancidez de los materiales grasos empleados en la
industria alimentaria.** Existen estudios adicionales que indican que los tocoferoles podrian

reducir los efectos de envejecimiento y ayudar en la prevencion de enfermedades del corazon.*®

4.2 Métodos de andlisis de metabolitos secundarios
4.2.1. Contenido de polifenoles totales
Diversos estudios de extractos con metanol, acetona y agua, a partir de productos comestibles
y no comestibles de origen vegetal, han sido analizados empleando el reactivo propuesto por
Otto Folin y Vintila Ciocalteu para la determinacion del contenido de polifenoles totales. 36490
Este reactivo, denominado reactivo Folin — Ciocalteu, RFC, se prepara disolviendo tungstato
de sodio (Na;WO4.H>0) y molibdato de sodio (NaxM004.2H,0) en agua destilada, junto con
acido clorhidrico y acido fosférico. En tal caso, las especies reactivas corresponden a los
fosfotungstatos y fosfomolibdatos formados. Comercialmente, el RFC se encuentra disponible

ya preparado.’!

El método de analisis espectrofotométrico con este reactivo involucra una serie de mecanismos
de reaccion bastante complejos. No obstante, se resumen que, en medio alcalino, los
fosfotungstatos y fosfomolibdatos pueden reducirse facil y rapidamente en presencia de los
polifenoles de la muestra, formando especies azules bastantes estables, principalmente
[PMoW104]*.> Los picos de absorcion son suficientemente amplios para las especies azules
mas puras producidas a partir de la reduccion del RFC. Debido a la amplitud de estos picos y

al hecho de que otros componentes en muestras biologicas no absorben en esta region, el
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analisis puede llevarse a cabo en un amplio rango de longitudes de onda; por lo general se elige

a 760 nm.>!

El procedimiento para muestras solidas inicia con la elaboracion de una harina seca lo
suficientemente fina como para preparar los extractos correspondientes. Una vez obtenida, se
procede a la extraccion secuencial de los compuestos polifenodlicos usando soluciones acuosas
de metanol y acetona. Después de la extraccion, la mezcla se centrifuga y los sobrenadantes se
combinan.** El método requiere que los extractos se encuentren a pH alcalino, por lo que se
suele agregar alicuotas de una solucion de carbonato de sodio. Logrado esto, se mide la
absorbancia a 760 nm después de 2 horas de agregar el reactivo, a 25°C.>! Como blanco se
emplea una solucidn libre de fenoles. En éste, el color de amarillo pasa a incoloro, a menos que
el RFC se haya reducido parcialmente. El hecho de que el RFC no se mantenga estable en
condiciones alcalinas, enfatiza la importancia de disponer un exceso suficiente para que el

reactivo reaccione con todos los fenoles antes de que se degrade.’!

Los compuestos utilizados para los estdndares incluyen el acido tanico, 4cido gélico, catequina,
entre otros. Comtiinmente, se ha empleado el 4cido galico para la construccion de las curvas de
calibracion, en un rango de concentracion de 2 — 7 ug/mL; de tal forma que los resultados sean
expresados como mg equivalentes de acido galico, EAG, por g de peso seco, PS. El 4cido galico

es estable en su forma seca, es soluble en agua, se recristaliza y seca facilmente®

Cabe resaltar que se pueden permitir variaciones en las condiciones siempre que se empleen
estdndares y blancos apropiados, pero también es necesario considerar ciertos cuidados
importantes. En estas consideraciones, se debe garantizar que el RFC reaccione completa y
rapidamente con las sustancias polifendlicas extraibles de la muestra, disponer de suficiente

tiempo y mezclar correctamente la muestra con el reactivo antes de afiadir la solucion alcalina
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y mantener condiciones similares de tiempo y temperatura para el desarrollo del color en cada

medicion.

