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When | was a young man, | wanted to change the world.

I found it was difficult to change the world, so I tried to change
my nation.

When | found I couldn’t change the nation, | began to focus on my
town. | couldn’t change the town and as an older man, I tried to
change my family.

Now, as an old man, | realize the only thing | can change is
myself, and suddenly I realize that if long ago | had changed
myself, | could have made an impact on my family. My family and
I could have made an impact on our town. Their impact could
have changed the nation and | could indeed have changed the
world.
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Resumen

RESUMEN

El acondicionamiento industrial de frutilla genera varios residuos de la planta (pedunculo,
sépalo y restos de fruto) constituyendo hasta un 20% de la cosecha. Estos tejidos vegetales
presentan un problema al no contar con una adecuada disposicion final, teniendo asi un
impacto negativo en el ambiente. No obstante, dentro de la composicion de estos tejidos
vegetales podemos encontrar diversos compuestos que tienen potenciales beneficios para
la salud, tal es el caso de los compuestos fendlicos, cuya extraccion puede representar una
opcién para darle un valor agregado a estos residuos. Por ello, el objetivo de este trabajo
fue estudiar el impacto de distintos sistemas de extraccidon usando agua y diferentes
solventes organicos sobre el contenido de compuestos fendlicos, su capacidad
antioxidante, su actividad antimicrobiana y su habilidad para inhibir la actividad de la
enzima polifenol oxidasa. El estudio se realizé variando: el tipo de solvente [agua (100%)
y etanol, metanol y acetona (80%)], la concentraciéon de acido férmico [0 y 0,5%] y el
numero de etapas de extraccion [1 y 2 etapas]. El contenido de fenoles (FT) y flavonoides
totales (FvT) fueron determinados por técnicas espectrofotométricas, y adicionalmente se
analizaron mediante HPLC-DAD. La capacidad antioxidante fue determinada mediante las
técnicas DPPH (CAprrH) y FRAP (CArrap). La actividad antimicrobiana del extracto acuoso
del residuo de frutilla se determiné sobre las cepas de: Bacillus cereus, Escherichia coli
ATCC 25922, Listeria monocytogenes, Salmonella Newport y Staphylococcus aureus.
Ademas, se estudid la capacidad y tipo de inhibicién del extracto del residuo de frutillas
(RF) sobre la actividad de la enzima PPO extraida de la manzana cv "Red Delicious’. Los
extractos del RF con metanol 80% acidificado en 2 etapas presentaron los mayores
rendimientos para FT (15.01 mg &cido galico equivalente <AGE>/g RF) (p<0,001), seguido
por los extractos con acetona 80%, etanol 80% y agua. El contenido de FvT de RF con
acetona 80% sin acidificar present6 el mejor rendimiento (1,9 mg quercetina/g RF),
representando el 32,6% de los FT. La acidificacion de acetona 80%, redujo el contenido de
FvT a 1 mg quercetina/g RF, un 14,5% de los FT extraidos. La CApprn de los extractos con
metanol y acetona en 2 etapas con y sin acido fueron 25% superiores a las obtenidas en
los extractos con agua y etanol en esas condiciones, correlacionando con FT (R2 >0,8)
(p<0,01) en todos los casos. La CArrar No presenté diferencias significativas (p>0,05) en
los extractos de metanol y acetona en 1 etapa, con y sin agregado de acido, siendo 35%
mayor a la obtenida con etanol y agua. Ademas, la extraccion en 2 etapas con acetona
acidificada mostrd 32% mas CArrap que con agua. Las extracciones con solventes verdes
(agua y etanol) en 2 etapas con y sin acido presentaron un contenido de FT similares a los
obtenidos por metanol y acetona en una etapa (=9 mg/g RF). Se identificaron vy

cuantificaron seis compuestos fendlicos mayoritarios en los diferentes extractos: tetragaloil-

Xviii



Resumen

glucosa (1), acido elagico pentésido (2), agrimoniin (3), acido elagico libre (4), quercetin-
glucurénido (5) y kaempferol-glucurénido (6). El compuesto (3) fue el mayoritario en todos
los extractos, y los mejores rendimientos se obtuvieron con acetona en 2 etapas sin acido
(2,45 mg/qg). Este elagitanino fue el tnico polifenol que correlacioné (R>>0.80, p<0.05) con
las actividades antioxidantes. El extracto de RF (0,24 mg AGE /mL) no presenté actividad
antimicrobiana sobre las cepas evaluadas en la concentracion ensayada. Adicionalmente,
el extracto fendlico de RF (0,24 mg AGE /mL) presenté un 30% de inhibicién sobre la
actividad del extracto de PPO de manzana, en una inhibicién del tipo “incompetitiva”. Los
resultados de este trabajo muestran el potencial que tienen los tejidos vegetales, residuos
del acondicionamiento industrial de frutillas como una fuente de bajo costo de compuestos
fendlicos con actividad antioxidante e inhibitoria del pardeamiento enzimético.
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1. Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. Consideraciones generales

Histéricamente las frutas han sido conocidas como una fuente rica en micronutrientes
esenciales y fibra. Recientemente, las frutas son reconocidas ademés por ser una
importante fuente de una amplia gama de fitoquimicos, como lo son los compuestos
fendlicos o polifenoles, que individualmente o combinados pueden traer diversos beneficios
a la salud de quienes los consumen (Haminiuk et al., 2012).

La extraccidn, identificacion y cuantificacion de los polifenoles ha generado un gran interés
debido a que en diversos estudios se afirma que poseen propiedades promotoras para la
salud, tales como antioxidante, anticancerigena, antiinflamatoria, antiviral, antialérgica,
entre otras. Ademas, los compuestos fendlicos retardan los cambios oxidativos en los
alimentos, mejorando asi la calidad y el valor nutricional de los mismos (Harbourne et al.,
2013; Huang et al., 2010; ljaz et al., 2018; Kang-Mu et al., 2009; Rodriguez-Arzuaga y
Piagentini, 2018; Franco Van De Velde et al., 2013).

Dentro de las distintas matrices vegetales en donde podemos encontrar dichos compuestos
se destacan las frutas de consumo masivo, como el caso de la frutilla. Entre los compuestos
fendlicos encontrados en frutilla se destacan los flavonoides del tipo antocianinas, los
taninos hidrolizables (elagitaninos), algunos flavonoles (glucésidos de quercetina y
kaempferol), derivados del acido hidroxicindmico (acido p-coumarico), acido elagico y
glucésidos de acido elagico (Aaby et al., 2012; Buendia et al., 2010; Fracassetti et al.,
2013). La frutilla comercial, Fragaria x ananassa, se origind hace aproximadamente 250
anos cuando algunos clones de Sudamérica de Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana
se hibridaron accidentalmente en jardines europeos (Hancock et al., 2008). Los cultivares
originarios desempefaron un papel predominante en los programas de cultivo publicos y
privados dentro de los siguientes 100 anos (Hancock et al., 2005). El género Fragaria
pertenece a la familia Rosaceae, una familia econdémicamente importante que contiene
muchos cultivos (por ejemplo: Malus, Pyrus, Prunusy Rubus) y ornamentales (por ejemplo:
Rosa y Sorbus). Este género es un miembro de la subfamilia Rosoideae y consta de
aproximadamente 20 especies que pueden ser diploides, tetraploides, hexaploides u
octoploides. Estas incluyen muchas especies salvajes diploides como Fragaria nubicola
(Lindl. ex Hook. f.) Lacaita'y Fragaria vesca L. y la frutilla cultivada Fragaria x ananassa
(2n = 8x = 56) (Sargent et al., 2006). Las Fragarias son plantas perennes, con hojas y flores
en un mechoén basal que produce tallos postrados o corredores. Las hojas son trifoliadas
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con estipulas membranosas y hojuelas de serradas obovadas cuneadas. Las flores son
blancas e insertadas en un céliz persistente, con cinco bracteas, alternadas con los l6bulos
del caliz. Como una baya, los frutos se forman a partir del agrandamiento suculento del
receptaculo (Glndiz, 2015).

Las frutillas pueden ser consumidas “in natura”, lo cual representa una ventaja para los
consumidores debido a que no se producen perdidas de nutrientes debido al
procesamiento (Cordenunsi et al., 2005). Luego de la cosecha se recomienda almacenar
las frutillas inmediatamente a bajas temperaturas, ya que las frutas poseen una vida
postcosecha extremadamente corta (vida media de 2 o 3 dias). Esto, por lo general, se
logra por medio de la aplicacion de aire forzado a 1°C (Satish Kuchi y Sai Ratna Sharavani,
2019). Luego se recomienda mantener las frutillas en condiciones atmosféricas éptimas
(90-95% HR, 5-10% O2y 15-20% CO-) y temperatura adecuada (0°C) para que el producto
tenga una vida util que oscile entre los 7-10 dias en fresco (Jadhav y Gurav, 2018).

Pedicuio

Sépalo

Tejidos
carnosos
abultados
del talamo

Aquenio (fruto
seco de ovario T
monocarpelar) o

VISTA EXTERNA EL TALAMO SECCION LONGITUDINAL DEL
ENGROSADO CON LOS FRUTOS TALAMO ENGROSADO

Pericarpo

Cotiledon

Pericarpo
Testa

VISTA EXTERNA DEL AQUENIO (FRUTO) Y
SECCION DE LA SEMILLA QUE CONTIENE

Figura 1.1. Partes de la fruitlla (Fragaria x ananassa)

Las frutillas en realidad no son frutas, sino el final alargado del estambre de la planta (Figura
1.1). Cuentan con mas de 200 semillas en su piel, las cuales no constituyen el medio normal
de reproduccion del vegetal ya que ésta se reproduce por medio de un estol6n (Soares,
2014). Ademas, pertenecen al grupo de las frutas no climatéricas, aquellas cuya
maduracién no presenta variaciones sustanciales en la tasa de respiracion o en la sintesis
de etileno (White, 2002).

1.2. Generalidades sobre el cultivo y mercado de frutillas
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En el ano 2017 hubo una produccién mundial de aproximadamente 8.000.000 de toneladas
de frutillas, representando un crecimiento sustancial con respecto a la produccion en 2013
(4.320.690 toneladas). China es el pais de mayor participacion en la produccién de frutillas,
con un 40,3%, seguido por los Estados Unidos con 15,7%. Argentina ocupa el 34° lugar en
la produccién mundial de frutillas (COMTRADE, 2014). En cuanto a las exportaciones,
Espana fue el de mayor aporte mundial con 313.256 toneladas en 2016 (FAOSTAT, 2017).

La situacién de la frutilla a nivel internacional indica que la demanda en el mundo va en
aumento, no sélo por sus atributos sensoriales, sino también por los beneficios que aporta
a la salud (Pefaur, 2014).

En Argentina, se cultivan aproximadamente 1.300 a 1500 hectareas de frutillas, con una
produccion aproximada de 45 a 52 mil toneladas anuales y la particularidad de disponer de
este berry (frutilla) durante todo el afo, debido a la diversidad de climas que el pais posee.
Distribuidos en Coronda (provincia de Santa Fe), Lules (provincia de Tucuman), area
metropolitana de Buenos Aires (AMBA), Mar del Plata (provincia de Buenos Aires), Perico
(provincia de Jujuy), Bella Vista (provincia de Corrientes) y las provincias patagénicas (en
los valles con riego y cordones periurbanos de las principales ciudades) (Kirschbaum et al.,
2017). Las provincias de Santa Fe, Tucuman y Buenos Aires representan alrededor del
70% de la produccién total del pais (Brenna, 2019). De las cuales 343 hectareas se
encuentran en la zona norte, en la provincia de Tucuman en su mayoria. En la Tabla 1.1

se presenta el calendario de produccién de frutilla en Argentina.

En la provincia de Santa Fe, el cultivo de frutilla se realiza en la zona de Coronda y en la
zona de La Costa, donde se ubican ademas numerosas agroindustrias dedicadas al
procesamiento de la fruta, elaborandose pulpas, congelados, mermeladas y dulces. Los
origenes del cultivo de frutilla en la zona de Coronda datan de 1921, representando una
participacion porcentual respecto a la superficie nacional de 35% en los ultimos anos, pero
que en anos anteriores ha presentado valores mayores: 80% en 1997 y 83% en 1971
(Scaglia y Taborda, 2003). Se mencionan datos generales del cultivo en esta region:
rendimiento promedio durante los afios 1960-70: 2.000 kg. ha™' (60.000 plantas/ha con una
produccion de 35 g/planta); a partir de 1970 hubo un aumento en la productividad, a partir
de distintas tecnologias incorporadas al cultivo. Esto ha permitido incrementos sustanciales
llegando a rendimientos maximos de 65.000 kg/ha, bajo condiciones favorables en los
altimos anos (Pagani, 2011).

Entre las tecnologias incorporadas en el cultivo, que en forma sinérgica han generado
impactos positivos en los rendimientos, se destacan: sistemas de proteccion contra heladas

y lluvias (macro y microtuneles), desinfeccion de suelo, ajustes técnicos en el riego
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localizado vy fertilizacion, variedades de alta productividad, mejoramiento de la calidad del
plantin, nuevas épocas de plantacion y diferentes formas de producir plantines (Sordo et
al., 2017).

En cuanto a las variedades, la estrategia son los sistemas multivarietales, con el objetivo
de tener cantidad y calidad a lo largo de toda la campana, priorizando la fruta de primicia.
Se estan usando las variedades tempranas ‘Festival, ‘Splendory’, ‘San Andreas’;
intermedias ‘Sabrina’, ‘Sahara’' y ‘Benicia’; y tardias ‘Camino Real y ‘Merced. Ademas, en
menor medida, se cultivan ‘Mohave’, ‘Monterey, ‘Earlibrite’, ‘Fortunay’ vy ‘Cristal
(Kirschbaum et al., 2017).

Tabla 1.1. Calendario productivo de frutillas en Argentina.

Produccign |Provinda / Regidn

Salta Jujuy

Tucuman (Pedemonte)

Invierno
Carrientes

Santa Fe

Intermedia |Buenos Aires [Morte)

Mar del Plata

Mendoza
Verano

Patagonia

Tucuman (Tafi del Valle)

Fuente: INTA EEA Famailld

La cadena productiva de la frutilla se puede dividir en tres etapas, la primera que
corresponde a la siembra y cosecha, la segunda es el procesamiento industrial y la tercera
que engloba la comercializacion. Por un lado, la frutilla fresca es pre-enfriada,
seleccionada, embalada y mantenida en frio hasta su comercializacion en fresco. Otra
parte es congelada en forma de bloque o a través del sistema IQF (previamente es pre-
enfriada, despalillada, lavada y seleccionada) (Viteri y Ben, 2013).

La frutilla congelada en bloque o IQF es vendida a la industria alimentaria nacional o
extranjera (a través de intermediarios mayoristas). Alrededor del 60% de la produccién de
frutilas de Coronda y el 30% de Tucuman se comercializa en estado fresco,
distribuyéndose entre los diferentes mercados concentradores regionales y el Mercado
Central de Buenos Aires. La fruta puede enviarse al mercado en cajas de plastico o madera
de 5 Kg o embaladas en cajas de 2 Kg con 8 cubetas en cada caja (Viteri y Ben, 2013).

La calidad de la frutilla estd controlada por factores genéticos y/o ambientales que

producen en consecuencia variedades de tamanio, rigidez de la pulpa, forma de la fruta,
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solidos solubles totales (SST), relacion SST/acidez total y cantidad de azlcar (glucosa,
fructosa, sacarosa) (Hancock et al., 2008; Kirschbaum y Hancock, 2000; Satish Kuchi y Sai
Ratna Sharavani, 2019). Otro criterio fundamental de calidad de la frutilla es su color,
siendo las antocianinas, compuestos fendlicos del tipo flavonoides, las responsables de
este. Los derivados de las antocianinas, pelargonidina y cianidina se encuentran en las
frutillas en concentraciones reportadas de hasta 65 mg/100 g de fruta fresca (Crecente
Campo et al., 2012).

1.3. Subproductos del procesamiento agroindustrial de frutillas

La agroindustria es una actividad econémica que combina el proceso productivo agricola
con el industrial, para generar alimentos o materias primas semielaboradas destinadas al
mercado (Saval, 2012). En consecuencia, la agroindustria fomenta el desarrollo
economico, social y ambiental, siempre y cuando se mantenga el equilibrio entre la
actividad desarrollada y la proteccién del ambiente en cada una de las etapas del proceso,
desde la manipulacion de la materia prima hasta la distribucién y disposicion final de los
subproductos o residuos generados (Vargas et al., 2013). No obstante, como resultado
adicional a las actividades principales de las empresas que conforman este sector se
generan subproductos o residuos agroindustriales, los cuales representan cantidades
significativas y son considerados un problema ambiental (Restrepo et al., 2011). Cuando
estos residuos no son debidamente dispuestos y/o no presentan un manejo adecuado,
provocan alteraciones adversas en el ambiente que son perjudiciales y afectan
negativamente el desarrollo de los seres vivos. Por ende, en los ultimos tiempos los
residuos de la agroindustria de frutas son utilizados con frecuencia para la generacion de
productos de valor agregado, lo que permite mitigar problemas ambientales como
propagacion de plagas, malos olores, contaminacién de suelos y de cuerpos de agua, entre
otros (Serna Cock y Torres Ledn, 2015). Con lo anterior, los subproductos aprovechados
correctamente, podrian recuperar las condiciones del ambiente alteradas por las diversas
actividades humanas, mejorando la calidad de este y evitando afectaciones para la salud
(Gomez-Merino et al., 2016; Radenkovs et al., 2018).

Dentro de la diversidad de los residuos agroindustriales que se generan a diario se sabe
que los mas utilizados para su aprovechamiento posterior son los residuos provenientes
de las frutas, tales como los desechos citricos (bagazo y cascara) y la cascara del platano,
entre otros (Sanchez et al.,, 2010). Ademas, se destacan el bagazo de agave en la
produccion de tequila (Ramirez-Cortina et al., 2012); la cachaza, el bagazo, la carbonilla,
la paja y el cogollo, todos estos ultimos residuos de la agroindustria de la cafia de azucar
y de las calderas de los ingenios azucareros (Montenegro et al., 2014; Palma et al., 2016),
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la cascarilla de arroz, el zuro de maiz (Garcia y Vergara, 2017; Sanchez et al., 2010), la

zoca de café (Aristizabal Marulanda, 2015), entre otros.

