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Resumen

El aguaje (Mauritia flexuosa L. f.) es una de las palmeras mas reconocibles en la Amazonia.
Es una especie ampliamente extendida en los bosques de las turberas tropicales del noreste de
Perti, y constituye un recurso muy importante para las comunidades locales debido a la
comercializacion de su fruto. La pulpa es la parte principal que se consume; en consecuencia,
otras partes como la cdscara no se utilizan y se consideran, esencialmente, residuos. Muchas
investigaciones actuales han mostrado que los compuestos fenolicos conjugados solubles e
insolubles en la fibra dietética de las frutas tienen propiedades prebioticas y otros beneficios
para la salud humana. En este contexto, esta tesis presenta un analisis del perfil de fendlicos
libres (FL) y liberados de sus formas esterificadas (FE), glicosiladas (FG) e insolubles ligadas
a la pared celular (FI) en las cascaras de tres morfotipos de frutos de aguajes provenientes de

la Amazonia peruana: “Color”, “Posheco” y “Amarillo”.

Las céscaras desengrasadas, blanqueadas y liofilizadas fueron extraidas mediante sonicacion
(UAE), seguido de una limpieza por extraccion en fase solida (SPE RP-18) para la remocion
final de contaminantes liposolubles. El extracto crudo limpio se particiond por medio de
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo para la obtencion de la fraccion FL. A partir de
la fase acuosa, se realizé una hidroélisis secuencial, primero acida y luego basica, para conseguir
las fracciones FE y FG, respectivamente. La fraccion FI se obtuvo tras una hidrolisis basica del
residuo solido del extracto. Se llevd a cabo una primera inspeccion del perfil de los analitos
entre las fracciones usando TLC. Luego, los fendlicos se analizaron mediante HPLC-DAD y
GC-MS con 16 estandares de acidos fendlicos y flavonoides. También, se estimo la capacidad
antioxidante (ORAC-PGR) y el contenido total de fendlicos (TPC por Folin-Ciocalteu) en cada

fraccion. Ademas, se midio la fibra dietética total por un método enzimatico-gravimétrico.

Se observd que las cascaras del fruto del aguaje tienen un contenido importante de fenolicos
conjugados solubles e insolubles (ca. 86% del TPC de las cuatro fracciones), con una alta
capacidad antioxidante. Se identificaron y cuantificaron nueve fendlicos mediante HPLC-
DAD. El analisis por GC-MS permitié corroborar estos resultados y sugerir la presencia de
(+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina, implicando un alto contenido de proantocianidinas,
y acido p-hidroxibenzoico, probablemente ligado a lignina. Ademas, se encontr6 que las
cascaras estan constituidas principalmente por fibra dietética insoluble. Estos hallazgos ayudan
a proporcionar una mejor comprension de la funcionalidad de la cascara del fruto del aguaje

como una posible fuente de fibra dietética antioxidante para la suplementacion alimentaria.
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1. Introduccion

1.1.  El aguaje y su aprovechamiento

1.1.1. Descripcion taxondmica y ecoldgica

En Perq, “aguaje” es la denominacion comun de la especie Mauritia flexuosa L.f. También es
llamada “buriti” en Brasil, y “moriche” en Venezuela y Colombia (Rojas etal., 2001).
M. flexuosa L. f. fue una de las primeras palmeras descritas por Linneo en 1781 (Smith, 2015),
y pertenece a la familia Arecaceae, del orden Arecales, subclase Arecidaes, clase Liliopsida y
a la division Magnoliophyta (Cronquist, 1998). El aguaje habita en territorios con climas
tropicales humedos, con una amplia distribucion en el centro y norte de Sudamérica (Smith,
2015). Esta palmera forma extensas asociaciones vegetales, denominadas “aguajales”, las
cuales ocupan areas inundables proximas a rios, lagos, lagunas y pantanos (Rojas et al., 2001).
Otros paises con presencia de aguajales son Ecuador, Bolivia y Guyana (Instituto Tecnoldgico
de la Produccion, 2018). Se ha destacado la importancia ecologica de M. flexuosa al ser la
especie nativa mas abundante en los ecosistemas de turberas amazodnicas del Peru,
almacenando al menos 3.14 billones de toneladas de carbono (PgC), el equivalente a mas de

60 afos de emisiones nacionales de combustibles fosiles (Hidalgo Pizango et al., 2022).

El aguaje posee una mayulscula importancia socioecondémica y cultural para la Amazonia,
debido a los diversos usos que se pueden dar a todas sus partes (Del Castillo et al., 2006).
Particularmente, el fruto, también llamado “aguaje”, es ampliamente consumido como
alimento. Se ha reportado que la cosecha insostenible de este recurso impacta negativamente
en su produccion futura, asi como en el rol ecosistémico que cumplen los aguajales en las
turberas amazonicas (Hidalgo Pizango et al., 2022). El fruto es una drupa eliptica cuya cascara
(exocarpio) estd compuesta por escamas yuxtapuestas con forma de diamante. Estas son
diminutas, duras y de una coloracion rojiza oscura (Niranjana, 2020). Debajo de la cascara se
encuentra la pulpa (mesocarpio), caracterizada por una consistencia suave, y un sabor agrio y
ligeramente dulce (Villachica, 1996). Segiin sea su coloracidon, se pueden reconocer hasta
cuatro morfotipos de aguajes: “Shambo”, con una pulpa rojiza; “Color”, con la superficie roja
y el resto amarilla; “Amarillo”, cuando la pulpa es unicamente amarillo brillante; y “Posheco”,
cuando el color es amarillo palido (Centro de Conservacién Investigacion y Manejo de Areas
Naturales, 2012). El endocarpio, es un tejido fibroso, esponjoso y palido que recubre a una

semilla marrén (Del Castillo et al., 2006). La pulpa representa solo un 10-20% de la masa del



fruto, la cascara un 20%, el endocarpio, 15-30%, y la semilla, 40-45% (Niranjana, 2020). En

la Figura 1 se muestran las partes descritas de un fruto del aguaje.

Figura 1. Partes del fruto del aguaje, Mauritia flexuosa L. f., morfotipo “Amarillo”. A. Frutos maduros con
cascara. B. Frutos con la pulpa expuesta tras el pelado. C. Cascara extraida sin lavar. D. Semillas con y sin
el endocarpio (recubrimiento fibroso palido). (Fotografias propias).

1.1.2. Composicion nutricional del fruto

La pulpa del aguaje es la parte del fruto que se consume usualmente; por lo que gran parte de
la literatura cientifica acerca del aguaje se ha enfocado en esta. Prueba de ello, la Tabla 1
resume la cantidad de publicaciones referentes a cada parte del aguaje dentro de las principales
bases de datos y motores de busquedas internacionales. Estos resultados se obtienen al incluir
descriptores del fruto (“buriti”, “aguaje”, “moriche” o “mauritia flexuosa”), junto con el
nombre de las partes en inglés (“peel”, “shell” o “exocarp”) en los titulos de las publicaciones.
La estructura logica de las busquedas fue, en el caso de la céscara: (buriti OR mauritia OR
aguaje OR moriche) AND (peel OR exocarp OR shell). En algunos titulos es posible encontrar
el nombre de “by-products” para referirse a estudios nutricionales y metabolémicos sobre las
partes que no incluyen a la pulpa per se. De esta manera, es evidente que, en todas estas
plataformas, la cantidad de investigaciones que incluyen a la cascara, endocarpio y semilla son
menores que en el caso de la pulpa solamente. En su mayoria, las publicaciones referentes a
los subproductos son recientes (de 2014 en adelante). Esto demostraria que existe un interés

emergente por estudiar los residuos del aguaje, a fin de entender qué potenciales usos se les

podria adjudicar.

Segun la Tabla 2, la pulpa aporta una importante cantidad de calorias. Ademas, concentra la

mayor cantidad de agua del fruto y es rica en lipidos. La céscara, el endocarpio y la semilla se



destacan por un gran contenido de carbohidratos, distribuidos parcialmente en forma de fibra
dietética. En promedio, la cascara tendria un mayor aporte de este nutriente, seguido del
endocarpio y la semilla. Es menester precisar que estos valores varian debido a los diferentes
cultivares y morfotipos, los cuales no suelen ser detallados en los estudios correspondientes
(Niranjana, 2020). Se sabe que esta variabilidad de los frutos es consecuencia de los diferentes
grados de estrés abidtico de los biomas en los que se desarrollan los aguajes (Candido et al.,

2015; Pereira-Freire et al., 2016)

Tabla 1. Publicaciones internacionales sobre el fruto del aguaje.

3 %
Base de datos/ Numero de resultados

motor de busqueda Pulpa Cascara Endocarpio Semilla Subproductos
Scopus 20 7 3 17 7
Web of Science 15 6 2 15 5
EBSCO Host 12 4 2 11 8
Science Direct 5 2 0 3 2
Google Académico 49 12 5 20 8

*. La busqueda avanzada se realizo en febrero de 2024. El criterio para la contabilizacion fue la aparicion del
nombre de la parte del fruto en el titulo de los trabajos en las principales bases de datos y motores de busqueda.

Tabla 2. Composicion nutricional del fruto del aguaje.

Parametro* Pulpa® Cascara® Endocarpio® Semilla®
Energia (kcal) 592.0-1006.0 377.8-435.8 418.3-437.0 400.1
Humedad (g) 64.5-74.5 3.3-3.4 5.2-5.6 8.3
Fibra dietética (g) 5.89-22.8 50.5-71.8 28.1-64.2 13.4
Proteinas (g) 1.8-3.7 2.16-4.13 2.7-4.8 13.4
Carbohidratos (g) 7.28-36.3 77.5-84.8 73.8-74.2 72.5
Lipidos (g) 10.5-45.7 3.3-12.1 11.5-14.0 0.6
Cenizas (g) 2.1-3.0 6.3 3.6 1.4

* Los valores corresponden a los promedios (por 100 g en base fresca). Se omiten las desviaciones estandares.
a. (Niranjana, 2020)

b. (Cardoso et al., 2020; Pereira-Freire et al., 2022)

c. (Escriche et al., 1999)

El atractivo alimentario de la pulpa, en relacion con su amplio consumo en la Amazonia, podria
explicarse por el perfil de su contenido lipidico. Es sabido que la paltabilidad de los alimentos
es influenciada por el contenido de ciertos 4acidos grasos, los cuales pueden estimular el sistema

hormonal que regula el apetito (Anguah et al., 2017; Erlanson-Albertsson, 2010). El aceite de



la pulpa del aguaje contiene un 75.7% de acido oleico (omega 9), 18.9% de acido palmitico y
el resto de acidos grasos esenciales como el linolénico y araquidonico (omega 6) (Pereira-Freire
etal., 2016). El alto contenido de grasas mono- y poliinsaturadas (ca. 79% versus 21%
saturadas de los lipidos totales, (Candido & Silva, 2017)) hacen que el aceite de aguaje sea
apreciado por la industria nutracettica, puesto que estos tipos de acidos grasos estan asociados
con la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Niranjana, 2020; Pereira-Freire et al.,
2016). La presencia de tocoferoles, compuestos fendlicos y carotenoides en el aceite de aguaje
contribuye a sus potenciales beneficios en la salud, debido a que son metabolitos secundarios
conocidos por sus propiedades bioactivas antioxidantes y antiinflamatorias (Instituto
Tecnoldgico de la Produccion, 2018; Niranjana, 2020). La Tabla 3 resume los principales
compuestos bioactivos encontrados en la pulpa, segun la revision de Pereira-Freire et al. (2016)
acerca de las propiedades nutricionales y actividades farmacoldgicas reportadas para esta parte
del fruto. Se destaca el contenido de carotenoides y tocoferoles ya que son metabolitos

provitamina A (Rodrigues et al., 2018).

Tabla 3. Principales compuestos bioactivos de la pulpa de aguaje.

Compuestos Constituyentes

Carotenoides B-caroteno, a-caroteno, luteina, cis-y-caroteno, trans-y-caroteno, cis-o-

caroteno, cis-0-caroteno, all trans-p-caroteno y 9-cis-p-caroteno.

Tocoferoles a-tocoferol, B-tocoferol, 6-tocoferol y y—tocoferol.
Vitamina C Acido ascorbico
Compuestos fenolicos Acido quinico, acido cafeico, acido clorogénico, acido fertilico, acido

p-cumarico y acido protocatecuico.

Flavonoides (+)-catequina, (-)-epicatequina, luteolina, apigenina, miricetina,
kaempferol y quercetina.

Acidos grasos Acido oleico, acido palmitico, acido linoleico, acido estedrico, acido
miristico, acido linolénico, dcido margéarico y 4cido elaidico.

Fitoesteroles Stigmasterol, B-sitosterol, campesterol y stigmastan-3,5-dieno.

1.1.3. Aprovechamiento del fruto

El aguaje es aprovechado tanto a escala urbano-local, como industrialmente. En la Amazonia
peruana, la pulpa del aguaje es ingerida de forma directa, junto con sal o azucar, como un
aperitivo. También, es consumido en bebidas o postres como mermeladas y helados (Del
Castillo etal., 2006; Diaz et al., 2015; Navarro, 2006). A escala industrial, se formulan

productos alimenticios y cosméticos con potenciales beneficios a la salud humana a partir de



la pulpa. Por ejemplo, se seca o liofiliza para preparar harinas, o se prensa para la extraccion
del aceite para cocinar o formular lociones, jabones y cremas para el cuidado de la piel
(Rodrigues et al., 2018; Smith, 2015). Diversas empresas peruanas como Inkanatura World
Pert Export SAC, Madre Nature® y Rainforest Pharmacy® (Instituto Tecnoldgico de la
Produccion, 2018), y otras internacionales como Natura®, Nutriphitos Cosméticos® y

Pharmakos da Amazoénia® (Smith, 2015) elaboran y comercializan estos productos.

Como resultado de la demanda en el mercado, el aguaje es un cultivo permanente en el Peru.
Se han registrado mas de 5000 hectareas de aguajales en el territorio peruano y la venta de sus
frutos representa el 15-22% de los ingresos familiares (Albujar, 2018; Hidalgo Pizango et al.,
2022). Segun el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI), en los afios 2015, 2016, 2017
y 2018 (Albujar, 2018, 2019; Sifuentes et al., 2017), (no se encontrd informacién en adelante),
la produccion y precio de los frutos de M. flexuosa L. {. tuvieron un aumento importante (Tabla
4). Las principales regiones productoras son San Martin y Loreto, donde se estima que
diariamente se consumen alrededor de 20 toneladas de frutos, abasteciendo a una poblacion de

mas de 400 000 habitantes en Loreto (Smith, 2015).

Tabla 4. Produccion, superficie de cosecha y precio en chacra del aguaje en Perq.

Aio Produccion (t) Superficie (ha) Precio en chacra (S/. /kg)
2015 61804 5090 0.385
2016 63243 5094 0.421
2017 65559 5213 0.460
2018 64543 5025 0.520

Los datos fueron obtenidos del Sistema Integral de Estadisticas Agrarias del MINAGRI (Pert).

Al aprovechamiento en los sectores alimentario y cosmético se suman otras potenciales
aplicaciones del aceite de la pulpa de aguaje. Por ejemplo, se ha usado para sintetizar
nanoparticulas metalicas con aplicaciones metalurgicas (De Souza et al., 2020), asi como para
la elaboracion de biodiesel (Pereira et al., 2017). Frente a este panorama, existen esfuerzos del
Estado peruano para continuar mejorando el cultivo y comercializacion del aguaje. En efecto,
actualmente, el Gobierno Regional de Loreto viene ejecutando el proyecto N°. 2459816
“Aguaje-Loreto”’(Gobierno Regional de Loreto, 2020), en el que se busca mejorar el uso

sostenible de los aguajales y formalizar la cadena productiva de los frutos.

Como consecuencia de este patron de aprovechamiento, la cascara, el endocarpio y la semilla

suelen ser desechados. La acumulacion de estos residuos representa un factor negativo tanto a



nivel ambiental como econdmico para las empresas. Por ejemplo, en Brasil, durante el 2018,
se produjeron 2500 toneladas de cascaras, mientras que, entre semillas y salvado de pulpa, ca.
6000 toneladas (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2018). En contraste, el Peru no
dispone de registros sobre la generacion de dichos residuos, pero se puede sugerir que las
cascaras, junto con los endocarpios y semillas, también corresponderian a un importante

porcentaje de los residuos generados por el aprovechamiento de los frutos.

En comparacion con la cascara, se conocen diferentes maneras de aprovechar la semilla. Los
lugarenos la usan para la fabricacion de artesanias (Centro de Conservacion Investigacion y
Manejo de Areas Naturales, 2012; Del Castillo et al., 2006). Ademas, se emplean en la industria
farmacéutica para la elaboracion de productos a base de crema a partir del aceite extraido, pero
en menor proporcion que la pulpa (Rodrigues et al., 2018). También se ha reportado la
obtencion de carbon activado para la limpieza de aguas contaminadas (Ruiz & Orbegoso, 2019;
Zamora, 2010) y la fabricacion de “carbdon ecoldgico” mediante la mezcla de semillas con fibra
de coco y otros residuos de biomasa. La marca “Ecocarbon®” comercializa este producto como
una alternativa sostenible frente al carbon vegetal en la region San Martin, Peru (Capital, 2018).
Tal aprovechamiento se justifica porque la semilla tiene un alto contenido de materia volatil,
permitiendo asi una temperatura baja de igniciéon, muy conveniente para la combustion y
procesos de pirdlisis de biomasa (Araujo et al., 2022). Esta capacidad para la generacion de
energia también ha sido estudiada con el endocarpio, debido a su alto contenido de holocelulosa

y lignina (Guimaraes et al., 2021).

1.2.  Caracterizacion quimica de cascaras de frutos

Al igual que el aguaje, tipicamente, muchos frutos exdticos pasan por un proceso de separacion
de la pulpa del resto de sus partes para ser aprovechados. La masa de las céscaras y semillas,
como principales subproductos, suelen aproximarse o exceder a lo que corresponde al producto
de valor del fruto (Ayala-Zavala etal., 2011). En tal caso, existe el consenso de que el
desarrollo de una mayor valoracion en el uso de estos residuos podria mejorar la economia del
procesamiento de los frutos. Por ejemplo, varias investigaciones y patentes demuestran que
estas matrices vegetales podrian ser empleadas como fuentes de compuestos nutracéuticos, ya
sean como aditivos funcionales y suplementos alimentarios, o en la formulacion de cosméticos
(Ayala-Zavala et al., 2011). Estos compuestos son precisamente metabolitos secundarios que
emplea la planta para sobrevivir, protegerse e interactuar con el ambiente (Nurdalilah et al.,

2018). Asi, muchas de estas sustancias han mostrado propiedades bioactivas beneficiosas para



la salud como actividad antioxidante, efectos antimicrobianos, capacidad antiinflamatoria y
propiedades antiplaquetarias, utiles en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Ayala-Zavala et al., 2011; Morais et al., 2015; Pan et al., 2007). Se
destacan los compuestos fenolicos, vitamina C, tocoferoles y carotenoides, ademas del gran

contenido de fibra dietética en los subproductos agroindustriales.

1.2.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos forman un amplio y diverso grupo de metabolitos secundarios
sintetizados por plantas superiores. Reciben la denominacion “fénolicos” por la presencia de
grupos fenol en su estructura quimica (Handique & Baruah, 2002). En los sistemas vegetales,
cumplen funciones suplementarias para el ciclo de vida de las plantas, con roles protectores,
alelopaticos y estructurales (Allaith, 2019). Por ejemplo, la presencia de anillos aromaticos
acoplados permite la absorcion de la radiacion UV peligrosa, evitando asi la fotodegradacion
en los cloroplastos (Sanches et al., 2020). Ademas, son potentes antioxidantes, por lo que
pueden evitar la proliferacion de radicales libres; esto es importante ya que previenen el daino
oxidativo en biomoléculas del metabolismo primario (Ayala-Zavala et al., 2011) También
participan en la coloracion de las plantas gracias a los sistemas conjugados de sus esqueletos
bencénicos, permitiendo atraer polinizadores o ahuyentar a especies depredadoras (Dewick,
2009). En adicién, algunos fenolicos son constituyentes monoméricos de la lignina, un
biopolimero que otorga firmeza a los tejidos de soporte (Dewick, 2009). Se sabe también que
pueden unirse a la pared celular, facilitando su conexion, mediante interacciones
intermoleculares, mejorando la rigidez, y funcionalizando estas matrices con propiedades

antibacteriales, antifingicas y antioxidantes (B. Zhang et al., 2020).

Los compuestos fendlicos han sido ampliamente estudiados ya que forman parte integral de
una dieta humana saludable. Se conoce que algunas clases de fenolicos presentan accidén
anticancerigena, antidiabética, neuroprotectora, antimicrobiana y preventiva contra
enfermedades cardiovasculares (CVD) (Ayala-Zavala et al., 2011; Handique & Baruah, 2002;
Robbins, 2003; Sanches et al., 2020). Estas se sustentan principal pero no Unicamente en su
fuerte capacidad antioxidante. Por ejemplo, la actividad reductora para CVD podria estar
relacionada a la reduccion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad, ya que
previenen la disfuncion endotelial, la agregacion y adhesion plaquteria y la proliferacion u

migracion de las células musculares lisas (Sanches et al., 2020).



Los compuestos fendlicos se clasifican esencialmente en &acidos fenolicos, flavonoides,
estilbenos, lignanos, cumarinas y taninos (Dewick, 2009; Nicolas-Garcia etal., 2021).
Biosintéticamente, los compuestos fenolicos son producidos en la ruta del siquimato, donde el
intermediario principal es el acido siquimico, sintetizado a partir de la condensacion aldolica
entre el fosfoenolpiruvato (proveniente de la glucolisis) y la D-eritrosa 4-fostafo (proveniente
del ciclo de la pentosa fosfato o la fotosintesis) (Dewick, 2009; Robbins, 2003). El acido
siquimico se convierte luego en acido corismico, precursor de L-fenilalanina y L-tirosina. Los
esqueletos de carbono de ambos aminoacidos forman las unidades fenilpropilos (CsC3) que dan

origen a la vasta variedad estructural de los fenolicos (Dewick, 2009) (Figura 2).

1.2.1.1.  Acidos fenélicos

Los acidos fenolicos se caracterizan por la presencia de un grupo funcional carboxilo en el
esqueleto fenol. Dentro de estos, se pueden diferenciar acidos hidroxicinamicos, con una
columna vertebral fenilpropilo (CsC3), y acidos hidroxibenzoicos, con una estructura base
fenilmetilo (C¢C1) (Robbins, 2003). La Figura 3 muestra las estructuras quimicas de los
principales acidos fendlicos en plantas. Los mas simples como el acido protocatecuico y galico
se obtienen por reacciones branchpoint a partir del 4cido 3-desihidrosiquimico (Figura 3).
Particularmente, el 4cido galico es susceptible de formar ésteres con polialcoholes, tipicamente
glucosa, dando lugar a los galotaninos (Alvarez & Lock, 1992). Los sustituyentes galoilos de
estos compuestos pueden sufrir oxidaciones, generando radicales que, posteriormente, pueden
acoplarse y producir elagitaninos. Tanto los elagitaninos como los galotaninos son
denominados taninos hidrolizables (Arapitsas, 2012). Otros 4cidos hidroxibenzoicos como el
acido 2,3-hidroxibenzoico y el 4cido salicilico pueden formarse a partir del acido isocorismico.
Asimismo, el acido 4-hidroxibenzoico puede formarse facilmente del 4cido corismico.

(Dewick, 2009; Mustafa & Verpoorte, 2007).
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Figura 2. Ruta del siquimato de los compuestos fenolicos en plantas. Las lineas punteadas indican multiples
reacciones. (Adaptado de Mustafa et al. (2007) y Dewick (2009)).

Por otra parte, la eliminacion del amoniaco de L-fenilalanina y L-tirosina por accion de liasas

genera acido trans-cinamico y p-cumadrico, respectivamente; sin embargo, este ultimo también

es posible de obtenerse a través de la hidroxilacion del primero. Posteriores metilaciones e

hidroxilaciones mediadas por metiltransferasas e hidroxilasas dan origen al resto de 4cidos

hidroxicinamicos como acido cafeico, ferulico y sindpico. Los &cidos hidroxicindmicos

también son puntos de partida para generar acidos hidroxibenzoicos, mediante la escision de la

cadena lateral por el doble enlace. De esta manera, el acido trans-cinamico es un precursor del

acido benzoico, el p-cumarico del 4-hidroxibenzoico, el cafeico del protocatecuico, el ferulico

del vanilico, y el sinapico del siringico. El acido salicilico también puede formarse usando
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como precursor al acido 2-cumarico o al acido benzoico. El &cido 2-cumarico y 2.,4-
dihidroxicinamico pueden continuar reaccionando y dar origen a cumarinas (Dewick, 2009;

Mustafa & Verpoorte, 2007).

Los acidos hidroxicinamicos pueden reducirse a alcoholes mediante reductasas dependientes
de Coenzima A (CoA). El alcohol p-cumarilico, coniferilico y sinapilico se obtienen a partir
del acido p-cumarico, feralico y sindpico, respectivamente. Los acoplamientos oxidativos de
estos dan origen a dimeros denominados lignanos, y multiples reacciones de este tipo permiten

formar lignina, un biopolimero de refuerzo para la pared celular de las plantas (Dewick, 2009).