Este método ha sido validado usando muestras estandares con diferentes compuestos fenélicos
de concentracion conocida. Dentro de estos, se destacan: fenol, florogucinol, 1-naftol, L-
tirosina, vainillina, 4cido saliciclico, cumarinas, catecol, pirogalol, 4cido galico, acido tanico,
catequina, quercetina®, 4acido sinapico, p—hidroquinoa, acido cumarico, 4cido clorogénico,
acido fertlico, resocinol, (+)—catequina, quercitrin, kaempferol, flavonas, flavanonas e

hidroxiflavonas.’!

Como se indic6 inicialmente, este analisis del contenido de compuestos polifenodlicos extraibles
totales ha sido usado en variados estudios para las diferentes partes de los frutos. Se ha
realizado con extractos de cascaras de mango>* y granada®, cascaras y semillas de pequi
(Cariocar brasilense Camb.)*, sandia, limén, pomelo, manzana, ciruela, kiwi, naranja, uva y
grosella’, de pulpa, cdscara y semillas de banana, papaya, maracuyd, melon? y de la fruta
Uapaca kirkiana®, por citar algunos ejemplos. En cada caso existen leves variaciones del
método referidas a las cantidades empleadas, la preparacion de la muestra para la extraccion y

el uso de otros estandares, principalmente.

Aunque el método colorimétrico con el RFC es el ensayo mas usado para estimar el contenido
total de polifendlicos en comidas, bebidas, hierbas y otros extractos de plantas, ciertos estudios
han demostrado que pueden existir interferentes. Esto sucede porque algunos compuestos como
tioles, azucares, aminoacidos, proteinas y ciertas vitaminas e iones inorganicos podrian actuar
también como reductores. Frente a esto, un método alternativo que presenta limites de
deteccion y cuantificacion similares al método con el RFC, (0.5 y 1 mg/L, respectivamente),
altamente reproducibles, pero que es mas rapido (15 min de reaccion, aproximadamente) y

sobretodo mas selectivo, corresponde al ensayo con azul de Prusia.>?
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Este método se basa en la reduccion de Fe** a Fe?* por la formacion del Feq[Fe(CN)g]3, también
conocido como azul de Prusia, en presencia de los compuestos fenolicos y en medio 4cido.’®
Para ello se hace reaccionar FeCl;.6H,O con los compuestos de interés y luego se agrega
K;3[Fe(CN)g] para monitorear la absorbancia a 725 nm a 25°C en oscuridad. Al igual que en el

método anterior, se emplea el acido galico como estandar.>?

Ambos métodos son simples, de bajo costo y reproducibles analiticamente. Y aunque el
segundo ensayo permite evitar algunos interferentes que cuando se usa el RFC, solo se puede
estimar el contenido total de polifenolicos en la muestra de forma general. Una determinacion
mas especifica se logra mediante técnicas de cromatografia liquida de alto performance
(HPLC) o ultra performance (UPLC), acoplado a un espectrometro de masas simple (MS) o
tanndem (MS/MS). Las metodologias que involucran estas técnicas son mas precisas, por lo
que se emplean para validar los ensayos del RFC y azul de Prusia, aunque exigen mas tiempo,

grandes volumenes de solventes € instrumentos més costosos.’'

4.2.2. Contenido de taninos hidrolizables
El contenido de taninos hidrolizables en extractos metanolicos de muestras de origen vegetal,
como plantas y frutas, puede llevarse a cabo con gran sensibilidad y precision con el método
descrito por Bossu et. al. en 2006.57 Este analisis colorimétrico se basa en la generacion de un
producto de color rojo por la reaccion entre los taninos hidrolizables y el KIOs;. Esta especie
generada mantienen su color por un tiempo suficiente para la medicion de su absorbancia, antes
de que se convierta en otra especie de color amarillo, (se desconoce la identidad especifica de
estos compuestos), (Figura 11). Mediante esta metodologia es posible determinar los taninos
hidrolizables incluyendo los elagitaninos y galotaninos, enfocado en estudios medicinales,

nutricionales y ecologicos.
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O
H3C\0 OH
+ KIO; ——> A —> B
OH Rojo Amarillo
OH (A =550 nm)

Figura 11. Reaccion entre tanino hidrolizable y KIO3 para su cuantificacion.”’