La mayoria de estos subproductos son de naturaleza lignoceluldsica, posibilitando la
extraccion de polimeros como la celulosa y la lignina para ser utilizados como materia prima
en diferentes procesos. De acuerdo con Vargas et al., (2013), esta biomasa representa un
potencial energético importante para la produccion de biogas y biocombustibles (Mejias-
Brizuela et al., 2016). Por otro lado, Navia-Cuetia et al. (2013) trabajaron en la elaboracién
de compostaje con residuos de tomate; al igual que se investigé en el aprovechamiento de
residuos agroindustriales para la produccion de alimentos funcionales a través de la
nutricion animal (Tamayo et al., 2011). Otro uso que tiene muy buenas perspectivas es el
de obtencion de ingredientes funcionales. Ricce et al., (2013) mostraron el efecto de la
sustitucion parcial de harina de trigo por polvos de peladilla de esparrago, bracteas de
alcachofa y salvado de trigo sobre las caracteristicas sensoriales del pan integral. Dentro
de la caracterizacién de estos subproductos se han evidenciado también una cantidad
considerable de compuestos bioactivos, ampliando el rango de aplicaciones de estos
tejidos como materias primas. Quirds, (2016) optimizé la extraccion de compuestos
fendlicos a partir del residuo del proceso de mora y Dorta et al. (2014) caracterizaron los
residuos del mango.

Para el caso de la frutilla, se producen residuos que son evitables y otros que no lo son.
Dentro de los evitables, se contemplan las pérdidas de fruta por malos manejos durante el
cultivo, cosecha, postcosecha y comercializaciéon, que dependiendo de la region, estos
pueden llegar hasta un 20% (FAO, 2019). En cuanto a los residuos inevitables tenemos
principalmente la parte no comestible del fruto (el sépalo y parte del pedinculo) que puede
llegar a representar un 5% del fruto. (De Laurentiis et al., 2018) . En el caso especifico de
la agroindustria argentina, el INTA reporta que para el procesamiento de frutilla para la
industria ya sea de pulpas, congelados u otra, previamente se debe realizar un despalillado
el cual se hace de forma manual (Figuras 1.2 y 1.3), y que, dependiendo del factor humano
y la época del afo, se llega a obtener entre 7% al inicio del periodo de cosecha hasta un
20% de subproductos inevitables al final de la temporada de cosecha.
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Figura 1.2. Proceso de Despalillado manual.

Figura 1.3. Despalillador de Acero inoxidable.

1.4. Compuestos Fenodlicos

Los compuestos bioactivos mas abundantes en la dieta del hombre son los compuestos
fendlicos, los cuales estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Dimitrios, 2006).
Estas sustancias son sintetizadas durante el desarrollo normal de la planta, asi como en
respuesta a diferentes situaciones, como el estrés hidrico, los rayos UV, entre otros
(Cisneros-Zevallos, 2003; Fernando Reyes et al., 2007), con diferentes funciones que van
desde la defensa hasta la regulacion del crecimiento y el color de la planta. (Bunte et al.,
2019).

Una definicién quimicamente estricta, es que los compuestos fenélicos son sustancias que
poseen un anillo aromatico que lleva uno o mas sustituyentes hidroxilo, abarcando también
sus derivados funcionales. Estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza, abarcan
aproximadamente 8.000 sustancias, divididas en 22 grupos. Muchos de estos compuestos

presentes en los alimentos son solubles en agua o en disolventes organicos; la mayoria de
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las plantas, si no todas, contienen polifenoles que las diferencian entre si (Perez-Gregorio
y Simal-Gandara, 2017; Quideau et al., 2011).

Dichos metabolitos muestran una amplia variedad de actividades biologicas: antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antiviral,  antiproliferativa,
antimutagénica, anticarcinogénica, acciones vasodilatadoras, y prevencion de
enfermedades coronarias y desordenes neurodegenerativos (Cartaya y Reynaldo, 2001;
Colizzi, 2019; El Gharras, 2009; Huang et al., 2010; ljaz et al., 2018).

Algunos autores han clasificado los compuestos fendlicos en cinco grupos principales:
taninos hidrolizables, acidos fendlicos, amidas polifendlicas, flavonoides y otros, con sus
subgrupos correspondientes basado en la composicién quimica (Figura 1.4) (Haminiuk et
al., 2012; Rong, 2010).
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Figura 1.4. Clasificacion de los polifenoles y compuestos representativos (Stoyan y
Hbégger, 2019)
Los flavonoides, son el grupo mas abundante de polifenoles, se dividen en siete subgrupos;
comparten una estructura comun, que consta de dos anillos aromaticos (A y B) y tres
atomos de carbono que se unen entre los anillos A y B, creando un heterociclo oxigenado
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denominado anillo C (Figura 1.5) (Markham, 2006). Cuando estan vinculados a una o mas
moléculas de azlcar son conocidos como flavonoides glucésidos, y cuando no estan
conectados a una molécula de azucar se llaman agliconas (Williamson, 2003). El grado de
glicosilacién directamente afecta la capacidad antioxidante de los flavonoides.
Generalmente, las formas agliconas de miricetina y quercetina son mas activas que las
formas de glucésido (Cartaya y Reynaldo, 2001).

(IIT)

[IU) mem o

(V)

Figura 1.5. Caracteristicas estructurales quimicas tipicas de los flavonoides (1),
antocianidinas (ll), proantocianidinas (lIl), &cido cinamico (IV) y &cido benzoico (V).

El segundo grupo mas importante de estos fitoquimicos comprende a los &cidos fendlicos,
que representan casi un tercio de los compuestos fendlicos restantes, y los cuales estan
presentes en las frutas en forma unida. Este grupo se dividen en dos subgrupos: derivados
de los acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico. En contraste con otros compuestos
fendlicos, estos presentan un caracter acido debido a la presencia de un grupo carboxilico
en la molécula (Rana y Gulliya, 2019). Los compuestos de &cido hidroxicinamico estan
presentes principalmente como derivados, teniendo un esqueleto C6- C3. Los &cidos:
ferdlico, p-cumarico y cafeico son algunos ejemplos de esta clase. Los acidos
hidroxibenzoicos (C6-C1) se encuentran en varias frutas y en su mayoria como ésteres.
Los acidos fenélicos mas comunes encontrados en frutas en esta categoria son los acidos

galico, vanilico, elagico y siringico (Haminiuk et al., 2012).

Por otro lado, se encuentran los taninos, estos polifenoles que se encuentran en las frutas
y en su mayoria estan presentes como polimeros fendlicos. Los dos tipos principales de
taninos son los condensados y los hidrolizables (EI Gharras, 2009). Los taninos

hidrolizables son ésteres del acido galico o elagico a un nucleo poliol como glucosa (Ignat
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et al., 2011). Por su parte, los taninos condensados o proantocianidinas son un grupo de
oligbmeros y polimeros con enlaces carbono-carbono o carbono-oxigeno entre
subunidades de flavanoles como catequina y/o epicatequina (Schofield et al., 2001). Los
taninos son sustancias astringentes y amargas de diferentes pesos moleculares, y algunos
de ellos, especialmente los taninos hidrolizables, son solubles en agua.

Los estibbenos son un grupo de compuestos derivados de los fenilpropanoides
caracterizados por un esqueleto 1,2-difeniletileno (Ce-C2-Ce) (Goyal et al., 2012). Son
producidos por una gran variedad de plantas que incluyen uvas, pinos y leguminosas a
través de una secuencia metabdlica que es inducida en respuesta a factores de estrés
bidticos o abidticos (Quideau et al., 2011),

En la naturaleza podemos encontrar varios polifenoles cuyos grupos funcionales contienen
nitrégeno, a los cuales se les conoce como amidas polifendlicas (Rong, 2010). Las mismas
estan presentes en matrices como los chiles picantes, siendo los capsaicinoides los
responsables de generar la sensacion de picor al consumidor, ademas de presentar una
considerable actividad antioxidante (Davis, et al., 2007). Otra fuente importante de este tipo
de compuestos fendlicos es la avena con las avenantramidas, a las cuales Bratt et al.
(2003) les reportaron la capacidad para inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL).

Por ultimo los lignanos, comprenden una gran variedad de estructuras individuales que en
su mayoria consisten en dos restos fenilpropanoides conectados a través de sus carbonos
8 de cadena lateral (Davin y Lewis, 2003). Los lignanos son metabolizados a enterodiol y
enterolactona por la microflora intestinal. (Heinonen et al., 2001). Thompson et al. (1991)
confirmaron que las semillas oleaginosas (semillas de lino) son la fuente méas rica de
lignanos, y las algas, las leguminosas (lentejas), cereales (trigo), verduras (ajo, esparragos,

zanahorias) y frutas (peras, ciruelas pasas) son consideradas como fuentes menores.

1.4.1. Compuestos fendlicos presentes en la frutilla

La planta de frutilla (Fragaria) incluye més de 20 especies y una gran cantidad de cultivares
diferentes que podrian tener diferentes compuestos bioactivos (Gunduz y Ozdemir, 2014).
Este fruto contiene muchos componentes importantes de la dieta que incluyen vitaminas,
minerales, folato y fibra, y son una fuente rica de compuestos fitoquimicos, en su mayoria

representados por los compuestos fendlicos. (Gindiz, 2015).

El contenido de compuestos fendlicos en frutillas de diferentes variedades ha sido objeto
de numerosos estudios (Aaby et al., 2007, 2012; Buendia et al., 2010; Van de Velde, et al.,
2019a). Los flavonoides (principalmente antocianinas y flavonoles y flavanoles en menor

proporcion), seguidos por los taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos) y los taninos
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condensados (mezcla de oligbmeros y polimeros de flavanoles), representan los
compuestos fenolicos mas importantes en frutilla. Por otra parte, los acidos fendlicos
(derivados de los &cidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico), son los constituyentes
menores (Tabla 1.2).

Los compuestos fendlicos, incluidas las antocianinas, presentan una fuerte actividad
antioxidante, y se ha demostrado en muchos estudios que contribuyen significativamente
a la capacidad antioxidante total. Especificamente, las frutas ricas en fenoles conteniendo
un pigmento de antocianina son a menudo las que contienen capacidades antioxidantes
mas altas. Ademas, se han establecido fuertes correlaciones entre fenoles totales,
antocianinas y capacidad antioxidante (Gundiz, 2015). Para el caso de las frutillas de
Argentina, Van De Velde et al. (2013) compararon los compuestos bioactivos de 2
cultivares de frutilla (‘Camarosa’ y ‘Selva’) determinando que el cultivar ‘Camarosa
presento el contenido mas alto de antocianinas, y ‘Selva’ mostré un mayor contenido de

acido elagico total.

Tabla 1.2. Composicion de compuestos fendlicos en frutilla (Giampieri et al., 2012).

Clase Grupo Compuesto ‘
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Cianidina-3-glucosido

Cianidina-3-rutinosido

Cianidina-3-malonilglucosido
Cianidina-3-malonylglucosido-5-glucosido
pelargonidin-3- galactosido
Antocianinas pelargonidin-3- glucésido
pelargonidin-3-rutinosido
pelargonidin-3-arabinosido
pelargonidin-3,5-diglucosido
pelargonidin-3-malonilglucosido
pelargonidn-3-acetilglucosido
Quercetina-3-glucuronido
Quercetina-3-malonilglucosido
Quercetina-rutinosido
Quercetina-glucoésido
Flavonoles Quercetina-glucuronido
Kampferol-3-glucosido
Kampferol-3-malonilglucosido
Kampferol-coumaroil-glucosido
Kampferol-glucuronido
Proantocianidina B1 (EC-4,8-C)
Proantocianidina trimero (EC-4,8-EC-4,8-C)
Proantocianidina B3 (C-4,8-c)
(b)-Catechin

Flavonoides

Flavanoles

Acidos
Acido fenélicos | hidroxicinamico p-Coumaroil hexosa
Elagitaninos
Bis-HHDP-glucosa
Galoil-HHDP-glucosa

Taninos I Dimero de galoil-bis-HHDP
hidrolizables | = 2gitaninos Sanguin H-6

Methyl-EA-pentosa conjugada
Acido elagico pentosido
Acido elagico

1.4.2. Compuestos fendlicos presentes en la parte no comestible de la frutilla

En general, los compuestos fendlicos de los residuos de frutillas son similares a los de la
fruta (Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann, 2010; Zhu et al., 2015). A partir del conocimiento
de la presencia de dichos compuestos bioactivos es fundamental conocer la relacion entre
la composicion de compuestos fendlicos de estos residuos (hojas, pedunculos, tallos,
restos de fruta, etc.) y sus propiedades beneficiosas para la salud, de manera que estos
subproductos puedan ser considerados como una fuente alternativa de compuestos

bioactivos (Ferlemiy Lamari, 2016).
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Se ha reportado que las distintas partes de la planta de frutilla poseen una alta
concentracion de compuestos fendlicos. Zhu et al. (2015) determinaron que el extracto
etandlico del sépalo de la frutilla mostr6é el mayor contenido fendlico total (185,5 mg/g de
extracto), seguido de los extractos etandlicos de la flor y raiz de la planta de frutilla (180-
179 mg/g de extracto), respectivamente. El compuesto que predomina en el perfil fendlico
es el acido elagico, seguido de quercetin-3-O-glucosido. Estos resultados fueron similares
a los de Wang y HsinShan (2000), quienes reportaron que las hojas de frutilla contienen
muchos compuestos bioactivos que incluyen taninos, flavonoides, acido ascoérbico y aceites
esenciales. Por lo tanto, optimizar el método de extraccion de los compuestos fendlicos se
vuelve esencial para aumentar su recuperacion, tratando de preservar sus estructuras

quimicas nativas y su bioactividad (Zhang et al., 2015).

Por su parte, Oszmianski et al. (2011), determinaron el perfil fendlico de las hojas de frutillas
variedad Zielona’ (Polonia), siendo el compuesto predominante quercetina-3-O-rutinosido,
representando un 50% del extracto fendlico total, seguido por los taninos hidrolizables;
indicando asi que segun la especie se tendran distintos compuestos fendlicos en dichas
matrices vegetales. Ademas, BufiCova et al. (2011) detectaron (+) catequina como el
compuesto fendlico dominante presente en los extractos de hojas de frutilla, estando este
compuesto en cantidades muy pequenas en los extractos de hojas de mora y frambuesa.

Asimismo, Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann (2010) estudiaron el contenido de
compuestos fendlicos de hojas de frutilla blanca nativa de Chile (Fragaria chiloensis spp.),
presentando los extractos valores de 1,99 g/ 100 g de peso seco. Este contenido fenélico
se encuentra en el rango de los valores reportados para Fragaria ananassa Duch.
cultivares "Elsanta” (1.95 g/100 g de peso seco), Senga” (2.07 g/ 100 g de peso seco) y
"Dukar” (1,95 g/100 g de peso seco) obtenidos por Skupien y Oszmianski. (2004).

Todos estos antecedentes sugieren que la extraccion eficiente de compuestos fendlicos
bioactivos a partir de subproductos del cultivo de frutilla puede suponer una oportunidad
promisoria para obtener compuestos bioactivos con alto valor agregado reduciendo el

impacto medioambiental.

1.5. Especies reactivas al oxigeno (ROS) y capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos

Las especies reactivas al oxigeno (ROS) son formas parcialmente reducidas del oxigeno
(Sies, 1991). Es inevitable su formacion ya que provienen de un proceso normal que ocurre

33



1. Introduccién

en organismos que poseen un metabolismo energético basado en reacciones de oxidacién-
reduccion (Grene, 2002). Sin embargo, son especies muy reactivas que pueden alterar

diversos componentes celulares. De forma general, pueden causar:

(1) La inhibicién de enzimas que son propensas a reaccionar con estas especies. Cuando
reaccionan con las proteinas pueden modificar ciertos aminoacidos y romper las cadenas

polipeptidicas, ademas de poder modificar los lugares de sefalizacién para la protedlisis.
(2) La accidn sobre los pigmentos tales como la clorofila en donde genera su degradacion.

(3) La peroxidacién de lipidos: los radicales libres y también el H>O- reaccionan con los
acidos grasos insaturados, obteniendo hidropreréxidos de lipidos. Si se tiene presencia de
iones metalicos, conduce a la produccidn de radicales alcoxil y peroxil que actian en una
reaccion en cadena, donde se propaga por todas las membranas celulares, de esta forma
se altera criticamente la estructura y funcionalidad de las células.

(4) Fragmentacion del ADN producida por la reacciéon de los radicales hidroxilos con las
bases nitrogenadas, que es un efecto de las ROS muy dificil de reparar (Grene, 2002;
Jacobo-Velazquez et al., 2011).

Los antioxidantes son compuestos que tienen la propiedad de neutralizar a los radicales
libres reactivos como el anién superdxido (-O2), el hidroxilo (.OH) y el peréxido de hidrégeno
(H20>), los cuales pueden atacar a las biomoléculas de los sistemas biol6gicos y llevar al
desarrollo de enfermedades producto del estrés oxidativo (Chu et al., 2002). De esta forma
los antioxidantes son capaces de retrasar o impedir la oxidacion de lipidos, acidos
nucleicos mediante la inhibicion de la iniciacién o propagacién de cadenas de reacciones
oxidativas (Wang et al., 2016). Un inadecuado equilibrio entre pro-oxidantes y antioxidantes
en el organismo, provoca la aparicion del estrés oxidativo. Este es generado por el
desbalance de especies reactivas al oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema biol6égico
de reparar el dafo provocado a los componentes de las células. En términos generales los
antioxidantes facilitan el uso fisiolégico del oxigeno por las mitocondrias de las células, lo
cual ayuda a disminuir el estrés oxidativo y por consiguiente ayuda en la prevencién de

enfermedades crdnicas no transmisibles (Zamora., 2007).

Los antioxidantes proporcionan un papel importante en la Sistema de defensa corporal
contra especies reactivas de oxigeno (ROS) (Noipa et al., 2011). Se los puede clasificar
segun su mecanismo de accién, en primarios o secundarios. Los primarios deshacen las
cadenas de reacciones oxidativas al bloquear la iniciacién o propagacion del radical libre.
Por otro lado, los secundarios previenen la oxidacion al retardar la reaccion donde se

forman los radicales libres.
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Los antioxidantes se pueden encontrar de manera sintética o natural (Apak et al., 2011).
Los sintéticos tales como el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y el tert-buitil
hidroquinona (TBHQ) son las mas empleados en la industria (Hou, 2003). No obstante
estos compuestos tienen la desventaja de ser muy volatiles y segun algunos autores se
sospecha que son perjudiciales para la salud debido a que pueden causar inflamacion del
higado, influir en las actividades de las enzimas hepaticas y provocar carcinogenicidad
(Hou, 2003; Huang et al., 2010). En los ultimos afnos se busca cada vez mas las fuentes
naturales de antioxidantes, en donde numerosos estudios revelan que los compuestos
fendlicos como los &cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y taninos, ya sea de forma
independiente 0 en conjunto presentan una actividad importante como antioxidantes

(Haminiuk et al., 2012; Rodriguez-Arzuaga y Piagentini, 2018).