Los acidos fenolicos pueden formar conjugados con otras moléculas organicas en las plantas.
La esterificacion del acido cafeico con el acido quinico, via formacion del cafeoil-CoA, da
origen al acido clorogénico (Robbins, 2003). Asi mismo, el p-cumaril-CoA puede reaccionar
con el &cido 4-hidroxifenillactico para generar acido rosmadrinico, mientras que la posterior
combinacion del glucdsido del acido sindpico (1-O-sinapoilglucosa) da lugar a la sinapina, otro
éster (Dewick, 2009). La migracion de los fenolicos hacia la matriz de la pared celular permite
su union a proteinas estructurales, celulosa y pectinas, mediante enlaces éster, éter, e incluso
carbono-carbono, formando parte de los denominados fendlicos ligados insolubles (insoluble-

bound phenolics) (B. Zhang et al., 2020).

Figura 3. Estructura quimica de los principales acidos fendlicos en plantas.
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1.2.1.2. Flavonoides

Los flavonoides se caracterizan por tener un nucleo flavan, el cual estd compuesto por tres
anillos: dos bencénicos (A y B) y un pirano (C) en el medio de los dos. Su gran variedad se
debe a las sustituciones con hidroxilos, asi como la posicion del anillo B (Cook & Samman,
1996; Pietta, 2000). Al igual que los estilbenos, tienen su origen biosintético en la unidad
iniciadora p-cumaril-CoA con una extension de cadena integrando tres moléculas de malonil-
CoA (Figura 3). Las reacciones tipo Claisen generan anillos aromadticos a partir de la cadena
lateral del policétido formado, dando lugar a chalconas, precursores de los flavonoides. Las
flavanonas son producidas inicialmente y pueden experimentar reacciones oxidativas para dar
origen a flavonas o dihidroflavonoles. De estos lltimos se pueden obtener flavonoles, flavan-
3-oles y antocianinas, en una secuencia de reacciones redox (Dewick, 2009). En la isoflavonas,
el anillo bencénico, unido por un enlace C-C, ha migrado al carbono adyacente del pirano
(Cook & Samman, 1996; Dewick, 2009). La Figura 4 muestra algunas estructuras quimicas de
los principales flavonoides presentes en sistemas vegetales, mientras que la Figura 5 muestra

la ruta de conversion del eridictiol en las diferentes variantes de los flavonoides derivados.

Una alta proporcion de flavonoides estan presentes naturalmente como glucosidos solubles
(Sanches et al., 2020). Los conjugados de este tipo contienen carbohidratos como D-glucosa,
L-ramnosa, glucoramnosa, galactosa y arabinosa (Cook & Samman, 1996). No obstante, los
flavonoides también pueden formar ésteres con otros compuestos; por ejemplo, la (-)-
epicatequina galato se produce a partir de la condensacion entre (-)-epicatequina (flavonoide)
y acido gélico (4cido fendlico). Estos conjugados fendlicos se acumulan en las plantas en

respuestas de ciertos estresores abioticos (Sanches et al., 2020).
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Figura 4. Estructura quimica de los principales flavonoides en plantas.
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Figura 5. Ruta de conversion del eridictiol en sus flavonoides derivados. Las lineas punteadas

indican multiples reacciones. (Adaptado de Dewick, 2009).
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1.2.2. Fibra dietética, compuestos fendlicos y microbiota intestinal

Los subproductos agroindustriales tales como las cascaras y las semillas suelen ser ricos en
fibra dietética. Estos, mediante un adecuado procesamiento, pueden convertirse en aditivos que
impliquen beneficios econdmicos a la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, debido
a las propiedades funcionales de la fibra dietética en relacion a la salud humana y a la

modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los productos (Ayala-Zavala et al., 2011).

La definicion mas reciente y aceptada es la elaborada a través del Comité del CODEX sobre
Nutriciéon y Alimentos para Regimenes Especiales (CCNFSDU de la FAO), desde el 2009.
CODEX define a la fibra dietética como un conjunto de polimeros de carbohidratos con diez o
mas unidades monoméricas, los cuales no son hidrolizados por las enzimas endogenas del
intestino delgado humano. Estos compuestos pueden corresponder a polimeros de
carbohidratos obtenidos del material alimentario crudo, mediante medios fisicos, enzimaticos
0 quimicos, y que han mostrado efectos fisioldgicos en beneficio de la salud, y a polimeros de
carbohidratos sintéticos (e. g., afiadidos a los alimentos) que también hayan demostrado efectos
positivos a la salud (AOAC, 2012). La fibra dietética total (TDF) de un alimento puede
dividirse en fibra dietética insoluble (IDF), fracciéon que no puede disolverse o precipita en
agua, y soluble (SDF), fraccion que puede mantenerse soluble en ésta, pero que puede
precipitar en alcohol. Los componentes principales de la IDF son la celulosa, incluyendo la
celulosa microcristalina y en polvo agregada, la lignina, la hemicelulosa insoluble, la
hemicelulosa soluble atrapada en matrices lignoceluldsicas, y el almidon resistente. Por otra
parte, la SDF integra a las hemicelulosas solubles no atrapadas en matrices lignoceluldsicas,
las pectinas nativas, los hidrocoloides y los oligosacaridos no digeribles, como derivados de la

inulina (fructooligosacaridos) (Nielsen, 2017; Vaclavik & Christian, 2008).

El consumo de fibra dietética esta inexorablemente asociado a la microbiota intestinal humana
y genera efectos positivos en la salud con relacion a la reduccion de la inflamacion (Fu et al.,
2022). Se sabe que un régimen nutricional alto en fibra modula la composicion y
funcionamiento de las comunidades microbianas del colon, dando lugar a cambios
fisiopatoldgicos en el hospedero (F. Zhang et al., 2022). Las bacterias productoras de acidos
grasos de cadena corta (SCFA) son uno de los taxones que aumentan consistentemente en el
organismo tras el consumo de alimentos ricos en fibra dietética (F. Zhang et al., 2022). Asi, la
reduccion en el consumo de fibra dietética ha contribuido a la epidemia global de obesidad,

diabetes tipo 2 y otros desordenes metabdlicos y enfermedades cronicas (Fu et al., 2022).
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Recientemente, se ha encontrado que gran parte de los fendlicos en frutos, vegetales y cereales
estan unidos covalentemente a la pared celular en los materiales vegetales ricos en fibra
dietética. Estos conjugados no pueden ser hidrolizados facilmente en el intestino delgado, por
lo que los fenodlicos son liberados por las enzimas hidroliticas de la microbiota intestinal. Los
fenolicos no absorbidos y sus derivados en el colon han mostrado propiedades “prebioticas”
sinérgicas a las actividades modulatorias conocidas de la fibra dietética. La ingesta de estos
conjugados podria influir selectivamente en el perfil microbiano del colon y regular la salud
del hospedero gracias a sus efectos preventivos contra el dafio oxidativo y la inflamacién (Loo

et al., 2020; Martinez et al., 2017; Mithul Aravind et al., 2021; Rodriguez-Daza et al., 2021).

Por ejemplo, un estudio en células Caco-2 ha revelado que los fendlicos insolubles ligados de
las cascaras de Citrus maxima, ricas en (+)-catequina, (-)-epicatequina, acido clorogénico,
cafeico y elagico, rutina, quercitrina y quercetina, pueden inhibir la actividad de la
hidroximetilglutarilo-CoA (HMG-CoA), mientras se incrementan las actividades de glutation
reductasa y glutation peroxidasa. Esto sugiere que tales fendlicos podrian apoyar en la
proteccion del colon contra la degeneracion oxidativa, pues se ha visto que la inhibicion de la
HMG-CoA es clave para el control de la hipercolesterolemia, una condicion asociada al estrés
oxidativo en tejidos de ratas (Ademosun etal., 2017). También se ha reportado que los
oligosacaridos feruloilados del salvado de maiz fueron mas efectivos en la proteccion contra el
estrés oxidativo que lo visto para el acido feralico libre, al mostrar una mayor capacidad de
barrido de radicales libres para mitigar el dafio por H20O2 en células PC 12, una linea celular de

feocromocitoma de ratas muy usada para evaluar farmacos neuroprotectores (Yao et al., 2014).

Asimismo, se ha reportado una importante cantidad de taninos condensados, proantocianidinas
oligoméricas y flavan-3-oles en la cascara y la pepa de nueces, los cuales mostraron efectos
prebioticos y actividades antimicrobianas contra bacterias patogénicas en el intestino (Mithul
Aravind et al.,, 2021). Se encontr6 también que las proantocianidinas de las uvas estdn
asociadas al crecimiento de la especie Akkermansia muciniphila y a la regulacion de sus
actividades metabdlicas. Esta especie ha demostrado apoyar a la salud del colon contraviniendo
la inflamacion intestinal y la diabetes tipo 2 en estudios in vivo (Tomdas-Barberan & Espin,
2019). Adicionalmente, se ha visto que las bacterias probiodticas como Lactiplantibacillus
plantarum, L. paraplantarum y L. pentosus pueden expresar enzimas capaces de metabolizar
taninos (e. g., tanasas y galato descarboxilasas) para la obtencion de fenolicos involucrados en
el metabolismo de la glucosa y, por ende, con efectos en el desarrollo y tratamiento de la

obesidad (Sugizaki & Naves, 2018; Ueda et al., 2014). Se han reportado otros efectos de los
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fenolicos libres y conjugados en relacion a la quimioproteccion, hepatoproteccion,
antidiabetes, antiobesidad y antiinflamacion (Manach et al., 2004; Mithul Aravind et al., 2021;
Shahidi & Yeo, 2016; Z. Wang et al., 2020; B. Zhang et al., 2020). Finalmente, la Figura 6
resume la ruta digestiva de los fendlicos conjugados hasta su llegada al colon, desde donde

despliegan sus propiedades beneficiosas reportadas.

Figura 6. Proceso digestivo de los fendlicos conjugados en el organismo humano. Se destacan sus
propiedades beneficiosas para salud. (Tomado de Wang et al. (2020)).

1.2.3. Antecedentes de estudios en la cascara de aguaje

En la tltima década, se han publicado contados articulos en relacion a la cascara de aguaje,
principalmente de frutos provenientes de Brasil. Uno de los primeros corresponde al de
Tauchen et al. (2016), en el que los extractos metanolicos de la pulpa y cadscara de aguaje,
obtenidos mediante Soxhlet, se analizaron por UHPLC-MS/MS y se evaluaron sus actividades
antioxidantes y antiproliferativas (Tauchen et al., 2016) Pereira-Freire et al. (2018) obtuvieron
extractos metandlicos de la céscara, semilla y pulpa, por maceracion y llevaron a cabo los

analisis de los compuestos por HPLC-DAD, corroborando la presencia de algunos flavonoides.

En el 2019, el equipo de Resende et al. evalud las harinas de los subproductos del aguaje,
referidos al salvado de la pulpa, céscaras y semillas. En este estudio, se realizaron ensayos
espectrofotométricos para la determinacion del contenido total de fendlicos, proantocianidinas
no extraibles y carotenoides, y se analiz6 la capacidad antioxidante mediante ensayos FRAP

(poder antioxidante reductor férrico) y DPPH (capacidad de eliminacion de radicales 2,2-
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difenil-1-picrilhidrazilo) (Resende et al., 2019). Se concluyé que las harinas de la cascara y el
salvado de pulpa presentan un alto contenido de fendlicos extraibles y no extraibles con una
importante capacidad antioxidante. Rudke et al. (2019) optimizaron un método de extraccion
verde para la céscara de aguaje y lo compararon con el método Soxhlet llevado a cabo por
Tauchen et al. (2016). Este procedimiento consistié en una extraccion liquida presurizada
(PLE) usando etanol en vez de metanol. Dichos extractos se analizaron por HPLC-ESI-MS/MS
y se lograron identificar, ademés de algunos flavonoides mayoritarios ya reportados, siete
nuevos compuestos fenolicos con relacion al aguaje. Aunque la extraccion empleada en este

estudio fue mas rapida y ecoamigable, no se obtuvo un alto rendimiento de extraccion.

En 2021, Rudke et al. compararon la extraccion por UAE, Soxhlet y PLE y reportaron que la
UAE con etanol acuoso permitié una mayor extraccion de fendlicos totales y una mayor
capacidad antioxidante (ABTS, capacidad de eliminacion de radicales del acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). En la Tabla 5 se hace un resumen de estos trabajos,

destacando los compuestos fenolicos identificados.

De acuerdo a lo anterior, segin los alcances de esta investigacion, escasos estudios han
analizado el contenido de fenolicos en las céscaras de aguajes peruanos. Dentro de los trabajos
recientes, se ha visto que el enfoque comun es la extraccion directa de los fendlicos; sin
embargo, tal como se describio, muchos de estos estarian mas bien en formas conjugadas, tanto
solubles como insolubles, requiriendo asi tratamientos hidroliticos para su liberacion.
Asimismo, no se han encontrado estudios en los que se contraste el contenido de los
metabolitos secundarios de esta parte del fruto entre sus diferentes morfotipos. En este sentido,
el presente trabajo apunta a complementar el perfil metabolomico de este subproducto y
producir un primer analisis comparativo entre morfotipos, integrando un abordaje de hidrdlisis
secuencial que permita obtener una imagen mas completa de los compuestos fendlicos
presentes en el exocarpio de este fruto amazonico. Asi, se buscard responder a la pregunta de
investigacion: ;como es el contenido de compuestos fendlicos libres, conjugados e insolubles
que podria contribuir al uso de la cdscara de aguaje (Mauritia flexuosa L.f.) como potencial
fuente de fibra dietética funcional? Esto constituiria una justificacion util para plantear nuevas
interrogantes en relacion al probable beneficio que supondrian las cascaras como fuente de
fibra dietética con propiedades antioxidantes, ademas de la actividad prebiotica ya reportada,

para la suplementaciéon humana.



17

Tabla 5. Antecedentes en el analisis de metabolitos secundarios en céscaras de aguaje.

Autores Método de Técnicas de
(afio de iy separacion y/o Metabolitos secundarios identificados Otros estudios
s extraccion ‘s
publicacion) deteccion
(Tauchen Metanol- UHPLC-ESI- Acido cafeico, clorogénico, p-cumarico,  Actividad antioxidante
etal.,,2016)  Soxhlet MS/MS galico, saliciclico, sindpico, siringico y y antiproliferativa.
vanillico; apigenina, (-)-epicatequina,
hesperetina, kaempferol, luteolina,
morina, miricetina, naringenina,
quercetina, apigenina-7-glucésido,
luteolinia-7-glucosido, naringenina-7-
glucosido, quercetina-3-arabinosa,
naringina, isoquercitina, rutina,
pterostilbeno, resveratrol y acido anisico.
(Pereira- Metanol- HPLC-DAD Acido protocateuico, quercetina, Actividad
Freire et al.,  maceracion apigenina y catequina y epicatequina. antioxidante.
2018)
(Resende Metanol y Espectrofotometria - Actividad antioxidante
etal.,2019) acetona- UV-Visible y contenido total de
maceracion fendlicos extraibles,
proantocianidinas no
extraibles y
carotenoides.
(Rudke Etanol- HPLC-ESI- Acido cafeico, clorogénico, galico, Actividad antioxidante
etal.,,2019) PLE MS/MS protocatecuico, salicilico, sinapico, y contenido total de
siringico, vanillico y p-cumarico; fendlicos y
apigenina, catequina, epicatequina, carotenoides.
isoquercetina, kaempferol, miricetina,
quercetina, rutina, vitexina, resveratrol,
elagico*, aromadentrina*, chisina*,
hispidulina*, taxifolina*, vanillina* y
umbeliferona*.
(Rudke Etanol y Compuestos identificados en Rudke et al.  Actividad antioxidante
etal.,,2021)  metanol- (2019) + fustina, galangina, isoorientina, y contenido total de
Extraccion pinocembrina; acido p-aminobenzoico, 4-  fenodlicos.
presurizada hidroximetilbenzoico y mandélico.
liquida
(PLE),
Soxhlet y
UAE

Los fenolicos que se identificaron en mas de uno de los estudios de cascaras de los frutos del aguaje se muestran en negrita.

* Compuestos fenolicos que fueron por primera vez en relacion al aguaje.

PLE: extraccion presurizada liquida. UAE: extraccion asistida por ultrasonido. HPLC o UHPLC-ESI-MS/MS: cromatografia
liquida de alta performance o ultra alta performance acoplada a un espectrometro de masas en tindem con ionizacién por
electrospray.
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2. Objetivos

2.1.General

Analizar el contenido de compuestos fendlicos en la cascara de tres morfotipos de aguaje
(Mauritia fluexosa L.f.) provenientes de la region San Martin — Peri como potencial fuente de

fibra dietética funcional.
2.2.Especificos

e Establecer un protocolo optimizado de extraccion total de compuestos fenolicos
mediante extraccion asistida por ultrasonido a partir de la cascara blanqueada,
liofilizada y desengrasada de aguaje.

e Establecer un protocolo de hidrodlisis secuencial para la obtencién de fracciones
correspondientes a compuestos fenolicos libres y liberados de sus formas esterificados,
glicosilados y ligadas insolubles de la céscara de aguaje.

e Disefiar un método analitico para el estudio cualitativo y cuantitativo de las fracciones
hidrolizadas de compuestos fendlicos mediante GC-MS y HPLC-DAD.

e Comparar el contenido total de fenolicos, la capacidad antioxidante y el contenido de
fibra dietética soluble e insoluble de la cadscara de los morfotipos de aguaje “Color”,
“Amarillo” y “Posheco”.

e Comparar los perfiles de las fracciones hidrolizadas de los compuestos fenolicos en la

cascara de tres morfotipos de aguaje.
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3. Parte experimental

3.1.Materiales

3.1.1. Material vegetal

Los frutos analizados fueron de los morfotipos “Color”, “Amarillo” y “Posheco” y se
obtuvieron gracias al sefior Pablo Vera, integrante de la Asociaciéon de palmicultores de
Pasamayo — Yantalo, ubicado en el Centro Poblado Pasamayo, del distrito Yantalo, en la
provincia Moyobamba, del departamento San Martin, Peru. El acceso a las mas de seis
hectareas de aguajales fue posible por medio del ingeniero Santiago Casas Luna, decano de la
Facultad de Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional de San Martin - Moyobamba, y
lider del Proyecto de Conservacion y Manejo Sostenible del Aguaje (Figura 7).

Figura 7. Imégenes del lugar de recoleccion de los frutos del aguaje. A. Sefior Pablo Vera,
productor de aguajes (izquierda) y el Dr. Santiago Casas Luna (derecha). B. Vista de una parte
de los aguajales en el Centro Poblado Pasamayo, Yantalo, Moyobamba — San Martin, Peru.
(Fotografias propias).

Los ejemplares sanos, inmaduros y con dimensiones similares fueron dispuestos en bolsas de
rafia. Cada bolsa contenia ca. 30-50 ejemplares por morfotipo. El material fue enviado de
Moyobamba a Lima por via terrerestre. Al llegar, los frutos fueron limpiados manualmente
para retirar suelo y otros residuos, y se seleccionaron en base a la integridad del exocarpio,
i. e., sin la presencia de partes desprendidas. Estos se dejaron madurar a temperatura ambiente
(20°C), protegidos de la luz solar, tal como se suele hacer en los poblados donde se
comercializan. Los frutos maduros se caracterizan por el desprendimiento de la cascara al

presionar su superficie.
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3.1.2. Solventes

Millipore (Massachusetts, EE. UU.)

e Agua purificada (Milli-Q®, Tipo 1)

J. T. Baker (New Jersey, EE. UU.)

e Etanol (grado HPLC)

e Metanol (grado HPLC)

e Acetonitrilo (grado HPLC)

e n-hexano (grado PA)

e Acetato de etilo (grado PA)

e Acetona (grado PA)

¢ Diclorometano (grado HPLC)

e Eter de petrdleo 40-60 °C (grado PA)

Merck (Darmstadt, Alemania)

o Fter dietilico (grado PA)

3.1.3. Reactivos

J. T. Baker (New Jersey, EE. UU.)

Acido clorhidrico (36.5-38 %)
Hidroxido de sodio (98.2 %)
Acido acético (99.9 %)
Sulfato de sodio (99 %)

Sigma-Aldrich (Missouri, EE. UU.)

Benzaldehido (99.0%)

Kit de ensayo de fibra dietética TDF-100A (o-amilasa termostable de Bacillus
licheniformis, proteasa de Bacillus licheniformis, amiloglucosidasa de Aspergillus
niger, y Celatom™ lavada con 4cido)

Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (99.5 %)

Acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- carboxilico (trolox, 97.5 %)

Dihidrocloruro de 2,2’-azobis(2-metil-propionamidina (97 %)



e Rojo de pirogalol

e Acido galico (> 97.5 %)

e Acido vanilico (97 %)

e Acido siringico (> 95 %)

e Acido sinapico (> 98 %)

e Acido fertlico (99 %)

e Acido cafeico (> 98 %)

e Acido p-cumarico (> 98 %)

e Acido clorogénico (> 95 %)

e Miricetina (> 96 %)

e Hidrato de (+)-catequina (> 98 %)

e (-)-epicatequina (= 90 %)

e Galato de (-)-epicatequina (= 95 %)
e Cloruro férrico hexahidratado (98 %)
e N-trimetilsilil-N- metil trifluoroacetamida (> 98.5 %)

e Estandar de calibracion de alcanos C8-C40

Acros Organics (Geel, Bélgica)

e Acido protocatecuico (97 %)

Merck (Darmstadt, Alemania)

e Acido dietilendiaminotetraacético (> 99 %)
e Reactivo del fenol segiin Folin-Ciocalteu

e (Carbonato de sodio (> 99.9 %)

e Fosfato monobasico de sodio (> 99 %)

e Extran® MA 01

e Tris(hidroximetil)-aminometano (99.9 %)
e Acido trans-cindamico (> 99 %)

e Quercetina (> 95 %)

Scharlau (Barcelona, Espaiia)

e Acido trifluoroacético (99.5 %)
e Acido formico (> 98 %)
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Riedel-deHaén (Seelze, Alamania)

e [ (+)-acido ascorbico (99.9 %)
e Acido benzoico (99.9 %)

Mallinckrodt (Dublin, Irlanda)

e Fosfato dibasico de sodio (99.5 %)

Alpha Resources (Michigan, EE. UU.)

e Acido dietilendiaminotetraacético (EDTA, Certified Reference Material)
e Ayuda de combustion COM-AID solid (Combustion Aid)

3.1.4. Gases

Linde (Callao, Peri)

e Nitrogeno (grado UHP)
e Helio (grado UHP 5)

3.1.5. Materiales e instrumentos
3.1.5.1.Materiales

Merck (Darmstadt, Alemania)

e Cartuchos SPE LiChrolut® RP-18 (40-60 um, 500 mg, 3 mL, polipropileno)

e Cromatofolios de aluminio con silica gel 60 F2s4

Kimble Chase (New Jersey, EE. UU.)

e Crisoles Gooch con frita (30 mL, tipo C, 40-60 um)

Agilent Technologies (California, EE. UU.)

e Columna de HPLC RP-18e LichroCart® (250 mm x 4 mm, 5 pum)
e Columna de GC HP-5 (30 m x 0.320 mm, 0.45 pm)

3.1.5.2.Instrumentos

Ohaus (Ciudad de México, México)

e Balanza analitica AX224



Labconco (Kansas, EE. UU.)

e Liofilizador Lyph Lock 4.5

IKA-Works Inc. (North Carolina, EE. UU.)

e Agitador vortex MS1
e Molino analitico Basic A1l

e Agitador orbital Basic KS-130

Branson (Wisconsin, EE. UU.)

e Baiio de ultrasonido 5800

Bachofer GmbH & Co. KG (Reutlingen, Alemania)

e Centrifuga D-7410

Waters-Millipore (Massachusetts, EE. UU.)

e Sistema de distribucion de vacio para SPE “Manifold” Sep Pak Vaccum

Biichi (Flawil, Suiza)

e Evaporador rotatorio Rotavapor® R-110 con bafio de calentamiento

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EE. UU.)

e (alentador de bloque seco DryBath Stdrd 4blck 200-240V

Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co. KG (Berlin, Alemania)

e Medidor de pH Calimatic 766

3.1.6. Equipos de analisis

Thermo Electron Corporation (New York, EE. UU.)

e Espectrofotémetro ThermoSpectronic Genesys 6

Bio-Tek Instruments, Inc. (Vermont, EE. UU.)

e Lector de microplacas ELx800

23
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LECO Corporation (Michigan, EE. UU.)

Analizador elemental de C y N CN TruMac Series

Agilent Technologies (California, EE. UU.)

Cromatdgrafo HPLC 1260 Infinity II Vial Sampler con bomba cuaternaria acoplado a
un detector DAD (equipado con una lampara de deuterio y otra de tungsteno).

Cromatografo GC 7890B acoplado con espectrometro de masas con cuadrupolo Agilent

Technologies® 5977B

3.1.7. Programas

El registro, visualizacion y preprocesamiento de los datos se realizdé mediante los programas:

VISIONIite v. 2.1. (Thermo Electron Corporation): para las mediciones
espectrofotométricas en el rango UV-Visible con cubetas.

KC Junior (Bio-Tek Instruments, Inc.): para mediciones espectrofotométricas en el
rango visible con microplacas.

OpenLab CDS ChemStation LC (Agilent Technologies): para el control y revision de
las separaciones cromatograficas por HPLC-DAD.