El estudio de referencia en el que se aplica este método, como en muchos otros, analiza el
contenido de taninos hidrolizables en cascaras de granada de distintas variedades.® Para ello,
se parte de la obtencion de la harina de esta parte del fruto, para luego extraer con metanol
durante 6 horas, a temperatura ambiente. Se tratan los extractos con una solucion de yodato y
se espera que reaccione. Finalmente, se mide la absorbancia de las muestras a 550 nm.>’ La
curva de calibracion se construye a partir de diluciones de una solucion de acido tanico. En tal
caso, los resultados se expresan en mg equivalentes de acido tanico, EAT, por g de peso seco
(PS).% Este método ha sido validado, anteriormente, de forma comparativa con la presencia de
ciertos ellagitaninos y galotaninos conocidos presentes en muestras vegetales de
Stryphnodendron barbatimdo, Eucalyptus citriodora 'y Phyllanthus niruri, mediante

cromatografia liquida (LC).%®

4.2.3. Contenido de taninos condensados extraibles
El método espectrofotométrico que puede emplearse para la determinacion del contenido de
taninos condensados extraibles corresponde al desarrollado por Broadhurst et al.>® Se basa en
la reaccion de vainillina acidificada con los taninos condensados presentes en extractos de
metanolicos de muestras de origen vegetal, principalmente frutos, hojas y madera. El producto,

denominado complejo vainillina/tanino puede ser monitoreado mediante la medicion de su
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absorbancia a 500 nm. Este método, a diferencia de otros que emplean acido sulfurico, es 3.3
veces mas sensible, debido a que no sufre interferencias de posibles precipitados presentes®, y

es mas selectivo que otros andlisis, como por ejemplo el propuesto por Scalbert et. al.®°

En este analisis, la muestra solida debe ser lavada, secada y molida a fin de obtener una harina,
de la cual se pueda extraer los analitos. En tal caso, se realiza la extracciéon metandlica a
temperatura ambiente por 2 horas. El metanol es evaporado y se acidifica con HCI. La soluciéon
acuosa resultante es extraida con éter dietilico. En este paso, los metabolitos de bajo peso
molecular como la (+)—catequina (que podria interferir con las proantocianidinas en su
determinacion por reaccion con vainillina) y el 4cido elagico (aproximadamente insoluble en
soluciones acuosas) son separados de los taninos de interés. Del extracto acuoso, se toma una
alicuota y se mezcla con una solucién de vainillina y metanol, para luego acidificarla con HCI.
La mezcla se deja reposar en la oscuridad y se procede a la medicion de la absorbancia de la

mezcla a 500 nm.°

Para la construccion de la curva de calibracion se emplea como estandar una solucion de
catequina. En este sentido, los resultados del contenido total de taninos condensados extraibles
se expresan como mg equivalentes de catequina, CE, por g de peso seco, PS. Este método ha
sido validado por LC, usando estandares de cierto tipos de taninos condensados previamente
aislados de muestras vegetales de las especies Lotus pedunculatus, Lotus tenuis, Coronilla

variu'y Onobrychus viciifolia.>®

Un ejemplo de la aplicacion de este método corresponde al andlisis de estos metabolitos en
cascaras de granada.® En este estudio, el ensayo se corrobora con la separacion de los taninos
condensados importantes mediante andlisis de ionizaciéon por desorcion laser asistida por
matriz acoplado a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (MALDI/TOF), con lo que

se pudo identificar 4 tipos de taninos oligoméricos.
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4.2.4. Contenido de taninos condensados no extraibles
Diversos estudios sobre la determinacion de taninos condensados son el resultado de analisis
por HPLC-fluorescencia, a partir de extractos organicos-acuosos de alimentos de origen
vegetal (taninos condensados extraibles). No obstante, recientemente se ha demostrado que una
significativa cantidad de taninos condensados poliméricos se mantienen como complejos con
proteinas y carbohidratos remanentes en los residuos de la extraccion.®! En tal caso, conocer el
contenido de estos es necesario para lograr una caracterizacion quimica y nutricional mas

completa de la muestra.