Las propiedades antioxidantes de varios cultivares de frutillas rojas son bien conocidas y
fueron descritos por Asami et al. (2003) y Skupien y Oszmianski (2004). Ademas, Tulipani
et al. (2008), utilizando nueve genotipos de frutilla con la intencion de determinar el efecto
de los genotipos sobre la capacidad antioxidante, reportaron que la estructura genética
juega un papel importante en la capacidad antioxidante de la frutilla.

Asimismo, Simirgiotis et al., (2009) compararon la actividad antioxidante entre el cultivar de
frutilla roja var. ‘Chandler’y la frutilla nativa blanca que crece en un mismo lugar de Chile,
presentando la frutilla blanca menor capacidad antioxidante. En el caso de las distintas
partes de la frutilla, Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann (2010) indicaron que el extracto de
frutilla blanca mostr6 el mayor efecto captador de aniones superéxido a 50 mg/mL (79,3%),
valor similar al encontrado para las hojas (67,60%), mientras que fue menor para el extracto
de rizoma (55%). Los pigmentos como las antocianinas no contribuyen mucho a la actividad
antioxidante de la frutilla blanca debido a su bajo contenido (43,6 mg/100 g base seca), en
comparacion con el contenido de antocianinas hallado en frutillas rojas comerciales (= 400
mg/100 g base seca) (Silva et al., 2007).

1.6. Efectos de los compuestos fendlicos de frutilla en la salud

Diversos efectos beneficiosos en la salud humana se han atribuido al consumo de frutillas.
Estos beneficios se han atribuido principalmente a los compuestos fendlicos que se
encuentran en grandes cantidades en estas frutas (Hannum, 2004).
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Los flavonoides y el &cido ascorbico son compuestos antioxidantes que han demostrado
neutralizar los efectos nocivos que se asocian con las especies reactivas al oxigeno (ROS)
(Mandave et al., 2013).

También se demostré que la administracion de extractos de frutilla en voluntarios sanos o
en pacientes con hiperlipidemia produce una menor respuesta a la glucosa postprandial
versus comida de control (Basu et al., 2014). El aumento de los niveles de glucosa
postprandial esta vinculado a la absorcién de carbohidratos dietéticos como la maltosa y
sacarosa, que se hidrolizan aun mas a glucosa por la a-glucosidasa intestinal antes de
entrar en la circulacion sanguinea. Por este motivo, la hiperglucemia postprandial puede
tratarse con inhibidores de la a-glucosidasa por retraso de la absorcion de glucosa, siendo
los compuestos bioactivos de frutilla potenciales agentes inhibidores de la actividad de esta
enzima (Feng et al., 2011). Por otra parte, se han realizado estudios en animales para
evaluar la asociacién entre alimentos ricos en compuestos fendlicos y acumulacion

amiloide y reduccion del estrés oxidativo en pacientes con Alzheimer (Hu et al., 2013).

Las hojas de frutilla se utilizan en medicina tradicional como infusion para tratar la
hipercolesterolemia, bajar la presion arterial y tratar una serie de otras condiciones tales
como trastornos gastrointestinales y estenosis. Hay una larga lista de otros efectos
reportados en la medicina popular: como diurético, fortalecer la vista y la denticion, expulsar
los célculos renales y parasitos intestinales, para tratar la anemia y la hepatitis, para
fortalecer el sistema nervioso e inmunoldgico, para la actividad hepatica, para suprimir la
diarrea, para tratar la artritis y para acelerar el metabolismo (Duru, 2012). La frutilla también
tiene actividades anticancerigenas (Wedge et al., 2001) y efectos antitromboéticos
(Naemura et al., 2005). Por otro lado, Ibrahim y Abd EI-Maksoud (2015) reportaron que el
extracto de hojas de frutillas presentaba actividades antidiabética, antioxidante,
antiinflamatoria y anti-apoptosis en la nefropatia diabética, mediante el uso de
biomarcadores en ratas. Mudnic et al. (2009) confirmaron el efecto vasodilatador de los
extractos de hoja de frutilla silvestre, viendo un potencial en el tratamiento de afecciones

cardiovasculares.

1.7. Actividad antimicrobiana de los compuestos fenodlicos

Con el fin de brindar al consumidor alimentos seguros y de calidad, la industria alimentaria
emplea distintos mecanismos fisicos, quimicos y bioldgicos con el fin de garantizar lo
anterior. No obstante, el uso de compuestos quimicos para garantizar y conservar la
inocuidad de un alimento es la forma mas comun frente a los riesgos de contaminacién
biolégica. Sin embargo, esto se opone a la tendencia actual de consumo hacia alimentos
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mas sanos y parecidos a lo natural. Por lo cual, los conservantes quimicos presentan
rechazo, ademas de que varios de estos se han vinculado con intoxicaciones y
enfermedades degenerativas, como lo son los benzoatos, nitritos y nitratos, anhidrido
sulfuroso (SO2), y otros mas (Rodriguez Sauceda, 2011). Por ello desde hace varios afos
se vienen buscando alternativas que satisfagan dicha necesidad sin tener algun tipo de
efecto secundario.

Adicional a lo anterior, la resistencia bacteriana a los métodos de control también
representa uno de los grandes retos de salud (Caniga et al., 2019). Dicha condicion se
conoce como la facultad de microorganismos a resistir un compuesto que inhibe su
crecimiento (bacteriostatico) o genera la muerte celular (bactericida), variando para cada
tipo de bacteria y el medio donde se encuentre ya que situaciones adversas favorecen la
generacién de mecanismos de defensa por parte de las mismas (Verraes et al., 2013). En
su gran mayoria, los antimicrobianos empleados en la industria Unicamente presentan
actividad bacteriostatica o fungistatica, en lugar de bactericidas o fungicidas, por ello, su
aplicacion sobre los alimentos es limitada, ya que algunos microorganismos no llegan a
verse inhibidos o destruidos por las dosis convencionales de estos compuestos utilizados
individualmente, optando por aplicar una combinacion de ellos, que de esta forma mejora

el espectro de cobertura en la conservacion (Rodriguez Sauceda, 2011).

No obstante, el uso indebido de antibiéticos y sustancias preservantes en el proceso y
consumo diario favorece los mecanismos de resistencia que dificultan el control, sobre todo
cuando se trata de bacterias patégenas (Macgowan y Macnaughton, 2017), pues este tipo
de microorganismos tienen un alto impacto sobre la salud publica debido a sus altas tasas
de mortalidad especificamente en las poblaciones vulnerables y paises en desarrollo (Lima
et al., 2019).

Los compuestos fenélicos ademas de sus ya mencionados beneficios para la salud cuentan
con propiedades antimicrobianas que se han venido estudiando en extractos de distintas
matrices vegetales y de manera individual para cada tipo de fenol, viendo un potencial para
el control de patdgenos resistentes y sus problematicas (Camelo et al., 2013; Leyva-
Jimenez et al., 2019; Salaheen et al., 2017). Esta actividad, se le atribuye a la presencia
de los grupos hidroxilos en las moléculas de los compuestos fendlicos y su posicion, la
variacion de dicho patrén de hidroxilacion permitira variar la inhibicion en distintos tipos de
bacterias (Oh y Jeon, 2015; Sanhueza et al., 2017).

c probaron la actividad antimicrobiana de un extracto de cascara de granada en metanol,
en donde la punicalagina fue el compuesto fendlico mayoritario (16,17 mg/mL). Dicho
extracto obtuvo una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 20 mg/mL y una
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concentracion bactericida minima (CBM) de 30 mg/mL para Listeria, y 60 mg/mL para
Salmonella spp, E. coli y S. aureus.

El orujo de arandanos y zarzamoras fue usado por Salaheen et al. (2014) para extraer
fenoles con etanol, con el fin de estudiar la efectividad en la inhibicion de Campylobater
jejuni. Los autores encontraron mayor potencia antimicrobiana en el orujo de ardndano con
una CBM de 0,5 mg/mL, mientras que el extracto de zarzamora presenté una CBM de 0,8
mg/ mL, ambos con una apreciable efectividad.

El extracto fendlico del residuo del procesamiento de 10 variedades de tomate mostr6é una
buena actividad inhibitoria para bacterias gram positivas, y la variedad con mayor
composicion en flavonoles presentdé la mejor inactivacion de S. aureus, B subtilis, y L.
monocytogenes con una MIC de 0,625, 1,25 y 2,5 mg/mL respectivamente (Szabo et al.,
2019).

Por su parte, Deng et al., (2014) estudiaron la extraccién de compuestos fendlicos a partir
de las hojas de arandano viendo una alta inhibiciébn para E. coli, y no tanto para L.
monocytogenes.

Por todo lo expuesto, dependiendo del perfil de compuestos fendlicos se tendran distintas

actividades antimicrobianas con un gran potencial para emplear en la industria alimentaria.

1.8. La polifenoloxidasa (PPO) y la calidad de las frutas y hortalizas frescas

El color en los alimentos es un atributo de calidad para el consumidor. Se conoce que cinco
causas pueden ser las responsables del cambio de color en frutas y vegetales frescos y
procesados: pardeamiento u oxidacion enzimatica de polifenoles, reacciones de Maillard,
oxidacion de acido ascorbico, caramelizacion y formacién de polimeros oscuros por la

accion oxidativa de lipidos (He y Luo, 2007; Yang et al., 2000).

El pardeamiento enzimatico, es causado por la oxidacién enzimatica de los compuestos
fendlicos por accion de la enzima polifenoloxidasa (PPO), cuyo nombre corresponde a la
o-difenol-oxigeno-éxido-reductasa la cual tiene al ion Cu*?como cofactor. Esta enzima es
capaz de catalizar dos reacciones distintas: la hidroxilacién de los monofenoles a los o-
difenoles (actia como la cresolasa) (E.C. 1.14.18.1.) y la oxidaciéon de o-difenoles a o-
quinonas (actiua como catecolasa) (C.E. 1.10.3.2.). Estas ultimas se pueden polimerizar,
formando pigmentos marrones o negros (Oliveira y Orlanda, 2017; Terefe et al., 2010). En
presencia del oxigeno, la enzima oxida rapidamente los o-difenoles a o-quinonas, las
cuales se condensan luego con otras sustancias tales como, aminoacidos, proteinas entre
otros, obteniendo pigmentos marrones insolubles y oscuros reconocidos como melaninas

(Morante Carriel et al., 2014). Este fenédmeno también esta involucrado con la pérdida en
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el valor nutricional debido a la oxidacion del &cido ascérbico presente naturalmente, ya que

puede actuar como antioxidante (Pizzocaro et al., 2007).

Distintas situaciones pueden desencadenar este pardeamiento: danos fisiolégicos durante
la maduracion, condiciones inadecuadas de almacenamiento y/o procesos tecnoldgicos
que generen heridas o rompimientos de la superficie. La tendencia de los tejidos vegetales
a pardearse varia con el estado de maduracién de las frutas y vegetales, su estado
fisiologico, la variedad y los tratamientos a las que son sometidos (Gil et al., 2012).

1.8.1. Compuestos fendlicos como sustratos de las enzimas PPO

Los compuestos fendlicos derivan de un importante numero de precursores como el
acetato, piruvato, fosfoenolpiruvato, algunos aminoacidos, el acetil-coA y el malonil -coA,
razdn por la cual presentan gran diversidad estructural (Rong, 2010). Estos compuestos se
acumulan cerca de un 97% en la vacuola de la célula y en pequefias cantidades en los
cromoplastos, citoplasma y la mitocondria celular. Sin embargo, cuando se genera una
disrupcién de la vacuola estos metabolitos quedan expuestos a las reacciones de
formacion de quinonas por la PPO (Cantos-Villar et al., 2002; Toivonen y Brummell, 2008).
Las quinonas resultantes de la oxidacién enzimatica tienen diferentes caracteristicas
espectrales que dependen del fenol a partir del cual ellas se originan y el pH del medio
(Robards et al., 1999). La oxidacién de quinonas con otra molécula de fenol puede ser muy
rapida, y depende del potencial de reduccion respectiva del complejo enzima-sustrato
formado (Garzon et al., 2012).

1.8.2. Control del pardeamiento

El control de pardeamiento es sin duda un gran reto en la industria de frutas y vegetales.
Se han reportado previamente métodos bioldgicos-moleculares desarrollados para el
control del pardeamiento. Estas formas de control pueden dividirse en tres clases
dependiendo del factor que ataquen, ya sea la enzima, el sustrato o los productos de la
reaccion (He y Luo, 2007). Por otra parte, el oxigeno es necesario para que estas
reacciones ocurran, y por lo tanto si su eliminacién es posible se pueden evitar o dominar
las reacciones de pardeamiento enzimético; no obstante, no en todos los casos resulta una
opcién factible para retrasar el pardeamiento. La inactivacion de la PPO es una operacién
muy usada para controlar el pardeamiento. Puede lograrse por medios fisicos como son
los tratamientos térmicos y de alta presion, o con la adicién de agentes quimicos anti-
pardeamiento (Queiroz et al., 2008). Sin embargo, en varios estudios se dilucid6 la
resistencia térmica de la enzima en el caso de la frutilla (Terefe et al., 2010).

La acidificacion, o alcalinizacion son frecuentemente aplicados para inhibir la actividad

enzimatica. La alcalinizacion no puede ser aplicada por ejemplo a compuestos fendlicos
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por su alta sensibilidad a la oxidacion a pHs alcalinos. La PPO muestra su actividad 6ptima
a un pH entre 5 y 7 (Guerrero-Beltran et al., 2005) y la enzima parece relativamente
sensible a pH acidos. Pero, el control del pardeamiento enzimatico Unicamente por
acidificacion es muy dificil, a menos que sea a pHs muy bajos (Garzén et al., 2012).

La remociéon completa del oxigeno es una forma muy satisfactoria para el control de la
oxidacion fendlica catalizada por la PPO, aunque este método no puede ser aplicado a
tejidos frescos porque puede causar condiciones anaerobicas y por lo tanto, cambia el
metabolismo del tejido vegetal. Concerniente a los sustratos fendlicos, dos opciones han
sido investigadas. La primera es la eliminacion fisica por adsorbentes especificos como la
ciclodextrina (Rocha y Morais, 2001). La segunda forma de remocién de compuestos
fendlicos es por su modificacidon enzimatica a través del uso de o-metil-transferasa aunque

no se conoce su aplicacion en alimentos. (Taranto et al., 2017).

Las o-quinonas pueden ser reducidas a o-difenoles o pueden reaccionar con otros
compuestos y formar complejos no coloreados. Algunos de los compuestos reductores mas
usados son: el acido ascorbico, los sulfitos, los tioles como la cisteina y los aminoacidos.
(de la Rosa et al., 2011; Piagentini y Pirovani, 2017). Ademas, el uso de agentes
antioxidantes de origen natural, tales como los extractos de salvado de arroz y yerba mate
(llex paraguariensis St. Hil. Aquifoliaceae), ambos ricos en compuestos fendlicos,
retrasaron el pardeamiento enzimatico de la manzana, produciendo un efecto inhibidor
sobre la PPO (Rodriguez-Arzuaga y Piagentini, 2018; Sukhonthara et al., 2016).

1.8.3. Clasificacion de inhibidores

El uso de inhibidores es restringido teniendo en cuenta consideraciones relevantes como
la toxicidad, el efecto sobre las caracteristicas sensoriales y el costo. Los inhibidores de
pardeamiento pueden ser clasificados segun el modo de accion en seis categorias:

+ Agentes reductores: agentes sulfhidricos, acido ascérbico y sus analogos, cisteina,
glutation, etc.

+ Acidulantes: acido citrico y fosforico.

+ Agentes quelantes: fosfatos, EDTA, &cidos orgéanicos, etc.

» Agentes acomplejantes: ciclodextrina

* Inhibidores de enzimas: acidos carboxilicos aromaticos (incluidos compuestos
fendlicos), alcoholes alifaticos, aniones, péptidos, resorcinol sustituido.

« Tratamientos enzimaticos: oxigenasas, o-metil transferasas, proteasas (Garzén et
al., 2012).

La evaluacion del efecto inhibitorio de compuestos naturales y no téxicos sobre la PPO ha

venido aumentando, tal es el caso de los extractos de té verde (Nirmal y Benjakul, 2011),
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extracto acuoso de cebolla (Kim et al., 2005) y yerba mate (Rodriguez-Arzuaga et al.,
2020). El poder inhibitorio de algunos de estos extractos como el de té verde y yerba mate
se debe a su gran cantidad de compuestos fendlicos en su composicién. Es por esto, que
el uso de sustancias polifendlicas “minimamente purificadas” representa una ventaja en el
mercado por su bajo costo y rendimientos, ademas de que la precepcién del consumidor
es mas favorable hacia estas sustancias naturales (Martin, 2011).

1.8.4. Cinética de inhibicion enzimatica

La cuantificacion de los factores que afectan la velocidad de una reaccion catalizada por
enzimas, se le conoce como cinética, permitiendo la caracterizacion de una enzima de
manera individual (Eraso, 2009; Macias et al., 2018). En una reaccién enzimatica, a bajas
concentraciones de sustrato la velocidad de reaccion es proporcional a la concentracion de
sustrato y la reaccidén es, por lo tanto, de primer orden con respecto del sustrato. No
obstante al aumentar la concentracion del sustrato se observa el fendmeno denominado
saturacion por el sustrato, de esta forma la velocidad es constante e independiente de la
concentracion del mismo, viendo asi, que la reaccion pasa a ser de orden cero con
respecto al sustrato (Macias et al., 2018). Esto llevé a Michaelis-Menten a establecer un
modelo el cual indica que, la enzima (E) reacciona, en primer lugar, con el sustrato (S) y
forma el complejo enzima-sustrato (ES), que se separa después en una segunda etapa
para formar enzima libre (E) y los productos (P) (Michaelis et al., 2011). Definiendo asi las
relaciones cuantitativas entre la velocidad de reaccidén (Vo) y la concentracion de sustrato
[S] si se conocen la velocidad maxima (Vmax) Y la constante de Michaelis-Menten Km en la
ecuaciéon de Michaelis-Menten (Ecuacion 1.1) (Macias et al., 2018; Rotbart et al., 2018).