MSD ChemStation F.01.00.1903 (Agilent Technologies): para el control y revision de
las separaciones por GC-MS.

AMDIS v. 2.70: para la visualizacion y preprocesamiento de las separaciones por GC-
MS. Integra la biblioteca NIST 2011 v. 2.0g.

ChemDraw (PerkinElmer) v. 20.1.1.125: para la representacion grafica de estructuras

moleculares.

El procesamiento estadistico de los datos se efectué mediante el lenguaje de programacion R-

4.3.1 en el entorno de desarrollo RStudio 1.4.1717. En particular, para las comparaciones de

promedios se us6 ANOVA vy la prueba post-hoc de Tukey, usando un nivel de significancia de

a = 0.05. Adicionalmente, se uso el software estadistico JMP® Pro 14.0.0 (SAS Institute Inc.)

para el analisis del disefio experimental elaborado para el estudio de las condiciones de

extraccion cruda de las cascaras.
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3.2.Métodos

3.2.1. Acondicionamiento y pretratamiento de muestras
3.2.1.1.Seleccion y pelado

Los frutos maduros seleccionados fueron lavados con agua de cafio y detergente liquido neutro
con ayuda de una esponja suave. Esto se realiz6 a fin de retirar la mayor cantidad de restos de
suciedad adheridos. Luego se enjuagaron con agua destilada, se secaron con papel absorbente
y se eligieron aleatoriamente algunos ejemplares para el registro de sus dimensiones y su masa.
El pelado de los frutos consisti6 en la extraccion manual de las cascaras diminutas con ayuda

de una espatula. Durante este proceso se minimizo el arrastre de pulpa.

3.2.1.2.Blanqueo y liofilizacién

Inmediatamente después, las céascaras recién separadas fueron blanqueadas mediante un
blanching del tipo HTST (High Temperature — Short Time) (Abu-Ghannam & Jaiswal, 2015).
Para ello, se sumergieron en agua Milli-Q® a 75°C y se incubaron por 3 min. Rapidamente, al
término de este tiempo, las cascaras se colocaron en agua Milli-Q® a 1 °C dentro de un bano
de hielo por 2 min. Luego, se dispusieron en un colador y se lavaron con agua de cafio a presion,
con el fin de retirar la mayor cantidad de pulpa adherida. Luego, se lavaron tres veces con agua
destilada y, después, con agua Milli-Q® otras tres veces a temperatura ambiente. Se prosiguio
con un secado rapido con papel absorbente. En seguida, las cascaras blanqueadas se congelaron
con nitrégeno liquido y se liofilizaron por 4 dias a -44 °C y < 33 mbar. Estas se conservaron

recubiertas con papel aluminio en bolsas de polietileno a -20°C hasta su uso.

3.2.1.3.Molienda y desengrasado

La molienda de las céscaras blanqueadas y liofilizadas se realizé inmediatamente antes de cada
extraccion cruda. Para ello, se us6 un molino analitico por 1 min. La harina resultante continu6
por un pretratamiento de “desengrasado”, el cual consistié en eliminar la mayor cantidad de
compuestos liposolubles usando n-hexano. Se usé una relacion igual a 1: 20 (m/v) en tubos de
centrifuga de vidrio de 15 mL. Seguidamente, la extraccion por sonicacion a maxima potencia
(40 kHz) se realizd por 30 min a temperatura ambiente. Luego de eliminar el sobrenadante
amarillo por centrifugacion (2500 rpm por 5 min), se efectudé un segundo desengrasado bajo
las mismas condiciones (desengrasado sucesivo). Tras eliminar el segundo sobrenadante, las
cascaras se dispusieron sobre papel filtro grueso y se dejaron secar bajo campana a temperatura

ambiente. Inmediatamente, las cdscaras se usaron para la extraccion cruda.
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3.2.2. Extraccion e hidrolisis secuencial
3.2.2.1.Extraccion cruda y limpieza final

La extraccion cruda se realizo por triplicado para cada uno de los morfotipos de los frutos. Se
pesod 0.5 g de harina de cascaras liofilizadas, blanqueadas y desengrasadas en un tubo de
centrifuga de vidrio de 15 mL. Esta masa se mezclo con 5 mL de metanol acuoso al 80 % (v/v),
dando una relacién muestra/solvente de 1: 10 (m/v). La mezcla se purg6 con un flujo de N> y
se agitd con vortex. Luego se extrajo mediante UAE a 60°C a 40 kHz por 60 min. Al término,
el tubo se centrifugd a 2500 rpm por 5 min y se colectd el sobrenadante. Se procedié a una
segunda extraccion bajo las mismas condiciones y se combinaron los dos sobrenadantes

(extraccidn cruda sucesiva). El extracto resultante rojizo (8 mL) se filtré al vacio con GF/A.

A continuacion, se realizo un paso final de limpieza por extraccion en fase solida (SPE RP-18),
a fin de eliminar las sustancias liposolubles que podrian haber quedado en el extracto anterior.
En un sistema de distribucion de vacio o manifold, se acondicion6 un cartucho RP-18 (40-60
um, 500 mg, 3 mL) con 5 mL de metanol y 5 mL de agua Milli-Q®, y se sec6 con un flujo de
Nz. Luego se hizo pasar el extracto y se colectd la fraccion no retenida. En seguida, se lavo el
cartucho con 2 mL de metanol al 80 %, de tal manera que la fraccion de lavado se combine con
la fraccion anterior. Asi, se obtuvo el extracto crudo limpio, el cual se purgd con un flujo de

N2 y se almacend a -20°C. El residuo sélido se conservo bajo las mismas condiciones.

3.2.2.2.Hidrolisis secuencial y particion

Dado que los fendlicos pueden estar en forma soluble, ya sea como fendlicos libres o
conjugados (ésteres o glucosidos), e insoluble, como ligados a la pared celular, se realizé un
fraccionamiento del extracto crudo limpio y del residuo s6lido mediante una hidrolisis
secuencial. Este abordaje fue adaptado de los procedimientos descritos en la literatura

(Ambigaipalan et al., 2016; Krygier et al., 1982; Lou et al., 2020; B. Wang et al., 2016).

3.2.2.2.1. Fendlicos libres

El extracto crudo limpio (10 mL) se concentrd por rotaecvaporacion hasta los 2 mL, de tal
manera que se haya eliminado el metanol (bafio a 45°C, refrigerante a 4°C, 200 mbar). Para la
obtencion de la fraccion de fenolicos libres (FL), se acidificd 1 mL del extracto crudo acuoso
concentrado, hasta un pH 2 con HCI 6 M, y se particiond con acetato de etilo por tres veces,
usando una relacion de 1: 1 (v/v) cada vez (extraccion liquido-liquido, LLE). Los

sobrenadantes se combinaron y se secaron a través de una columna de sulfato de sodio anhidro
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con GF/A. El acetato de etilo se evapord con flujo de nitrogeno a temperatura ambiente y el
extracto seco se redisolvio en 1 mL de metanol (con benzaldehido 80 ug/mL como estandar
interno (IS)). Esta fraccion se filtré con PTFE 0.45 um, se colect6 en viales ambar de 1.5 mL

de HPLC-DAD, se purgo6 con N» y se guardaron a -20°C hasta su andlisis posterior.

3.2.2.2.2. Fendlicos esterificados

La fase acuosa de la particion para la obtencion de FL (1 mL) se purgd con N: para eliminar el
volumen remanente de acetato de etilo. Se agreg6 2 mL de NaOH 4 M (10 mM de EDTA y 1%
de ascorbato (m/v)). Esto dio una relacion de fase acuosa/solucion hidrolitica de 1: 2 (v/v)). La
mezcla se purgd con N> y se dejo reaccionar sin luz y con agitacion por 4 h a temperatura
ambiente. Seguidamente, el hidrolizado alcalino se acidific6 a pH 2 con HCl 6 M y se obtuvo
una mezcla anaranjada. Se extrajeron los fendlicos liberados mediante particion con acetato de
etilo por tres veces, usando una relacion de 1: 1 (v/v) en cada extraccion. Los sobrenadantes
combinados se secaron, evaporaron, redisolvieron, filtraron y almacenaron de manera similar

a lo descrito para FL; de esta manera se obtuvo la fraccion de fendlicos esterificados (FE).

3.2.2.2.3. Fendlicos glicosilados

La fraccion de fendlicos glicosilados (FG) se obtuvo tras la hidrdlisis acida de la fase acuosa
resultante de la particion para la obtencion de FE (4 mL). Esta se purgo con un flujo de N; para
eliminar el acetato de etilo remanente y se combiné con 0.5 mL de HCI 6 M, (relacion de fase
acuosa/solucion hidrolitica igual a 8: 1 (v/v)). La mezcla se purgd con N2 y se dejo reaccionar
sin luz a 75 °C por 1 h. A continuacidn, se particiond con acetato de etilo y los sobrenadantes

se procesaron similarmente a lo descrito para las fracciones anteriores.

3.2.2.2.4. Fendlicos ligados insolubles

Finalmente, la fraccion de fendlicos ligados insolubles se obtuvo mediante la hidrdlisis alcalina
del residuo solido de la extraccion cruda (0.5 g). Para ello, se agregdé 6 mL de NaOH 4 M (10
mM de EDTA y 1% de ascorbato (m/v)). Esto dio una relacion de residuo sélido/solucion
hidrolitica de 1: 12 (m/v)), se purgd con N> y se dejo reaccionar sin luz y con agitacion orbital
por 4 h a temperatura ambiente. La mezcla resultante se acidific6 con HCl 6 M hasta un pH 2
y se tomo una alicuota de 1 mL. Con este volumen, se procedi6 a extraer los fendlicos liberados
mediante particién con acetato de etilo por tres veces, empleando proporciones iguales en cada
particion (1:1 (v/v)). La fase acuosa se descartd, mientras que los sobrenadantes se procesaron
de forma similar al del resto de fracciones. Todos los pasos descritos hasta aqui se resumen en

el diagrama de flujo de la Figura 8.



Frutos maduros

2. Lavado
3. Pelade

v 3

| Pulpas y semillas | | Cascaras

¢ 1. Blangueo

Descarte

2. Lavado
3. Liofilizaciin

Cascaras liofilizadas

Descarte

rrasado con n-hexano

(UAE, 1:20 m/v, RT. 30 min, x2)

Céscaras
desengrasadas

Extraccion con MeOH
(UAE, 1:10 m/v, 60 °C, 60 min, x2)

28

Extracto crudo

metandlico

Extract
acu

A

0 crudo

0

1. SPE RP-18
2. Evaporacion de MeOH

1050

1. pH 2 (HCL 6 M)
2. LLE con EtOAc (1:1 v/v, x3)

Fase orginica

1. Secado con Na, SO,

2. Evaporacion de EIOA¢
3. Redisolucién en MeOH
4. Filiracion con 0.45 um

A,

Fraccién de
Fendlicos Libres

Fase orginica

Fraccion de Fendlicos
Esterificados

Fase acuosa

1. Hidrdlisis con NaOH 4 M
(10 mM EDTA, 1% ascorbato,
1:2 /v, RT, 4 h)

2. pH 2 (HC1 6 M)

3. LLE con EtOAc (1:1 v/v, x3)

1. Secado con Na, SO,

2. Evaporacion de FtOAc
3. Redisolucion en MeOH
4. Filtracién con 0.45 pm

Residuo
Hidrolisis con NaOH 4 M
Sobrenante

(10 mM EDTA, 1% ascorbato,
1. pH 2 (HCl 6 M)

1:12 m/v, RT. 4 h)
2. LLE con EtOAc (1:1 /v, x3)

Residuo

Descarte

Fase orgdnica

A
Fraccién de Fenélicos
Ligados Insolubles
Fase acuosa

1. Hidrélisis con HC16 M
(Bl viv, 7T5°C, 1 h)
2. LLE con EtOAc (1:1 /v, x3)

A4

Fase organica

A,

Fraccién de Fendlicos
Glicosilados

1. Secado con Na, SO,
2. Evaporacion de E10Ae
3. Redisolucion en MeOH
4. Filtracion con 0.43 pm

Fase acuosa

Descarte

Fase acuosa

Descarte

Figura 8. Flujograma para la obtencion de fracciones de fendlicos de cascaras de aguajes. UAE
= extraccion asistida por ultrasonido; RT = temperatura ambiente; SPE-RP18 = extraccioén en
fase solida con cartuchos RP-18; LLE = extraccidn liquido-liquido.

3.2.3. Analisis espectrofotométricos

3.2.3.1.Contenido total de fendlicos

El contenido total de fenolicos (TPC) de los extractos y fracciones se determind mediante el

ensayo Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1998; Waterhouse, 2005). Este método colorimétrico

se basa en la reduccion de oxidos de tungsteno (VI) y manganeso (VI) en presencia de

compuestos fenolicos en medio alcalino, con lo que se forma un complejo azulado
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[(PMoW1104)*], cuya absorbancia a 760 nm estd linealmente correlacionada con la

concentracion total de los analitos reductores (Margraf et al., 2015; Waterhouse, 2005).

El ensayo se realizd en microtubos de centrifuga de 2 mL. En cada uno se agreg6 20 uL del
blanco (metanol), estandar, extracto o fraccion (con diluciones convenientes) y se combind con
1580 pL de agua y 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu. Luego de agitar por vortex por un par
de segundos, se dejo reposar a temperatura ambiente por al menos 1 min y, sin pasar de los 8
min, se agregd 300 uL de Na,COs al 20% (m/v). Tras agitar en vortex, el microtubo se dejo
incubando por 2 h en un bloque de calentamiento a 25°C sin presencia de luz. Posteriormente,
el contenido se vertié en una cubeta de polipropileno de 1 cm y se registrd la absorbancia a
760 nm. Para la curva de calibracion se usaron soluciones metanolicas de acido galico (100-
1400 pg/mL). E1 TPC se expres6 como mg equivalentes de 4cido galico por gramo de muestra

seca (mg GAE/g DW), mediante la interpolacion de la absorbancia en la curva de calibracion.

3.2.3.2.Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (AC) de los fenolicos puede determinarse mediante el ensayo
ORAC. En este se mide la habilidad de un extracto, el cual contiene a los analitos antioxidantes,
para transferir &tomos de hidrogeno a radicales peroxilo (ROO-), generados a partir del AAPH
(dihidrocloruro de 2,2’-azobis(2-metil-propionamidina)) por termolisis en medio acuoso.
Particularmente, se uso6 la variante del método ORAC-PGR, en el que se emplea PGR (rojo de
pirrogaloilo) como sonda colorimétrica. El procedimiento fue adaptado del método 2012.03 de
la AOAC (Ortiz et al., 2012), y de otros estudios (Pozo-Martinez et al., 2022; Y. Wang et al.,
2017). Este ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos, donde el volumen final de la mezcla
fue de 250 pL. Para las diluciones y el blanco (control negativo) se uso buffer de fosfato (75
mM, pH 7.4). Se utilizo6 trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman2-carboxilico) como

estandar (40-200 uM en cada pocillo) para la construccion de la curva de calibracion.

La mezcla de reaccion se prepardé combinando primero 150 pL de PGR 8.3 uM con 50 pL de
muestra, estandar o blanco. Inmediatamente antes de realizar las lecturas, se agregé 50 pL de
AAPH 50 mM (preincubado a 37°C por 30 min). De esta manera, las concentraciones finales
de PGR y AAPH en cada pocillo fueron 5 uM y 10 mM, respectivamente. Para el control
positivo no se agregd AAPH, mientras que para las muestras fue necesario realizar diluciones.

Se monitored la disminucidn de la absorbancia a 570 nm (A) cada 60 s durante 180 min.

Para la cuantificacion, primero se calcularon las absorbancias relativas en cada minuto (A/Ao),

i. e., con respecto al valor de la absorbancia inicial (Ao). Luego se estimaron las areas debajo
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de las curvas de A/Ay versus el tiempo (AUCpruta) sSumando todos los valores de A/Ao (0-180
min). Los valores AUChprita se corrigieron restando la AUC del blanco: AUCheta = AUChruta —
AUChlanco. Los valores de la AC de los extractos se interpolaron empleando las AUCheta en la
curva de calibraciéon (AUCne versus concentracion). En este sentido, los resultados se

expresaron como pmoles equivalentes de trolox por g de masa seca (umol TE/g DW).

3.2.4. Analisis enzimatico-gravimétrico

El procedimiento para la determinacion de fibra dietética soluble (SDF) e insoluble (IDF) fue
elaborado a partir del método 991.43 (AOAC, 1995) y 985.29 de la AOAC (AOAC, 1990).
Adicionalmente, se tuvo como referencia una comparativa entre el método de 1995 versus la
mas reciente actualizacion de la AOAC (2011.25) (AOAC, 2012) (Garcia-Amezquita et al.,
2018). En general, el método se basa en la digestion enzimdtica de muestras por duplicado de
alimentos secos y desengrasados con a-amilasa termoestable, proteasa y amiloglucosidasa para
la remocion de almidones y proteinas. Primero, el digestato enzimatico es filtrado y el residuo
solido es lavado con agua caliente, secado y pesado; asi se consigue IDF. Segundo, SDF se
obtiene al precipitar el combinado del filtrado y los lavados con alcohol; luego se filtra, seca y

pesa. Los valores de IDF y SDF se corrigen con el contenido de proteinas, cenizas y blanco.

Inicialmente, los crisoles de filtracion (30 mL, tipo C, 40-60 um) se acondicionaron dejandolos
en un horno de mufla a 525°C por 5 h. Tras enfriarse, se sumergieron por 1 h en Extran® al
2% a temperatura ambiente. Luego se enjuagaron con agua de cafo, agua destilada y acetona,
y posteriormente se dejaron secando en una estufa a 70°C por 30 min. Seguidamente, tras
enfriarse en un desecador, se agrego 0.5 g de celita en cada uno y se dejaron a 130°C por 1 h.
Luego de enfriarse, se colocaron en un desecador para posteriormente registrar su masa. Por su
parte, las cascaras de los frutos del aguaje blanqueadas, liofilizadas y desengrasadas se dejaron
secar por 1 h a 50°C, y se almacenaron en papel aluminio dentro de una bolsa de polietileno.
Para la digestion enzimaética, se uso el kit TDF-100A (Supelco®). La determinacion de IDF y

SDF se realizé usando el promedio de 3 réplicas del ensayo con cada morfotipo de aguaje.

Se pesaron por duplicado 0.5 g de muestra en tubos de ensayo de 50 mL y se agregaron 20 mL
de buffer MES/TRIS (MES 0.05 M, TRIS 0.05 M, pH 8.3). Se prepararon también dos blancos
(solo buffer). Luego de agitar, se adicionaron 25 pL de la soluciéon de a-amilasa termoestable
y se agitd con vortex. Los tubos recubiertos con papel aluminio se dejaron incubando a 95°C
por 15 min bajo agitacion periodica. Al término, los tubos se dejaron a 60°C dentro de un bafio

de agua. Se agregaron 5 mL de agua Milli-Q® para lavar las paredes internas y se adicionaron
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50 uL de proteasa recientemente preparada (50 mg/mL en buffer MES/TRIS). Luego, se dejo
incubar por 30 min a 60°C con agitacion continua. Al término, se agregd 2.5 mL de HCI
0.56 M y se ajusto el pH a 4-4.7 con NaOH 1 M. Finalmente, se adicion6 directamente 150 pL.

de amiloglucosidasa y se dejo incubando a 60°C por 30 min con agitacién continua.

En primer lugar, se determiné IDF. Se humedeci¢ y redistribuyo la cama de celita en su crisol
respectivo previamente tarado, usando 5 mL de agua Milli-Q®. Se emple6 vacio para generar
una estera uniforme del material. Se filtré el digestato enzimatico con un kitasato, se enjuagd
cada tubo y se lavo el residuo dos veces con 5 mL de agua Milli-Q® a 60 °C. El filtrado y los
lavados se combinaron y se transfirieron a un vaso de precipitados de 600 mL y se reservo para
la determinacion de SDF. Rapidamente, se lavo el residuo con 5 mL de etanol al 78% (v/v),
etanol al 95% (v/v) y acetona usando vacio. El crisol con el residuo de fibra y celita se secaron
toda la noche a 105°C. Luego de enfriar, el crisol se conservd en un desecador por 1 h y se

calcul6 la masa del residuo por sustraccion con la masa del crisol con la celita seca.

En segundo lugar, para SDF, se adicionaron cuatro voliumenes de etanol al 95% a 60°C (ca.
150 mL) a la mezcla del filtrado y los lavados de IDF. Se usaron algunas porciones del alcohol
para enjuagar el kitasato. Seguidamente, se dejo precipitar a temperatura ambiente por 1 h y se
procedio con la filtracion y secado en el crisol similarmente a lo descrito para IDF, empezando

por humedecer y redistribuir la celita con 5 mL de etanol 78% a temperatura ambiente.

La correccion del contenido de cenizas se realizé con los duplicados de IDF y SDF una vez
secos y pesados. Se incinerd el residuo por 5 h a 525 °C, se enfrid en un desecador, se peso y
se sustrajo la masa del crisol y celita seca para determinar las cenizas. La correccion de
proteinas se realizd con el otro residuo, mediante combustion en un analizador de N y C
(LECO®). Para ello, se pesaron por duplicado 0.2 g del residuo (mezcla de fibra dietética con
celita), y se combinod con una cantidad suficiente de 6xido de aluminio (Combustion aid). Se
us6 EDTA como estandar para la determinacion de N. Las proteinas totales se calcularon como

N x 6.25. Finalmente, se usaron las siguientes ecuaciones para estimar SDF e IDF:

e Determinacion del blanco (B) en mg:

BR, + BR,
=T 5 s — Ap

BR, y BR, (mg) corresponden a los residuos para las determinaciones del blanco

duplicado; y Pz y Ay (mg) de la proteina y cenizas, respectivamente, de los duplicados.
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e Determinacion de fibra dietética (DF = IDF o SDF) en g/100 g:

w_p_A_B

DF = M, ¥ 7, x 100

2

R; y R, (mg) corresponden a los residuos de las muestras duplicadas; P y A (mg) a la

proteina y cenizas, respectivamente, de los residuos; B (mg) es el blanco; y M; y M,

(mg) son las muestras iniciales. La fibra dietética total (TDF) es igual a IDF + SDF.

3.2.5. Analisis cromatograficos
3.2.5.1.Analisis por TLC

El andlisis por TLC se realizd en placas de aluminio con silica gel 60 Fas4. Estas fueron
recordadas con un largo de 10 cm y un ancho conveniente. Se lavaron con metanol y activaron
a 110 °C por 1 h. Para la separacion de los compuestos fendlicos, se us6 una mezcla de
diclorometano: acetato de etilo: acido férmico: metanol (65: 20: 10: 5 v/v) como fase movil.
Ademas, se us6 una mezcla o pool de 16 estandares (acido trans-cinamico, benzoico, ferulico,
vanilico, sindpico, p-cumarico, siringico, cafeico, protocatecuico, galico y clorogénico, y
quercetina, miricetina, (+)-catequina, (-)-epicatequina y galato de (-)-epicatequina, 50 pg/mL
de cada uno), para la identificacion preliminar de los analitos, y se calcularon los factores de
retencion (Rf) de cada banda. El volumen de aplicacion del pool y las muestras fue 20 y 50 pL,
respectivamente. La visualizacion de las placas se realizé bajo luz UV (254 y 366 nm) y con

una solucion metandlica FeCls al 5% (m/v) en spray calentandolas a 110 °C sobre una plancha.

3.2.5.2.Analisis por HPLC-DAD

La separacion de los fendlicos se realizd en un cromatdégrafo HPLC Agilent Technologies®
1260 Infinity II Vial Sampler, acoplado a un detector DAD. La Tabla 6 resume los parametros
para la obtencion de los cromatogramas y espectros UV-Visible de cada sefial. Todos los
estandares y muestras se filtraron con PTFE 0.45 pm antes de cada inyeccion (autosampler).
Para el anélisis de los fendlicos se emplearon soluciones estandar de 16 analitos (once acidos
fenolicos y cinco flavonoides) en metanol, (los mismos indicados en la seccion 3.2.5.1.) Estos
se mezclaron y se obtuvieron diferentes diluciones (pools) para elaborar una curva de
calibracion de cada estandar en siete concentraciones convenientes (0.2-125 pg/mL). Se agrego
en cada pool una alicuota de benzaldehido (IS, concentracion final de 80 pg/mL). La

visualizacion general de los cromatogramas se realiz6 a 280 nm.
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Tabla 6. Parametros para la separacion de fendlicos por HPLC-DAD (RP).

Parametro Descripcion
Columna RP-18e LichroCart® (250 mm x 4 mm, 5 um)
Temperatura 35°C
Volumen de inyeccion 20 pL
Fase movil A: Agua con TFA 0.1%
B: ACN con TFA 0.1%
Flujo de fase movil 1 mL/min
Gradiente de elucion B: 52a20% en 35 min — 20% a 25% por 15 min — 25% a

30% por 5 min — 30% a 70% por 4 min — 70% por 5 min
— 70% a 5% por 1 min — 5% por 10 min.