La determinacion de estos taninos condensados o proantocianidinas no extraibles (PANE)
requiere de un tratamiento por hidrolisis para liberar los taninos de bajo peso molecular a partir
del polimérico y los complejos. En este sentido, el método de analisis propuesto por Zurita et.
al.®! emplea el proceso de hidrolisis con butanol y HCI, también denominado, butanolisis,
seguido de una reaccion con FeCls para estabilizar los compuestos coloreados de xantilio y
antocianidinas producidos (Figura 12). La absorbancia de estos compuestos es medida para

poder determinar el contenido de PANE en la muestra.
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Figura 12. Hidrolisis de tanino condensado no extraible por HCl/butanol.®!
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Este analisis fue realizado a partir de muestras de manzana cruda, banana y frejoles, incluyendo
su cascara. Las muestras son acondicionadas para liofilizarlas y luego molerlas. Se realiza una

extraccion metanolica acidificada para analizar los taninos condensados extraibles por HPLC.5!

Los residuos de estas extracciones se secan al vacio en un horno y se tratan con una mezcla de
HCl/butanol, conteniendo FeCls a 100°C por una hora. A partir de esta solucion se preparan
diluciones hasta concentraciones inferiores a 100 mg/L. Estas diluciones son analizadas a 450

y 555 nm.°!

La curva estandar es obtenida a partir de proantocianidina polimérica, PA, concentrada (10 mg)
empleando el mismo tratamiento que la muestra inicial. En tal caso, las concentraciones de
PANE de las muestras en mg equivalentes de PA/L se deducen de la suma de las absorbancias
a 555 y 450 nm graficadas contra la concentracion de PA en un rango de 0 a 100 mg de PA/L.
Los resultados se expresan como mg de PA por 100 g de muestra original fresca en promedio.
Segun el estudio, este ensayo fue validado usando taninos condensados aislados de las muestras

vegetales, y analizadas mediante HPLC-fluorescencia, previamente derivatizadas °'

4.2.5. Flavonoides totales
El método descrito por Buriol et. al.®* en el 2009, para la determinacion del contenido de
flavonoides totales en extractos metanolicos de propdleo ha podido ser adecuado al analisis de
estos analitos en céscaras de frutas como aguacate, platano, papaya, maracuya, sandia, pifia y
meldn, con resultados bastante satisfactorios.?? Este método consiste en la utilizacion de AlCl;
para la generacion de soluciones, debido a la reaccion entre el AI(IIT) con los grupos hidroxilos

y carboxilos de los flavonoides, cuya absorbancia puede ser monitoreada a 425 nm.

Este procedimiento requiere de extractos metandlicos de las muestras secas molidas. Estas

fueron obtenidas por secado por horno o liofilizadas. Después de la filtracion, los extractos son
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concentrados en un evaporador al vacio. Se emplea un blanco (metanol) y una solucion estandar
de quercetina. A estas soluciones se adiciona una alicuota de una solucion de AlICl; en metanol.
Luego de 30 min se midi6 la absorbancia a 425 nm a temperatura ambiente. La curva de
calibracion se construye con diluciones de la solucién de quercetina y los resultados se

expresan como mg de equivalentes de quercetina, EQ, por 100 g de muestra en peso seco, PS.33