1 Km 1

Vo - Vmax[S] + Vmax Ec.1.1.

Suponiendo que las moléculas inhibidoras pueden unirse a la enzima libre (E), o al
complejo enzima-sustrato, (ES), y que todos los complejos alcanzan un rapido equilibrio,
puede demostrarse que la tasa de enzima inhibida, es funcién de la concentraciéon de
inhibidor y enzima no inhibida, y de esta forma determinar la concentracion de inhibidor [I]
necesaria para que la tasa de una reaccion no inhibida alcance la mitad de su valor maximo
(Hammes, 2007). Los compuestos que se usan como inhibidores de la actividad de la PPO
tienen la capacidad de unirse reversible o irreversiblemente a las enzimas especificas, y
alterar su actividad. Los inhibidores competitivos, no competitivos e incompetitivos son
reversibles como se observa en la Tabla 1.3 (Cox y Nelson, 2000).

1.8.5. Inhibidores reversibles

1.8.5.1. Inhibidores competitivos
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La sustancia inhibidora puede estar o no relacionada estructuralmente con el sustrato, esta
se une reversiblemente con la enzima, en o en la periferia del sitio activo. La inhibicién en
este caso se presentara de manera competitiva entre el sustrato y el inhibidor. Este tipo de
compuestos son comunes en la naturaleza (Zhang y Wong, 2005).

Midiendo la velocidad de la enzima con el sustrato en presencia y ausencia de un inhibidor,
se puede llegar a medir el efecto del inhibidor para una variedad de concentraciones de
sustrato. En este caso, el inhibidor disminuye la velocidad de la enzima a bajas
concentraciones de sustrato, pero no la altera mucho a concentraciones altas (Motulsky y
Christopoulos, 2003). El inhibidor no altera Vmax, pero incrementa el valor de Km (también
llamada Km aparente). Como ejemplos encontramos farmacos anticoagulantes como el

acenocumarol (Guillory, 2007).

1.8.5.2. Inhibidores no competitivos

Cuando la enzima o el complejo enzima-sustrato se unen a los compuestos de forma
reversible, se conocen como inhibidores no competitivos. No es completa su reversion al
aumentar la concentracion de sustrato puesto que el sitio de unién del inhibidor no es
idéntico al sitio activo, ni lo modifica directamente. La Km no se altera, pero Vmaxdisminuye
con respecto a la observada en ausencia del inhibidor (Rotbart et al., 2018) como por
ejemplo en el uso de acido citrico como inhibidor de la PPO de manzana variedad
“Princesa” (Martin, 2011).

1.8.5.2. Inhibidores incompetitivos

Los compuestos que se combinan reversiblemente sélo con el complejo enzima-sustrato
(ES) pero no con la enzima libre, se conocen como inhibidores incompetitivos o
acompetitivos. Este tipo de inhibicibn no es superada con altas concentraciones de
sustrato, y la Km aparente en presencia de un inhibidor es mas pequena que el valor de la
Km no inhibida (Zhang y Wong, 2005). Como ejemplo vemos el extracto fendlico de yerba
mate en PPO de manzana variedad “Princesa” (Martin, 2011).

1.8.6. Inhibidores irreversibles

Estos forman un enlace covalente, por lo general una cadena lateral de un aminoacido se
asocia con la actividad catalitica de la enzima. Un inhibidor irreversible no puede ser
liberado por dilucion o didlisis; sus efectos no pueden ser revertidos simplemente al
aumentar la concentracién del sustrato. La velocidad de la reaccién disminuye a un nivel
que corresponde con la fraccion de las moléculas de enzimas que han sido inactivadas
(Tipton, 1996). La penicilina actia de esta forma sobre las enzimas de las paredes
bacterianas (Guillory, 2007)
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Tabla 1.3. Principales diferencias entre inhibidores reversibles e irreversibles.

L Constante Velocidad reversibilidad
Ecuacidn bdsica A ey
cinetica de inhibicién . .
In vitre In vive
. D.l 2

Revermblck LE K Usualmente [;i;:;iosn Eliminacién de

41 e -1 = H 5 Lk %
E+l -ﬁ? Ki= E rdpida Filtracién gel inhibidores libres
Irreversible k Frecuentemente Ni Sintesis de mds
E+l —k=E-l lenta nghnd enzima

Tomado de: (Tipton, 1996). E: enzima, I: inhibidor, K: constante cinética, Ki: Constante de inhibicion,
K1)¢1) : constante de velocidad especifica para las reacciones indicadas.

1.9. Proceso de extraccion de compuestos antioxidantes de una matriz alimentaria

Diversos estudios previos mostraron que los métodos usados en la extraccion de
antioxidantes se correlacionaban con el rendimiento y la bioactividad del extracto. Por lo
tanto, las condiciones en que se realiza este procedimiento se vuelve esencial para la
obtencion cuantitativa de dichos compuestos sin la pérdida de la capacidad antioxidante
(Zhang et al., 2015). Entre los métodos tradicionales de extraccion soélido-liquido
encontramos, la maceracion, la extraccion por Soxhlet y la percolacién, que se han utilizado
durante varias décadas. No obstante, su metodologia consume mucho tiempo y requieren
cantidades relativamente grandes de solventes, ademas de que los rendimientos de
extraccién, y las actividades antioxidantes resultantes son bajas (Rodriguez-Rojo et al.,
2012).

Dentro de las operaciones unitarias, la extraccién solido-liquido permite la remocién de un
analito de interés (soluto), que esta presente en una matriz sélida utilizando un liquido
(disolvente), el cual tiene la capacidad de disolver el soluto. Dentro de la operacién se
puede involucrar la agitacion en etapas o de manera continua, dejandolos en contacto por
un determinado tiempo, asi, pasado el lapso se separa el disolvente con el soluto disuelto.
Durante toda la operacion ocurren 3 fenémenos: en primer lugar, se da el ingreso del
disolvente al sustrato y luego la solubilizacién del soluto, el movimiento de la disolucion del
interior del alimento hacia su superficie, y en tercer lugar la dispersion de la disolucion en
el disolvente (Takeuchi et al., 2008).

La extraccion es el primer y mas importante paso en el aislamiento y purificacion de
componentes bioactivos de materiales vegetales. Se pueden aplicar varias técnicas de

extraccién para recuperacién de compuestos fendlicos de las plantas, y en general estas
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técnicas se pueden dividir en las tradicionales y las modernas. Los métodos tradicionales
de extraccion incluyen maceracién, maceracion asistida con agitacién, y la extraccién de
Soxhlet. En los ultimos afos varias técnicas nuevas se han utilizado para la extraccion de
compuestos bioactivos incluyendo extraccion asistida por ultrasonido, extraccién asistida
por microondas, extraccion con fluidos sub- y supercriticos y extraccion acelerada con
solventes (Khoddami et al., 2013).

Generalmente, el procedimiento de extraccion es secuencial y libera sistematicamente los
compuestos fendlicos. El primer paso del procedimiento generalmente utiliza un solvente
organico acuoso para extraer los compuestos fendlicos solubles/extraibles (acidos libres,
ésteres libres y solubles, y glucdsidos solubles) ya que dichos compuestos se extraen
facilmente con solventes organicos acuosos (Putnik et al., 2018; Rezaie et al., 2015). Los
disolventes organicos mas comunmente utilizados para la extraccion de compuestos
fendlicos incluyen metanol, etanol, acetona y acetato de etilo (Deng et al., 2014). Sin
embargo, segun Mokrani y Madani, (2016), los procesos de extraccion con disolventes
convencionales tienen ciertas limitaciones tales como alta temperatura de extraccién,
menor eficiencia, bajo rendimiento de extraccion, uso de grandes cantidades de solventes,
resistencia a la transferencia de masa y peligros para la salud (Adjé et al., 2010; Jadhav et
al., 2009).

Debido a la variedad de compuestos fendlicos que existen, y la forma en que se encuentran
ligados a otros compuestos tales como carbohidratos y proteinas, resulta complejo
desarrollar una extraccién que garantice la recuperacion total de estos metabolitos
presentes en una matriz vegetal (Haminiuk et al., 2012; Mokrani y Madani, 2016).

1.9.1. Disolventes

Los compuestos fendlicos comunmente son solubles en solventes orgdnicos menos
polares que el agua, no obstante, esta solubilidad va a depender de las propiedades de los
solventes y las interacciones que ocurren entre solvente-solvente y soluto- solvente (Kim
and Lee, 2003; Rosas et al., 1995).

Los disolventes no deben considerarse Unicamente como sistemas continuos, descritos
por constantes fisicas como la densidad, la constante dieléctrica, el indice de refraccién,
etc., sino como un discontinuo formado por moléculas individuales de disolvente que
interactian entre si(Reichardt, 1984). Dentro de las interacciones no covalentes
encontramos la habilidad para aceptar enlaces de hidrogeno, habilidad para donar enlaces
de hidrogeno, fuerzas dipolo, la interacciones de transferencia de carga, interacciones
ibnicas y los efectos hidrofébicos o solvofébicos (Gu et al., 2004; Mabesoone et al., 2020),

como se puede observar en la tabla 1.4.
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Los podemos clasificar segun sus propiedades en:

Proticos polares: se caracterizan por ser donantes de enlaces de hidrégeno y contienen
principalmente grupos hidroxilo, por ejemplo, agua, alcoholes de bajo peso molecular como
etanol y metanol, y las soluciones de &cidos carboxilicos de bajo peso molecular (Reichardt
y Welton, 2010).

Apréticos polares: tienen dipolos debido a enlaces polares, pero no poseen atomos de
hidrégeno unidos con un atomo de alta electronegatividad que puede ser donado en un
enlace de hidrogeno. La mayoria de los disolventes apréticos polares contienen un grupo
carbonilo, por ejemplo, acetona y acetato de etilo (Taghizadeh et al., 2018).

No polares: son aquellos que poseen enlaces entre atomos con electronegatividades mas
o0 menos similares, como el carbono y el hidrégeno. Los alcanos como el hexano y el éter

de petréleo son ejemplos conocidos de estos (Reichardt y Welton, 2010).

Tabla 1.4. Propiedades fisicoquimicas de los solventes usados en la extraccion de
compuestos fendlicos

Estructura Momento | Constante | n°® | Tension

Solvente . ENA | m* | o | B | o o
quimica dipolo® |dieléctrica® superficial®

Agua H20 1.00 {1,09|1,17|0,47| 1.87 78.36 0,89 104,70

Metanol | CHsOH |0,762|0,60|0,98|0,66| 1.70 32.61 0,54 31,77

Etanol |CHsCH20H|0,654|0,54|0,86(0,75| 1.69 24.85 1,07 31,62

Acetona |CHsCOCHs| 0,355(0,71{0,08{0,48| 2.88 20.49 0,31 33,77

ENr: indice solvatocrémico de Reichard; T*: Indice de polaridad; a: Acidez; B: Basicidad; n:
Viscosidad a 25° (cP); ®Bosch, E., & Roseés, M. (1992); b(Lide, 1995); 9 Tension superficial del
solvente a 25°C en cal/(mol A?)

Para las frutas, en el proceso de extraccion de compuestos fendlicos se usan distintos
solventes como los anteriormente mencionados. Para el caso de la mora, arandanos,
frutilla, champa (fruto autéctono de Colombia), y mango se reportan mejores resultados en
la extraccién de fenoles con el uso de etanol en primer lugar, y soluciones de etanol-agua
y metanol-agua (Cujic': etal., 2016; Karvela et al., 2009; Machado et al., 2015; Mufioz et al.,
2015; Sant’Anna et al., 2012; Yang et al., 2016). No obstante, el uso de acidos (acido
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clorhidrico, acético o férmico) muestra una ventaja adicional en los rendimientos de

extracciéon (Saliha Sahin et al., 2013; Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann, 2010).

Para el caso del aprovechamiento de subproductos de frutas, Chan et al. (2009)
compararon varios solventes tales como etanol, acetona y metanol para la extraccion de
compuestos fendlicos de cascara de limau purut (Citrus hystrix). Los investigadores
concluyeron que la extraccién con una solucion acuosa de acetona fue ligeramente mas
eficiente que con soluciones acuosas de etanol y metanol, en las siguientes condiciones
de extraccion: 60% solvente con agua; temperatura, 25°C y tiempo extraccion, 3 horas. Del
mismo modo, la eficiencia de diversos disolventes tales como etanol, metanol, acetona,
diclorometano, acetato etilo y hexano se evaluaron para la extraccion de compuestos
fendlicos de cascara de naranja (Hegazy y Ibrahium, 2012).
Segun Spigno et al., (2007) las mezclas entre el agua y los alcoholes han sido mas
eficientes en la extraccién de compuestos fendlicos en comparacién con los sistemas de
solvente mono componente, por esto, soluciones acuosas de etanol y metanol se utilizan
comunmente para la extraccion de polifenoles del orujo de uva (Buci¢-Koji¢ et al., 2007,
Torres et al., 2003). Varias fuentes bibliogréficas indican que el etanol al 50%, es el
disolvente de extraccion 6ptimo para polifenoles de orujo de uvas (Monrad et al., 2010;
Srinivas et al., 2011). En el caso de las hojas de grosella negra, frambuesa, arandano,
madreselva y frutilla, el etanol al 80% arrojé6 mejores resultados (Oszmianski et al., 2011).
La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos, clasifica a
los solventes en varias clases, dentro de la clase 3 tenemos al etanol, acetona y acetato
de etilo, los cuales pueden ser usados en alimentos bajo el marco de las buenas practicas
de manufactura, lo cual se conoce como GRAS (Generally Recognized as Safe). Dentro
de los solventes clase 2 tenemos al metanol, hexano o acetonitrilo, que requieren
condiciones especiales de manejo, debido a su toxicidad. Con esto, es claro la razén por
la cual a pesar de tener buenos rendimientos de extraccion el metanol queda relegado
frene al etanol, que resulta ser uno de los mas usados hoy en dia (Vatai et al., 2009).

1.9.2. Relacion Solvente-Soélido

Para realizar una extraccién de un soluto de una matriz sélida, debe existir una fuerza
impulsora que produzca la transferencia de materia, dicha fuerza es el gradiente de
concentraciones que existe entre la matriz sélida y el solvente. La misma, se puede variar
modificando la relacién disolvente/sélido, entre mas grande sea esta se tendra una mayor
extraccidén de los solutos de la muestra; no obstante, si se observa el proceso a escala
industrial, los costos de una amplia relacion serian muy elevados, por ende, afectaria el
producto final en su competitividad. Por lo anterior, es vital analizar y optimizar la relacién

solvente/soluto (St/S) en cada caso de extraccién (Takeuchi et al., 2008).
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Estudios en cascara de granada, nuez, kinow, hojas de moringa y aronia, evaluaron la
influencia de la relacion St/S en la extraccién de compuestos fendlicos y su capacidad
antioxidante en un rango de 10:1 hasta 35:1. Como era de esperarse, el aumento de la
relacién favorecié en todos los casos las variables de respuesta, mientras mayor sea esta
relacién, mejor es la transferencia de masa, puesto que asi se puede aprovechar mejor la
capacidad extractiva del disolvente, lo que evita la saturacion temprana del mismo y por
consiguiente lograr la mayor concentracién del analito de interés (Castro-Lopez et al., 2017;
Cuji¢ et al., 2016; Safdar et al., 2017; Valdés-hernandez et al., 2015). Sin embargo, al
intentar encontrar el éptimo mediante herramientas estadisticas tales como superficies de
respuestas, se llegaban a relaciones superiores a 50:1 como en el caso de hojas de frutilla
blanca chilena (Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann, 2010), lo cual complica su uso en
escalas industriales. No obstante, los rendimientos también se pueden optimizar

manejando variables como temperatura, pH y tiempos de extraccion.

1.9.3. Temperatura y tiempos de extraccion

Estos factores juegan un papel fundamental en los rendimientos de extraccion y en el
ambito econdmico si se le mira desde el proceso a gran escala. Estudios realizados en la
extraccién de metabolitos secundarios han establecido que el incremento de la temperatura
favorece las reacciones de division y el rompimiento de la pared celular, debido a que la
energia térmica aumenta la vibracion molecular y por tanto la divisién y separacion de los
compuestos; lo que favorece la ruptura de fuerzas intermoleculares y de algunos enlaces.
Ademas, el incremento de temperatura también puede contribuir a la activacion de enzimas
que participen de la descomposicion de los compuestos complejos que crean puentes de
hidrogeno con los compuestos fendlicos, facilitando la extraccién de éstos. Sin embargo,
puesto que los compuestos fendlicos no son los Unicos compuestos en la matriz estudiada,
pueden existir otras interacciones que afectan la cantidad de masa de extracto obtenida
(Duque y Morales, 2005).

Por otro lado, se debe tener en cuenta en el proceso de extraccion, la estabilidad de los
compuestos fendlicos a las altas temperaturas. Por ejemplo, en el caso de las antocianinas,
temperaturas mayores a los 50°C aceleran su proceso de degradacién (Dai et al., 2009),
por ende, para este tipo de compuestos se debe controlar el tiempo a bajas temperaturas.

Mufoz et al. (2015) determindé una temperatura Optima de extraccion a 70°C para
compuestos fendlicos en champa (fruta autéctona de Colombia), pasando de un 26% de
rendimiento a 20°C a mas del 50% a los 70°C. Para los subproductos como cascara y pulpa
de mandarina, limén y naranja con la técnica de maceracién para la obtencién de

compuestos fendlicos, se determinaron los parametros adecuados con la utilizacién de:
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etanol al 80% como disolvente a 70°C durante 3 horas (Juhaimi, 2014). En orujo de uva, el
aumento del tiempo tuvo una correlacién positiva con el contenido de fenoles y su

capacidad antioxidante (Putnik et al., 2016).

1.9.4. Tamano de particula

Los rendimientos finales en el proceso de extraccién también se pueden ver afectados por
el tamano de particula; estos mejoran a medida que disminuye el tamano de particula
(Bucic¢-Koji¢ et al., 2007). Para el caso de la fruta aronia los rendimientos obtenidos con
particulas de tamafno 1 y 0,75 mm fueron significativamente mayores (14.9 y 15.4 mg
GAE/g de base seca, respectivamente) que aquellos obtenidos con particulas de mayor
tamano de 2,3y 6 mm (11.8, 11.4 y 10,5 mg de GAE/g de base seca, respectivamente).
Del mismo modo, la particula de tamano mas pequena (0.75 mm) tuvo el mayor valor en la
capacidad antioxidante (0.178%) (Cuiji¢ et al., 2016). Por otro lado, Galvan D’Alessandro et
al. (2012) estudiaron la extraccidn en aronia, en donde ésta fue mas eficiente en las frutas
molidas que en las bayas cortadas por la mitad. El tamafno de particula mas pequeno tiene

una superficie de contacto mas alta que permite el aumento de la transferencia de masa.