Tiempo de elucion: 59 min
Tiempo total (incluido lavado): 75 min

Longitudes de onda de deteccion 230, 254 y 280 nm (sin referencia)

Espectros UV-Visible 190 — 400 nm

La identificacion de los fendlicos se realizo mediante comparacion de los tiempos de retencion
y los espectros UV-Visible de los picos en las fracciones y los pools. Asimismo, se analizo la
selectividad de la separacion mediante la pureza de pico (peak purity) en los cromatogramas.
Para ello, se eligid como espectro objetivo al espectro promedio, ya que permite obtener
informacion mas completa sobre las posibles impurezas (Stahl, 2003). Los espectros de los
picos se analizaron entre 210 y 400 nm para evitar aportes del ruido en longitudes de onda
cercanas al cut off de los solventes (< 200 nm) y en las que no hay absorcion (> 400 nm).
Particularmente, se eligio un umbral de pureza de pico de 950, i. e. aquellos picos que tuvieron
un valor de pureza superior a 950, se consideraron puros (espectralmente), de manera similar

a otros estudios (Flores et al., 2017; Kuppusamy et al., 2018; Pérez-Jiménez et al., 2008).

Para la cuantificacion, las curvas de calibracién se construyeron a partir de las areas de los
picos de los estandares con respecto al area del pico del IS, versus los pg inyectados del
fenolico. Mediante analisis de regresion lineal simple, se evaluo la linealidad de las curvas con
el coeficiente de determinacién (R?) y su semejanza al R? ajustado, y se inspeccioné el valor p
de cada modelo para conocer su significancia estadistica. La concentracion de los fendlicos en
las muestras se estimoé con la interpolacion de los valores de la relacion del area de pico del

fenolico con respecto al area del pico de benzaldehido en las curvas de calibracion. Se
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promediaron los resultados de tres réplicas y se calculo la desviacion estandar. La exactitud del
método se estimo en base al porcentaje de recuperacion con tres niveles de enriquecimiento o
spiking (7, 12 y 15 pg de cada estandar por g DW) en una muestra de cascaras del morfotipo
“Color”. Esta muestra se procesd para obtener la fraccion de FL. Se estimo6 el porcentaje de
desviacion estandar relativa (% RSD) en tres réplicas del analisis de recuperacion para conocer
la precision del método. Finalmente, se determinaron los limites de deteccion (LOD) y
cuantificaciéon (LOQ) considerando la relacion senal/ruido (S/N) del pico del analito
(International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human - European Medicines Agency, 2006). Asi, LOD y LOQ se

definieron como la concentracion minima cuando S/N es igual a 3: 1 y 10: 1, respectivamente.

3.2.5.3.Analisis por GC-MS

El andlisis por GC-MS se realiz6 utilizando los productos de la derivatizacion de los fendlicos
con N-trimetilsilil-N-metil trifluoroacetamida (MSTFA). El protocolo se elaboré tomando
como referencia trabajos similares (Ahmad et al., 2016; D’ Acunha-Sandoval, 2015; Proestos
et al., 2006). En esta derivatizacion, los hidrogenos labiles de los hidroxilos se reemplazan por
grupos trimetilsililo (-Si(CH3)3); de tal manera que los derivados posean menores polaridades

que los fendlicos per se, y puedan ser separados en un columna de silice por GC-MS.

Se agregaron 100 pL de muestra, (pool de estandares o fracciones) en un inserto de vidrio de
250 pL dentro de un vial de cromatografia de 1.5 mL. Luego se evapor6 a sequedad con un
flujo de N> y se agregd 10 uLL. de MSTFA. Se mezclo en vortex y se incubd a 60°C por 30 min
en un bloque de calentamiento seco. Tras enfriar a temperatura ambiente, se adicion6 90 pL de
diclorometano para conseguir un volumen final de 100 pL. Las muestras derivatizadas se
inyectaron (autosampler) en un cromatografo de gases Agilent Techonologies® 7890B
acoplado con un espectrometro de masas con un cuadrupolo Agilent Techologies® 5977B. Las

condiciones de analisis de los fenolicos trimetilsililados se resumen en la Tabla 7.

Para la identificacion, se compararon los tiempos de retencion (tr), los indices de retencion
(RI), y los patrones de fragmentacion de los picos en los cromatogramas (7otal Ion
Chromatogram, TIC) de las muestras con respecto a la separacion de 16 estdndares fenolicos
(descritos en 3.2.5.2), cuyas concentraciones en el pool estuvieron entre 10-120 p/mL. Ademas,
usando la biblioteca NIST (2011, version 2.0g) y la literatura, se propusieron otros fendlicos

en las muestras. Durante el analisis, se usaron los valores de S/N, la pureza de los picos y las
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areas de las senales en los TIC. Para el calculo de los RI se us6 una mezcla de n-alcanos C8-

C40 estandares y se empleo6 la siguiente formula:

tpi — t
RI =100 x (—~—F~

+2)
tr(z+1) — tRrz

tgr; es el tiempo de retencion del pico de la muestra, tg, del pico del n-alcano anterior al pico
de la muestra, tg(,41) del pico del n-alcano posterior al pico de la muestra, y z es el nimero de

carbonos del n-alcano cuyo pico es eluido antes del pico de la muestra.

Tabla 7. Parametros para la separacion de fendlicos trimetilsililados por GC-MS.

Parametro Descripcion

Columna HP-5 (30 m x 0.320 mm, 0.45 pm)

Temperatura de inyeccion 250 °C

Volumen de inyeccion 1 ulL

Split Ratio 10:1

Flujo 1 mL/min

Gradiente de temperaturas 80 °C por 4 min — 80 a 220°C a 10°C/min
— 220 a310°C a 20°C/min — 310 °C por
10 min.

Tiempo total: 32.5 min

Espectrometro de masas Solvent delay: 4 min
Energia de ionizacion: 70 eV
Interfase: 280°C
35-1000 m/z
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4. Resultados

4.1.Descripcion morfolégica de los frutos

Los morfotipos seleccionados para este estudio presentan variaciones morfoldgicas evidentes.
Segtin la Tabla 8, la masa de los morfotipos “Amarillo” y “Posheco” es significativamente
mayor que de “Color”. Los aguajes “Posheco” son méas alargados, con un didmetro similar a
“Color”, siendo los frutos “Amarillo” los mas anchos (Figura 9). En general, los tres
morfotipos poseen exocarpios rojizos oscuros; no obstante, las “escamas” de los aguajes
“Amarillo” son méas protuberantes, a diferencia de “Posheco”, cuya superficie es mas lisa. El
morfotipo "Color” presenta una pulpa anaranjada, mientras que ‘“Posheco”, de un color
amarillo palido con ciertas regiones oscurecidas (Figura 9). La Figura 10 muestra las cascaras
blanqueadas y liofilizadas antes y después de molerlas. Se aprecia que el color de la harina de
las cascaras del morfotipo “Color” es ligeramente mas intenso que la del “Posheco”, siendo
ambas anaranjadas; mientras que la del “Amarillo” es més amarillenta. En general, se obtuvo
un rendimiento promedio de cdscaras blanqueadas y liofilizadas de ca. 5% con respecto a la

masa himeda de los frutos.

Tabla 8. Masa y dimensiones de los frutos del aguaje segiin morfotipo.

Morfotipo Masa (= SD g) Longitud (= SD cm) Diametro (= SD cm)
Amarillo 64.04 +3.862 51.51+£0.34? 4432 +0.89%
Color 45.82+1.21° 48.98+1.02° 38.96+0.86°
Posheco 60.20+1.122 64.46+0.98° 40.40 £ 0.69 °

Los superindices con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa (o = 0.05),
mediante la prueba de Tukey entre los promedios para 5 ejemplares de los morfotipos.
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Figura 9. Ejemplares de morfotipos de los aguajes analizados. Arriba: con cascara. Abajo: sin
cascara.

Figura 10. Muestras de cascaras analizadas segin el morfotipo de aguaje. Arriba: antes de la
molienda. Abajo: después de la molienda.
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4.2.Evaluacion de parametros analiticos

4.2.1. Técnicas analiticas
4.2.1.1.Calibracién para contenido total de fendlicos

La curva de calibracion de acido galico usada para la estimacion del contenido total de
fendlicos (TPC) en las muestras se presenta en la Figura 11. El modelo de regresion lineal
simple ajustado muestra un alto grado de ajuste a los datos, con un alto coeficiente de
determinacion (R?), muy similar al R? ajustado (R?.qj). Ademas, el valor p es mucho menor al

nivel de significancia (a=0.05); por ende, el modelo es significativo.

Figura 11. Curva de calibracion de acido galico mediante el método Folin-Ciocalteu. Se
muestran los intervalos de confianza (sombreado) y de prediccion (lineas punteadas) al 95% de
confianza. Las barras de error reflejan las desviaciones estandar de los promedios (n=3).

4.2.1.2.Calibracién para capacidad antioxidante

La curva de calibracion de trolox para el ensayo ORAC-PGR se muestra en la Figura 12. Las
curvas de disminucion de la absorbancia relativa A/Ao caen adecuadamente dentro de la region
delimitada por las curvas de control positivo y negativo Figura Al (ver Anexos). Ademas, la
curva del control positivo se mantiene constante. Asi, se realiz6 un analisis de regresion similar

a lo explicado 4.2.1.1. y se obtuvieron valores de R?, R%q; y p adecuados.
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Figura 12. Curva de calibracion de trolox mediante el ensayo ORAC-PGR. Se muestran los
intervalos de confianza (sombreado) y de prediccion (lineas punteadas) al 95% de confianza.
Las barras de error reflejan las desviaciones estandar de los promedios (n=3).

4.2.1.3.0ptimizacion para TLC

Para la realizacion del analisis por TLC definitivo de los fendlicos se probaron diferentes fases
moviles, volimenes de aplicacion y agentes de visualizacion. En las pruebas se us6 una mezcla
de los 14 estandares (70 pg/mL de cada fendlico), ya que el 4cido benzoico y galato de (-)-
epicatequina se consiguieron posteriormente. Los solventes probados fueron acetato de etilo
(A), acido acético (AA), cloroformo (C), diclorometano (D), éter dietilico (E), acido férmico
(F), metanol (M), acetona (N), tolueno (T) y agua (W). Los volumenes de aplicacion evaluados
fueron de 10, 30, 50 y 100 pL. También se compard la revelacion de las placas con soluciones
metanolicas al 5% (m/v) de FeClz y AICl3, y la solucion acuosa de Na,COs al 5 % (m/v), (con
un calentamiento posterior a ca. 110 °C sobre una plancha), segln la literatura (Agatonovic-

Kustrin et al., 2021; Somaroo et al., 1973; K. Wang et al., 2009).

La Tabla 9 resume las mezclas empleadas para la eleccion de la fase movil. Se calculd el indice
de polaridad (PI) y la fuerza de solvente (SS), a partir de los valores individuales de cada
sustancia, para lograr un mejor ajuste de la composicion de la fase movil. Se buscéd que los
valores de PI y SS sean lo més cercanos a 3.70 y 0.40, respectivamente, segin las buenas
separaciones conseguidas por Dominguez-Rodriguez et al. (2021). Ademas, se contabilizo el

total de bandas obtenidas, ademds de la diferencia maxima y minima de los valores de Rf
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registrados en los analisis con cada mezcla de solventes, de manera que puedan servir como

parametros para evaluar la resolucion de las separaciones.

Las bandas obtenidas en las pruebas se apreciaron suficientemente definidas con 20 uL de
mezcla de los estdndares, mientras que para las fracciones de fenolicos fue necesario aplicar
50 pL. Tal como se aprecia en la Tabla 9, si bien los ajustes de PI y SS permitieron mejores
separaciones, la eleccion de los solventes y las proporciones influyen de manera critica en la
resolucion. Asi, se decidi6 optar por la mezcla DAFM, la cual permitié obtener nueve bandas
de los 14 fenolicos usados, siendo una fase movil ligeramente mas polar que la sugerida por

Dominguez-Rodriguez et al. (2021) y con mayor selectividad en la separacion.

De las tres propuestas para el agente de visualizacion, FeCls al 5% fue la mejor ya que permitid
observar hasta diez bandas con tonalidades verdosas, azuladas y violetas, mientras que Na;CO3
al 5% solo mostr¢ siete bandas, con colores amarillentos, rojizos y violetas, y AICIz solamente
2 bandas amarillentas. El fondo con FeCls al 5% se pinta de mostaza, lo cual podria también
dificultar la visualizacion de algunos colore; aun asi, se decidid elegir esta solucion para los
analisis definitivos por TLC. La Figura 13 muestra la separacion de los 16 estdndares de
fendlicos (P) tras aplicar el agente de visualizacion FeCls al 5% en metanol, y bajo luz UV a
254 y 366 nm. También se muestran los Rf de las bandas obtenidas. La identificacion se realizo
con cada uno de los estdndares individuales. El 4cido benzoico coeluye con el 4cido cinamico,

mientras que el galato de (-)-epicatequina puede discriminarse como una banda tinica adicional.
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Tabla 9. Parametros para la eleccion de la fase movil para la TLC de fendlicos.

Ef:ssveﬂ P”’p(‘;g““es Referencia P FS N':e‘;g;’aa;‘adsas ARfmix  ARfmin
CMF 85:15:1 Propuesto 449 047 4 0.232 0.029
CAF 6:3:1 Propuesto 438 0.37 4 0.471 0.114
AWF(AA) 100:27:11:11 Propuesto 0 - -
CANF 4:3:2:1 Jesionek et al. 458 040 6 0.210 0.020

(2015)(Jesionek

et al., 2015)
TAFM 45:40:10:5  Domiguez-Rodriguez 3.70  0.40 8 0.738 0.012

et al.

(2021)(Dominguez-

Rodriguez et al.,

2021)
EANF 5:3:1:1 Propuesto 383 041 3 0.05 0.030
DANF 6:3:1:1 Propuesto 390 041 5 0.277 0.064
DAFM 65:20:10:5  Propuesto 3.75 041 9 0.810 0.023

ARfiax se calcula a partir de los factores de retencion (Rf) de la banda mas alejada y la mas cercana a la zona de aplicacion
de la mezcla de estandares en la placa TLC, respectivamente. AR, refiere a la diferencia minima encontrada entre
los valores de Rf de la separacion a 254 nm.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de TLC para evaluar la remocion de sustancias de baja
polaridad y liposolubles de las c4scaras. Se probaron tres mezclas para la fase movil: HEF (n-
hexano: éter dietilico: 4cido férmico = 80:20:2 (v/v)) (William & Xialin, 2012), PE(AA) (éter
de petrdleo (40-60°C): éter dietilico: acido acético = 84:15:1 (v/v)) (The Rockerfeller
University, 2022), y HE(AA) (n-hexano: éter dietilico: acido acético = 75: 25: 1 (v/v))
(Freeman & West, 1966). La muestra de prueba fue un extracto concentrado del desengrasado
de las céascaras de aguajes “Color”. De las tres mezclas, PE(AA) y HE(AA) mostraron una
buena separacion de los constituyentes liposolubles, siendo la primera la que resolvio una
mayor cantidad de bandas (Figura 14). Estos componentes podrian ser ésteres de colesterol,
triacilgliceroles, acidos grasos libres, diacilgliceroles, colesterol libres y fosfolipidos, pero
también, dado el color amarillo de la ultima banda cercana al frente de la fase mdvil, habria un
contenido importante de carotenoides en las cdscaras. En consecuencia, se decidié usar la

mezcla PE(AA) como fase movil en las evaluaciones del desengrasado de las muestras.
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Figura 13. TLC de una mezcla de 16 estandares fendlicos. Se us6 la mezcla DAFM
(diclorometano: acetato de etilo: ac. formico: metanol = 65: 20: 10: 5 (v/v)) como fase movil. P =
pool de estandares. Se reportan los valores de Rf de los estdndares fenolicos: CIN = ac. trans-
cinamico; BEN = 4c. benzoico; FER = ac. ferulico; VAN = 4c. vanilico; SIN = 4c. sinapico; CUM
= ac. p-cumarico; SIR = 4c. siringico; QUE = quercetina; CAF = 4ac. cafeico; PRO = 4ac.
protocatecuico; MIR = miricetina; GAL = 4c. galico; CAT = (+)-catequina; EPI = (-)-epicatequina;
ECG = galato de (-)-epicatequina; CLO = ac. clorogénico.

Figura 14. TLC para la evaluacion del desengrasado de las céscaras con n-hexano. Las marcas
se realizaron durante la visualizacion a 254 nm. Las bandas marcadas con asteriscos se
observaron también a 366 nm. A. HE(AA) (n-hexano: éter dietilico: acido acético = 75:25:1
(v/v)). B. PE(AA) (éter de petroleo (40-60°C): éter dietilico: acido acético = 84:15:1 (v/v)).
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4.2.1.4.0ptimizacion para HPLC-DAD

Se empled agua y acetonitrilo (ACN) como solventes para la separacion por HPLC-DAD
(Schieber et al., 2001), con un gradiente que fue ajustandose para un pool de 14 fendlicos. Se
evaluo la influencia de los aditivos acidos sobre la resolucion, agregandolos en cada solvente:
acido acético al 2% (v/v), acido trifluoroacético (TFA) al 0.1% (v/v), y acido formico al 0.1%
(v/v) (Ambigaipalan et al., 2016; Arruda et al., 2018; Y. C. Wang et al., 2008). Los resultados
de las corridas (no se muestran) con los tres aditivos acidos, bajo las condiciones descritas en
la Tabla Al (ver Anexos), se registraron a 280 nm. Con &cido acético, se observaron picos
solapados correspondientes al acido vanilico y cafeico, ademas de que la selectividad entre las
sefiales del acido siringico y (-)-epicatequina no era adecuada al aparecer muy cercanas. En el
caso del acido formico, los picos de (+)-catequina y acido clorogénico aparecieron muy
cercanos entre si; mientras que, cuando se usé TFA, las 14 sefales estuvieron mejor resueltas.
Si bien un ajuste en el gradiente ayudd a mejorar la selectividad en el caso del acido formico,
esta modificacion exigid extender la separacion por ca. 5 min. Se observé también que el 4cido
formico, al igual que el acido acético, alteran la linea base del cromatograma a 230 nm, lo cual
podria dificultar la cuantificacion. En consecuencia, la eleccion final del aditivo acido fue TFA

al 0.1% (v/v) en ambos solventes.

La eleccion de las longitudes de onda para la cuantificacion se realizo a partir de la inspeccion
de los espectros UV-Visible de los 16 estandares (Figura 15). Dado que la eleccion a 210 nm
no era conveniente debido a que el TFA absorbe a dicha longitud, se disolvid por emplear tres
longitudes de onda para los analisis: 230, 280 y 254 nm; siendo 280 nm, la que permite observar
mejor todos los estandares (Figura A2, ver Anexos). De esta manera, la Figura 16 muestra la

separacion definitiva de los 16 estandares fenolicos (resoluciones > 1.5).

La Figura 17 muestra la curva de calibracion de quercetina como ejemplo de las curvas usadas
para la cuantificacion de los fendlicos. El analisis de regresion lineal simple mostré que todas
curvas elaboradas poseen un coeficiente de determinacion (R?) ca. 0.999, similares a los Rag®
(Tabla 10). Esto implica que los modelos estan correctamente ajustados a los puntos. Todos los
valores p obtenidos son mucho menores que a = 0.05; por ende, se puede afirmar que los

modelos construidos son estadisticamente significativos y adecuados para la cuantificacion.



44

Figura 15. Espectros UV-Visible de 16 estandares fendlicos. 1 = acido galico, 2 = 4cido protocatecuico, 3 = (+)-catequina, 4 = 4cido clorogénico,
5 = 4acido vanilico, 6 = &cido cafeico, 7 = acido siringico, 8 = (-)-epicatequina, 9 = acido p-cumadrico, 10 = acido fertlico, 11 = acido sinapico, 12
= galato de (-)-epicatequina, 13 = dcido benzoico, 14 = miricetina, 15 = dcido trans-cinamico, 16 = quercetina.
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Figura 16. Separacion de 16 estandares fendlicos por HPLC-DAD (RP) a 280 nm. 1 = 4cido galico, 2 =
acido protocatecuico, 3 = (+)-catequina, 4 = 4cido clorogénico, 5 = acido vanilico, 6 = 4cido cafeico, 7 =
acido siringico, 8 = (-)-epicatequina, 9 = acido p-cumarico, 10 = &cido ferulico, 11 = acido sinapico, 12 =
galato de (-)-epicatequina, 13 = &cido benzoico, 14 = miricetina, 15 = 4cido trans-cinamico, 16 =
quercetina, IS = benzaldehido (estandar interno). La linea roja muestra la variacion del porcentaje de
acetonitrilo en la fase moévil.

Enla Tabla 10 se indican los tiempos de retencion (tr), las longitudes de onda de cuantificacion,
la pendiente (a) y el intercepto de la recta (b), el rango de masas inyectadas de los estdndares,
los LOD y LOQ, y el porcentaje de recuperacion como promedio de los tres niveles de spiking,
junto con el porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD), como parte de la validacion
del método. Las %RSD en general son menores al 10%. Asi mismo, los valores de LOD y LOQ

son bastante pequeios, y la separacion de los 16 estandares se logra en menos de 55 min.

La Figura 18 muestra las recuperaciones de los fendlicos. Con excepcion del 4cido benzoico,
los estandares han sido recuperados por el protocolo desarrollado, siendo los &cidos sinépico,
galico, cafeico y siringico los de menores porcentajes (< 50%), mientras que el acido
clorogénico, (-)-epicatequina, (+)-catequina y el acido #rans-cindmico son los de recuperacion
completa. Finalmente, como parte de la evaluacion de la selectividad del método, se analizo la
pureza espectral de los picos (peak purity) mediante la inspeccion de las curvas de similaridad
de los espectros registrados entre 210 a 400 nm. Los picos identificados tuvieron curvas de
similaridad por encima del valor umbral (950). Esto también se aprecid con el pardmetro
“purity ratio”, el cual debe aparecer mayoritariamente como una banda verde debajo del pico,
conteniendo a la curva de similaridad, para indicar una pureza espectral adecuada. Un ejemplo

de ello se muestra en la Figura A3 (ver Anexos).



46

Figura 17. Curva de calibracion de quercetina por HPLC-DAD (RP) a 254 nm. Se muestran
los intervalos de confianza (sombreado) y de prediccion (lineas punteadas) al 95% de
confianza. Las barras de error reflejan las desviaciones estandar de los promedios (n=3).

Figura 18. Recuperacion de los estandares fendlicos en la fraccion de fenodlicos libres. Niveles de spiking:
1=7pg/g;2=12 ng/g; 3 =15 ng/g (ug de cada estandar por g de muestra seca, en promedio). Las barras
de error muestran la desviacion estandar de los promedios.



Tabla 10. Parametros de cuantificacion de los fenolicos por HPLC-DAD (RP).
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Compuesto fendlico tr (min) A (nm) a (1/pg) b R? Rango (ng) LOD (pg) LOQ (ng) Recuperacion (%) RSD (%)
Ac. galico 4.77 280 3.0113 0.0015 0.9954 0.005-0.200 0.0001 0.0004 38.0 5.7
Ac. protocatecuico 8.84 254 0.5473 0.0019 0.9987 0.005-1.000 0.0003 0.0011 71.5 5.5
(+)-catequina 15.29 230 1.4914 0.0038 0.9997 0.005-1.250 0.0134 0.0447 114.7 4.5
Ac. clorogénico 16.32 230 0.7512 0.001 0.9958 0.050-0.700 0.0238 0.0795 119.3 2.2
Ac. vanillico 17.31 254 0.6012 0.0014 0.9973 0.050-0.200 0.0004 0.0012 72.1 8.7
Ac. cafeico 18.17 280 3.8515 0.0093 0.9953 0.002-0.100 0.0002 0.0006 40.8 4.2
Ac. siringico 19.26 280 4.3542 0.0026 0.9989 0.002-0.200 0.0002 0.0005 49.2 1.3
(-)-epicatequina 21.07 230 1.4029 0.026 0.9993 0.030-1.250 0.0083 0.0277 117 2.6
Ac. p-cumarico 25.71 280 5.5777 0.0155 0.9936 0.030-0.200 0.0002 0.0006 86.4 8.2
Ac. fertlico 29.52 230 1.569 0 0.9964 0.050-0.200 0.0077 0.0256 96.8 4.3
Ac. sinapico 30.22 230 2.1738 0.0019 0.9992 0.002-0.300 0.0051 0.0169 42.8 2
Galato de (-)-epicatequina 31.85 230 0.9613 0.0001 0.9969 0.002-0.300 0.0144 0.0481 95.8 4.6
Ac. benzoico 33.37 230 2.5402 0.0556 0.999 0.010-0.500 0.0034 0.0113 0 -
Miricetina 41.37 230 0.4945 0.0013 0.997 0.010-0.500 0.0008 0.0027 87.1 3.5
Ac. trans-cindmico 52.39 254 11.9226 -0.0546 0.9978 0.005-0.200 0.0003 0.0011 104.6 3.1
Quercetina 53.60 280 0.558 -0.0032 0.9994 0.010-0.500 0.0019 0.0062 50.1 5.4
IS (benzaldehido) 35.21 230, 254, 280 - - - - - - - -

IS: estandar interno. Los valores de las recuperaciones y RSD se obtuvieron a partir de los promedios de los 3 niveles de “spiking”. Los valores en pg se refieren a pg inyectados
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4.2.1.5.0ptimizacion para GC-MS

La Figura 19 muestra el cromatograma de los analitos los cuales pudieron ser separados en
menos de 35 min. Se aprecia un ligero aumento en la linea base a partir del minuto 20,
probablemente debido al sangrado de la columna a causa del aumento de la temperatura del
horno; sin embargo, los picos posteriores son resueltos adecuadamente. La Tabla 11 incluye
los parametros para la identificacion de los fendlicos trimetilsiliados. Se muestran los tiempos
de retencion (tr), los indices de retencion de (RI), los picos de los iones caracteristicos, la masa
y numero de sustituciones de TMS en los derivados. En general, las sefiales tuvieron valores
de “Match” entre los 950 — 800 y de “%Prob.” entre 80-90, por lo que los compuestos se
identificaron correctamente con una probabilidad alta de que sus patrones de fragmentacion
coincidan con los disponibles en la biblioteca NIST (2011, v. 2.0g). La resolucién entre cada
pico fue superior a 0.5, por lo que los 16 fendlicos derivatizados estuvieron adecuadamente
resueltos en la separacion. Ademas, los RI calculados fueron muy similares a los reportados
por la biblioteca NIST (ca. £ 20). Particularmente, el 4cido clorogénico y galato de (-)-

epicatequina se identificaron segun la literatura (Moldoveanu, 2014).