Este estudio se corrobora mediante la determinacion de los compuestos antioxidantes por ESI-
UPLC-MS/MS, empleando estdndares de acido fertulico, acido clorogénico, hidrato de (+)-
catequina, (-)-epicatequinca, kaempferol, quercetina, (-)-epicatequinagalato, (-)-
epigalocatequina, (-)-epigalocatequina galato, acido citrico, acido malico, acido tartarico, entre

otros.’3

4.2.6. Carotenoides totales
Uno de los métodos comunmente empleados para la determinacion del contenido total de
carotenoides en una muestra de alimentos proveniente de una fuente vegetal corresponde al
propuesto por Lichtenthaler y Buschmann en 2001.% En este método se tratan a las harinas
obtenidas de las muestras con acetona, a fin de extraer los analitos.** La mezcla con acetona se
centrifuga y el sobrenadante se filtra. A continuacion, se realizan las mediciones de absorbancia
a 661 nm (Aes1), 644 nm (Aess) y 470 nm (As70). Estas lecturas se usan para evaluar la
concentracion de clorofila A (Ca), clorofila B (Cb), y los carotenoides totales (CT), de acuerdo
a las ecuaciones 1, 2 y 3, (Ca, Cb y CT en ng/mL).% Un ejemplo de aplicacion de este método

corresponde al analisis de estos metabolitos en los subproductos de la fruta pequi.*’
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Ca = 11.24445, — 2.04A444 (1)

Ch = 20.13A4g5, — 419446, )

CT = 10004479—190Ca—63.14Cb (3)
214

Este ensayo ha sido corroborado mediante analisis por HPLC usando un arreglo de fotodiodos
como detector. En esta investigacion se usaron como muestras 28 diferentes frutas y vegetales
como manzana, uva, frijoles verdes, brocoli, lechuga, banana, espinaca, naranjas, tomates,
zanahorias, melon, etc. Se emplearon estandares de B — caroteno, B — criptoxantina, luteina,
licopeno y zeaxantina para la cuantificacion por LC. El ensayo descrito no debe ser
sobreestimado, ya que en aquellas muestras con alto contenido en clorofila se presentan ligeros
aumentos con respecto a la cuantificacion por HPLC, debido a posibles solapamientos en las

curvas de absorbancias monitoreadas.®*

4.2.7. Capacidad antioxidante de extractos
Existen dos técnicas que cominmente se emplean para la evaluacion de la capacidad
antioxidante de los metabolitos secundarios, principalmente polifenoles, de muestras
alimentarias de origen vegetal, las cuales corresponde al analisis del poder antioxidante del
reductor férrico (FRAP) y del radical 2,21dinifenil—picihidracil (DPPH). En ambos casos se
estudia como varia la concentracion de un compuesto especifico cuando esta en contacto con

los antioxidantes de la materia analizada.

Por un lado, en el método DPPH, se hace un seguimiento de la disminucion de absorbancia del
radical estable 2,2-difenil-picrilhidracilo, en una soluciéon metanoélica, cuando reacciona con

los antioxidantes. En su forma radical, el DPPH absorbe a 515 nm, pero al reducirse con un
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antioxidante, la absorcion desaparece. Este analisis espectrofotométrico fue propuesto por

Brand-Williams, Cuvelier y Berset.%

Para este método, se emplean los extractos metanolicos descritos para polifenoles totales en
secciones anteriores. En este caso, se agrega un volumen determinado de una solucion DPPH
a las diluciones a partir del extracto de metanol, a fin de obtener diferentes fracciones con
concentraciones conocidas.®> También se prepara una muestra control con agua, metanol y
acetona. En este estudio, se determina el pardmetro ICso, que es la cantidad de muestra seca
requerida para disminuir el 50% de concentracion inicial de DPPH, mediante regresion lineal.

Los resultados se expresan en g de muestra por g de DPPH.#

Por otra parte, en el método FRAP se evalta la capacidad oxidante mediante una reaccion redox
entre un complejo de Fe(III) con los antioxidantes. Especificamente, se determina la reduccion
de un complejo férrico-tripiridiltriazina (TPTZ) a su forma coloreada ferrosa, en presencia del

antioxidante. Este estudio, también espectrofotométrico, fue propuesto por Benzie y Strain.%¢