Sin embargo, se ha reportado que un tamaro de particula muy pequeno brinda coeficientes
de variacion altos en el resultado, esto por un posible efecto de aglomeracién de particulas.
Ademas, con los menores tamanos se extrae también una mayor cantidad de proteinas
que pueden generar una interferencia en las mediciones espectrofotométricas de fenoles
totales(Bucié-Koji¢ et al., 2007).

1.9.5. Influencia del pH

El pH de la solucién extractante puede repercutir significativamente en los rendimientos de
extraccion y en los perfiles de los compuestos a obtener. Para el caso de las antocianinas
un pH bajo las mantiene en su forma de catién flavilio o como especie quinoidal neutra,
facilitando su extraccion y ademas, ayuda a hidrolizar las paredes de los tejidos vegetales
facilitando la difusién del soluto al disolvente (Takeuchi et al., 2008). Acidos fuertes, como
el HCI (Ju y Howard, 2003), en combinacion con altas temperaturas. (80-120°C) se usan
comunmente para la hidrélisis de polifenoles conjugados en orujo de uva (Monrad et al.,
2010). En otras frutas y hortalizas, los acidos se utilizan para liberar ciertos polifenoles que
estan unidos en los complejos (Harbourne et al., 2013), también se suele usar acido acético
y/o férmico (Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann, 2010). Se recomienda que la
concentracion de tales acidos debe ser baja (menos del 1%) debido a la formacién de
compuestos indeseables en altas concentraciones (Kammerer et al., 2006; Srinivas et al.,
2011).

1.9.6. Determinacion de Compuestos Fendlicos
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Finalmente, con el fin de evaluar diferentes fuentes de antioxidantes y compuestos
bioactivos, es necesario la identificacion y cuantificacién de dichos compuestos por medio
de técnicas adecuadas para proporcionar informacion sobre la composicién general y
permitir la identificacién de fenoles individuales en matrices complejas (Escarpa y
Gonzalez, 1998).

Varias técnicas analiticas como la cromatografia liquida de alto rendimiento con UV-Vis vy
deteccion por arreglos de fotodiodos (HPLC-DAD) (Chen et al., 2001; Zuo et al., 2002),
cromatografia de gas-liquido con detector de ionizacién de llama (GC — FID) (Zuo et al.,
2008), cromatografia gas-liquido combinada con espectrometria de masas (GC-MS) (Zuo
et al., 2007), la electroforesis capilar con deteccion electroquimica (CE — ED) (Peng et al.,
2008), y la electroforesis capilar acoplada al tiempo de ionizacion por electropulverizacion
y espectrometria de masas (CE — ESI-TOF-MS) (Caravaca et al., 2008), se han utilizado
para detectar, caracterizar y cuantificar compuestos fendlicos presentes en diferentes
alimentos, medicamentos, plantas y subproductos de la industria alimentaria (Sanchez et
al., 2003).

1.10. Extraccion de compuestos bioactivos a partir de subproductos de la

industrializacion de frutas y hortalizas

Recientemente, ha aumentado mucho el interés en la recuperacidn de compuestos
bioactivos a partir de residuos agricolas e industriales (cascara de granada, cascara de
nuez, orujo de manzana y uva, cascara de platano, semillas de sandia, entre otros), los
cuales podrian utilizarse principalmente como aditivos en la industria alimentaria, pero
también podrian tener aplicaciones farmacéuticas y/o cosméticas (Lizcano et al., 2012; Na
et al.,, 2011) Como se describid previamente los tejidos vegetales residuales generados en
el procesamiento de frutas, como son las semillas, cascaras, bagazos del despulpado o
prensado, presentan grandes cantidades de compuestos bioactivos como las sustancias
fendlicas, con un potencial para ser extraidas que debe ser optimizado para cada matriz
(Ignat etal., 2011). En la Tabla 1.5 se observan distintas matrices vegetales residuales con
distintos tipos de extraccion y algunos de sus rendimientos de extraccion obtenidos.

Tabla 1.5. Extraccion de antioxidantes de algunos sub-productos.

Subproducto Tipo de Polifenoles Referencia
extraccion Extraidos
Hojas de frutilla | EC- Agua (6g/100 | 92,97 mg | Mudnic et al.,
silvestre mL), 30 min Temp. | AGE/100g (2009)
Ambiente
Residuo del | EC- EtOH 50%, | 964 mg AGE/L | Roopchand et al.,
prensado de | 120 min (1:10) pH:2 | extracto (2013)
arandano rojo 120 min
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Hojas de arbol de
madrofio

EAU- MeOH 80%
(39/80 mL) 50°C
por 15 min

96,96 mg AGE/
100g

Jurica et al., (2017)

Céascara de

Granada

EAU- 20 KHz (1:50)
25°C por 60 min

140 mg AGE/ 100g

Pan et al., (2011)

Semillas de uva
molida

EAU- 56°C, EtOH
50% 29 min

5,44 mg AGE/ 100
mL extracto

(Ghafoor et
2009)

al.,

Hojas de frutilla

EC- (1:10) Agua
20°C por 60 min

200 mg AGE / Kg

Ibrahim y Abd El-
Maksoud, (2015)

EC: Extraccion convencional, EAU: Extraccién Asistida por ultrasonido, EtOH: Etanol, MeOH:
Metanol, AGE: &cido galico equivalente.

Debido a que tanto el rendimiento como la bioactividad de los extractos obtenidos de los
residuos agroindustriales se correlacionan con los métodos de extraccion aplicados, el
método de extraccion utilizado en este procedimiento se convierte en parte esencial para
una correcta identificacion y cuantificacion de los compuestos bioactivos, como de sus
propiedades bioactivas, por ejemplo su capacidad antioxidante (Mercado et al., 2018;
Zhang et al., 2015).

Los residuos vegetales generados por la agroindustria de la frutilla en Argentina
actualmente no presentan mucha atencién siendo su deposicién una problematica seria
para las empresas procesadoras, a su vez, el sector presenta crecimiento sostenido con el

paso de los anos y de esta forma lo hacen también los desechos vegetales.

Adicional a esto, el uso de distintos solventes organicos (metanol, etanol, acetona y sus
mezclas acuosas), con variacién del pH para la extraccion de compuestos fendlicos a partir
de subproductos de frutilla, no cuenta con resultados cuali-cuantitativos, lo cual permite
abrir una puerta para el aprovechamiento de estos descartes y potenciar este sector
agroindustrial especifico.
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1.11. OBJETIVOS
1.11.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo es estudiar el impacto de distintos sistemas de extraccién del
residuo agroindustrial de frutilla (Fragaria x ananassa) variedad ‘Festival’ sobre el contenido
y perfil de compuestos fendlicos de los extractos, asi como sobre su capacidad

antioxidante, antimicrobiana e inhibitoria de la enzima PPO de manzana.

1.11.2. Objetivos especificos

e Evaluar las condiciones de extraccion solido-liquido (tipo de solvente,
concentracion de &cido y numero de etapas de extraccion) sobre el rendimiento de
extraccién de fenoles y flavonoides totales.

e Analizar el efecto de las variables del proceso de extraccidén solido-liquido sobre la
capacidad antioxidante de los diferentes extractos obtenidos a partir del residuo de
frutilla,

e Determinar el efecto de las condiciones de extraccidén sobre el perfil de compuestos
fendlicos extraidos del residuo de frutilla,

e Determinar la capacidad antibacteriana y de inhibicién de la PPO de manzana ‘Red

Delicious’ de los extractos acuosos obtenidos a partir de residuos de frutilla.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Vegetal

La materia prima usada en este estudio es un descarte o residuo del procesamiento
industrial de frutilla Fragaria x ananassa variedad ‘Festival’ (Figura 2.1). Este tejido vegetal
se obtiene durante la poscosecha y acondicionamiento de las frutillas destinadas a la
industria, principalmente en la etapa del despalillado manual y consta basicamente del
sépalo, pedunculo (pedicelo o pediculo), y restos de fruta (Figura 1.1).

El material vegetal utilizado en la presente tesis fue obtenido en un campo de cultivos de
frutilla ubicado en la regién de Coronda, (Provincia de Santa Fe, Argentina) a través de la
Ing. Maria del Huerto Sordo del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

Figura 2.1. Tejido vegetal descartado en el procesamiento de frutilla Fragaria x ananassa
variedad ‘Festival

,2.2. Alimacenamiento y preparacion de las muestras

Inmediatamente luego de recibidos los descartes del despalillado de frutilla fresca
provenientes del campo de cultivo, se determiné su contenido de humedad por triplicado
mediante termogravimetria utilizando un analizador de humedad RADWAG PMR 50
(Polonia) con radiador haldgeno como elemento calefactor, a 80°C durante 1 hora.

Los residuos del despalillado de frutilla fresca provenientes de un mismo lote se
almacenaron a -18°C hasta su procesamiento (no mas de 4 meses). El material vegetal se
almacen6 en bolsas de polietileno de 40 um, conteniendo entre 300 y 500 g cada una.
Antes de cada ensayo de extraccion, las muestras se molieron en un mortero de porcelana
con el uso de COzpara mantener la temperatura por debajo de los 4°C y facilitar la molienda
sin pérdida de compuestos bioactivos obteniendo un tamano de particula < 1mm.
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2.3. Extraccion de compuestos fendlicos

2.3.1. Diseio experimental

Los ensayos de extraccion de compuestos fendlicos de los tejidos vegetales de frutilla se
realizaron a través de extracciones soélido-liquido, siguiendo un diseno factorial de tres
variables: tipo de solvente (4 niveles); concentracion de acido férmico (2 niveles); y numero
de etapas de extraccién (2 niveles). En la Tabla 2.1 se detallan los factores y niveles del
disefio experimental utilizado. Todas las extracciones (16 corridas experimentales) se
realizaron por duplicado manteniendo constante la temperatura de extraccion a 20°C.
Como respuesta del disefio se evalué en cada extracto (variables dependientes): el
contenido de fenoles totales (FT), el contenido de flavonoides totales (FvT), el perfil de

compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante (CApppH Y CArraR).

Tabla 2.1. Disefio experimental

Factor Niveles (Simbolo)
Agua (100%) (A)
Etanol (80:20) (EtOH-A)

Solvente (SY) Metanol (80:20) (MetOH-A)
Acetona (80:20) (AC-A)
Concentracion de acido 0,0
formico (Car) (%) 0,5
Numero total de etapas 1(1:10)*
de extraccion (EE) 2 (1:5)

"Relacion de extraccion

El etanol utilizado se define como alcohol puro y posee un 98,5% v/v de grado alcohdlico y
una densidad relativa (20°C/ 20°C) de 0,806 g/mL. El metanol se define como alcohol
metilico y posee un 99,8% v/v de concentraciéon y una densidad relativa (20°C/ 20°C) de
0,792 g/mL. La acetona posee una concentracion de 99,5% y una densidad relativa (20°C/
20°C) de 0,784 g/mL. Etapas de extraccién: una etapa (1): tomando una parte de la muestra
con 10 partes de la solucion extractante (1:10 m/v), y dos etapas (2): una parte de material
vegetal con 5 partes de solucién extractante (1:5 m/v) y re-extraccion del material vegetal
luego de la centrifugacion y separacion del sobrenadante con otras 5 partes de solucion

extractante.
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2.3.2. Ensayos de extraccion
En la Tabla 2.2 se detallan los niveles de las variables independientes (factores) utilizados
en cada uno de los ensayos de extraccion.

Tabla 2.2. Factores y niveles de cada ensayo de extraccion

N‘;‘::xode st Car (%) EE
1 A 0,0 1
2 A 0,0 2
3 A 0,5 1
4 A 0,5 2
5 EtOH-A 0,0 1
6 EtOH-A 0,0 2
7 EtOH-A 0,5 1
8 EtOH-A 0,5 2
9 MetOH-A 0,0 1
10 MetOH-A 0,0 2
11 MetOH-A 0,5 1
12 MetOH-A 0,5 2
13 AC-A 0,0 1
14 AC-A 0,0 2
15 AC-A 0,5 1
16 AC-A 0,5 2

St: solvente, Car: concentracién de acido férmico (%), EE: Numero total de

etapas de extraccion

Para la realizacién de los extractos en 1 etapa se pes6 un gramo de muestra molida como
se indico en el inciso 2.2, se adicion6 10 mL de solucion extractante, de acuerdo con lo
indicado en la Tabla 2.2, y se procedié a mezclar y homogeneizar con ayuda del vortex.
Luego se sonicé en un bafno de ultrasonido (T40, Testlab, Buenos Aires, Argentina) por 15
min a 20°C. Posteriormente la mezcla se centrifugd a 12000 g durante 20 min a 20°C.
(Centrifuga refrigerada Neofuge 18R Heal Force, Shangai, China) y el sobrenadante
resultante se reservo para su posterior analisis (Figura 2.2).
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~

Muestra molida |
(m=1g)

~ ~

Adicion Solvente*
v=10mL

. J

Homogenizacién
con vortex

e t=15min
EAU | Tc

Centrifugacion t=20min
000 g || e

Recuperacién
Sobrenadante

Determin_aciones
analiticas

. J

*: De acuerdo con Tabla 2.2. **: EAU: Extraccién asistida por ultrasonido

Figura 2.2. Proceso de extraccion en una etapa de compuestos fendlicos a partir del
descarte de frutillas.

Para la realizacién de los ensayos en 2 etapas, se pes6 1 g de muestra previamente molida,
y se anadieron 5 mL de solucién extractante (Tabla 2.2). La mezcla se homogeneizd con
vértex y se coloco en un bafo de ultrasonido por 15 min a 20°C (Figura 2.3). Luego, la
mezcla se centrifugé a 12000 g durante 20 min a 20°C y el sobrenadante resultante se
recogio en un matraz volumétrico de 10 mL. Al sedimento obtenido se le adiciond 5 mL de
la misma solucién extractante utilizada inicialmente y se repitié el proceso descripto
anteriormente recolectando el sobrenadante y afadiéndolo al mismo obtenido en la primera
etapa de extraccion, completando el matraz a 10 mL con solucién de extraccion (Figura
2.3).
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Muestra molida

(m=1q)

Adicién de
Solvente*

y

Homogenizacién
con vortex

U

EAU™
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t=20 min Centrifugaciéon 12000 -
T=20°C ° g

2 o

H SR egupergcuin Adicion de Solvente*
obrenadante (v=5mL)

Determinaciones
analiticas Homogenizacion
con vortex

' | t=15 min
EAU* ) T 20°C

l -l t=20 min

Centrifugacion
12000 g ‘ T=20°C

Pool de extractos | ¢ Recuperacion

Ajuste de volimen Sobrenadante

4

l— Determinaciones

analiticas

t=15 min
T=20°C

|

Residuo

+. De acuerdo con Tabla 2.2. **: EAU: Extraccion asistida por ultrasonido

Figura 2.3. Proceso de extraccién en 2 etapas de compuestos fenélicos a partir del
descarte de frutillas.
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2.4. Determinaciones analiticas

2.4.1. Contenido de fenoles totales (FT)

Las determinaciones del contenido de fenoles totales (FT) se hicieron por duplicado en
cada uno de los extractos obtenidos, de acuerdo con la técnica de Singleton y Rossi,
(1965). La determinacién se llevé a cabo a través del método de Folin-Ciocalteu, adaptado.
El reactivo esta compuesto por una mezcla de acidos fosfotingstico y fosfomolibdico en
medio basico, los que sufren una reduccion al oxidar los compuestos fendlicos, originando
un complejo tungsteno-molibdeno de color azul cuya absorbancia es dependiente de la
concentracion de los polifenoles de la muestra. La absorbancia de la reaccidén se midi6é en
un espectrofotometro (Genesys 10s UV-Vis, Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, EE. UU.) a 760 nm. Se utiliz6 acido galico (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
EE. UU.) como reactivo estandar.

La concentracion de compuestos fendlicos totales de cada de extracto obtenido se expresd
en equivalentes de acido galico por gramo de residuo fresco (mg AGE/g RF).

2.4.1.1. Curva estandar con acido galico

Para obtener la curva de calibrado se disolvieron 20 mg de acido galico con agua destilada
y se los llevé a volumen en un matraz de 200 mL. A partir de esta solucién madre cuya
concentracion inicial era de 100 mg/L (ppm) de &cido galico, se prepararon soluciones de
concentraciones 20, 40, 60, y 80 ppm. Doscientos cincuenta microlitros (uL) de solucion
patrdén de concentracidén conocida se hicieron reaccionar con 250 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, 500 pL de solucién de Na>COs3 (10%) y 1500 uL de agua destilada durante 30
min en oscuridad. Luego, se midi6 la absorbancia a 760 nm y se graficoé en funcién de la
concentracion de acido galico (mg AGE/mL de reaccidn) (Figura 2.4).

1,4 -
1,2 -
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S y = 119,11x + 0,0347
508 R2 = 0,9998
2
§ 0,6
<04
0,2
0

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Concentracion (mg AGE/mL de reaccion)

Figura 2.4. Curva de calibrado con acido galico.
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2.4.1.2. Medicion de compuestos fendlicos totales

Los extractos obtenidos en los distintos ensayos se diluyeron adecuadamente para poder
realizar la determinacién de fenoles totales. En el caso de los extractos obtenidos en 1
etapa, se diluyeron en un factor (fd) de 1:5, y para aquellos extractos obtenidos en 2 etapas
se diluyeron 1:10 los de la primera etapa y 1:5 los de la segunda etapa (Figura 2.3). De
esta manera se hicieron reaccionar 100 pL de extracto diluido con 250 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu, 500 pL de solucién de Na2COs (10%) y 1650 pL de agua destilada durante
30 min en oscuridad. Luego se midié la absorbancia a 760 nm. Como blanco de reaccion
se tomaron los mismos reactivos, reemplazando los 100 pL de extracto por 100 uL de

solucion extractante correspondiente.

Para el céalculo de la concentracion de compuestos fendlicos totales (FT), se ajusto la
absorbancia medida con la del blanco de reaccion, obteniendo de esta forma una
absorbancia real. Posteriormente, se usé la curva de calibrado de &cido galico (Figura 2.4)
y las ecuaciones 2.2 y 2.3 para obtener la concentracion de fenoles totales expresada como
miligramos de &cido gélico equivalente por gramo de residuo fresco (mg AGE/g RF).