Figura 19. Separacion por GC-MS (TIC) de 16 estandares fendlicos trimetilisililados. 1 = acido benzoico,
2 = acido trans-cinamico, 3 = acido vanilico, 4 = acido protocateuico, 5 = acido siringico, 6 = acido p-
cumarico, 7 = acido gélico, 8 = acido ferulico, 9 = 4cido cafeico, 10 = acido sinapico, 11 = (-)-epicatequina,
12 = (+)-catequina, 13 = &cido clorogénico, 14 = quercetina, 15 = miricetina, 16 = galato de (-)-
epicatequina. La linea roja muestra la variacion de la temperatura del horno.
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Tabla 11. Parametros para la identificacion de fenolicos trimetilsililados por GC-MS.

Compuesto fenoélico tr (min) RI Iones caracteristicos (M/z)* nTMS MW geriv
Ac. benzoico 8.75 1251 179,105, 77, 135, 180, 51, 194 1 194
Ac. trans-cinamico 12.96 1547 131, 205, 103, 161, 77, 75, 220 1 220
Ac. vanilico 15.52 1775  297,73,312,267, 223,253, 312 2 312
Ac. protocatecuico 16.14 1835 73,193, 370, 45, 355, 194 3 370
Ac. siringico 16.92 1912 327,312,297, 73, 253, 342 2 342
Ac. p-cumarico 17.29 1949 73,308, 293,219, 75, 309 2 308
Ac. gélico 17.58 1979 281,458, 73, 443, 459, 282 4 458
Ac. fertlico 18.70 2105 338,323,308, 73, 249, 293 2 338
Ac. cafeico 19.06 2154 396,219, 73,397,381, 398 3 396
Ac. sinapico 19.77 2259 368, 338, 73, 353, 369, 339 2 368
(-)-epicatequina 22.70 2896 73,368, 369, 355,370, 649 5 650
(+)-catequina 22.79 2918 73,368, 369, 355, 370, 649 5 650
Ac. clorogénico 23.88 3170 73,345, 255,307, 147, 207, 191 6 786
Quercetina 24.18 3228  575,576,73,577, 647,487 5 662
Miricetina 24.46 3280 73,735, 736,737, 647,75 6 750
Galato de (-)-epicatequina 30.28 3887 207,281, 73, 44, 560 7 946

*La intensidad de los picos disminuye de izquierda a derecha. Los iones en negrita se usaron para en analisis por SIM.
nTMS: namero de grupos trimetilsilil esterificados en los OH del compuesto fenolico.
MW geriv: masa molecular estimada de los éstes trimetilsililicos de los compuestos fendlicos.

4.3.Procesamiento de muestras

4.3.1. Optimizacion de la extraccion cruda

Las condiciones de extraccion cruda fueron evaluadas variando el tiempo y la temperatura,
usando cascaras del morfotipo “Color”. Se elaboré un disefio factorial 2> con los niveles 30 -
60 min y 40 - 60°C. La variable respuesta fue el TPC, manteniendo constante la relacion de
extraccion de 1 g de céscaras liofilizadas y blanqueadas con 10 mL de metanol al 80%, por
duplicado. Se us6 el método de minimos cuadrados estandar para el cribado de los efectos del
modelo ajustado con un nivel de significancia de o = 0.05. Se obtuvo un R? de 0.985
coincidente con el R%j (0.974), demostrando un correcto grado de ajuste del modelo. Segtin
los resultados del ANOVA, el tiempo y la temperatura fueron estadisticamente significativos,
siendo la temperatura el factor de mayor efecto sobre la variabilidad de TPC. No obstante, la

interaccion de ambos no fue significativa en los rangos elegidos (Tabla A2, ver Anexos).
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La Figura 20 muestra los perfiles de interaccion de los factores. Es evidente que a 60 °C y a
60 min se obtiene un mayor TPC. No obstante, dada la advertencia de que un incremento de la
temperatura podria implicar la degradacion y conversion de algunos fenolicos (Wrolstad,
2001), se inspeccionaron los cromatogramas de dos extractos a 60°C y a temperatura ambiente
por 60 min. No se observaron variaciones en el perfil de los compuestos extraidos en relacion
a los tiempos de retencion. La unica diferencia se percibi6 en la intensidad de los picos, ya que

aquellos pertenecientes al extracto a 60°C tuvieron una mayor altura; i. e., un mayor contenido.

Figura 20. Perfiles de interaccion del tiempo y temperatura de extraccion de fendlicos. GAE
= equivalentes de acido galico. Las barras de error reflejan las desviaciones estdndar de los
promedios (n=3).

Adicionalmente, se determiné el TPC de tres extracciones crudas sucesivas. Se obtuvo que una
primera extraccion a 60°C por 60 min permite un TPC de 16.4 = 0.3 mg GAE/g DW, una
segunda, 5.1 £ 0.3 mg GAE/g DW, mientras que la tercera extraccion da un TPC solo de 2.5 +
0.2 mg GAE/g DW, (los promedios (n=3) fueron estadisticamente diferentes mediante la
prueba post-hoc de Tukey (0=0.05)). Asimismo, se evalud si la extraccion adicional altera el
perfil cromatografico del extracto por HPLC-DAD. La Figura A4 (ver Anexos) muestra que la
Unica variacion entre los tres extractos sucesivos se da en la altura de los picos, lo cual estaria
correlacionado con la concentracion de estos. En consecuencia, se decidio realizar la extraccion

cruda de las cascaras por duplicado a 60°C por 60 min para los analisis posteriores.
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4.3.2. Optimizacion del desengrasado

Tras el pelado, algunos remanentes de la pulpa quedan fijos en las céascaras. Estos, junto al
propio contenido lipidico de las céscaras, podrian aportar al contenido total de sustancias
liposolubles, ya sea en forma de acidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos como tocoferoles y
carotenoides (Escriche et al., 1999; Koolen et al., 2013; Pereira-Freire et al., 2016, 2018). La
sonicacion con metanol al 80 % a 60 °C podria desorganizar algunas estructuras complejas que
contengan a estos componentes liposolubles, y disolverlas parcialmente (Krygier et al., 1982)
Estos metabolitos podrian, por una parte, contaminar los extractos y, consecuentemente,
sobreestimar los valores de TPC y ORAC, ya que se sabe que los tocoferoles y carotenoides
también son antioxidantes. Ademas, los lipidos podrian ensuciar la columna cromatografica e

ir acumuléndose en perjuicio de la resolucion de las separaciones analiticas.

Se propuso realizar la extraccion de las sustancias liposolubles totales (TLS) como
pretratamiento de las cascaras, considerando algunos trabajos previos (Candido et al., 2015;
Rudke etal., 2019, 2021). Se evaluaron tres extracciones sucesivas por sonicacion a
temperatura ambiente, usando n-hexano por 30 min, y manteniendo la relacion de 1 g de
cascaras liofilizadas y blanqueadas con 20 mL de solvente. Los extractos se evaporaron a
sequedad para poder obtener la masa total de las sustancias liposolubles extraidas. El color
amarillento intenso de estos seria indicativo de la presencia de carotenoides. Con una primera
extraccion se obtuvo 4.8 + 1.1, con una segunda, 2.8 + 0.7, y con una tercera, 1.4 + 0.3 mg
TLS/g DW (los promedios (n=3) fueron estadisticamente diferentes mediante la prueba post-
hoc de Tukey (0=0.05)). La primera extraccion y la segunda presentaron mayores absorbancias
a 200 y 450 nm. En la regién UV, es posible que los compuestos liposolubles con enlaces
conjugados (e. g., tocoferoles, carotenoides y d4cidos grasos insaturados) presenten

absortividad; mientras que a 400-500 nm los carotenoides si absorben (Figura AS, ver Anexos).

Se realiz6 una inspeccion por TLC de un extracto crudo con y sin desengrasado. Se observo
que las bandas separadas a lo largo de la placa son visualmente disminuidas (Figura A6 de
Anexos). No obstante, se vieron ciertas manchas tenues remanentes que podrian corresponder
a otras sustancias de baja polaridad arrastradas durante la obtencion de FL, por lo que se plante6
realizar una limpieza final més fina por extraccion en fase solida (ver /.2.2.4.) También se
corroboré por HPLC-DAD que el perfil de los cromatogramas del extracto crudo con y sin
desengrasado no varian (no se muestran). Con esto, se decidié que dos extracciones sucesivas

con n-hexano serian suficientes para desengrasar las cdscaras antes de la extraccion cruda.
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4.3.3. Optimizacion de la obtencion de fracciones

4.3.3.1.Evaluacion de SPE para la obtencién de FL

La primera propuesta para la separacion de los fendlicos libres fue la extraccion en fase solida
(SPE) con cartuchos RP-18 en vez de la extraccion liquido-liquido (LLE). Para ese caso, los
solventes acuosos estuvieron acidificados a pH 2 con HCI 6 M y se uso6 el extracto crudo sin
desengrasar diluido hasta una concentracion de metanol del 10 % (de cascaras del morfotipo
“Color”). Luego de acondicionar el cartucho con metanol, agua Milli-Q® y metanol al 10 %,
se cargd la muestra y se lavd con metanol al 10 %, para luego obtener tres eluatos: el primero
con metanol al 40%, el segundo al 70 % y el tercero con metanol absoluto. EI TPC se distribuyd
aproximadamente con un 29 % para la fraccion no retenida, el 17 % para la fraccion de lavado,
el 31 % para el eluato con metanol al 40 %, y el 23 % para el eluato con metanol al 70%, dado
que el eluato con metanol absoluto no mostré un TPC diferente al blanco. Cabe precisar que,

tras estas extracciones, los cartuchos quedaron amarillentos antes de obtener el tercer eluato.

Como no se pudo observar con claridad la presencia de manchas indicativas de fenolicos por
TLC, debido a su poca concentracion en las fracciones eluidas, se realiz6 un analisis por HPLC-
DAD (Tabla Al, ver Anexos). Al comparar con el cromatograma del extracto crudo sin
desengrasar (Figura A7, ver Anexos), se aprecio que el eluato con metanol al 40% contenia la
mayor cantidad de fendlicos que salen de la columna a la mitad de la corrida en el extracto
crudo. Estos corresponderian a fenolicos con una polaridad media, mientras que los mas polares
se van en la fraccidon no retenida. Asi, los analitos con mayor polaridad salen a los primeros
minutos. Ademas, en la fraccion no retenida, no se apreciaron picos entre 20-44 min, pero si
una elevacion de la linea base al final de la corrida, durante el lavado de la columna, lo que
podria implicar la presencia de compuestos liposolubles contaminantes. Se visualizd también
que la fraccion de lavado arrastrd algunos compuestos fendlicos que salieron en la fraccion no
retenida y el primer eluato. Dada la pobre selectividad de la matriz RP-18 para los fenolicos de

diferentes polaridades, se decidio por la LLE con acetato de etilo para obtener FL.

4.3.3.2.0ptimizacion de la LLE

Algunos parametros para la obtencion de la FL mediante LLE fueron optimizados. Para ello se
uso un extracto crudo de céascaras sin desengrasar del morfotipo “Color”. Se probo si el uso de
una particion con una mezcla de acetato de etilo/éter dietilico 1:1 (v/v) era mejor que solo con

acetato de etilo, y si era necesario desengrasar la fraccion FL antes de la particion, tal como se
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propone en la literatura (Krygier et al., 1982). Con respecto a lo primero, se aprecié mediante
TLC que la cantidad de manchas presentes en la separacion de fendlicos no diverge entre ambos
tratamientos; es decir que el acetato de etilo estaria extrayendo los mismos compuestos que
cuando se usa combindndolo con éter dietilico. Lo que si fue evidente es que, en todos los
casos, el frente del solvente tuvo una coloracion amarillenta, muy probablemente debido a la
presencia de contaminantes liposolubles. Al inspeccionar las fracciones FL por HPLC-DAD
(Tabla A1, ver anexos) se observo que, si bien el perfil cromatografico no se ve alterado al usar
acetato de etilo/éter dietilico, algunos picos poseen una menor altura que cuando se usa
solamente acetato de etilo. Esto implicaria que, con acetato de etilo, la fraccion FL tiene una

mayor concentracion de ciertos fenolicos (Figura A8, ver en Anexos).

En segundo lugar, el desengrasado para la obtencion de FL se llevo a cabo luego de acidificar
el extracto crudo acuoso concentrado. Se realizaron tres particiones con n-hexano usando una
relacion extractiva de 1:1 (v/v) por vez. El sobrenadante apolar se concentr6 a sequedad y se
redisolvio en diclorometano. El analisis por TLC muestra que el desengrasado previo a la
particion de los fendlicos libres permite disminuir ciertas manchas que podrian corresponder a
contaminantes liposolubles (Figura A9, ver Anexos). Esto es mas evidente en la TLC para la
separacion de fenolicos, donde casi no esta presente la mancha amarilla en el frente del
solvente. Ademas, el analisis por HPLC-DAD mostroé que el perfil cromatografico de los FL
no se altera durante el desengrasado; no obstante, la principal diferencia se aprecia en los
minutos de lavado de la columna, donde una mayor cantidad de picos aparecen para la fraccion
de fendlicos sin desengrasar, i. e. un posible indicativo de contaminantes liposolubles. Se
hicieron pruebas similares para FI, en donde se evalu¢ si la hidrolisis afecta a la presencia de
compuestos de muy baja polaridad; no obstante, la fraccién de n-hexano no presentdé manchas
en la TLC (Figura A9, ver Anexos), y tampoco se vieron diferencias entre FI sin y con
desengrasado por HPLC-DAD. En consecuencia, se decidi6 que la particion para la obtencion
de FL se realice con acetato de etilo y que convendria una etapa final de desengrasado para

eliminar la mayor cantidad de contaminantes liposolubles.

4.3.3.3.Comparacion entre SPE y LLE para el fraccionamiento

Por otra parte, en la literatura no se encontraron comparaciones de la eficacia de la purificacion
por RP-18 y LLE en el anélisis de las fracciones de fendlicos libres y post hidrdlisis. Por ende,
se propuso evaluar una nueva secuencia de SPE RP-18 versus LLE para la obtencion de FL,

partiendo del extracto crudo sin desengrasar de las cascaras del morfotipo “Color”. También
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se comparo el efecto de la SPE RP-18 en la retencion de los fenolicos liberados tras la hidrélisis
secuencial. En tal caso, la SPE RP-18 consistio en un acondicionamiento de los cartuchos con
metanol y agua Milli-Q® a pH 2 con HCI 6 M, una carga de 2 mL del extracto acuoso
concentrado y acidificado a pH 2 con HCI 6 M, un lavado con agua a pH 2 y una elucion con
metanol. La LLE se realiz6 unicamente con acetato de etilo y sin desengrasar. Ambas

fracciones se evaporaron a sequedad y se redisolvieron en metanol.

Los resultados de TLC muestran que hay pocas manchas en FL por SPE, a diferencia de LLE
donde son mas intensas (Figura A10, ver Anexos). En los resultados por HPLC-DAD, parece
replicarse lo visto en las primeras pruebas con SPE. La SPE no es muy selectiva para fendlicos
polares; por lo que la mayoria de estos se van en la fraccion no retenida. Al comparar los eluatos
con metanol al 40% versus con solo metanol, la principal diferencia radica en la presencia de
mas picos durante el lavado de la columna cuando el solvente no es acuoso. Esto podria deberse
a que el metanol estaria disolviendo contaminantes liposolubles (Figura A11, ver Anexos).
También se aprecia que la LLE concentra mas fendlicos. Incluso se observan algunos picos
que salen en la fraccidon no retenida de la SPE y que, en el tiempo de lavado de la columna,

existe una mayor suciedad en la fraccion obtenida por LLE (Figura A12, ver Anexos).

Finalmente, se obtuvieron las fracciones FE tanto de la fraccidon no retenida de la SPE como de
la fase acuosa de la LLE usada para obtener FL. Los resultados mas importantes se muestran
en la Figura A13 (ver Anexos). En esencia, la FE de LLE tuvo una mayor cantidad de picos
que de SPE, ya que la fase acuosa de la LLE tuvo una mayor cantidad de picos correspondientes
a fenolicos que fueron hidrolizados. En resumen, los dos métodos de fraccionamiento ofrecen
diferentes resultados que podrian ser coincidentes para la obtencion de algunos compuestos
fenolicos objetivo. Sin embargo, se observd que la matriz RP-18 de los cartuchos no retiene
bien fendlicos polares. Consecuentemente, un nimero reducido de analitos seran hidrolizados.
En tal caso, se decidio continuar con el método LLE durante el abordaje de hidrolisis secuencial

para la obtencion de las fracciones FL, FE, FG y FL

4.3.4. Limpieza final de contaminantes liposolubles por SPE

Se propuso la limpieza final del extracto crudo desengrasado mediante SPE RP-18 segun lo
descrito en la literatura (Xia et al., 2011). Inicialmente, se probo que el volumen de carga del
extracto (8 mL) no saturaba la matriz RP-18 con los compuestos liposolubles remanentes,
mediante TLC usando la fase movil PE(AA) (no se muestra). No se observaron manchas en la

corrida que pudieran significar el arrastre de sustancias de baja polaridad. Si se visualizé que
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la matriz, luego del lavado, quedd con una coloracion amarillenta, lo que implica la presencia

de tales contaminantes remanentes.

Al comparar por TLC las fracciones de lavado secadas y redisueltas en metanol (Figura 21A),
el extracto crudo desengrasado tuvo ain una mancha que coincide con una de las manchas que
aparece en los lavados, tras hacer pasar las alicuotas del extracto por el cartucho SPE. También
se observaron otras manchas superiores (Rf ca. 0.5-0.9) en la fraccion de lavado pero que no
aparecieron en la del extracto crudo, posiblemente por estar mas diluidas. En cambio, estas
manchas no se apreciaron en la fraccion no retenida, la cual seria la fraccion de fenolicos totales
sin presencia de los contaminantes liposolubles. Cabe precisar que dichas manchas se
observaron mas intensas en el extracto crudo sin desengrasar, indicativo de que habria méas de

estas sustancias contaminantes de baja polaridad.

En la Figura 21B se muestra como, tras concentrar los extractos crudos desengrasado y sin
desengrasar, aparecen mas manchas que coinciden con algunas de la fraccién de lavado.
Algunas de estas también coincidirian con la fracciéon de n-hexano obtenido tras el
desengrasado inicial de las céscaras. Por otra parte, la mezcla de la fraccion no retenida junto
con un lavado adicional con metanol al 80%, antes del lavado con metanol absoluto, solo
muestra una banda a 366 nm, lo cual podria corresponder a uno o varios fenélicos concentrados
en la fraccion. Al comparar por HPLC-DAD el extracto crudo desengrasado antes y después
de la limpieza por SPE, no se encontraron diferencias. Asi se pudo concluir que el paso por

SPE RP-18 si permitio limpiar los remanentes liposolubles del extracto crudo desengrasado.
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Figura 21. TLC de la remocion de contaminantes liposolubles del extracto. Se uso la fase
movil PE(AA) (éter de petrdleo (40-60°C): éter dietilico: 4cido acético = 84:15:1 (v/v)). Las
marcas se realizaron a 254 nm. Las bandas con asterisco se observaron también a 366 nm. A.
Las fracciones de lavado (L4-2, cuando se carg6 8 mL de extracto crudo en alicuotas de 2 mL,
y L5-1, cuando se cargd 5 mL en alicuotas de 1 mL) en la SPE muestran manchas que podrian
ser contaminantes liposolubles. El extracto crudo desengrasado (C-D) también podria
contenerlas, mientras que la fraccion no retenida (NR), no (20 pL aplicados) B. La fraccion
L5-1 contiene algunas manchas del extracto del desengrasado (Hex-D), también presentes en
los extractos crudos desengrasado (C-D) y sin desengrasar (C-SD). No se apreciaron en la
mezcla del no retenido (NR) + un lavado adicional (L”) con metanol al 80% (30 uL aplicados).

4.4.Comparacion de fracciones hidrolizadas

4.4.1. Contenido total de fenolicos

La Figura 22 muestra la distribucion del TPC de las fracciones segin el morfotipo. La mayor
cantidad de fenodlicos de las céscaras se encuentra en forma de ésteres en todos los morfotipos.
No se aprecia diferencia significativa entre FG y FL. Los ligados insolubles tendrian un menor
TPC promedio. El mayor TPC se visualiza para el morfotipo “Posheco” y “Amarillo”, sin
diferencias significativas para cada fraccion. En general, “Color” tendria el menor TPC de los
morfotipos. En adicion, se obtuvieron TPC promedios (n=3) de los extractos crudos de 56.2 +
1.9, 52.6 + 0.5 y 21.1 + 2.3 mg GAE/g DW para los morfotipos “Posheco”, “Amarillo” y
“Color”, respectivamente. Los valores de TPC de “Posheco” y “Amarillo” fueron similares,

pero estadisticamente diferentes con respecto al TPC de “Color”.
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Figura 22. Contenido total de fendlicos (TPC) de las fracciones de las cascaras. Los valores
son promedios (n=3) y las barras de error reflejan la desviacion estandar. Las letras distintas
implican diferencias significativas entre los TPC de las fracciones mediante la prueba post-hoc
de Tukey (0=0.05).

4.4.2. Capacidad antioxidante

La Figura 23 muestra los valores ORAC-PGR de las fracciones. En los morfotipos “Posheco”
y “Amarillo”, la fraccion FE posee la mayor capacidad antioxidante (CA), sin diferencia
significativa entre ambos; no obstante, el valor CA de esta fraccion no es significativamente
distinta con respecto a la de la fraccion FI del morfotipo “Color”. Los menores valores se
registran en las fracciones FG y FL para “Amarillo” y “Color”, mientras que en “Posheco”, FG
y FI poseen las menores CA. En general, se observa que “Posheco” y “Amarillo” tendrian
mayores capacidades antioxidantes que “Color”. Finalmente, al realizar el analisis de
correlacion de Pearson entre los promedios de TPC y ORAC-PGR, se obtiene un coeficiente R
= 0.954 (p < 0.05), lo cual indica que ambos parametros poseen una correlacion positiva

estadisticamente significativa.
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Figura 23. Capacidad antioxidante (ORAC-PGR) de las fracciones de las cascaras. Los valores
son promedios (n=3) y las barras de error reflejan la desviacion estandar. Las letras distintas
implican diferencias significativas entre los TPC de las fracciones mediante la prueba post-hoc
de Tukey (0=0.05).

4.4.3. Fibra dietética

El contenido de fibra dietética soluble (IDF) e insoluble (IDF) de las cascaras se muestra en la
Figura 24. Las céscaras de los frutos del aguaje poseen un contenido de fibra dietética insoluble
muy superior a la soluble en todos los morfotipos. Particularmente, las céscaras del aguaje
“Color” (85.3 = 0.2 g/100g DW) poseen un mayor contenido de fibra dietética insoluble,
seguido del “Amarillo” (79.9 £ 0.9 g/100g DW) y el “Posheco” (76 =2 g/100g DW). Entre los
tres, la cantidad de SDF no es significativamente diferente (ca. 1.6 g/100g DW).
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Figura 24. Contenido de fibra dietética de las cascaras de aguajes. Los valores son promedios
(n=3) y las barras de error reflejan la desviacion estandar. Las letras distintas implican
diferencias significativas entre los TPC de las fracciones mediante la prueba post-hoc de Tukey
(0=0.05).

4.4.4. Analisis por TLC

La Figura 25 muestra los resultados del analisis por TLC de las fracciones. En general, los
perfiles cromatograficos de los morfotipos son similares entre si, y muestran la misma cantidad
de bandas. En general, algunas de estas estuvieron retrasadas con respecto a la corrida del pool
de estdndares. Aun asi, las coloraciones en las diferentes visualizaciones y sus posiciones
relativas permitieron sugerir la presencia de algunos fenolicos (Tabla 12). Ciertas bandas se
apreciaron difusas, por lo que la asignacion fue tentativa. Asi mismo, se observaron manchas

que no corresponden a los estandares, lo cual podria implicar la presencia de otros fenolicos.