Asimismo, se usan los extractos metanolicos de los polifenoles totales. A partir de estos, se
obtienen 4 diluciones de variada concentracion. El reactivo FRAP se prepara con una solucion
de TPTZ en HCI, mas una solucion de FeCl3.6H,O y un buffer de acetato de sodio. De esta
forma, se mezclan una alicuota del reactivo FRAP con un volumen fijo de las diluciones, para
dar lugar a la reaccion durante 30 min a 37°C.* Los valores de absorbancia se miden a 595
nm. Para la curva de calibracioén se emplea sulfato ferroso. En este sentido, los resultados se

expresan como pmol de Fe>SOs4 por g de harina.®’

El uso de uno u otro ensayo depende de la matriz de andlisis y la disponibilidad de cada
reactivo. Sin embargo, ambos ensayos se han empleado para analizar extractos de subproductos

como cascaras y semillas de frutos tropicales de forma satisfactoria, correlacionandolos con
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los  metabolitos  secundarios  individuales  determinados por  cromatografia,

principalmente.”-33:49:30.66

4.2.8. Cromatografia liquida
Tal como se ha descrito en los apartados anteriores, los ensayos espectrofotométricos para
estimar el contenido total de ciertos tipos de metabolitos a partir de extractos de las muestras
vegetales (convertidas en harinas), a menudo son sencillos, reproducibles, no requieren grandes
cantidades de reactivos y, en su mayoria, son significativamente rapidos. No obstante, a
menudo son estudios semi-cuantitativos que resumen datos que suelen ser mas complejos y
que solo pueden obtenerse por técnicas mas sofisticadas como las cromatograficas. En estas,
los metabolitos secundarios individuales son separados con mayor selectividad y precision, por
lo que es posible construir un perfil metabolico mas definido y, en el mejor de los casos,

bastante completo.

Consecuentemente, de acuerdo con el alcance de este trabajo de investigacion, la cromatografia
liquida constituiria una técnica importante para analizar los principales metabolitos secundarios
presentes en las cascaras de los aguajes peruanos, y que puede ser complementada con los
ensayos espectrofotométricos descritos. En este sentido, los ensayos colorimétricos suelen ser

validados por este tipo de analisis instrumental.

Anteriormente, se sefialé que la pulpa de aguaje, en general, posee diferentes compuestos
bioactivos que incluso se habian estudiado segun sus actividades farmacologicas. Esta
determinacion constituye el punto de partida esencial para tener una idea de lo que puede
encontrarse también en las cdscaras, probablemente, con mayor contenido de compuestos
antioxidantes, como los que ya se describieron. Freite et al. realizo este recuento de los mas

importantes, que se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Compuestos bioactivos de la pulpa de aguaje.?’

Compuesto Constituyentes

[f—caroteno, o—caroteno, luteina, cis—y—caroteno, trans—y—
Carotenoides caroteno, cis—o—caroteno, cis—o—caroteno, all trans—p—

caroteno y 9—cis—B—caroteno.

Vitamina E Vitamina E
Tocoferoles a—tocoferol, f—tocoferol, y—tocoferol y y—tocoferol.
Vitamina C Acido ascorbico

) Acido quinico, acido cafeico, acido clorogénico, acido
Compuestos fenolicos _ ' . _ _
ferulico, acido p—cumarico y 4cido protocatecuico.

(+)—catequina, (-)—ecatequina, luteolina, apigenina,

Flavonoides » .
miricetina, kaempferol y quercetina.
Acido oleico, acido palmitico, acido linoleico, acido
Acidos grasos estearico, acido miristico, acido linolénico, acido margarico
y acido elaidico.
‘ Stigmasterol, B—sitosterol, campesterol y stigmastan—3,5—
Fitoesteroles

dieno.