Y =119,11 X + 0,0347 (obtenida de la regresion lineal, Figura 2.4) Ec.2.1

Y-0,0347
X = T1o11 Ec.2.2
AGE\ _ mg AGE) Vol Rxn (mL) fd1
FT (mggRF) =X (mL Rxn * Vol Ext Rxn (mL) * Rel Ext( g[Rf) Ec.2.3
mlsin.

Donde: FT: contenido de fenoles totales (mg AGE/g RF)
Y= absorbancia
FT= concentracién de fenoles totales [mg AGE/mL de reaccién]
Vol. Rxn= volumen final de la reaccion (mL)
Vol. Ext Rxn = volumen del extracto en la reaccién (mL)
fd= factor de dilucién (mL de extracto/mL de solucion)

Rel Ext = relacion de extraccién (g RF/mL de solucién extractante)

2.4.2. Contenido de Flavonoides totales

Los flavonoides, desde el punto de vista estructural, corresponden a un sistema de 3 anillos

fusionados en una secuencia de carbonos que presenta un heterociclo central en una
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estructura Ce-C3-Cs, que presentan estabilidad y reactividad (Amic et al., 2003; Seyoum et
al., 2006). Estos compuestos suelen presentar al menos 3 grupos hidroxilos libres en su
estructura, condicién que facilita su clasificacion y reactividad respecto del tricloruro de
aluminio (Figura 2.5). Se genera un complejo estable con un maximo de absorcion a 415
nm (Cooper y Nicola, 2014), sobre todo con las flavonas (apigenina, crisina y luteonina) y

los flavonoles (rutina, morina, quercetina, miricetina, kaempferol, quercitina y galangina).

o™ Al-

A2+

Figura 2.5. Formacion del complejo flavonoide-tricloruro de aluminio. Fuente: Amaya y
Portillo, (2013).

Para la realizaciéon de la curva de calibrado (Figura 2.6) se prepar6 una soluciéon metanélica
de dihidrato de quercetina de 500 ug/mL, a partir de la cual se prepararon soluciones
metandlicas en el rango de concentraciones de 6-100 pug/mL. Se hizo reaccionar 1 mL de
cada solucion patron con 1 mL de solucion metandlica de AICls (2%) durante 1 hora,
determinando la absorbancia a 415 nm. La regresion lineal del resultado permite obtener
la curva de calibrado (Figura 2.6; Ec. 2.4).

Para determinar el contenido de flavonoides totales (FvT), en un tubo de ensayo se hizo
reaccionar 1 mL de cada extracto de residuo de frutilla con 1 mL de AICl3 2% en metanol.
Simultaneamente, se prepard un blanco de muestra reemplazando el AICIs por 1 mL de
solucion extractante, ya que los extractos presentaban coloraciones verdes amarillentas y
era necesario eliminar esas interferencias. Se dejé reaccionar la mezcla por 1 hora y se
procedioé a medir la absorbancia a 415 nm. Se usaron las ecuaciones 2.4, 2.5 y 2.6 para el
calculo de la concentracion en los extractos, expresando los resultados (FvT) en mg de

quercetina/ gramo de RF.
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Concentracion (mg quercetina/mL de reaccion)

Figura 2.6 Curva de calibrado de flavonoides totales.

Se restd la absorbancia del extracto menos la del blanco de cada tipo de solvente y se
procedid con las siguientes ecuaciones:

Y =52,982+xX—-0,0076 Ec.24
Y+0,0076
X=—" Ec.2.5
mg quercetina mg Qrct Vol Rxn (mL) fd-1
FvT( gRF ) =X (mL Rxn) * Vol Ext Rxn (mL) * Rel Ext(rglifn) Ec.2.6

mg quercetina)

Donde: FvT: concentracién de flavonoides totales ( 3 tejide

Y= absorbancia

X= concentracion (mg quercetina /mL de reaccién)

Vol. Rxn= volumen final de la reaccién (mL)

Vol. Ext Rxn = volumen del extracto en la reaccién (mL)
fd = factor de dilucién (mL de extracto /mL de dilucion)

Rel Ext = relacion de extraccién (g de RF/mL de solucion extractante)

2.4.3. Perfil de compuestos fendlicos
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El uso de la cromatografia liquida de alta eficiencia (del inglés: HPLC) para la identificacion
y cuantificacién de compuestos fendlicos ha sido ampliamente utilizado por su versatilidad
y eficiencia en matrices vegetales, se ha demostrado que la cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase reversa (RP-HPLC) junto con el detector de arreglo de diodos UV
(DAD) son los métodos mas adecuados para dicho propdsito (Dominguez-Rodriguez et al.,
2017).

2.4.3.1. Equipo y software

Para llevar a cabo el estudio del perfil de compuestos fendlicos se emple6 un cromatografo
liquido de alta eficiencia LC-20AT con un detector de arreglo de diodos (DAD) y software
de control y procesamiento de datos Lab Solutions (Shimadzu Co., Kyoto, Japén). La
separacion se realizé en una columna de fase reversa hibrida Gemini 5u C18 110A de 250
x 4,6 mm, unida a un guarda columna (Phenomenex Inc, CA, USA).

2.4.3.2. Condiciones cromatograficas

El analisis de los compuestos fendlicos se realizd de acuerdo con lo descrito por Simirgiotis
y Schmeda-Hirschmann, (2010). La separacion se realiz6 utilizando un sistema de solvente
de gradiente lineal que consiste en 1% de acido formico, fase (A) y acetonitrilo, fase (B) de
la siguiente manera: 90— 75% de (A) durante 30 min; seguido de 75—-40% de (A) de 30 a
45 min a una caudal de 1 mL/min a 25°C. Se esperaron 5 min entre muestras para volver
el gradiente a las condiciones iniciales. Cada uno de los extractos obtenidos segun lo
planteado en las Figuras 2.2 y 2.3 (alrededor de 2 mL) fueron filtrados a través de un filtro
de 0,45 um (Gamafil, Buenos Aires, Argentina) y se mantuvieron a 4°C y protegidos de la

luz hasta su analisis.

2.4.3.3. Identificacion de los compuestos fendlicos

La identificacidén de los compuestos fenélicos se realizé mediante los tiempos de retencion
y espectros de absorcion UV-Vis en relacién a compuestos fendlicos estandares comunes
en frutilla y/o sus residuos, como asi también a través de informacién previa obtenida por
espectrometria de masas (Van de Velde et al., 2016, 2019a,b) y/o mediante bibliografia
pertinente (Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann, 2010; Simirgiotis et al., 2009).

2.4.3.4. Cuantificacion de los compuestos fenodlicos

Los compuestos fendlicos identificados se cuantificaron mediante el uso del patrones
externos, utilizando curvas de calibrado de: acido elagico (AE) (0.03-0.50 mg/mL, R?2
0.9916), kaempferol-3-O-glucésido (K3G) (0.06-0.50 mg/mL, R20.9972) y quercetina-3-O-
glucosido (Q3G) (0.06-1.00 mg/mL, R20.9979). Los cuales se obtuvieron de Sigma-Aldrich
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Inc. (St. Louis, Misuri, EE. UU.). Dichas soluciones, estables por 2 meses, se filtraron a

través de membranas de 0.45 um, se protegieron de la luz y se almacenaron a -20°C.

Las areas integradas de los picos obtenidos (mAU * min) de los compuestos fendlicos
estandares se graficaron en funcién de sus concentraciones (Figuras 2.7, 2.8, y 2.9). A
partir de cada regresion lineal se obtuvieron las ecuaciones para el célculo de las
concentraciones en los extractos. Los resultados fueron expresados como mg del

compuesto fendlico/g RF.

Acido elagico (AE)

1,6,E+07
1.4,E+07
E 1,2,E+07
© 1,0,E+07
2 8,0,E+06
= 6,0,E406
& 40,E+06
2,0,E+06

0,0,E+OO T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion (mg AE/ml)

y = 3E+07x
Re = 0,9967

Figura 2.7, Curva de calibrado de &cido elagico.

De la curva de calibrado para el &cido elagico obtenemos las siguientes ecuaciones:

Y=3E+07x Ec.2.7
Y
- 3E+07x Ec.2.8

mg AE, mg AE 1
AE(yRF)_X( mL )*RelExt( L) Ec.2.9

mlsin

mg AE)
g RF

Donde: AE: concentracién de acido elagico (

Y= area (mAU * min)
X= concentracién (mg acido elagico /mL)

Rel Ext = relacion de extraccion (g de RF/mL de solucion extractante)
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Kaempferol 3-O-glucésido (K3G)
1,4,E+07 -

1,2,E+07 - y = 2E+07x 4
£1,0,E407 R#=0,9907
* 8,0,E+06 -

ga,o,aoe ]
§4,0,E+06 1
<2 0,E+06

0,0,E+00

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentracion (mg K3G/ml)

Figura 2.8. Curva de calibrado para kaempferol-3-O-glucésido.

De la integracién del area de los picos obtenidos por la concentracion del estandar
kaempferol-3-O-glucésido, obtenemos la curva de calibrado para el Kaempferol 3-O-
glucésido (K3G) de la cual se plantean las siguientes ecuaciones:

Y=2E+07x Ec.210
Y
T 2E+07x Ec.2.11
mg K3G, mg K3G 1
K36( g RF )_X( mL )*Relgxt(g_”) Ec.2.12

mlsin

mg K3G)
g RF

Donde: K3G: concentracién de Kaempferol-3-O-glucosido (

Y= area (mAU * min)

X= concentracion (mg kaempferol-3-O-glucésido /mL)

Rel Ext = relacion de extraccién (g de RF/mL de solucion extractante)
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Quercetina-3-O-glucésiso (Q3G)
3,5,E+07

y = 3E+07x
__3,0,E+07 R2 = 0,9988
; 2,5,E+07 A
o 2,0,E+07 A
£ 1,5,E+07
8 1,0,E+07 -
< 50,E406 1
0,0,E+00 T T T T T )
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Concentracion (mg Q3G/ml)

Figura 2.9. Curva de calibrado para quercetina-3-O-glucosido.

De la integracién del area de los picos obtenidos por la concentracién del estandar
quercetina 3-O-glucésido, obtenemos la curva de calibrado para el Quercetina-3-O-

glucésiso (Q3G) de la cual se plantean las siguientes ecuaciones:

Y=3E+07x Ec.2.13
_ Y
X= 3E107x Ec.2.14

mg Q3G mg Q3G 1
036(LEE )= x (22 )*Relm(m) Ec.2.15

mlsin

mg Q3G
)

Donde: Q3G: Concentracion de quercetina-3-O-glucosido
Y= area (mAU * min)
X= concentraciéon (mg quercetina-3-0O-glucdsido /mL)

Rel Ext = Relacion de extraccion (g de RF/mL de solucion extractante)

2.4.4. Capacidad antioxidante mediante el método del radical DPPH*

La determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método del radical DPPH* se
realiz6 con el procedimiento descrito por Teow et al. (2007) con algunas modificaciones.
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La absorbancia caracteristica de este radical DPPH*, que posee un color violeta intenso,
disminuye en presencia de un antioxidante u otro radical (R*) (Figura 2.10). De esta forma,
se puede cuantificar la capacidad captadora de radicales libres que poseen determinados
compuestos mediante la determinacion del grado de decoloracién (reduccion de la
absorbancia a 515 nm), que provocan a una disolucion metanélica de DPPH* (Brand-
Williams et al., 1995).
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Figura 2.10. Reaccion quimica entre el radical DPPH* y la especie antioxidante. Fuente:
(La Rosa Toro et al., 2011).

La actividad antirradicalaria de los extractos se cuantificé por triplicado, mediante la medida
de la diminucién de la absorbancia de una solucién metandlica de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH*) (Sigma-Aldrich). Inicialmente, con el fin de conocer el punto final de
la reaccion, se hizo reaccionar 0,1 mL de cada extracto, diluido de acuerdo con lo indicado
en el inciso 2.4.1, con 3,9 mL de solucién metandlica de DPPH* (0,08 mM). La absorbancia
se leyé cada min a 515 nm durante 180 min. En estas condiciones, se observé la
disminucién de la absorbancia alcanzado un valor constante dentro del periodo de reaccién
(120 min), lo que indica que la reaccion habia llegado a su fin; por lo tanto, ese fue el tiempo
usado para todas las mediciones.

Para la curva de calibrado se usé el antioxidante 2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid (Trolox) (Sigma-Aldrich), preparando una solucién madre de 1 mM de Trolox en
metanol, a partir de la cual se obtuvieron soluciones metandlicas con las siguientes
concentraciones: 0-0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6-0,7-0,8-0,9 y 1 mM. Se hizo reaccionar 100 pL
de cada solucién de Trolox de concentracion conocida con 3,9 mL de solucién metandlica
de DPPH* (0,08 mM) durante 2 horas en oscuridad, y se midié la absorbancia a 517 nm. A
partir de la regresion lineal de los datos de absorbancia y la concentracion de las soluciones
de Trolox, se obtuvo la ecuacion de la curva de calibrado (Figura 2.11; Ec. 2.16 y 2.17).
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Para la determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos diluidos
(inciso 2.4.1) se hicieron reaccionar en oscuridad 40 pL de cada extracto con 3,9 mL de
solucién metandlica de DPPH* (0,08mM) y completando el volumen final de reaccién (4
mL) con 60 pL de metanol. Después de 2 horas de reaccién se midié la absorbancia a 515
nmy se determind la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), de acuerdo con
la ecuacion 2.18.

y = -6254,6x + 0,7379
R2 = 0,9984

®
£ 0,4 -
o

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012
Concentracion (mmoles TE/mL Rxn)

Figura 2.11. Curva de calibrado con Trolox.

Para el célculo de la capacidad antioxidante CAprrH Se usaron las ecuaciones 2.16, 2.17 y
2.18:

Y =-6254,6xX+0,7376 Ec.2.16
Y-0,7376
x =108 Ec.2.17
mmolTE, mmol TE Vol Rxn (mL) fd-1
TEAC[ g de RF ] = X( mL Rxn ) * Vol Ext Rxn (mlL) * Rel Ext ( glRf) Ec.2.18
Donde: TEAGC: capacidad antioxidante equivalente al Trolox [2oLTE]

g de RF
Y= absorbancia
X= concentracién (mmol TE /mL de reaccién)

Vol. Rxn= volumen final de la reaccion (mL)
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Vol. Ext Rxn = volumen del extracto en la reaccion (mL)
fd= factor de dilucion (mL de extracto/mL de solucién)

Rel Ext = relacién de extraccion (g de RF/mL de solucion extractante)

2.4.5. Capacidad antioxidante mediante el método del poder antioxidante de
reduccion del hierro (FRAP)

El ensayo FRAP determina la capacidad reductora del hierro de las muestras obtenidas. El
complejo de tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) pasa a ferroso tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ) por
accion de un agente reductor a bajo pH. El Fe2*-TPTZ tiene un color azul cuya intensidad
esta en relacion directa con la capacidad reductora de la muestra analizada y se puede
determinar a 593 nm (Benzie y Strain, 1996).
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Fe 3. TPTZ + Antioxidante reductor ——» Fe 2*-TPTZ (Azul intenso a 595 nm)

Figura 2.12. Reaccién de reduccion del hierro (FRAP). Fuente: (Gil et al., 2012).

El reactivo FRAP (pH: 3,6) se preparé diariamente con 25 mL de buffer acetato (300 mM)
2,5 mL de 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ) (Sigma-Aldrich) (10 mM) y 2,5 mL de cloruro
férrico (20 mM).

Para determinar la curva de calibrado, se prepararon soluciones de sulfato de hierro FeSO4
entre 0,1-1 mM. Cada solucidén de FeSO4 (90 pL) se hizo reaccionar con 900 pL del reactivo
del FRAP y 90 pL de agua, se mantuvo a 37°C por 1 hora, midiendo finalmente la
absorbancia a 593 nm. El blanco de reaccién se prepard en iguales condiciones

reemplazando el volumen de muestra por agua.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante por FRAP, los extractos obtenidos se
debieron diluir en 1:25 para los obtenidos en la extraccion en 1 etapa y el segundo
sobrenadante de la extraccion en 2 etapas y en 1:50 para el primer sobrenadante de la

extraccién en 2 etapas.
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La reaccion se realizé en un tubo eppendorf de 2,5 mL, colocando 45 uL de extracto diluido
mas 135 pL de agua destilada mas 900 uL de FRAP, se dejaron en estufa a 37°C por 1
hora y se midié luego la absorbancia a 593 nm. Los resultados (FRAP) se expresaron en
mmoles de Fe?*/g de tejido vegetal (Figura 2.13, Ec. 2.19, 2.20 y 2.21).
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Figura 2. 13 Curva de calibrado FeSO..

Para el célculo de la capacidad antioxidante por FRAP se usaron las ecuaciones 2.19, 2.20
y 2.21:

Y =21638+X +0,1203 Ec.2.19

x = 1201208 ko5 0

21638
FRAP (mmolesFez+/ RF) —x (mmol Fe504) . Vol Rxn(mL) . fd! . 55,8g mol de Fe?* EC 2 01
g mL Rxn Vol Ext Rxn(mL) Rel Ext ( "fLR: ) 278,02 g mol de FeS04 T

Donde: FRAP: capacidad antioxidante en mmoles de Fe?*/g de RF
Y= absorbancia
X= concentracion (mmol FeSO4 /mL de reaccion)
Vol. Rxn= volumen final de la reaccion (mL)
Vol. Ext Rxn = volumen del extracto en la reaccién (mL)
fd= factor de dilucién (mL de extracto /mL de solucion)
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Rel Ext = relacion de extraccion (g de RF/mL de solucion extractante)

2.4.6. Actividad antibacteriana

Para la determinacién de la actividad antibacteriana se empleé el método de difusion en
pozo, cuya técnica esta basada originalmente por lo planteado por el investigador Bauer
(método de Kirby-Bauer). Este método de difusion en disco o en pozo fue estandarizado y
es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS,
de los EE. UU) (Gooch, 2011). El fundamento de esta medicion es conocer, en forma
cuantitativa, el efecto de una o varias sustancias, ensayados individualmente, sobre las
cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos (Bonnet et al., 2017) Basicamente
el método busca la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir
una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento en la superficie de una placa de
agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o
se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia (Hacek et
al., 1999; Ramirez y Marin Castafo, 2009).