En FL se pudo proponer la presencia de acido frans-cindmico o benzoico, ya que hubo una
mancha bastante tenue con Rf ca. 0.9. Con respecto a la mancha con Rf ca. 0.8, se sugirié que
podria tratarse de alguno de los fenolicos de la banda IX, visible a 366 nm, como 4cido ferulico,
vanilico, sinapico, p-cumarico o siringico. También se pudo observar acido cafeico y
protocatecuico en forma libre. Con FeCls, se apreciaron bien los flavan-3-oles como (+)-

catequina y (-)-epicatequina. Asi mismo, se observo la presencia de acido clorogénico entre las
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muestras, sobre todo a 366 nm. Finalmente, se registro una banda muy intensa cerca al frente

del solvente en las tres muestras, ademas de otras lineas tenues de otros posibles fendlicos.

En FE fue evidente la banda IX en los tres morfotipos También se aprecidé una importante
cantidad de quercetina, asi como de cafeico y acido protocateuico. No queda clara la presencia
de (+)-catequina o (-)-epicatequina, ya que las manchas son difusas. Adicionalmente, se

registré una mancha capaz de fluorescer a 366 nm con un Rf ca. 0.1.

Por otra parte, en FG hubo una importante presencia de la banda IX. Se vieron manchas que
podrian corresponder a quercetina, acido cafeico, acido protocatecuico y (+)-catequina o (-)-
epicatequina, en todos los morofotipos. Adicionalmente, se observd una banda fluorescente a

366 nm con un Rf ca. 0.45.

Finalmente, en FI se registré una mancha intensa respectiva a la banda IX. También se sugirid
la presencia de acido cafeico. Este, al igual que la banda IX, son capaces de fluorescer a
366 nm. Ademas, se propuso la presencia de acido protocatecuico y (+)-catequina o (-)-
epicatequina, aunque las manchas se visualizaron tenues. En todo caso, el analisis por TLC

permitié una inspeccion preliminar del perfil de fendlicos en las fracciones.
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Figura 25. TLC de las fracciones de fenolicos de las cascaras de aguajes. Las placas de la
izquierda se obtuvieron con FeCl3 al 5% como agente de visualizacion, las del medio a 254 nm
y las de la derecha a 366 nm. P = mezcla de estandares (10 puL). Muestras (50 pL).
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Tabla 12. Presencia de fenolicos por TLC en las fracciones de las cascaras.

Fraccion de fenolicos

Banda Fendélico Libres (FL) Esterificados (FE) Glicosilados (FG) Ligados Insolubles (FI)
C A P C A P C A P C A P
X CIN + + +
BEN
IX FER + +++ + ++ +++ ++ +++ -+ -+ -+ -+ -+
VAN
SIN
CUM
SIR
VII QUE ++ A+ + + +
VIl  CAF + o+ + + + + + + + +
VI  PRO ++ A + + + + + +
v MIR
IV GAL
I CAT T+ + + + + + + + + +
EPI
11 ECG
1 CLO ot et

Fendlicos: CIN = ac. trans-cinamico; BEN = ac. benzoico; FER = 4c. fertlico; VAN = 4c. vanilico; SIN = ac. sinapico; CUM =
ac. p-cumarico; SIR = ac. siringico; QUE = quercetina; CAF = 4c. cafeico; PRO = ac. protocatecuico; MIR = miricetina; GAL =
ac. galico; CAT = (+)-catequina; EPI = (-)-epicatequina; ECG = galato de (-)-epicatequina; CLO = ac. clorogénico.
Morfotipos: C = “Color”; A = “Amarillo”; P = “Posheco”.

Presencia: +++ = alta; ++ = media; + = baja o posible

4.4.5. Analisis por HPLC-DAD

La Figura 26 muestra los cromatogramas de las fracciones de fendlicos a partir de las cascaras
del morfotipo “Amarillo”. Se obtuvieron resultados similares para los otros dos morfotipos
(Figura A14, ver Anexos). En base a los estandares disponibles, la mayoria de las sefiales
principales con mayor altura pudieron ser identificadas. Asi, se cuantificaron siete fenolicos en

las fracciones FL, 8 en FE, 8 en FG y 9 en FL

La Figura 16 muestra los resultados de la cuantificacion con los valores corregidos de

concentracion a partir de las recuperaciones de los fendlicos (los valores sin corregir se
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muestran en la Figura 15A en Anexos). Con respecto a las fracciones FL, el morfotipo
“Posheco” es el que tuvo una mayor concentracion de fenolicos, siendo el acido clorogénico el
de mayor presencia (371 + 35 pg/g DW), seguido de (+)-catequina (130 = 11 pg/g DW) y (-)-
epicatequina (85 £ 11 pg/g DW). Le sigue el morfotipo “Amarillo” con una concentracion alta
de acido clorogénico (145 + 16 pg/g DW) y (+)-catequina (180 + 33 pg/g DW), seguido de
(-)-epicatequina (111 = 20 ug/g DW). En el morfotipo “Color”, la concentracidon de estos tres
vario, reportandose primero un mayor valor de (-)-epicatequina (55 = 17 pg/g DW), seguido
de acido clorogénico (43 = 6 ng/g DW) y (+)-catequina (19 £ 4 pg/g DW). En los tres
morfotipos, el acido cafeico tuvo muy poca concentracion. Para el caso de los acidos vanilico,

siringico y protocatecuico, sus contenidos estuvieron por debajo de los LOQ.

En las fracciones FE, la concentracion de los analitos sigue una tendencia similar entre los
morfotipos. El de mayor concentracion fue la (+)-catequina en “Posheco” (308 + 19 pg/g DW),
seguido de “Amarillo” (273 + 18 pg/g DW) y “Color” (71 £ 2 pg/g DW). Contintan el acido
sinapico y protocatecuico, cuyos contenidos fueron similares en “Posheco” (111 + 34 y 86 +
18 ng/g DW, respectivamente) y “Amarillo” (107 £ 46 y 93 = 7 ug/g DW, respectivamente),
pero inferiores para “Color” (47 £ 8 y 49 £ 11 pg/g DW, respectivamente). Este mismo caso
se apreci0 para quercetina y (-)-epicatequina. La cantidad de 4cido siringico no fue diferente

entre los morfotipos, mientras que el 4cido cafeico y el vanilico estuvieron por debajo del LOQ.

Con respecto a las fracciones FG, el acido vanilico es el fendlico con mayor concentracion
entre los compuestos identificados para los tres morfotipos, siendo “Color” (19 + 5 pg/g DW)
y “Amarillo” (18 + 3 ng/g DW) los de mayores contenidos, seguido de “Posheco” (12 + 1 ng/g
DW). Las cantidades de (+)-catequina, (+)-epicatequina estuvieron por debajo de los LOQ, al
igual que el acido siringico, sindpico y cafeico, y quercetina entre los morfotipos. No se

observaron diferencias significativas en el contenido del acido protocatecuico.

En las fracciones FI, el mayor contenido de &cido fertilico se observo en “Amarillo”
(90 £ 13 pg/g DW), seguido de “Posheco” (75 = 6 pg/g DW) y “Color” (67 + 10 pg/g DW).
Con un contenido similar se encontrd al acido p-cumérico con promedios sin diferencia
significativa en “Amarillo” (82 £ 10 pg/g DW) y “Posheco” (76 = 6 ug/g DW), pero con un
valor menor en “Color” (53 = 10 pg/g DW). El 4cido cafeico y (+)-catequina fueron los
siguientes fenolicos identificados con mayores concentraciones, sin diferencias importantes
entre “Posheco” (33 £3 y 40 + 2 pg/g DW, respectivamente), “Amarillo” (32 +4 y26 £ 6 ug/g
DW, respectivamente) y “Color” (26 £ 5y 19 + 5 ug/g DW, respectivamente). Entre los tres
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morfotipos, los contenidos de &cido protocateuico y cafeico no mostraron diferencias. Tampoco
se apreciaron diferencias entre los acidos vanilico, siringico y sinapico, cuyas estimaciones
estuvieron por debajo de los LOQ. Finalmente, cabe precisar que para FL, FE, FG y FI los
rangos de concentraciones estimados fueron 371-1, 308-3, 19.0-0.4 y 90-1 pg/g DW,
respectivamente; por lo que el mayor contenido de los fendlicos identificados correspondio a

las dos primeras fracciones.

3.1.1. Analisis por GC-MS

El andlisis por GC-MS tuvo dos objetivos, primero, corroborar la presencia de los fendlicos
cuantificados por HPLC-DAD vy, segundo, proponer la existencia de otros compuestos en las
fracciones. Asi, se observo la misma distribucion de los fendlicos en cada una de las muestras
para los diferentes morfotipos, lo cual coincidi6 con lo obtenido en la cuantificacion, tal como
se puede ver en la Figura 28. Si bien la cantidad de acido clorogénico en las fracciones FL fue
superior o similar a la de (+)-catequina (Figura 27), la sefial del flavonoide es menor que la del
acido fendlico en los cromatogramas de los fendlicos trimetilsililados. No obstante, las sefnales
con tiempos de retencion mayores que 22.5 min, se vieron disminuidos, probablemente por la
alta temperatura (310 °C). Las sefiales tuvieron valores de S/N > 3, purezas de los picos > 80
%, “Match” entre 950-800, y “%Prob.” entre 70-90, por lo que los compuestos se identificaron
correctamente con una probabilidad alta de que sus patrones de fragmentacion coincidan con
los disponibles en la biblioteca NIST. En general, los indices de retencion calculados tuvieron

alta similaridad con los de los estandares (ca. £ 5).
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LIBRES (FL) ESTERIFICADOS (FE)

GLICOSILADOS (FG) LIGADOS INSOLUBLES (FI)

Figura 26. Separacion por HPLC-DAD (RP) a 280 nm de las fracciones de fendlicos. Se usaron las cascaras de aguajes “Amarillo”. 2 = acido protocatecuico,
3 = (+)-catequina, 4 = acido clorogénico, 5 = acido vanilico, 6 = acido cafeico, 7 = acido siringico, 8 = (-)-epicatequina, 9 = acido p-cumarico, 10 = acido
ferulico, 11 = 4cido sinapico, 16 = quercetina, IS = benzaldehido (estandar interno).
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LIBRES (FL) ESTERIFICADOS (FE)

GLICOSILADOS (FG) LIGADOS INSOLUBLES (FI)

Figura 27. Concentracion de fendlicos en las fracciones de las cascaras de aguajes. Las barras de error reflejan la desviacion estandar de los promedios (n=3)
corregidos con las recuperaciones. Letras distintas implican diferencias significativas entre los valores mediante la prueba post-hoc de Tukey (0=0.05).
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Se identificaron como posibles compuestos Unicamente aquellas sefales que cumplieron las
condiciones descritas (S/N > 3, pureza de pico > 80 %, %Match 950-800, %Prob 70-90) para
la mayoria de las sefiales en los TIC de las fracciones con la biblioteca NIST. Los RI estimados
coincidieron con aquellos reportados en dicha base de datos (ca. + 20). Particularmente, para
los flavonoles (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina, se tom6 como referencia algunos
trabajos similares (Kurata & Kajurai, 2011; Moldoveanu, 2014), donde los iones caracteristicos
podrian corresponder a los fragmentos (m/z): 738 = [M], 73 = [Si(CH3)3]" = [TMS]", 355 =
[M — Ph(OTMS)CO(C,H3)OTMS + H]J", 445 = [M — Ph(OTMS)»(C,H3)OTMS + TMS +
2H]", 533 = [M — Ph(OTMS)2(CHz) + TMS — CH3 + 3H]". Para resveratrol, la literatura
permitid proponer los iones derivados (Koyani & Vazquez-duhalt, 2018; K. Zhang & Zuo,
2004): 562 = [M]", 73 = [TMS]", 355 = [M — Ph(OTMS)(CH>), — CH3 + H]", 280 = [M —
Ph(OTMS); + TMS — CH3 + H]". Para floretina se plantearon los posibles fragmentos en
concordancia con algunas publicaciones (Isidorov, 2020; Marsol-Vall et al., 2016): 444 =[M]",
73 = [TMS]", 429 = [M — CH3]", 207 = [M — Ph(OTMS) — TMS + H]". En el caso del acido
elagico, el patron de fragmentacion coincide con el de otros trabajos (John Wiley & Sons Inc.,
2024; Kyriakoudi et al., 2024) y fue: 590 = [M]", 73 = [TMS]", 575 = [M — CH3]". De esta
manera, se pudo proponer la identidad de 14 compuestos adicionales en las fracciones, los

cuales se resumen en la Tabla 13.

En las fracciones FL, se pudo indicar la posible presencia de acido siquimico, resveratrol,
floretina y naringenina. Particularmente, la presencia del 4cido siquimico fue importante en las
cascaras del morfotipo “Color”, a diferencia de los otros dos morfotipos, donde fue baja. Una
situacion similar ocurrié con la floretina. En las otras tres fracciones de los tres morfotipos, la
presencia de los flavonoles (+)-galocatequina y (-)-epicatequina fue muy alta, donde el primero
destac6 por encima del segundo. La mayor cantidad estimada de (+)-galocatequina
corresponderia a las fracciones FE, seguido de FG y, finalmente, FI. Tal como se aprecia en la
Figura 28, el pico mas alto entre las fracciones se identifico en FE, seguido de FL y FG, y con
una menor altura, el de FI. En la fraccion FE, también se propuso la presencia de los acidos
m- 'y p-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxifenilacético, 4-hidroxifenilactico, y 2.4,6-
trihidroxibenzoico, ademas de floroglucinol y catecolactato. En FG, se pudo proponer la
existencia de catecolactato, floroglucinol y acido eldgico; mientras que, en FI, catecolactato y,
sobre todo, acido p-hidroxibenzoico, cuya presencia podria ser abundante, incluso superior a

(+)-galocatequina.
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LIBRES (FL) ESTERIFICADOS (FE)

\y /

GLICOSILADOS (FG) LIGADOS INSOLUBLES (FI)

Figura 28. Separacion por GC-MS (TIC) de las fracciones de fenolicos trimetilsililados. Se us6 MSTFA para la derivatizacion de los fenolicos de cascaras de aguajes
“Amarillo”. 3 = 4c. vanilico, 4 = 4c. protocateuico, 5 = ac. siringico, 6 = ac. p-cumarico, 8 = 4c. ferulico, 9 = 4c. cafeico, 10 = &c. sinapico, 11 = (-)-epicatequina, 12
= (+)-catequina, 13 = 4c. clorogénico, 14 = quercetina. Identificacion propuesta: SQ = 4c. siquimico, RV =resveratrol, FT = floretina, NG = naringenina, mHB = 4c.
m-hidroxibenzoico, pHB = acido p-hidroxibenzoico, FGL = floroglucinol, DPA = &c. dihidroxifenilacético, HPL = 4c. 4-hidroxifenillactico, THB = ac. 2.,4,6-
trihidroxibenzoico, CCL = catecolactato, GC = (+)-galocatequina, EGC = (-)-epigalocatequina, EA = ac. elagico.
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Tabla 13. Identificacion propuesta de otros fenolicos en las cascaras por GC-MS.

Iones caracteristicos Morfotipo**
Fraccion Compuesto MWderiv  tr (min) RI
(m/z)* C A P
Libres Ac. siquimico (SQ) 462 16.10 1830 204, 73, 147, 255, 462 -+ + +
Resveratrol (RV) 444 22.09 2736 444,73, 429, 207 + + +
Floretina (FT) 562 22.47 2835 562, 355, 280, 73 +++ ++ ++
Naringenina (NG) 488 22.61 2872 296, 488, 73,179 + + +
Esterificados Ac. m-hidroxibenzoico (mHB) 282 13.86 1620 73,267,282,193 + + +
Ac. p-hidroxibenzoico (pHB) 282 13.99 1632 267,223, 193,73, 282 + + +
Floroglucinol (FGL) 342 14.20 1652 342,327,173, 147 ++ ++ ++
Ac. 3,4-dihidroxifenilacético (DPA) 384 16.23 1844 384,73,179, 267 + + +
Ac. 4-hidroxifenillactico (HPL) 398 16.97 1917 308, 179, 73, 147 + + +
Ac. 2,4,6-trihidroxibenzoico (THB) 458 17.99 2023 443, 355, 73, 554, 469 ++ ++ ++
Catecolactato (CCL) 486 18.57 2089 267,73, 396, 179, 486 + + +
(+)-galocatequina (GC) 738 2191 2691 445,73, 533, 355, 738 A
(-)-epigalocatequina (EGC) 738 22.01 2718 445, 73, 533, 355, 738 ++ +++ +++
Glicosilados Floroglucinol (FGL) 342 14.20 1652 342,327,173, 147 ++ ++ ++
Catecolactato (CCL) 486 18.57 2089 267,73, 396, 179, 486 ++ ++ ++
(+)-galocatequina (GC) 738 21.90 2688 445,73, 533, 355, 738 A
(-)-epigalocatequina (EGC) 738 22.01 2717 445,73, 533, 355, 738 ++ ++ ++
Ac. elagico (EA) 590 22.40 2815 590, 73,575 + + +
Ligados Ac. p-hidroxibenzoico (pHB) 282 13.94 1627 267,223, 193,73, 282 -+
Insolubles Catecolactato (CCL) 486 18.58 2090  267,73,396, 179, 486 + + +
(+)-galocatequina (GC) 738 21.89 2688 445,73, 533, 355, 738 -+ +++
(-)-epigalocatequina (EGC) 738 22.01 2717 445,73, 533,355,738 + ++ ++

MW geriv = masa molecular estimada de los éstes trimetilsililicos de los fenolicos.

*La intensidad de los picos disminuye de izquierda a derecha.

**La presencia de los posibles compuestos identificados fue estimada a partir de las areas de los picos con respecto al del total de las
seflales en los cromatogramas.

Presencia: ++++ = Muy abundante; +++ = alta; ++ = regular; + = baja o muy baja.
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5. Discusion

5.1.Consideraciones metodologicas sobre la extraccion y la hidrdlisis secuencial

5.1.1. Discriminacion entre morfotipos

Existen pocos estudios publicados sobre la caracterizacion fitoquimica de los morfotipos de los
frutos del aguaje peruano. Algunas investigaciones han revelado que los mesocarpios de tres
morfotipos de aguajes peruanos poseen diferencias en la composicion de minerales, contenido
total de fenolicos, acido ascorbico y B-caroteno, asi como en la capacidad antioxidante que
muestran. (Sotero et al., 2013; Vasquez-Ocmin et al., 2009, 2010). Estas variaciones podrian

también evidenciarse en otras partes del fruto, como la cascara.

Si bien los morfotipos elegidos en este estudio poseen exocarpios con colores diferenciables,
en algunos casos dicha clasificacién podria no ser exacta. Esto se advirtio cuando algunos
frutos clasificados inicialmente por el palmicultor, al pelarlos parecian corresponder mas bien
a otros morfotipos. Las elecciones definitivas fueron llevadas a cabo en base al tamafio del
ejemplar y la forma del exocarpio. Por ejemplo, los “Posheco” fueron mas alargados, mientras
que los “Amarillo” tuvieron “escamas” mas protuberantes (Figura 8). En todo caso, este estudio
constituye una investigacion pionera en la evaluacion de las diferencias fitoquimicas en los

morfotipos de las cascaras de aguajes.

5.1.2. Blanqueamiento, desengrasado y extraccion cruda

Uno de los procedimientos clave para el preprocesamiento de las céscaras fue el
blanqueamiento. La presencia de las enzimas polifenoloxidasas, ampliamente distribuidas en
las plantas debido a sus funciones de defensa contra patégenos y cicatrizacion de tejidos
(Mayer, 2006; Yoruk & Marshall, 2003), podria desencadenar la degradacion de los
compuestos fendlicos en las cascaras durante la extraccion, por lo que también se afectarian las
propiedades antioxidantes asociadas. En tal caso, la estrategia del blanching es importante para
el procesamiento de frutas y vegetales. Particularmente, se optd por usar el blaqueamiento
HTST, ya que el gran contraste de temperaturas por pequefios periodos en un medio humedo
ayuda no solo a desactivar las polifenoloxidasas, sino también a eliminar el microbiota de la
superficie del alimento (Abu-Ghannam & Jaiswal, 2015). Se ha reportado que las céscaras de
aguajes conservan mejor el contenido total de fenolicos extraibles al ser blanqueadas (Resende

et al., 2019), asi que se opt6 por blanquear y liofilizar las cascaras en el presente estudio.
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Con respecto a la eleccion del solvente de extraccion, la presencia de multiples grupos hidroxilo
en los esqueletos aromaticos de los fendlicos hace que la polaridad de estos sea media-alta. Un
solvente con un indice de polaridad promedio (6.12 en el caso de metanol al 80%) es una
alternativa adecuada para solubilizar la mayor cantidad de estos compuestos. Rudke et al.
(2021) compararon la extraccion de fenodlicos asistida por ultrasonido versus Soxhlet en
cascaras de aguajes brasileros, secadas en horno y sin desengrasar. Determinaron el TPC y la
capacidad antioxidante (ABTS) de los extractos empleando dos solventes: etanol absoluto y
etanol al 50% (v/v). Ellos demostraron que la inclusion de agua en el solvente alcohdlico
permite obtener un extracto con un mayor TPC (similar a Sohxlet) y capacidad antioxidante
(significativamente mayor que con Soxhlet) que solo con etanol. Segtn el andlisis por HPLC-
ESI-MS, el etanol acuoso facilitaria la extraccion de una mayor cantidad de flavonoides, como

la quercetina y la (+)-catequina, y acidos fendlicos como &cido protocatecuico.

Asi mismo, se ha demostrado que el uso de metanol al 80% permite una mayor extraccion de
compuestos fendlicos que usando solo metanol, etanol al 80% y solo etanol mediante Soxhlet
en hojas de abedul (Keininen, 1993). No obstante, las técnicas convencionales como Soxhlet
exigen un importante gasto de solvente, ademas de una gran cantidad de tiempo y altas
temperaturas, lo cual podria degradar el contenido de algunos metabolitos termosensibles
(Ismail et al., 2019). En tal caso, el uso de UAE puede garantizar una extraccion mas rapida,
sin un alto gasto de solventes y con buenos rendimientos extractivos. Esto se justifica en que
el fendmeno de cavitacion acelera la transferencia de masa y calor, permitiendo la disrupcion
efectiva de las estructuras celulares de las matrices vegetales para la liberacion de los
compuestos de interés (Soquetta et al., 2018). Consecuentemente, el disefio experimental para
la extraccion cruda de los fendlicos con metanol al 80% por UAE de las cascaras permitio
conocer que las condiciones adecuadas para un mayor TPC son 60°C por 60 min con un ratio

de extraccion de 1: 10 m/v.

Las pruebas para la optimizacion de la etapa de desengrasado y limpieza final con SPE RP-18
mostraron el importante contenido liposoluble de las cascaras que podria ser un inconveniente
durante la separacion analitica de los fendlicos, asi como en la estimacion de AC. Tal como se
precisa en la Tabla 2, la presencia de lipidos en las céscaras podria contaminar o bloquear la
columna cromatografica ya que los solventes usados para la separacion de fenodlicos poseen
una polaridad media-alta (ACN y agua), lo que impide la eluciéon de compuestos liposolubles
que podrian ser arrastrados en la extraccion con un solvente con un alto contenido alcoholico

a 60°C (Krygier et al., 1982; Mencin et al., 2021). Pereira-Freire et al. (2018) mostraron que
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las cascaras poseen un contenido significativo de carotenoides, los cuales también son
compuestos antioxidantes que podria sobreestimar los valores de TPC y ORAC reportados.
Los resultados de TLC (Figura 14) y espectrofotometria UV-Visible (Figura AS, ver Anexos)
dan indicios de la posible presencia de lipidos y de compuestos con enlaces conjugados como

tocoferoles, carotenoides y acidos grasos insaturados.

5.1.3. Fraccionamiento e hidrolisis de fenolicos conjugados

Es importante destacar los resultados de la comparacion entre LLE y SPE RP-18 para la
obtencion de fenodlicos libres antes de la hidrolisis secuencial. Se pudo apreciar, por TLC y
HPLC-DAD, que la técnica SPE RP-18 no es tan selectiva para fenolicos con polaridades altas,
ya que estos no se retienen en la matriz de silica octadecil. Una comparacion de las
recuperaciones de 15 fenolicos por SPE RP-18 y LLE con acetato de etilo demostrd que la
matriz C18 permite recuperar menos del 10% de los acidos galico, protocatecuico y p-
hidroxibenzoico, y menos del 50% de los acidos vanilico, cafeico, siringico y p-cumarico,
mientras que las recuperaciones de algunos glucésidos de quercetina fueron adecuadas (Y.
Wang et al., 2014). En este sentido, si bien la LLE exige un mayor uso de solventes y tiempo,
la polaridad del acetato de etilo durante la particion permite recuperar selectivamente a los
principales compuestos fenolicos libres, haciendo que los conjugados, con mayor hidrofilicidad
que los primeros, no se retengan y pasen a la etapa de hidrdlisis (Y. Wang et al., 2014). En
contraste, la baja selectividad de la matriz C18 por los compuestos de mayor polaridad se
explica por el mecanismo subyacente de la retencion: fuerzas Van der Waals, puentes de
hidrogeno e interacciones dipolo-dipolo, las cuales no son tan especificas para sistemas
aromaticos hidroxilados (Michalkiewicz et al., 2008). Cabe mencionar que otras matrices
alternativas poliméricas son mas adecuadas para cubrir un mayor rango de polaridades para los

fenolicos, e. g., HLB o ENV+ (Michalkiewicz et al., 2008; Pérez-Magarifio et al., 2008).