Segun la literatura citada en la revision de Freire et al. para la elaboracion de dicha tabla, las
investigaciones que pudieron determinar los compuestos bioactivos han empleado distintos
métodos de cromatografia liquida. En el caso de 4cidos fenolicos, flavonoides y catequinas de
la pulpa, la investigacion correspondiente empled la metodologia UPLC-MS/MS con
ionizacion por electrospray (UPLC-ESI-MS/MS), con experimentos de monitoreo de reaccion
multiple (MRM). Se destaca que el analisis fue rapido (10 min) y con limites de deteccion y
cuantificacion bastante adecuados para la determinacion de estos metabolitos (8.39 — 109.80 y
25.42 — 332.90 pg/mL, respectivamente).®® Por su parte, otra investigacion ha determinado
otros flavonoides presentes en las hojas de la palmera M. flexuosa L.f., como son tricina—7—0—
rutinosida, isocaftosida, nicotiflorina, rutina, orientina e isorientina. En este caso, se empleo

HPLC con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y HPLC-ESI-MS con una columna en
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fase reversa y los analitos fueron corroborados con estandares aislados, mientras que sus
estructuras fueron elucidadas mediante experimentos variados de resonancia magnética nuclear
de proton ('"H — RMN) y de *C (3C — RMN).® Ademas, el andlisis de carotenoides fue
realizado mediante HPLC con detector de arreglo de fotodiodos (HPLC-PAD), usando
también estandares para la identificacion y cuantificacion.”® En adicion, Koolen et al. también
estudio los compuestos fenolicos en el aguaje en Brasil, pero no sino en la pulpa, sino en el
tronco y las hojas. Este analisis fue llevado a cabo mediante UPLC — ESI—- MS/MS, pudiéndose
identificar mediante estandares, trece compuestos fendlicos como (+)—catequina, acido cafeico
hexosido, acido clorogénico, quercetina, narigenina, miricetina, vitexina, scoparina, rutina,

cianidin-3-rutinosida, cianidina-3-glucosida, (-)—epicatequina y kaempferol.”!

Adicionalmente, estudios mediante UPLC-ESI-MS han permitido analizar el contenido de
compuestos fenolicos en cascaras procesadas de frutas tropicales como la palta, pifia, banana,
maracuyd, melon y sandia. Esta investigacion que ya fue citada, puesto que también describian
el uso de los analisis colorimétricos, destaca la identificacion de acido citrico, acido malico,
acido tartarico, hidrato de catequina, epicatequina galato, epicatequina, epicatequina galato y
epigalocatequina, mediante sus respectivos estandares.’? Ademas, Azevedo — Merleiro et al. ha
identificado carotenoides en frutos como acerola (Malpighia glabra L.), camu-camu
(Myrciaria dubia) y pequi (Caryocar brasiliense Camb.), mediante HPLC-DAD y HPLC-MS,
donde se pudieron detectar neoxantina, violxantina, luteina, zeaxantina, rubixantina, cis-
rubixantina, B-criptoxantina, B-caroteno-5,6-epoxido, licopeno, cis-licopeno, a-caroteno, -
caroteno y cis- B-caroteno.”? Otros estudios de flavonoides y carotenoides en frutos tropicales
mediante LC fueron mencionados con anterioridad, sobre todo para la validacion de los

ensayos colorimétricos correspondientes. %264

Por su parte, los taninos tanto hidrolizables como condensados han podido ser analizados

también mediante LC. Extractos de uvas con alcohol y mezclas supercriticas de CO», se
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estudiaron usando HPLC-MS con ionizacién quimica a presion atmosférica (HPLC—APCI-
MS) y HPLC-ESI-MS, y para la elucidacion estructural se llevaron a cabo experimentos de
RMN. Consecuentemente, se pudo determinar proantocianidinas diméricas, proantocianidinas
galoil diméricas, catequinas, epicatequinas, monogaloil glucosa entre otros compuestos

3 Ademas, ciertos taninos hidrolizables, especificamente once galotaninos

fenolicos.”
individuales, fueron identificados por medio de HPLC-DAD en extractos de hojas de la especie
Betula pubescens. Sus estructuras fueron elucidadas mediante analisis por RMN de proton y
carbono 13.4! Asi como estos estudios, diversas investigaciones han demostrado que es posible
la determinacion estructural de los compuestos fenolicos de diferentes matrices vegetal, sobre
todo si se emplean experimentos de 'H-RMN y "*C-RMN como coherencia cuantica Gnica
heteronuclear (HSQC), espectroscopia de mejoramiento nuclear Overhauser (NOESY),
correlacion heteronuclear de multiple alcance (HMBC), entre otros, siempre que la extraccion

y asilamiento pueda optimizarse.’*"
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5. Conclusiones