Para el ensayo se emplearon los extractos acuosos del tejido residual de frutilla obtenidos
mediante el procedimiento descrito en la Figura 2.2. Las cepas empleadas fueron: Bacillus
cereus, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes, Salmonella Newport y
Staphylococcus aureus de la coleccion del Area de Microbiologia del Instituto de
Tecnologia de Alimentos ITA (FIQ-UNL), las cuales se sembraron en medio TSA (Triptona
Soja Agar) a una temperatura de incubacion de 37°C. En primer lugar, se empez6 con la
activacién de las cepas a ensayar (conservadas a — 70 °C) en caldo Triptona Soja (TSB)
con extracto de levadura al 0,6 % durante 24 h a 37°C. Seguidamente, para cada cepa, se
inocularon por duplicado 50 pl de cultivo en 15 mL de agar TSA fundido y termostatizado,
obteniéndose concentraciones finales que oscilaron entre 10°y 106 UFC/mL segun la cepa.
Se homogeniz6 con vértex e inmediatamente se volcé en placas estériles, a la cuales, una
vez solidificadas, se les realizaron 5 pozos equidistantes. En el pozo del centro se
colocaron 50 ul de agua destilada estéril y en los cuatro pozos restantes se colocaron 50
ul del extracto acuoso del tejido residual de frutilla. Finalmente se incubaron las placas a
37°C durante 24 h y se observé la aparicion o no de halos de inhibicién en torno a los
pOZzos.

2.4.7. Ensayo de inhibicion de la enzima polifenol oxidasa (PPO) de manzana (Malus
domestica cv. ‘Red Delicious’)
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La actividad enzimatica puede ser medida por la velocidad de formacion de productos o
desaparicién de reactivos, en presencia de una cantidad dada de enzima. En la mayoria
de los casos es mas ventajoso seguir la formacion de productos mediante incrementos

finitos que mediante pequenas reducciones de una concentracion inicial (Gil et al., 2012).

2.4.7.1. Extraccion de la enzima PPO

Para obtener la PPO libre a partir de pulpa de manzana se debe provocar la ruptura de las
vacuolas que ocupan gran parte del volumen de la célula vegetal. Cuando estas se
destruyen baja el pH del medio debido a la liberacion de proteasas, como consecuencia la
enzima se activa. De manera simultanea se liberan los compuestos fendlicos de las
vacuolas, los cuales reaccionan con el oxigeno en presencia de la PPO provocando el
pardeamiento. Para evitar esto y poder realizar el ensayo de inhibicion de la PPO de pulpa
de manzana con los extractos acuosos obtenidos de los tejidos de frutilla, se pueden usar
agentes reductores tales como el B-mercaptoetanol o polimeros como la
polivinilpolipirrolidona (PVPP) que adsorben los compuestos fendlicos (Eraso, 2009). Se
debe controlar el pH durante la extraccidn por medio de soluciones amortiguadoras.
Adicionalmente, se usan surfactantes no i6nicos como el Tritdn X-14 o Triton-X-100 que
provocan la disrupcion de la membrana y asi provocan la liberacién de la PPO.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, la extracciéon de la enzima PPO de
manzanas (Malus domestica cv. ‘Red Delicious’), se realizd de acuerdo a lo planteado por
Rodriguez-Arzuaga et al. (2019) con algunas modificaciones. Se trituraron 50 g de
manzanas peladas y descorazonadas con 100 mL de buffer fosfato (0,1 M; pH 7,0), el cual
contenia polivinilpolipirrolidona (PVPP 6.67g/L) y Triton X-100 (0.045% v/v). El homogenato
fue centrifugado durante 20 min a 12.000 g y 4°C. El sobrenadante fue recuperado, siendo
éste el extracto enzimatico utilizado en la determinacion de los parametros cinéticos y
ensayos de inhibicién. Durante todas las operaciones de extraccidn, las temperaturas

fueron inferiores a 4°C.

2.4.7.2. Determinacion de la actividad de la enzima PPO

Para determinar la actividad de la PPO, se midié por triplicado el incremento de la
absorbancia en el tiempo a 405 nm de la reaccién de PPO con el catecol. A esa longitud
de onda se puede observar la aparicion del producto de la oxidacién del catecol (difenol
usado como sustrato) en distintas concentraciones (5-40 mM). Las mediciones se
realizaron en cubetas de policarbonato de 3 mL y 1 cm de camino 6ptico durante 3 min.
Las mezclas de reaccién, de volumen final 3 mL, contenian: 1,5 mL de buffer pH 5,5; 0,05

mL de extracto enzimatico, solucién de catecol en cantidad necesaria para lograr una
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concentracion entre 5-40 mM y cantidad de agua para completar el volumen total de
reaccién (3 mL) (Martin, 2011).

Las velocidades iniciales de reaccion (Vo) se calcularon a partir de las pendientes de las
partes lineales de las graficas de absorbancia en funcion del tiempo, para cada
concentracion de sustrato utilizada (Figura 2.14). Los resultados fueron expresados como
unidades de actividad PPO (U) por g de manzana fresca (Fang et al., 2007).

Equilibrio
1 [Sal
2 [53]
=
= [S-]
o
[S.]

Tiempo —

Figura 2.14 Determinacion de las velocidades iniciales (Vo) de reaccidn para cada
concentracion de sustrato [S] utilizada.

Al inicio de la reaccién un aumento de la concentracidén del sustrato produce un aumento
rapido de la velocidad de reaccién, pero si se sigue aumentando la concentracion de
sustrato, la velocidad de reaccién comienza a aumentar de manera mas lenta. A muy altas
concentraciones de sustrato, se observa que no cambia la velocidad de reaccién y se dice
que los centros activos de la enzima se encuentran saturados. La velocidad de reaccion
que se obtiene a esa alta concentracion de sustrato se define como la velocidad maxima
(Vmax) de la reaccién enzimatica. La concentracion de sustrato [S], a la semi-velocidad
maxima de reaccion (Vma/2) se puede determinar de la Figura 2.15 y representa la
constante de Michaelis-Menten o Km, la cual es caracteristica de cada enzima. La inversa
de esta (1/Km) mide la afinidad de la enzima por el sustrato, entre menor sea mayor sera
la afinidad de la enzima por el sustrato (Reuveni et al., 2014).

La ecuacion de Michaelis y Menten describe cémo varia la velocidad de reaccion (V) con
la concentracion de sustrato [S], ecuaciones (2.22 y 2.23).

_ Vinax [S]

0= o s] Ec.2.22
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Ec. 2.23

Donde:

Vo: velocidad inicial de la reaccién
Vmax: velocidad maxima
Km: constante de Michaelis y Menten= Ec. 2.23

[S]: concentracién de sustrato.

Vmax

100 +

80
Vmax(S]

= | Km + [S]
E 60
é 0.5Vmax
40 4
20 +
0 .
o 20 40 60 80 100

[S]

Figura 2.15. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de reaccion.
Ecuacion de Michaelis — Menten. Fuente: Tipton, (1996).

2.4.7.3. Determinacion de los parametros cinéticos de la PPO de manzana

Si se toma la inversa de ambos miembros de las ecuaciones de Michaelis-Menten (Ec. 2.22
y 2.23) tenemos:

1 K 1
=" 4 Ec.2.24

% " Vmax [S]  Vmax

Si graficamos la Ec. 2.24, se puede ver que se obtiene una linea recta, cuya pendiente es

Km . . 1 . 1
, que intercepta al eje de las ordenadas en ——y a la abcisa en el punto ——
Vmax Vmax

Km'’

lo que

es evidente al hacer% = 0, ya que se convierte en % = —1/Km, a partir del cual se puede

calcular el Km (Figura 2.16). Esta representacion grafica (Lineweaver y Burk, 1934) fue la
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elegida para la determinacion de los parametros cinéticos (Km y Vma) de la enzima PPO

de Manzana ‘Red Delicious’ (Rotbart et al., 2018).

Figura 2.16 Grafica de Lineweaver-Burk o del doble reciproco. Fuente: Macias et al.
(2018).

2.4.7.4. Efecto del extracto acuoso del tejido residual de frutilla como inhibidor de
la PPO de manzanas ‘Red Delicious’

Se analiz6 el efecto inhibitorio de los extractos acuosos obtenidos en 1 etapa (1:10) no
acidificados del tejido vegetal de frutilla, sobre los extractos de PPO de manzana ‘Red
Delicious’. Ademas, se compard la inhibicidn empleando un antioxidante ampliamente
usado en la industria como es el &cido ascoérbico. Para ello se determiné el porcentaje, el
tipo y la constante de inhibicién para ambos inhibidores. Para determinar el porcentaje de
inhibicién se hizo reaccionar 0,05 mL del extracto enzimatico con una cantidad necesaria
de catecol para poder llegar a una concentracién de 10 mM en el medio de reaccion, 1,5
mL de buffer pH 5,5 y 0,25 mL de inhibidor (extracto acuoso de RF de frutilla o acido
ascérbico (AA) en concentraciones de 1-4 mg/mL). Finalmente, se adicioné la cantidad de
agua necesaria para llegar a un volumen final de reacciéon de 3 mL. La mezcla se hizo
reaccionar por 5 min a temperatura ambiente. A partir de la medida de absorbancia a 405
nm se determin6 la Vo' como la pendiente inicial de la gréafica de absorbancia en funcion

del tiempo.
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Para determinar la velocidad inicial de reaccion sin presencia del inhibidor (Vo) se procedi6
de igual manera, pero se reemplaz6 el volumen agregado del extracto vegetal o acido

ascorbico por agua. Las reacciones de inhibicién se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicion (1%) se calcul6 de acuerdo con la Ec. 2.25:
I (%) = % inhibicion = (1 -2+ 100 Ec.2.25

Donde (l) es el porcentaje de inhibicion, vo’= abs/min es la pendiente de la curva de
absorbancia en funcién del tiempo para la enzima PPO afectada por la presencia del
inhibidor en el medio y vo es la pendiente sin la presencia del inhibidor.

2.4.7.5. Determinacion del tipo de inhibicion enzimatica

Al graficar la cinética de inhibicion se puede clasificar la reaccion en funcion del impacto
que se produce sobre la interseccion con el eje y (1/Vmax) y/0 sobre la pendiente de la curva
(Km/Vmax) de la representacion de Linewaver-Burk, comparando con la curva que
representa a la cinética de reaccion sin la presencia del inhibidor (Motulsky y Christopoulos,
2003) (Figura 2.17).

Sin inhibidor Competitivo

plus com petilive inhibitor

1 1
uninhibited enzyme 1IU_> uninhibited enzyme
-~
1403] 1/5]
‘No competitivo Incompetitivo

plus noncompetitive
inhibitor

plus uncom petiive inhibitor

1

ninhikited enzyme /
]

175] 7[5

1

1Ky

uninhibited enzyme

Figura 2.17. Linealizacién de Lineweaver-Burk para los diferentes tipos de inhibicién
fuente: Rotbart et al. (2018)

En la Figura 2.17 se puede observar que cuando se trata de un inhibidor competitivo se ve
afectada la pendiente de la curva, comparada con la curva que representa a la cinética en
ausencia del inhibidor, generando una familia de curvas que convergen en un mismo punto

sobre el eje y (1/Vmax). El caso de un inhibidor acompetitivo (incompetitivo) influye en la
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interseccién con el eje vertical (1/Vmax) de la curva, generando una familia de curvas
paralelas a la curva de reaccion con el eje y (1/Vmax). Finalmente, el inhibidor no competitivo
es un tipo de inhibidor que tiene la capacidad de unirse a la enzima libre y al complejo
enzima-sustrato, afectando la pendiente (Km/Vmax) de la curva de inhibicién, generando
una familia de curvas de inhibicién que convergen en un punto a la izquierda del eje vertical
(1/Km) sobre el eje horizontal (1/[S]) de la curva (Macias, A. et al., 2018; Motulsky y
Christopoulos, 2003).

Para determinar el tipo de inhibicidn se hizo reaccionar 0,05 mL de extracto enzimatico con
una cantidad necesaria de catecol para poder llegar a las concentraciones mencionadas
en la reaccién, 1,5 mL de buffer pH 5,5, 0,25 mL de inhibidor (extracto acuoso del tejido
vegetal de frutilla obtenido en 1 etapa (1:10) no acidificado; o acido ascérbico (AA), (1-4
mg/mL), adicionando la cantidad de agua necesaria para llegar a un volumen final de
reaccion de 3 mL. A partir de la medida de absorbancia a 405 nm, durante 5 min, se
determiné la Vo'. Ademas, mediante las ecuaciones matematicas que describen a cada
tipo de inhibidor reversible (Ec. 2.22 y 2.23) se obtuvo la velocidad maxima (Vm’) de la
enzima en presencia del inhibidor y la constante de Michaelis-Menten (Km”). El desarrollo
de estas ecuaciones en presencia del inhibidor, difieren en la pendiente y/o en la
interseccién en 1+ [I)/Ki (Ec. 2.26 y 2.27), en comparacién con las ecuaciones en ausencia
del inhibidor (Ec. 2.24) (Gil et al., 2012).

Dependiendo del tipo de inhibicion se veran afectadas las ecuaciones en la pendiente o

interseccién de forma:

K [1]

Pendiente = — * (1 + — Ec.2.26
Vvm Ki
Intersecciéon con el eje = — 1+ ﬂ) Ec.2.27
Vm Ki

Donde:

[1]: es la concentracion de inhibidor (mg/mL)
Ki: constante de inhibicion

Con lo anterior, se emplearon las ecuaciones 2.28 y 2.29 para el calcul6 el Ki segun
correspondiera al tipo de inhibidor en este caso el extracto acuoso sin acidificar del residuo
de frutilla y el acido ascérbico. Se tuvo en cuenta el contenido total de fenoles de estos
extractos, expresados como mg de acido galico equivalente por g de residuo fresco. A partir
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de las ecuaciones 2.26 y 2.27 propuestas por Brandt et al., (1987) se calculé la Ki para los
inhibidores empleados en este estudio sobre la actividad de la PPO de la manzana (Malus

domestica cv. ‘Red Delicious’).

2.4.7.6. Determinacion de la constante de inhibicion (Ki)
La constante de inhibicidn (Ki) indica la potencia que poseen los inhibidores en la reaccién
enzimatica, ademas de la concentracion necesaria para producir la mitad de la inhibicién.

Mientras menor sea su valor mayor sera su efecto inhibitorio (Alvarez-Parrilla et al., 2007).

Segun el tipo de inhibicién la cinética enzimatica se vera afectada asi mismo su Ki (Dixon,
1953). Para la inhibicion competitiva donde la concentraciéon de sustrato [S] no es igual al
Km, se calcula la constante de inhibicién de acuerdo con la Ec. 2.28:

Ki= —pr—o Ec. 2.28

2(37)-1

Para el tipo de inhibicion incompetitiva donde el inhibidor se une al complejo enzima-
sustrato la Ki se calcula de acuerdo con la Ec. 2.29:

Ki = ! Ec. 2.29

() (GD-)

La Figura 2.18 resume el ensayo de inhibicion de la PPO de manzana por el extracto rico
en compuestos fendlicos obtenido a partir de la extraccion acuosa en una etapa no acida

del residuo de frutillas, o por la accion del acido ascérbico.
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Figura 2.18. Esquema del ensayo de inhibicion de la PPO de manzana ‘Red Delicious’.

2.5. Analisis Estadistico

El efecto del tipo de solvente, del numero de etapas de extraccidén y de la presencia de
acido férmico en la solucién extractante sobre el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante se determind a través de un analisis de varianza (ANOVA). La
prueba de rangos multiples de Tukey con un nivel de confianza del 95% se utiliz6 para
determinar diferencias significativas entre las medias. Los analisis estadisticos y
correlaciones lineales se realizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS
Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia, EE. UU.).

Adicionalmente, para un mayor analisis de los datos se plantea el estudio de las posibles
relaciones entre las distintas variables respuesta, para ello, se hizo un estudio de
correlacion de Pearson el cual nos brinda un indicio de si existe una relacion lineal entre 2

variables. De dicho analisis surge un coeficiente de correlacion el cual mide la solidez de
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la relacién lineal existente entre dos variables aplicando una escala de —1 a +1. Cuanto
mas alto sea el valor absoluto de la correlacion, indica que la relacién lineal es mucho mas
fuerte entre las dos variables analizadas, el signo refleja s6lo el sentido, es decir si la
correlaciéon es positiva o negativa (Draper y Smith, 2014). Obtenido el coeficiente se le
realiz6 un t-test de “student” el cual nos indica la significancia del coeficiente en el espacio

muestral.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto de las variables de extraccion sobre el contenido de compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante de los extractos

El tejido vegetal obtenido como descarte del acondicionamiento industrial de frutillas
variedad ‘Festival’ (RF) presentd una humedad promedio de 89,2 +0,07 %, lo cual nos
indica que es un producto muy susceptible al ataque microbiano y a la descomposicion por
su alto contenido de humedad, por ello, es vital generar opciones para su aprovechamiento
y una disposicidn sustentable.

Teniendo en cuenta el principio fundamental de la solubilidad, los distintos metabolitos
secundarios de las plantas varian su polaridad segun su estructura quimica y la matriz
donde se encuentren, con lo cual, se debe elegir adecuadamente los solventes de
extraccion (Waszkowiak et al., 2015). Sin embargo, no existe un unico solvente que vaya
a garantizar la total extraccion de los compuestos fendlicos. Por ende, se vienen
empleando mezclar de cosolventes como las soluciones hidroalcohdlicas para obtener una
mayor selectividad y rendimiento (Fernandez-Agullé et al., 2013; Martinez-Ramos et al.,
2020). Por lo cual, se presentan en la Tabla 3.1 las propiedades solvatocrémicas de las
mezclas de solventes empleadas en esta tesis:

Tabla 3.1. Propiedades solvatocromicas de las mezclas de solventes extractantes

utilizados

Solvente Car (%) pH ENr f/f; n

extractante (St)

A 0,0 6,38 1,002 - 0,89¢
0,5 2,40

EtOH-A 0,0 6,67 0,692  0,26° 1,90°
0,5 3,82

MetOH-A 0,0 6,78 0,792  0,15° 1,005°
0,5 3,77

AC-A 0,0 7,68 | 0,65°  3,75° 0,636°
0,5 3,65

ENr : Parametro solvatocromico de Reichard; fo/f; : Parametro de solvatacion preferencial; n:
Viscosidad a 25°C en (Cp); Car: concentracion de acido férmico.
aKrygowki et al, 1985; °(Bosch, E., & Rosés, M. (1992); ¢(Perez et al, 2010);
d(Mikhail,1961);*(Howard & McAllister, 1958)
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A través del andlisis de la varianza multifactorial se determiné el efecto de cada variable de
extraccion estudiada sobre el contenido de fenoles totales (FT), flavonoides totales (FvT) y
capacidad antioxidante (CAorrn Y CArrap) de la extraccion del residuo vegetal de la
industrializacién de frutilla (Tabla 3.2).