No existen reportes en la literatura sobre el uso del fraccionamiento en la caracterizacion del
contenido de fendlicos en la cascara de aguajes. El presente trabajo desarrolla el primer analisis
de este tipo aplicado a esta matriz vegetal. El abordaje de hidrolisis secuencial para la obtencion
de fendlicos libres y liberados de sus formas conjugadas solubles (esterificados y glucosilados)
e insolubles ligados a la pared celular fue rastreado en la literatura. Uno de los primeros trabajos
fue el de Krygier et al. (1982), en el que el fraccionamiento solo se hizo para fenolicos
esterificados mediante una hidrélisis basica con NaOH. Los autores resaltan que un tratamiento

alcalino a temperatura ambiente genera pérdidas menores de dacidos hidroxicinamicos
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(<10 %), en contraste cuando la hidrolisis es acida, (con HCI a altas temperaturas), puesto que
el rango de pérdidas llega a estar entre 15-92 % a causa de la degradacion de los analitos.
Trabajos posteriores incluyeron la hidrdlisis acida consecutiva a la basica para poder liberar
los fendlicos de sus formas glicosiladas (Kozlowska et al., 1983). Luego, se demostrd que el
uso de acido ascorbico y EDTA en el medio de incubacion durante la hidrélisis alcalina evita

la pérdida de los fendlicos liberados (Nardini et al., 2002).

La combinacion de hidrélisis bésica y acida se justifica, primero, en que los enlaces tipo éster,
caracteristicos en conjugados entre compuestos fenolicos, y entre fendlicos con acidos
organicos, alcoholes o acidos grasos, son mas susceptibles a la escision en condiciones
alcalinas. Esto podria deberse a que el ion hidroxilo del NaOH se comporta como un nucleéfilo
capaz de atacar al carbono del carbonilo en el enlace. Luego de este paso, es necesario
neutralizar el medio con écido (e. g. HCI), ya que los grupos hidroxilos en condiciones alcalinas
son propensos a desprotonarse, por lo que un pH menor previene la formacion de quinonas (Z.
Wang et al., 2020). Por otra parte, en los glucésidos, el enlace formado es del tipo éter, el cual
suele ser mas susceptible a hidrolizarse en condiciones altamente 4cidas y a temperaturas
cercanas al reflujo del solvente. El mecanismo de reaccion involucraria la protonacion del
oxigeno del enlace, lo que permite elevar la electrofilicidad del carbono del grupo glucosidico,
haciendo que sea un mejor grupo saliente. En tal caso, el enlace éster para los conjugados
fenolicos seria una unién labil en condiciones alcalinas, mientras que el enlace O-glucosidico
(éter) lo seria en ambientes 4cidos (Schendel, 2018; Z. Wang et al., 2020). Ademas, el orden
en el que se da la hidrdlisis secuencial se justifica en que los glucésidos poseen una mayor

solubilidad en el agua que los ésteres.

Se ha mostrado que la hidrolisis bésica en el residuo del fraccionamiento de un extracto
metandlico de salvado de trigo permitié obtener una mayor cantidad de fenolicos liberados de
su formas conjugadas insolubles que con una hidrdlisis acida (K. H. Kim et al., 2006). Esto
puede explicarse porque muchos acidos fenolicos pueden encontrarse como conjugados
esterificados en la pared celular de la matriz vegetal (Saadi et al., 1998). En definitiva, el
abordaje de una hidrolisis secuencial constituye una estrategia conveniente para obtener una
imagen mas completa de los fendlicos de una matriz (Robbins, 2003), sobre todo cuando los

patrones de conjugacion son muy variados y la adquisicion de estandares es un gran desafio.
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5.2.Contenido total de fenolicos y capacidad antioxidante

5.2.1. Correlacion

El TPC y AC son parametros que se correlacionan en las investigaciones sobre los fenolicos.
En este trabajo, dicha correlacion (R = 0.954) también fue vista para las fracciones, donde
serian los fenolicos esterificados aquellos que tendrian el mayor aporte de la AC total de las
cascaras de aguajes en sus diferentes morfotipos. Aunque no se encontrd una clara diferencia
entre los morfotipos “Amarillo” y “Posheco”, estos tendrian un mayor contenido de fendlicos

que se corresponderia con una mayor AC que las céscaras de aguajes “Color”.

La mayor parte de los estudios revisados reportan el TPC tinicamente para fendlicos extraidos
en sus formas libres y solubles, ignorando a aquellas formas conjugadas solubles e insolubles.
Tauchen et al. (2016) reportd un TPC de 462 + 33 ng GAE/mg de extracto (o mg GAE/g DW)
y ORAC-FL (ensayo con fluoresceina) de 646 + 51 pg TE/mg de extracto (o 2581 £ 204 umol
TE/g DW) para cascaras de aguajes provenientes de Pucallpa, Pert (extraccion por Soxhlet a
130 °C con etanol al 70%); ambos valores superiores que en el mesocarpio. Pereira-Freire et
al. (2018) también registraron un valor superior de TPC para las céscaras con respecto a la
pulpa y al endocarpio de aguajes brasileros, el cual fue de 12.9 £ 0.5 mg GAE/g DW (extraccion
por maceracion a temperatura ambiente con metanol), mas del doble que en ambas partes del
fruto. En este estudio, la AC fue determinada mediante los ensayos DPPH y ABTS, por lo que
la comparacion con el presente trabajo no es posible. No obstante, se observd que, en ambos
ensayos, el extracto de las cédscaras posee una AC superior con respecto al mesocarpio y
endocarpio, que se correlacionan positivamente con el TPC. Rudke et al. (2019) encontré un
TPC de 167 = 6 mg GAE/g de un extracto (o 32 £ 1 mg GAE/g DW) de cascaras secadas en
horno (PLE por 90 min a 71.2°C con etanol al 91.6 %). En un estudio posterior, corroboraron
este hallazgo y lo compararon con el TPC de la semilla, demostrando que el valor en la cascara
es mas del doble (Rudke etal., 2021). Sus resultados de AC (DPPH y ABTS) no son
comparables con lo obtenido en este estudio, pero también mostraron ser superiores en las
cascaras con respecto a las semillas. Resende et al. (2019) obtuvieron un TPC de
9.3 + 3 mg GAE/g de masa seca de céscaras liofilizadas y blanqueadas, siendo casi nueve veces
el valor reportado para el endocarpio. En este caso, la AC se evalud con los ensayos DPPH y

FRAP, y se mostr6 que las céscaras poseen un menor valor que el endocarpio.
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5.2.2. Efecto de la hidrélisis

Ninguno de los trabajos revisados reporta el TPC ni AC en fracciones post hidrdlisis de los
compuestos. Todos estos evaltian tales parametros en funcion a los extractos crudos. En la
presente investigacion, al sumar los TPC de las fracciones para cada morfotipo se obtienen
valores aproximados de 95.5, 85.8 y 40.7 mg GAE/g DW que son mayores que los TPC de los
extractos crudos 56.2, 52.6 y 21.1 mg GAE/g DW para los morfotipos “Posheco”, “Amarillo”
y “Color”, respectivamente. Este incremento podria explicarse en las diferencias del poder
reductor que tendrian los fenolicos en el extracto crudo con respecto a los liberados en las
fracciones post hidrélisis. Se debe subrayar que el ensayo de Folin-Ciocalteu es en si una
reaccion redox, en la que la formacion del complejo coloreado depende de la reduccion de los
oxidos de tungsteno (VI) y manganeso (VI) debido a la presencia de los fenolicos, los cuales
se oxidan. Consecuentemente, la reaccion de Folin-Ciocalteu es también una manera de medir
la AC, mediante una reaccion de transferencia de un electron, principio en el cual también se
basan los ensayos in vitro de DPPH y FRAP (Huang et al., 2005). En tal caso, y tal como ocurre
con otros métodos para estimar la AC, como ORAC, cuyo principio es mas bien una reaccion
de transferencia de un 4tomo de hidrégeno, la estructura quimica determinard la facilidad con
la que los fenodlicos se oxiden. Se ha estudiado como la estructuras de los flavonoides, por
ejemplo con respecto a la posicion de los dobles enlaces en el esqueleto aromatico, y la acidez
de los grupos hidroxilos influyen significativamente en el proceso de transferencia secuencial
de electrones por pérdida de protones, mecanismo que determina la capacidad de absorcion de

radicales de oxigeno (ORAC) (D. Zhang et al., 2013).

Las determinaciones y posteriores comparaciones de TPC y ORAC dependen del estandar que
se use para expresar los contenidos equivalentes, (e. g., acido gélico para TPC y trolox para
ORAC). Esto se complica cuando se comparan los valores de ORAC al usar diferentes sondas
colorimétricas, ya que se ha visto que los resultados con fluoresceina son mayores que con rojo
de pirogalol en ardndanos, frambuesas y moras. En pruebas preliminares de la presente
investigacion, el ensayo Folin-Ciocalteu registr6 valores de absorbancia distintos para los
fenolicos individuales a concentraciones iguales. Consecuentemente, los fendlicos liberados
podrian tener capacidades antioxidantes diferenciadas, por lo que al sumar los aportes de cada
fraccion no dan exactamente los valores de TPC ni ORAC de los extractos crudos. Como
sugerencia, futuros trabajos podrian incluir la evaluacion de la AC con otros ensayos cuyos
mecanismos de reduccion varien, tal que la comparacion con la literatura sea posible y se

disponga de una descripcion mas amplia de la AC de las céscaras, (e. g., DPPH, FRAP, ABTS).
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Lo discutido se complementa con el hecho de que los fenolicos conjugados son finalmente
hidrolizados por la microbiota intestinal (Robbins, 2003), por lo que sus capacidades
antioxidantes en el organismo no serian necesariamente las mismas que se estudian a nivel in
vitro. Esto se refleja en los pardmetros de bioaccesibilidad y biodisponibilidad que deben
también ser estudiados; e. g., entre el 11-15% de é4cido ferulico ingerido es excretado en la
orina como acido fertlico libre o como conjugado glucurénido (Robbins, 2003). Con respecto
a esto, se ha reportado que el tipo de proceso de secado y el contenido de fibra en los
subproductos de arandanos y caqui determinan la liberacion de polifenoles durante la digestion
in vitro. Ademas, los estudios de fermentacion con microbiota intestinal demostraron que las
caracteristicas de las harinas digeridas tienen un efecto sobre la composicion de las
comunidades microbianas en crecimiento (Bas-Bellver et al., 2020). Asi mismo, Pereira-Freire
et al. (2018) mostraron que la bioaccesibilidad del contenido total de compuestos fendlicos de

las cascaras de aguajes disminuy6 en un 38.7 % después de una digestion in vitro.

5.2.3. Comparacion con otros estudios

Los resultados obtenidos aqui reflejan que el proceso de hidrdlisis secuencial incrementa los
valores de TPC y, a su vez, los de ORAC en los extractos de las cascaras de aguajes. Asi, en
todos los morfotipos, los fenolicos liberados de su forma esterificada aportarian con ca. 63 %
de la suma de TPC de las fracciones, seguido de los glicosilados (ca. 17 %), libres (ca. 14 %)
y, finalmente, los insolubles ligados (ca. 6 %). Los TPC sumados fueron menores que los
obtenidos por Tauchen et al. (2016), pero mayores que lo reportado por Pereira-Freire et al.
(2018), Resende et al. (2019) y Rudke et al. (2019). Ademas, los valores ORAC de las
fracciones sumadas corresponden a ca. 787, 1703 y 2018 pumol TE/g DW para “Color”,
“Amarillo” y “Posheco”, respectivamente, que serian inferiores a lo reportado por Tauchen et
al. (2016). Las diferencias de estos valores pueden deberse a factores como el tipo de
extraccion, las condiciones empleadas y al origen de los frutos, ademés de que en ninguno de

estos estudios llevan a cabo procedimientos hidroliticos.

Se resalta que, en las extracciones de los estudios anteriores, las céascaras no fueron
desengrasadas, por lo que los valores de TPC y AC podrian estar sobreestimados en cada caso.
Esto es debido al arrastre de posibles antioxidantes de baja polaridad, afines a los solventes
alcohdlicos, mas autn si es que las condiciones de temperatura son altas, e. g., en Soxhlet. Asi
mismo, se sabe que los interferentes tipicos en el ensayo Folin-Ciocalteu son los azucares y el

acido ascorbico. Por ende, una extraccion cruda con presencia de agua en el solvente también
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podria arrastrar a tales compuestos, lo que afectaria el valor de TPC. En este punto, la LLE con

acetato de etilo podria evitar la presencia de dichos interferentes en las fracciones.

Con todo esto, se puede decir que la céscara de aguaje podria considerarse una fuente
interesante de compuestos fenolicos con propiedades antioxidantes, con un contenido incluso
mayor que el de otras partes del fruto como la pulpa, endocarpio y semilla. Al comparar con
otros frutos exoticos amazonicos, los mayores valores de TPC reportados para las cascaras de
los morfotipos son superiores a la pulpa de acai (33 = 5 mg GAE/g DW), y de la fruta completa
de caju (cashew apple) (8.3 £ 0.3 mg GAE/g DW). No obstante, son menores que el TPC del
camu-camu (116 =4 mg GAE/g DW) (todos los extractos fueron obtenidos por maceracion a
temperatura ambiente con metanol al 50% por 60 min) (Rufino et al., 2010). El mayor TPC
para las cascaras de “Posheco” se acerca a los valores de las cascaras de granada con diferentes
origenes, cuyos valores van desde 100.4-181.0 mg GAE/g DW (extraccidon por maceracion de
120 min por triplicado a temperatura ambiente con metanol al 80%) (Saad et al., 2012). Este
mismo TPC es superior a los reportados para las harinas de subproductos liofilizados de
arandanos y caqui: 51.3 = 0.8 y 2.7 = 0.1 mg GAE/g DW, respectivamente (extracciéon por
maceracion con metanol al 80% por 1 h a temperatura ambiente) (Bas-Bellver et al., 2020).
Finalmente, las céascaras de aguajes analizadas muestran TPC superiores a las cdascaras
liofilizadas de palta, pifia, platano, papaya, maracuya, sandia y melon (0.21 £ 0.07, 2.2 + 0.2,
22+03,3.4+£0.6,2.7£0.2,1.10+0.09 y 2.2 + 0.4 mg GAE/g, respectivamente (extraccion

por maceracion con metanol por 4 h a temperatura ambiente) (Morais et al., 2015).

5.3.Cuantificacion de fenoélicos libres y conjugados

5.3.1. Comparacion con otros estudios

La separacion por TLC permitié una visualizacion preliminar de los perfiles de los fendlicos
en cada fraccion, lo que confirma la utilidad de esta técnica para la inspeccion e identificacion
de algunos analitos mayoritarios en las muestras. No se observo diferencia en la presencia de
las bandas, mas si en la intensidad de algunas, lo cual se ve reflejado en los resultados de las
cuantificaciones por TPC, ORAC vy, desde luego, por HPLC-DAD. El uso de FeClz como
agente de visualizacion de fenolicos ha sido reportado exitosamente en otros trabajos
(Agatonovic-Kustrin et al., 2021; Moricz et al., 2018) ya que permite generar complejos
azulados, verdosos o violaceos, lo que facilita la identificacion de las bandas. Por ejemplo, en
la Figura 13, los 4cidos cafeico y protocateuico se visualizaron como bandas violetas, mientras

que la quercetina aparecid mas verdosa. La (+)-catequina y (-)-epicatequina aparecieron como
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una banda amarillenta verdosa, mientras que en la banda IX, algunos acidos fenolicos
presentaron una coloracion rojiza. Estos colores son debidos a la facilidad que tienen los grupos
galoil o catecol para coordinar con Fe** (Zhong et al., 2018), propiedad que se ha aprovechado
en materiales emergentes como Metal-Phenolic Networks (MPN) para generar tintas a base de

fenolicos que son posteriormente reveladas con soluciones de hierro (III) (Dai et al., 2019).

Rudke et al. (2019, 2021) realizaron la cuantificacion por HPLC-ESI-MS/MS de fendlicos
luego de desengrasar a las céscaras de los aguajes, someterlas a un proceso de hidrolisis acida
con HCI 6 M a 85 °C por 30 min y, posteriormente, realizar una particion con éter dietilico.
Sin embargo, tal como se describi6 en 5.1.3., las condiciones acidas a altas temperaturas pueden
degradar algunos fendlicos y no ser convenientes para la escision efectiva de los enlaces tipo
¢ster. Estos autores mostraron que, entre los fendlicos cuantificados en el extracto obtenido
mediante PLE (Tabla 5), la quercetina (885 = 119 ng/g DW), (+)-catequina (324 + 9 ug/g DW)
y los acidos protocatecuico (286 + 116 pg/g DW) y eldgico (128 + 16 pg/g DW) son los
mayoritarios. La presencia de acido eladgico podria deberse a la ruptura de ellagitaninos (taninos
hidrolizables) de las cascaras bajo las condiciones acidas. Por su parte, Tauchen et al. (2016)
encontr6 como mayoritarios al acido clorogénico (11.8 + 0.8 pg/g DW), seguido de los
conjugados rutina (o quercetin-3-rutinosido, 7.42 + 0.02 pg/g DW) e isoquercitrina (o
quercetina-3-glucdsido, 7.44 = 0.07 pg/g DW), el estilbeno resveratrol (0.59 £ 0.01 ug/g DW),
y el flavonoide apigenina (0.5286 + 0.0004 ng/g DW).

Se obtuvo también al acido clorogénico como uno de los fendlicos més abundantes en la
fraccion FL. Particularmente, en el morfotipo “Posheco™ (371 £ 35 pg/g DW), se encontré mas
que en los dos estudios anteriores (15.9 £ 0.6 pg/g DW (Rudke et al., 2021)). La catequina fue
menor en FL de “Amarillo” (180 + 33 ng/g DW); pero si se suma con lo hallado en FE (273 +
18 nug/g DW), resulta mas que lo reportado por Rudke et al. (2021). El 4cido protocatecuico no
tuvo una alta concentracion en ninguna de las fracciones, por lo que es menor a lo reportado
en la literatura, siendo la fracciéon FE de “Amarillo”, la que tuvo el mayor contenido (93 + 7
pg/g DW). Una situacién similar se vio con quercetina, cuyo maximo valor estuvo en la
fraccion FE de “Amarillo” (55 + 4 pg/g DW). El resto de fendlicos identificados presentaron

contenidos superiores a los registrados en los estudios citados.

Un aspecto importante es que ninguno de los trabajos referenciados hizo un calculo de los
porcentajes de recuperacion de cada fendlico. La LLE con acetato de etilo no permitio una

recuperacion adecuada (38-50%) de los fenodlicos con mayores polaridades como son el &cido
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sinapico, galico, cafeico y siringico (Tabla 10 y Figura 18). Particularmente, el contenido de
acido galico en los trabajos de Tauchen et al. (2016) (0.1590 £ 0.0009 ug/g DW) y Rudke et
al. (2021) (4.5 = 0.8 pg/g DW).) es muy bajo, y no fue identificado en las fracciones de la
presente investigacion. Debido a la posible presencia de acido eldgico en las fracciones FI
(Figura 28), se especula que el acido galico formaria galotaninos en las céscaras, pero que
posteriormente los grupos galoilo se unirian oxidativamente para formar uno o mas grupos
derivados del acido hexahidroxidifénico (HHDP), originando elagitaninos. Las unidades de
HHDP podrian liberarse gracias a la hidrdlisis de estos taninos hidrolizables, para luego

experimentar una lactonizacion espontanea y generar al acido elagico (Dewick, 2009).

5.3.2. Propuestas biosintéticas sobre el contenido de fenolicos

Al inspeccionar los resultados de las fracciones FL, la baja concentracion del acido cafeico
podria deberse a que gran parte de éste estaria conjugandose con acido quinico para formar
justamente acido clorogénico, cuya cantidad es mucho mayor. Si bien el acido clorogénico
parece estar presente en cantidades altas, los resultados de GC-MS (Figura 28) muestran que
la (+)-catequina seria el compuesto mayoritario en las fracciones FL. No obstante, el pequefio
pico de este flavan-3-ol podria deberse también a la posible dificultad para derivatizarse por
completo (requiere 6 grupos TMS) o porque a partir del minuto 22.5 la temperatura del horno
es muy alta (310 °C) y daria paso a procesos degradativos. Es importante precisar que la (-)-
epicatequina aparece junto con la (+)-catequina, debido a que son estereoisomeros, y se

muestran en menores cantidades en todas las fracciones.

Los 4cidos vanilico y siringico aparecen con bajas concentraciones en FL, pero también en el
resto de fracciones (no mayores a 25 pg/g DW). Segtn la Figura 3, el primero se forma a partir
del acido feralico, mientras que el segundo, del sindpico. En tal caso, tiene sentido que tales
precursores no aparezcan como fenolicos libres, pero si en otras fracciones; por ejemplo, el
acido sinapico aparece en FE con una concentracion importante (111 + 33 pg/g DW, el mayor
valor en “Amarillo”), mientras que el acido fertlico presenta también una concentracion mayor
que la de los otros fendlicos en FI (90 + 13 pg/g DW, el mayor valor en “Amarillo”), junto con
el p-cumarico (82 + 10 ug/g DW, el mayor valor en “Amarillo”). No obstante, al visualizar los
resultados de GC-MS, ambos 4cidos fenolicos parecen no ser los mayoritarios. Este hecho
podria explicarse porque, aparte de ser precursores de los acidos vanilico y siringico, pueden
formar alcoholes como el coniferilico y sinapilico (Figura 3), los cuales funcionan como

unidades monoméricas para la formacion de lignina, junto con el alcohol p-cumarilico
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proveniente del acido p-cumarico. No se encontraron trabajos que hayan analizado la presencia
de lignina en la cascara de aguaje. Sin embargo, existe la fuerte sospecha que su constitucion
tenga un importante componente lignoceluldsico, debido a su dureza y rigidez. En tal caso, la
poca presencia de acido sinapico, fertilico y p-cumadrico en la fraccion FI se podria justificar
porque provienen de la despolimerizacion parcial de la lignina, ya que esencialmente estarian
en forma de uniones insolubles, o bien siendo parte de la lignina en si, o bien como grupos
laterales que ayuden a rigidizar la pared celular. Esta hipotesis tiene sentido ya que se sabe que
las condiciones alcalinas medias, similares a las de la hidrolisis secuencial, si tienen efectos
disruptivos en la estructura de la lignina, sin llegar a las condiciones extremas del proceso Kraft
para la separacion de lignina de la celulosa (Lawther et al., 1996; Oriez et al., 2020). Diversos
estudios de compuestos fenolicos insolubles ligados en cereales demuestran la presencia de
estos tres analitos (Shahidi & Yeo, 2016; B. Zhang et al., 2020). Con respecto a la presencia
del acido sinapico en la FE, es sabido que puede conjugarse con colina, formando sinapina; sin
embargo, este compuesto no se ha identificado en las cascaras de aguajes. Cabe precisar
también que la ausencia del 4cido trans-cindmico en las fracciones, al igual que del p-cumarico
en FL, FE y FG, puede explicarse porque el primero es precursor del segundo, y porque el

segundo es precursor del resto de 4cidos fendlicos (Figura 3).

Aparte de la union de los fendlicos en componentes de la pared celular como apoyo estructural
y funcional, la conjugacion de estos compuestos tiene diversos objetivos. Algunos conjugados
poseen capacidades antioxidantes diferentes a las formas libres. También se caracterizan por
tener sabores amargos o astringencia, las cuales son cualidades ttiles para la defensa contra la
herbivoria. La conjugacion representa una estrategia conveniente para almacenar fenolicos en

la planta, ya que permite alterar su solubilidad (Crozier et al., 2007; Manach et al., 2004).

Dado que los flavonoides estan presenten como glucdsidos en las plantas, es razonable la
presencia de quercetina en la fraccion de fendlicos glicosilados; no obstante, las cantidades
estan por debajo del LOQ. Mas bien, se ha calculado una mayor cantidad de este flavonol en
FE. La posible explicacion radica en que la hidrolisis alcalina, por tiempo prolongado (e. g. 4
h), también podria estar escindiendo el enlace O-glucosidico de los diferentes conjugados que
puede formar la quercetina con los azlcares, como glucosa, arabinosa, xilosa o acido
glucurénico (Manach et al., 2004; Vollmannova et al., 2024). Precisamente, la quercetina-3-
arabinosa, isoquercitrina (quercetina-3-glucosido) y rutina (quercetin-3-rutindsido) se han
identificado previamente en Tauchen et al. (2016). Si bien los enlaces O-glucosidicos son

naturalmente mas labiles a la hidrolisis 4cida, se ha visto que los glucosidos fenolicos podrian
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también escindirse en condiciones alcalinas (Brito-Arias, 2022). Por ejemplo, se ha reportado
quercetina tanto en la fraccion de fenodlicos esterificados como en la de glicosilados en la

cascara, pulpa y semilla del fruto de Annona crassiflora Mart (Arruda et al., 2018).

Asi mismo, la presencia de acido protocatecuico en la fraccion FE se explica porque podria
estar presente en forma de esteres producidos por metilaciones. Por ejemplo, el metil éster
respectivo ha sido aislado de la Machilus thunbergii Sieb. et Zucc (Kakkar & Bais, 2014). Asi
mismo, se ha podido obtener este acido fendlico en fracciones hidrolizadas de cereales,
legumbres y semillas proveniente de formas ligadas insolubles (Shahidi & Yeo, 2016). Las
cantidades en forma de glucdsidos en FG son pequeiias, al igual que el resto de acidos fenolicos
identificados en esta fraccion con respecto a las demads, siendo en su mayoria por debajo del
LOQ. No obstante, si existen estudios donde se han identificado algunos glucésidos de acido
vanilico (el cual aparece como mayoritario en FG), por ejemplo, en extractos de Gardenia

Jjasminoides (H. J. Kim et al., 2000) y de Boreava orientalis (Sakushima et al., 1995).