= El aguaje como fruto posee una gran importancia alimenticia e industrial para la
Amazonia, debido al alto contenido de aceites y compuestos antioxidante, entre otros
nutrientes importantes en su pulpa, tanto para su consumo directo como para la
fabricacion de productos cosméticos o alimentarios procesados.

= El gran consumo de aguaje involucra también grandes cantidades de residuos. A
diferencia de la semilla, la cual se emplea en la elaboracion de artesanias, carbon
ecoldgico o como potencial fuente de carbon activado, la cascara no posee ningun valor
agregado como subproducto; por lo que suele acumularse como basura.

= Los diferentes morfotipos podrian exhibir variaciones en la composicion quimica de
los metabolitos presentes en las distintas partes que constituyen al fruto del aguaje.
Estas variaciones también podrian apreciarse en el aguajillo; por ejemplo, en las
cascaras.

= Actualmente, no se ha encontrado literatura en la que se haya discutido la composicion
quimica de las cascaras de los aguajes peruanos segin sus morfotipos, ni que se hayan
determinado algunos metabolitos secundarios individualmente.

= Lo principales metabolitos secundarios que se han encontrado en céscaras de diversos
frutos tropicales y que podrian encontrarse también en las de los aguajes a analizar
(incluyendo el aguajillo), corresponden a taninos hidrolizables, taninos condensados,
flavonoides, carotenoides y tocoferoles. La mayoria de estos presentan actividad
antioxidante, entre otras propiedades beneficiosas para la salud y prevencion de
enfermedades.

= Diferentes métodos basados en mediciones espectrofotométricas en el rango UV-Vis
permiten estimar el contenido total de polifenoles, taninos hidrolizables, taninos

condensados extraibles y no extraibles, carotenoides y flavonoides mediante la reaccion
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de ciertos reactivos con los metabolitos secundarios en extractos de la materia prima.
Estos métodos se adaptan satisfactoriamente a extractos obtenidos a partir de la harina
de las cascaras de diferentes frutas tropicales.

Los métodos FRAP y DPPH permiten conocer la capacidad antioxidante de estos
extractos, a fin de tener una idea de un potencial uso de las cascaras en alimentos
basados en fibra dietética.

Los diferentes metabolitos secundarios comunes en cascaras de frutas tropicales pueden
determinarse mediante metodologias de cromatografia liquida y sus estructuras puede
ser elucidadas con variados experimentos de 'H-RMN, '*C-RMN, entre otros.

En base al estudio presentado, se considera factible la estimacion del contenido de los
principales metabolitos secundarios presentes en las cascaras de aguajes peruanos
mediante los ensayos espectrofotométricos descritos para polifendlicos, taninos
hidrolizables y condensados (extraibles y no extraibles), flavonoides y carotenoides.
Para ello se debe preparar las harinas correspondientes para los extractos. Asimismo,
seria interesante evaluar la capacidad antioxidante mediante FRAP o DPPH para los
extractos de las harinas de las cascaras de los aguajes.

Las metodologias cromatograficas y por RMN permitirian estudiar de forma mas
precisa la composicion quimica de las cascaras de aguajes peruanos y facilitar la
comparacion entre los distintos morfotipos y aguajillo. En tal caso, }a investigacion de
las cascaras en aguajes podria apuntar a optimizar las extracciones para cada tipo de
metabolitos secundarios. Esto facilitaria la obtencion de fracciones ricas en algunos
metabolitos y podria permitir el aislamiento de algunos compuestos importantes que ya
se usan o podrian usarse en la industria (sujeto a pruebas a adicionales, e.g. taninos

como agentes precipitantes de proteinas o adhesivos).
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