Por otra parte, resulta interesante la presencia de (+)-catequina en las fracciones. La cantidad
de este analito en las céscaras proviene principalmente de FE, seguido de FL, luego de Fl y,
finalmente, de FG. Los flavan-3-oles, a diferencia de otros flavonoides, no suelen formar
glucosidos, sino que mas bien aparecen en forma de oligobmeros o polimeros denominados
proantocianidinas (o taninos condensados si estdn en forma polimérica) (Manach et al., 2004;
Rocchetti et al., 2022) Estos son algunos de los ultimos productos biosintéticos tras las
multiples reacciones que pueden experimentar las flavononas (Figura 5). Las proantocianidinas
se caracterizan por la union de dos o mas unidades de estos flavonoides mediante enlaces del
tipo C-C interflavan, principalmente entre los carbonos C4 del anillo pirano y el C8 del anillo
aromatico A del compuesto (Hagerman, 2002). Los oligdmeros (dimeros o trimeros) suelen ser
mas solubles en algunos solventes organicos como acetona acuosa o metanol, mientras que las
proantocianidinas poliméricas pueden estar ligadas a componentes de la pared celular como la
fibra, por lo que son insolubles (Schofield et al., 2001; B. Zhang et al., 2020). Normalmente,
las proantocianidinas suelen analizarse en matrices vegetales tras un proceso hidrolitico con
HCI y butanol a 100 °C (Hagerman, 2002). Sin embargo, también es posible obtener los
oligdmeros y mondmeros constituyentes mediante una hidrodlisis alcalina, incluso similar a las
condiciones de esta investigacion, con una posterior particion con acetato de etilo (White et al.,

2010). Esto podria explicar la presencia importante de (+)-catequina en las céscaras.
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A parte de la (+)-catequina, se ha podido proponer la existencia de otros flavan-3-oles como
(+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina en cantidades destacables en las tres fracciones
hidrolizadas (Figura 28), los cuales también son unidades monoméricas de las
proantocianidinas (Dewick, 2009). Entonces, por una parte, se sugiere que estos flavan-3-oles
en altas cantidades en la fraccion de fenodlicos esterificados sean productos de la hidrélisis
parcial de proantocianidinas oligoméricas extraidas de las cascaras. Mientras que su presencia
en FI podria deberse a la hidrolisis parcial de los taninos condensados unidos a la fibra del
residuo solido post extraccion. En tal caso, es razonable pensar que la alta cantidad de (+)-
catequina en forma libre sea deba a que la planta podria estar sintetizandola para luego formar
taninos condensados. Ademas, la presencia de los flavan-3-oles en FG es mucho menor que lo
que se obtiene en FE, probablemente porque la mayor parte de estos compuestos estarian siendo
recuperados en dicha fraccion; aun asi, la hidrdlisis acida podria continuar hidrolizando a las
proantocianidinas en esta ultima etapa hidrolitica. No se ha reportado la presencia de estos
flavonoides en otros trabajos; no obstante, la propuesta descrita toma relevancia al ver los
resultados de Resende et al. (2019), quienes encontraron una gran cantidad de

proantocianidinas no extraibles (insolubles) en las céscaras de aguajes.

5.4.0tros posibles fendlicos

La presencia de resveratrol en forma libre en las cascaras de aguajes también ha sido observado
en otros estudios (Rudke etal., 2019; Tauchen etal., 2016). Asi mismo, la flavonona
naringenina ha sido reportado por Rudke et al. (2021) y por Tauchen et al. (2016), quienes
también la encontraron en forma de glucdsido (naringenina-7-glucosido). Llama la atencion la
posible presencia de florentina, la cual parece estar en una mayor concentracion que los
fenolicos anteriores en FL (Figura 28). No se han encontrado reportes previos de esta chalcona
en las céascaras de aguajes, por lo que se requiere una corroboracion con el estandar. El
contenido de estos fendlicos se puede explicar debido a que la formacion del policético, tras la
condensacion de las unidades de malonil-CoA con p-cumaril CoA, constituye un punto de
bifurcacion que puede derivar en la formacion de una chalcona, la cual origina al resto de

flavonoides, o un estilbeno, segln la ruta biosintética del siquimato (Figura 3).

Se han visto también los acidos fenolicos m- y p-hidroxibenzoico, los cuales podrian formarse
a partir del acido corismico (Figura 3). El 4cido elagico podria provenir de la formacion de
elagitaninos, cuya propuesta biosintética ya fue discutida en 5.3.1. La presencia de otros

compuestos tentativamente propuestos podria deberse a reacciones de metilacion o
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hidroxilacion comunes durante la formacion de los acidos fenolicos, como por ejemplo el 4cido
2,4,6-trihidroxibenzoico. El catecolactato (acido 3-(3,4-dihidroxifenil) lactico, 4cido salvianico
A o Danshensu) estd relacionado estructuralmente al 4cido cafeico, siendo ambos los
principales fenolicos de las especies chinas Sa/via. El 4cido 4-hidroxifenillactico es el precursor
del catecolactato (J. Wang et al., 2019) y ademés puede formar acido rosmarinico tras su
conjugacion con acido p-cumarico (Dewick, 2009). El &cido 3,4-dihidroxifenilacético podria
estar involucrado en el metabolismo de L-DOPA en la planta, el cual es un agente aleloquimico
(Soares et al., 2014). El floroglucinol podria ser un producto de la hidrolisis de flavonoides
pues compone parte de su estructura. Estos fendlicos provendrian de formas conjugados, ya

que se obtuvieron en las fracciones hidrolizadas (Figura 28).

Si bien la mayoria de los compuestos anteriores estarian en pequefias concentraciones en las
cascaras, con excepcion de la (+)-galocatequina y de la (-)-epigalocatequina, cuya presencia ya
fue discutida, llama la atencion la importante cantidad del acido p-hidroxibenzoico en FI,
incluso mayor que los dos flavan-3-oles anteriores. Segun la revision, este trabajo reporta por
primera vez a este compuesto en las cascaras de aguajes, cuya presencia ha sido observada, tras
su liberacion de su forma ligada insoluble mediante hidrdlisis alcalina, en legumbres, granos y
semillas (Shahidi & Yeo, 2016). Tal como se ha descrito, este tipo de fenolicos ayudan a
conectar las sustancias de la pared celular, mejorando la rigidez de su estructura, ademas de

dar proteccion ante patogenos y la radiacion UV (Shahidi & Yeo, 2016; Z. Wang et al., 2020).

Uno de los componentes a los que se suele ligar el acido p-hidroxibenzoico es la lignina.
Retomando la consideracion de que las cascaras contendrian importantes cantidades de este
biopolimero, su presencia estaria ciertamente justificada. Segun la literatura, el acido p-
hidroxibenzoico no forma parte de la lignina como unidad monomérica, sino mas bien esta
presente como grupos “pendientes” unidos mediante enlaces tipo éster (p-hidroxibenzoatos),
los cuales pueden ser hidrolizados en condiciones basicas (Mottiar et al., 2023). En particular,
los 4lamos y los sauces son especies que poseen un gran contenido de este fenolico,
constituyendo més 10 % de la lignina presente; no obstante, también se le ha encontrado ligado
a la pared celular en palmeras (Arecaceae) (Mottiar et al., 2023; Pearl et al., 1959). El acido p-
hidroxibenzoico, una vez liberado, puede usarse como una plataforma de productos quimicos,
desde materiales hasta farmacos (Mottiar et al., 2023). Asi, su alta concentracion podria

implicar que las cascaras de aguajes sean una fuente rica de este acido fenolico.
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5.5.Fibra dietética funcional

La FAO ha resaltado la necesidad de adoptar “dietas sostenibles”, un concepto que refiere a
aquellas dietas que tienen un bajo impacto ambiental y que contribuyan a la seguridad
alimentaria y nutricional de las personas. Las recomendaciones incluyen tener una dieta basada
principalmente en plantas, centrarse en alimentos locales y de temporada, y, sobre todo, reducir
los desperdicios alimentarios (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2024)
En este panorama, las cascaras de los frutos constituyen una importante fuente de compuestos
fendlicos cuyas propiedades antioxidantes podrian ser aprovechadas. El contenido de diversos
acidos fenolicos y flavonoides, tanto en sus formas libres como conjugadas, presentes en el
exocarpio del fruto del aguaje, son una prueba de ello. No obstante, no todos estos son
facilmente extraibles, ya que se encuentran en formas insolubles, ligados a los componentes de
la pared celular de la matriz vegetal. Basado en los resultados de este trabajo, las cascaras
podrian tener una gran cantidad de proantocianidinas asociadas a la fibra. Ademas, se ha podido
tener un acercamiento de la posible constitucion de tales taninos, asi como destacar la potencial

abundancia del &cido p-hidroxibenzoico, como grupo ligado a la lignina.

Los subproductos de los frutos exoticos como las cascaras podrian funcionar como fuentes de
fibra dietética, las cuales junto a los compuestos bioactivos que integran, podrian proveer
beneficios nutritivos para los consumidores al integrarse en la formulacion de productos
alimentarios (Ayala-Zavala et al., 2011). Saura-Calixto (2011) emplea el término de “fibra
dietética antioxidante” para referencia a la funcionalidad nutricional que puede tener la fibra
dietética como transportadora de los antioxidantes asociados a ésta, los cuales tendrian efectos
sinérgicos en la salud tras su metabolismo en el tracto grastrointestinal. Se destaca que una
apreciable cantidad de fenolicos atraviesan intactos el intestino delgado, por lo que son
finalmente liberados de la matriz de fibra en el colon por accion del microbiota intestinal
(Saura-Calixto, 2011). E1 90-95 % de fenolicos ingeridos, incluyendo los insolubles ligados,
pasarian a ser catabolizados por las comunidades microbianas comensales (B. Zhang et al.,
2020). Actualmente, los mecanismos especificos de como la microbiota y los fendlicos
provenientes de la fibra dietética interactiian han abierto una amplia area de investigacion; no
obstante, se sabe que ciertas especies bacterianas participan de la hidrolisis de los conjugados
asi como de la generacion de nuevos metabolitos a partir de estos (Manach et al., 2004). En
todo caso, la ingesta frecuente de antioxidantes, como los fenolicos, tendrian efectos
“prebidticos” junto a los ya conocidos de la fibra dietética, modulando conjuntamente la

presencia de las especies beneficiosas para la homeostasis (Mithul Aravind et al., 2021).
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En los tres morfotipos analizados, se han visto ciertas diferencias en el contenido de fibra
dietética total, cuyos valores estan entre 87-77 g/100 g de las cascaras secas. En promedio, del
TDF de las cascaras de los frutos, ca. 98% (IDF/TDF %) corresponderia a fibra insoluble,
siendo ca. 2% (SDF/TDF %) fibra soluble. Estos hallazgos son coincidentes con los de Resende
et al. (2019), en cuyo trabajo se hace la comparacion con céscaras de pequi (39.8-43.3 g/100
g), mango (38.9-40.51 g/100 g) y naranja (49.0-50.8 g/100 g), y se demuestra que las cascaras
de los aguajes podrian considerarse una fuente de fibra dietética antioxidante (> 50 % en peso
de base seca, con propiedades antioxidantes reportadas debido a la presencia natural de
compuestos que lo justifiquen) (Saura-calixto, 1998). No obstante, hay que advertir que el
contenido de fibra dietética estimado podria variar segln el pretratamiento de la muestra, tal
como lo destacan Bas-Bellver et al. (2020), quienes obtuvieron un menor TDF del bagazo de

arandanos y caqui con liofilizacion versus secado en horno.

Otro aspecto a resaltar es la determinacion del perfil de monosacaridos neutrales no celuldsicos
en las céscaras, cuyo principal componente fue la xilosa (75.56 % mol), seguido de manosa,
arabinosa, galactosa y glucosa en pequenas proporciones (Resende et al., 2019). Esto sugiere
que la fibra de las cascaras podria tener polisacaridos pécticos como arabinanos y galactanos
pécticos, asi como arabinoxilanos, constituyentes principales de la hemicelulosa, y también
glucomananos o galactoglucomananos. Por ello, es posible inferir que los fendlicos estarian
conjugados justamente con estos glucosidos. Particularmente, la alta cantidad de IDF de las
cascaras podria asociarse a varios efectos fisiologicos positivos para el organismo. Por ejemplo,
la fibra insoluble ejerce una accion mecanica al incrementa el volumen de las heces en el tracto
gastrointestinal, lo cual mejora el tiempo de transito y laxacion, por lo que se reduce la
absorcion de lipidos dietéticos (Hosseinian et al., 2017). Ademas, se han visto beneficios en el
control de hiperlipidemia por la reduccion de la grasa y la regulacion de la saciedad y apetito

(Darzi et al., 2011; Tapsell, 2004).

La liberacion de los fenolicos ocurre durante la fermentacion de la fibra dietética gracias a las
enzimas bacterianas del colon, las cuales facilitan la escision de los enlaces que los unen a la
matriz vegetal (Mithul Aravind et al., 2021). Esto es importante de destacar, ya que la mayor
parte del contenido de fenolicos encontrados en las cascaras de aguajes son conjugados solubles
e insolubles, algunos posiblemente en forma de taninos, por lo que serian catabolizados en el
colon para desplegar sus potenciales efectos antioxidante. Ademas, es posible sugerir que estos
podria incluso mostrar efectos prebioticos tal como se reporta en la literatura con otras matrices

((Mithul Aravind et al., 2021; Sugizaki & Naves, 2018; Toméas-Barberan et al., 2016)).
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6. Conclusiones

Se logro establecer un protocolo de extraccion e hidrdlisis secuencial para el andlisis de
compuestos fendlicos en la cascara de tres morfotipos del fruto del aguaje (M. flexuosa L.f.),
provenientes de la region San Martin, Pera. Este es el primer trabajo que integra un abordaje
de fraccionamiento de estos analitos en el aguaje, tanto de fendlicos libres como liberados de
sus formas conjugadas solubles (glicosilados y esterificados) e insolubles (ligados a la pared
celular), y el primero también en comparar estos metabolitos del exocarpio entre morfotipos.
Se usaron céscaras blanqueadas y liofilizadas de las cuales se extrajo la mayoria de sustancias
liposolubles con n-hexano antes de extraer los fenolicos. Se establecié que la extraccion
asistida por ultrasonido con metanol al 80% a 60°C por 60 min permite un alto contenido de
fenolicos totales (TPC), incluso mayor que algunos reportes previos en la literatura. El
morfotipo “Posheco” tuvo el mayor TPC, seguido del “Amarillo” y “Color”. Se demostrd que
era necesaria una etapa adicional de SPE RP-18 en el extracto crudo para terminar de remover

las sustancias de baja polaridad que podrian interferir en los andlisis posteriores.

La fraccion de fenolicos libres (FL) se obtuvo directamente del extracto crudo limpio por LLE
con acetato de etilo, mientras que las fracciones de fenolicos esterificados (FE) y glicosilados
(FG) se consiguieron tras hidrdlisis sucesivas de la fase acuosa de FL, primero con NaOH 4 M
y después con HCI 6 M, respectivamente. La fraccion de fenolicos ligados insolubles (FI) fue
obtenida tras la hidrodlisis con NaOH 4 M del residuo de la extraccion cruda. Este enfoque se
justifico en la labilidad que tienen los enlaces tipo éster de los conjugados en condiciones
alcalinas, y del tipo éter (O-glucosidicos) frente a 4cidos a temperaturas altas. Se demostrd que
la LLE permite recuperar fen6licos con un mayor rango de polaridades, mientras que la SPE
RP-18 no es suficientemente selectiva para aquellos analitos con una mayor polaridad. La
hidrolisis secuencial tuvo un efecto importante sobre el TPC, ya que estos valores fueron
superiores para las fracciones en conjunto versus el extracto crudo de cada morfotipo.
Asimismo, TPC y AC tuvieron una correlacion positiva, corroborando la capacidad

antioxidante de los compuestos fenolicos de las cascaras.

Se evalu6 preliminarmente el perfil de fenolicos de las fracciones por TLC empleando FeCls.
El analisis cuantitativo por HPLC-DAD (RP) fue capaz de separar 16 fendlicos estandares en
menos de 55 min. Con ello, se validé el método obteniéndose LOD y LOQ bajos, %RSD <
10%, rangos lineales amplios (R? ca. 1), resoluciones > 1.5, purezas espectrales suficientes, y

recuperaciones adecuadas para la mayoria de analitos. Se identificaron hasta nueve fenolicos
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entre las fracciones, siendo la (+)-catequina y el acido clorogénico los fenolicos mayoritarios
en FL, (+)-catequina en FE, acido vanilico en FG, y acido fertlico y p-cumarico, y (+)-
catequina en FI. La diferencia entre los morfotipos unicamente se vio en las concentraciones,

acorde a los TPC reportados.

El método de separacion por GC-MS desarrollado permiti6 separar 16 fenolicos derivatizados
con MSTFA en menos de 35 min. Con ello se corroboraron los resultados vistos por HPLC y
se pudo proponer la presencia de resveratrol, naringenina y acido elagico, previamente
reportados, y, por primera vez, posiblemente floretina, (+)-galocatequina, (-)-epigalocatequina
y p-hidroxibenzoico en las cascaras de aguajes. Se destaca la alta presencia de (+)-
galocatequina y (+)-catequina en FE y FI, lo que sugiere importantes concentraciones de
proantocianidinas oligoméricas y taninos condensados. Ademas, el gran contenido de acido p-
hidroxibenzoico en FI podria indicar su conjugacion con lignina, posible componente de la

fibra de las cascaras.

Este trabajo demostr6 que la cascara de aguaje constituye una fuente potencial de fibra dietética
funcional, ya que sus fenoélicos, principalmente conjugados, tienen un aporte significativo en
el despliegue de la actividad antioxidante de este subproducto. El abordaje de hidrolisis
secuencial permitid, por primera vez, tener una imagen mas completa de los analitos en esta
matriz vegetal entre sus morfotipos. Ademas, se observd que esta posee un alto contenido de
fibra dietética total (77-89 g/100g DW), principalmente insoluble (98% IDF/TDF). Finalmente,
se proponen nuevas preguntas de investigacion con respecto a la biodisponibilidad y
bioaccesibilidad de los fenolicos de la cascara de aguaje, asi como sus efectos toxicoldgicos

para su integracion definitiva en productos para la suplementacion humana.
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Anexos

Figuras complementarias

Figura A1. Consumo de PGR inducido por AAPH en presencia de trolox.

Figura A2. Separacion de 16 fendlicos por HPLC-DAD (RP) a diferentes longitudes de onda.
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Figura A3. Resultados del analisis de pureza espectral en algunos picos de los cromatogramas. Las imagenes
superiores (1) corresponden a la superposicion de los espectros registrados (n=5) para la evaluacion de picos
correspondientes a A = 4cido siringico, B = (-)-epicatequina y C = &cido clorogénico. Las iméagenes inferiores
(2) corresponden al resultado de la determinacion de la razon de pureza (purity ratio) para el pico de A, By C.

CRU1, CRU2y CRU3
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Figura Ad4. Separacion por HPLC-DAD (RP) a 280 nm de los extractos crudos
correspondientes a las 3 extracciones sucesivas asistidas por ultrasonido a 60°C. CRU1 = 60
min; CRU2 =+30 min; CRU3 =+30 min. Se usaron cascaras de aguajes “Color”.
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Figura A6. TLC de los extractos crudos con cascaras. C-SD = sin desengrasar; C-D =
desengrasadas, P = pool de estdndares fendlicos (70 pg/mL); Hex-D = fraccion de

21/03/de2eh gék2hl o \OSHOMBexano. Las marcas se realizaron durante la visualizadégea 234 nigf. Lasl
manchas marcadas con asterisco se observaron a 366 nm. Se empled el sistema de elucion
PE(AA) = éter de petroleo (40-60°C): dietiléter: acido acético = 84:15:1 (v/v).
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Figura A7. Separaciones de fracciones purificadas por SPE por HPLC-DAD (RP) a 280 nm. A. Los cromatogramas de la fraccion no retenida NOR y de lavado
LAV poseen perfiles idénticos. B. Los cromatogramas de NOR y del primer eluato MET40 (metanol al 40%) poseen picos notorios, mientras el del segundo
eluato MET70 (metanol al 70%) no. C. El cromatograma de NOR posee un perfil que calza con los picos de los primeros 20 min del cromatograma de extracto
crudo CRU. D. El cromatograma de MET40 posee un perfil que calza con los picos de CRU notoriamente a partir del minuto 10.
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Figura A8. Separaciones de fracciones libres e insolubles ligados con diferentes
tratamientos por HPLC-DAD (RP) a 280 nm.
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Figura A9. TLC de las fracciones de fenolicos libres para evaluacion del efecto del
desengrasado. Las marcas se realizaron durante la visualizacion a 254 nm. Las bandas
marcadas con asterisco se observaron también a 366 nm. SD = sin desengrasar, D = con
desengrasado, P = pool de fendlicos estdndares, HEX = fraccion extraida con n-hexano,
FL = fenolicos libres, FI = fenodlicos insolubles ligados. A. Separacion de FL y de las
fracciones HEX de FL y de FI (n-hexano: éter dietilico: acido férmico = 80: 20: 2 (v/v)).
B. Separacion Py las fracciones FL y HEX de FL (diclorometano: acetato de etilo: acido
formico: metanol = 65: 20: 10: 5 (v/v)).
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Figura A10. TLC de las fracciones de fendlicos libres segun las pruebas por SPE. P =
pool de fendlicos; SPE-FL = prueba de purificacion por SPE; LLE-FL = LLE del extracto
crudo. Se usé la fase movil DAFM (diclorometano: acetato de etilo: acido férmico:
metanol = 65: 20: 10: 5 (v/v)). También se incluyd una muestra redisuelta en metanol del
residuo solido de la suspension acuosa del extracto crudo (SPE-R). Las marcas se
realizaron durante la visualizacion a 254 nm y a 366 nm (*).
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Figura A11. Separaciones de las fracciones de elucion y no retenido por SPE, y del extracto crudo de las cascaras por HPLC-DAD (RP) a 280 nm. A. Eluato
de SPE versus la fraccion no retenida. B. Eluato de SPE versus el extracto crudo (picos a la misma escala). C. Fraccion no retenida por SPE versus el extracto
crudo. D. Fluato de SPE versus el eluato de una anterior SPE, el cual fue obtenido con metanol al 40% (v/v), en vez de solo metanol. En B., C. y D. también

se muestran los picos de la region de lavado de la columna (a partir del minuto 55).
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Fendlicos libres: SPE (metanol) y LLE (metanol)
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Figura A12. Separaciones de las fracciones obtenidas por LLE y SPE por HPLC-DAD (RP) a
280 nm. A. Fenolicos libres obtenidos por SPE y LLE. B. Fraccion no retenida por SPE versus
los fenolicos libres por LLE.
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Fendlicos esterificados:SPE (metanol 70%) y LLE (metanol)
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Figura A13. Separaciones de las fracciones acuosas e hidrolizadas obtenidas por LLE y SPE
por HPLC-DAD (RP) a 280 nm. A. FE obtenidos por LLE y SPE. B. Fase acuosa de LLE para
FL y FE obtenidos por LLE. C. Fraccion no retenida de la SPE de FL y FE por SPE. FL =

Fenolicos libres, FE = Fenolicos esterificados
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Figura A14. Separacion por HPLC-DAD (RP) a 280 nm de las fracciones de las cascaras de aguajes.
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Figura A1S. Concentracion promedio (n=3) de fenolicos en las fracciones de las céscaras de tres morfotipos de aguajes. Las barras de error reflejan la
desviacion estandar. Letras distintas implican diferencias significativas entre los valores mediante la prueba post-hoc de Tukey (a = 0.05).
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Tablas complementarias

Tabla Al. Parametros para la separacion preliminar de fendlicos por HPLC-DAD (RP).

Parametro Descripcion

Columna RP-18e LichroCart® (250 mm x 4 mm, 5 pm)
Temperatura 35°C

Volumen de inyeccion 20 uL

Fase movil

Flujo de fase movil

Gradiente de elucion

Longitudes de onda de deteccion

Espectros UV-Visible

A: Agua con TFA 0.1%
B: ACN con TFA 0.1%

1 mL/min

B: 52a20% en 30 min — 20% por 15 min —
20% a 30% por 10 min — 30% a 70% por 4
min — 70% por 5 min — 70% a 5% por 1 min
— 5% por 10 min.

Tiempo de elucion: 59 min
Tiempo total (incluido lavado): 75 min

230, 254 y 280 nm (sin referencia)

190 — 400 nm

Tabla A2. Estimacion de los efectos de la temperatura y tiempo en la
extraccion de fendlicos.

Término

Constante del modelo
Tiempo (30,60)
Temperatura (40,60)

Tiempo*Temperatura

Estimacion EE‘ror Razén t Valor p
estandar
779.775 3.402389 229.18  <.0001
15.875 3.402389 4.67 0.0095
51.775 3.402389 1522 0.0001
-2.025 3.402389 -0.60  0.5838
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