Tabla 3. 2 Analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial.

Suma de Cuadrados

Fuentede o,
variacion FT FvT CAorH CArrap
st 3 191,22 494" 0,019" 0,009
Car 1 3586 0,87  0,0018* 0,001
EE 1 135,54 0,80™*  0,010"*  0,008"*
St*AF 3 756" 020"  0,0011**  0,0005**
SPEE 3 590" 0,05 0,002  0,0003**
Car*EE 1 0,04 0,67  0,0006**  0,000003
StCar*EE 3 6,48 041"  00006*  0,00009
Residuos 48 7,91 0,076 0,002 0,0005
Total 63 390,53 8,02 0,038 0,021

(corregido)

G.L: grados de libertad; FT: Fenoles totales,FvT: Flavonoides totales, CAopen: Actividad antioxidante
por DPPH, CArrar: Actividad antioxidante por FRAP. *p=<0,05; **p=<0,01; *** p<0,001.

Las tres variables de extraccion establecidas, el tipo de disolvente (St), la concentracion de
acido férmico (Car) y el numero de etapas de extraccion (EE) afectaron (p<0.001) el
contenido de compuestos fendlicos totales (FT), flavonoides totales (FvT) y la capacidad
antioxidante (CAorrr Yy CArrar) (Tabla 3.2). Como puede verse, las interacciones de St.Car
y St.EE también resultaron altamente significativas para todas las respuestas evaluadas.
Ademas, la interaccién de Car.EE solo fue significativa (p<0.001) para FvT y CApep, ¥ la
interaccion de St.Car.EE solo fue significativa para los contenidos de FT y FvT (p<0.001) y
para CApppH (p= 0,05).

Como la mayoria de los términos de interaccion resultaron estadisticamente significativos,
no seria prudente generalizar acerca de los factores individuales ya que los efectos sobre
las variables dependientes serian interdependientes. Sin embargo, los cuadrados medios
para los factores individuales resultaron mayores que los calculados para los términos de
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interacciéon (Tabla 3.2), lo que sugiere que los factores individuales fueron dominantes
(Ellison et al., 2009).

3.2. Contenido de fenoles totales de los extractos del residuo vegetal de la
industrializacion de frutilla

Tal como es reportado en la bibliografia, las diferentes caracteristicas de los solventes
utilizados y las condiciones de extraccion van a repercutir de manera directa o indirecta en
la eficiencia de extraccidén (Adjé et al., 2010; Predrag Putnik et al., 2016; Sahin et al., 2013).
En el presente trabajo se emplearon mezclas de solventes préticos polares, los cuales son
donantes de puentes de hidrogeno (HBD por su siglas en inglés) contenidos principalmente
en sus grupos hidroxilos (agua, etanol y metanol) y son capaces de formar puente
hidrégeno (Reichardt y Welton, 2010a) y un solvente aprotico polar, el cual posee un dipolo
debido al enlace polar del grupo carbonilo, pero que no puede ceder puentes de hidrogeno
(acetona). Bajo estas condiciones en las Figuras 3.1 y 3.2 y en las Tablas 3.3, 3.4y 3.5 se
presentan los rendimientos de extraccion de FT obtenidos de acuerdo con los diferentes
sistemas de extraccion ensayados.
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Figura 3.1. Contenido de fenoles totales (FT) en el residuo vegetal de la industrializacion
de frutilla para la extraccion en una etapa.

Para las extracciones en 1 etapa (relacion de extraccion 1:10 p/v) (Figura 3.1 y Tabla 3.3),
sin la presencia de acido formico (Car=0), la mayor cantidad de fenoles totales se
obtuvieron en las extracciones con las soluciones de metanol 80% (FT: 8,98 mg AGE/g
RF) y de acetona 80% (FT: 9,15 mg AGE/g RF), no habiendo diferencias significativas entre
ellos. Los rendimientos destacados de las soluciones de MetOH-A y AC-A se podrian
atribuir en parte a la baja viscosidad (1,00 y 0,636 Cp) respectivamente, lo cual favorece el
proceso de extraccién con ultrasonido, ya que la absorcion de las ondas de ultrasonido
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depende de la densidad y viscosidad del medio, facilitando asi el fenémeno de cavitacion
por parte de las mezclas de metanol y acetona 80% (Lupacchini et al., 2017; Martinez-
Ramos et al., 2020; Mercado Mercado et al., 2018), lo cual les otorga una gran difusividad,
facilitando la extraccion de compuestos bioactivos (Wijekoon et al., 2011). En estas
condiciones, la extraccion con agua obtuvo el rendimiento mas bajo (Tabla 3.3 y Figura
3.1).

La adiciéon de 0,5% de acido formico aumentd el contenido de fenoles totales entre 10 y
39% en 3 de los extractos estudiados, en comparacidén con los mismos extractos sin acido
para 3 de los solventes utilizados A, EtOH-A y MetOH-A, los cuales pertenecen a los
solvente préticos (Taghizadeh et al., 2018) (Tabla 3.3 y Figura 3.1). Los FT de los extractos
de los solventes A y EtOH-A no presentaron diferencias significativas entre sus medias y
la extraccién con MetOH-A acidificado, arrojo el mejor rendimiento de FT (11,7 mg AGE/g
RF) para la extraccién en 1 etapa.

Tabla 3. 3 Contenido de fenoles totales (FT) en el residuo vegetal de la industrializacion
de frutilla para la extracciéon en una etapa.

FT (mgAGE/g RF)

St Car (%)
0,0 0,5
A 5,68 + 0,20 aA 7,91 £0,21 aB
EtOH-A 6,96 + 0,02 bA 7,67 £0,03 aB
MetOH-A 8,98 + 0,16 cA 11,69 + 0,09 cB
AC-A 9,16 + 0,16 cA 9,28 + 0,19 bA

St: solvente; Car: concentracion de &cido férmico. Promedio + desviacién estandar. Letras
mindsculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre solventes de
extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF.
Test de Tukey (p<0.05).

En cuanto al efecto del nimero de etapas de extraccion, la extraccién con MetOH-A en 2
etapas (relacidén de extraccién en cada una de las etapas = 1:5 p/v), sin acido, presenté el
mayor rendimiento de FT (12,8 mg AGE/g RF) entre todas las muestras extraidas con
soluciones sin acidificar (Figura 3.3 y Tabla 3.5). Este rendimiento resulté 1,4 veces mayor
al contenido de FT obtenido con metanol en una sola etapa (Tabla 3.3 y 3.5). Por lo tanto,
la extraccion en dos etapas produjo mayores rendimientos de compuestos fendlicos que la

extraccién en una sola etapa con el mismo volumen de solvente.
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3. Resultados y Discusion.

Analizando el efecto de las etapas de extraccion, se determiné que la extraccion de FT con
EtOH-A en una sola etapa sin acido (relacion de extraccion 1:10) obtuvo un rendimiento de
extraccion de 6,9 mg AGE/g RF, mayor que el rendimiento obtenido en la primera etapa
(relacion de extraccion 1:5) de la extraccion en 2 etapas (5,8 mg AGE/ g RF), en donde la
difusién posiblemente se detenga por el fenédmeno de saturacién donde el gradiente de
solvente y de soluto llegan al equilibrio (Castro-L6pez et al., 2017). Luego, en la segunda
etapa de extraccion, el rendimiento de FT fue igual a 3.61 mg AGE/g RF, y el total para la
extraccion en 2 etapas arrojo un rendimiento de FT de 9.42 mg AGE/g RF (Tabla 3.4 y
Figura 3.2) superior en 35,3% al obtenido en la extraccion con 1 sola etapa.

La mayor eficiencia de extraccion obtenida en la extraccidn en 2 etapas, pero manteniendo
la misma relacion final de extraccion, probablemente se deba a una liberaciéon secuencial
de compuestos fendlicos desde la matriz al solvente en las sucesivas etapas de extraccion
y al gradiente de concentracion, la fuerza impulsora que domina este fenébmeno de
extraccion (Azmir et al., 2013; Xi et al., 2009). Sin embargo, este fenémeno dependeria del
material vegetal estudiado y del solvente utilizado en el proceso de extraccion. Michiels et
al. (2012) reportaron un mayor contenido de fenoles totales para manzana, brécoli y puerro
con extracciones en una sola etapa, pero mejores rendimientos en extracciones en dos
etapas sucesivas para naranjas.

Si bien, cabe resaltar que la distribucion y composicién de los fitoquimicos en las plantas,
asi como las caracteristicas morfolédgicas y fisiol6gicas de las mismas pueden favorecer la
extraccidén de estos compuestos (Verma y Shukla, 2015). Tal es el caso del anis y otras
plantas que tienen en su morfologia ductos secretores, los cuales favorecen la extraccion
de compuestos a bajas relaciones sélido-solvente (Torres-Aguirre et al., 2018).

Con la adicién de &cido formico (Car = 0.5%), la extraccion de FT en dos etapas con
metanol presentd el mejor rendimiento (FT = 15 mg AGE/g RF), siendo este resultado 1,2
veces superior al contenido de fenoles totales obtenido en las mismas condiciones sin
acido. Este comportamiento se puede explicar debido a que los compuestos fenélicos son
mas estables a valores de pH bajos y por ende estas condiciones facilitan su extraccion
(Rajbhar et al., 2015). De manera similar, Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann (2010)
informaron un contenido de fenoles totales de 20 mg/g en hojas de frutillas extraidas con
metanol-acido férmico (99: 1, v/v) durante 1 hora en tres etapas.
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Tabla 3.4. Contenido de fenoles totales (FT) en el residuo vegetal de la industrializacién

3. Resultados y Discusion.

de frutilla para la extracciéon en dos etapas.

FT (mgAGE/g RF)

No
St
Etapa
0 0,5
1era 5,48 £ 0,34A 6,09 + 0,25A
A 2da 3,08 £ 0,04A 3,40 +0,07B
Total (172+29) 8,56 +0,37aA 9,49+ 0,05 aA
era 5,81 £0,13A 6,25 + 0,03B
EtOH-A 202 3,61 £0,10A 3,76 £ 0,02A
Total (12+2%) 9,42 £ 0,22bA 10,01 £ 0,05 aA
era 9,08 +0,08A 10,46 £ 0,14B
MetOH-A 202 3,74 £0,07A 4,56 £0,15B
Total (12+2%) 12,81 £ 0,15dA 15,01 £ 0,03cB
era 7,34 £ 0,08A 9,62 +0,08B
AC-A 202 4,30 £0,001A 4,27 £0,12A

Total (1724+29%)

11,64+ 0,08cA

13,89 + 0,04bB

St: solvente; Car: concentracion de &cido férmico. Promedio + desviacién estandar. Letras
minusculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre solventes de
extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF.

Test de Tukey (p<0.05)
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Figura 3.2. Contenido de fenoles totales (FT) en el residuo vegetal de la industrializacion
de frutilla para la extraccién en 2 etapas.

Segun Kapasakalidis et al. (2006) la extraccidbn de materiales vegetales con metanol
acidificado es el método mas eficiente para extraer compuestos fendlicos. Las propiedades
microscépicas de las soluciones de metanol 80% indicaron una solvatacién preferencial
por el metanol, teniendo probablemente gran presencia de moléculas de metanol en la
esfera de solvatacidn de los compuestos fendlicos que presentaron buena solubilidad (El
Seoud, 2009). De hecho, se reportd que en las extracciones de compuestos fendlicos en
pulpa de uva, la extraccion con metanol fue 20% mas eficiente que con etanol, y 73% mas
eficiente que con agua (Castarieda-Ovando et al., 2009). Es bien sabido que la polaridad
del solvente juega un papel clave en el aumento de la solubilidad de los compuestos
fendlicos, lo que a su vez permite su migracion desde la matriz al sistema del solvente,
aumentando el rendimiento de extraccion (Martinez-Ramos et al., 2020). Si bien el agua
resulta ser el disolvente méas polar de todos, este disolvente no extrajo el mayor contenido
de compuestos fendlicos totales en los subproductos de frutilla (Tablas 3.5 y Figura 3.3).
Este fendmeno podria atribuirse a la mayor viscosidad del agua en relacién a los otros
solventes, lo cual influye en la transferencia de masas (Selin Sahin y Samli, 2013).

87



3. Resultados y Discusion.

16 -
14 - -
E i L,
e 12 - =
(2] i -
i - = z = 1 Etapa 0,0 AF%
G 8 _ g _ ’
; 6 1 etapa 0,5 AF %
E, . 2 Etapas 0,0 AF%
L 2 etapas 0,5 AF %
2 u
0 u
Agua Etanol Metanol  Acetona
Solventes

Figura 3.3. Contenido de fenoles totales (FT) para los diferentes sistemas de extraccion.

Sin embargo, el uso mezclas acuosas parece ser importante para la extraccion de los
compuestos fendlicos, ya que en primer lugar, el agua puede actuar como agente de
hinchamiento, permitiendo que el solvente organico penetre mas completamente en el
material vegetal (Fernandez-Agulld et al.,, 2013). Ademas, sus propiedades
solvatocrémicas varian segun la composicién de la mezcla, generando un espectro mas
amplio de extraccion (El Seoud, 2009), y asi, probablemente se logre mayor extraccion de
compuestos fendlicos que los obtenidos con los solventes puros (Sahin y Samli, 2013).
Considerando que el agua y el etanol son reconocidos como solventes seguros (GRAS)
(Fernandez-Agull6 et al., 2013), las extracciones de los subproductos de frutilla con A o
EtOH-A en dos etapas podrian mejorar la eficiencia de extraccion de los compuestos
fendlicos, ya que bajo esta condicién el contenido de FT fue comparable a los obtenidos
con MeOH-A y AC-A en 1 etapa sin AF (Tabla 3.5, Figura 3.3), evitando de esta manera,
el uso de solventes con restricciones por su toxicidad e impacto ambiental.

El contenido total de compuestos fendlicos en frutilla y las distintas partes de su planta
varian segun numerosos factores, incluyendo el genotipo, las condiciones ambientales,
etapa de maduracién y por supuesto el método de extraccion y analisis (Gindiz, 2015;
Restrepo. D et al., 2010; Wang and HsinShan, 2000). Es de destacar que el tejido vegetal
obtenido del procesamiento industrial de frutillas presenta mayores cantidades de
compuestos fendlicos que la frutilla, de la cual se han reportado contenidos de FT de 2,1
mg AGE/g fruta para la variedad ‘Camino Real’ (Pineli et al., 2011), 1,61 mg AGE/g fruta
para la variedad ‘Camarosa’ (Van de Velde et al., 2016), e incluso superior al contenido de
compuestos fendlicos reportado para 90 cultivares de frutilla en distintos estados de
maduracién (0,08-2,08 mg AGE/g fruta) por Nowicka et al., (2019).
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3. Resultados y Discusion.

Tabla 3.5. Contenido de fenoles totales (FT) en el residuo vegetal de la industrializacién
de frutilla para los diferentes sistemas de extraccion.

FT (mgAGE/g RF)

St EE Car (%)
0,0 0,5
1 5,68 + 0,20 aA 7,91 +0,21 aB
A
2 8,56 + 0,37 cA 9,49+ 0,05 bA
1 6,96 + 0,02 bA 7,67 £0,03 aB
EtOH-A
2 9,42 + 0,22 dA 10,01 + 0,05 bA
1 8,98 + 0,16 cdA 11,69 + 0,09 cB
MetOH-A
2 12,81 +0,15 fA 15,01 + 0,03 eB
1 9,16 + 0,16 cdA 9,28 + 0,19 bA
AC-A
2 11,64+ 0,08 eA 13,89 + 0,04 dB

St: solvente; EE: N° total de etapas de extraccion; Car: concentracion de acido formico. Promedio +
desviacion estandar. Letras minlsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias
significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05).

3.3. Contenido de flavonoides totales de los extractos del residuo vegetal de la
industrializacion de frutilla

El contenido de flavonoides totales (FvT) en las extracciones en una etapa con Ac sin &cido
registré el mayor rendimiento (1,12 mg quercetina/g RF) respecto a los demas solventes
en las mismas condiciones (Figura 3.4 y Tabla 3.6). Segun Fan et al. (2015) esto se puede
atribuir probablemente al hecho de que la acetona pura tiene una fuerte capacidad de
aceptacién de enlaces de hidrégeno y puede formar puentes hidrégeno facilmente con los
grupos hidroxilo de los flavonoides. Sin embargo, la solubilidad de los flavonoides podria
ser menor en metanol, etanol y/o agua debido a que estos solventes, en su estructura
original, ademas de interaccionar con los flavonoides, pueden formar fuertes enlaces de
hidrogeno entre sus mismas moléculas. En estos solventes, no solo la donacion de enlaces
de hidrégeno sino también la capacidad de aceptacion de enlaces de hidrogeno son fuertes
(Marcus, 1993).
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3. Resultados y Discusion.

Tabla 3.6. Contenido de flavonoides totales (FvT) en el residuo vegetal de la
industrializacion de frutilla para la extraccion en una etapa.

FvT (mg QE/g RF)

St Car (%)
0 0,5
A 0,54 £0,03aB 0,37 £0,02aA
EtOH-A 0,72 £ 0,004bA 0,75 £ 0,02bB
MetOH-A 0,69 £0,014bB 0,66 + 0,006cA
AC-A 1,12 £ 0,0849cA 1,20 £ 0,06dA

St: solvente; Car: concentracion de é&cido férmico. Promedio + desviacién estédndar. Letras
minusculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre solventes de
extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF.

Test de Tukey (p=<0.05)
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Figura 3.4. Contenido de flavonoides totales (FvT) en el residuo vegetal de la
industrializacién de frutilla para la extraccién en una etapa.

La Figura 3.5y la Tabla 3.7 muestran el desempeno de las distintas soluciones extractantes

con y sin &cido formico en 2 etapas para el contenido de flavonoides totales. La AC-A sin

acido resulté ser el mejor solvente con un rendimiento 56% mayor al contenido de FvT

extraido con agua sin AF. De manera similar, Los et al. (2019) reportaron que la acetona

70% extrajo mayores cantidades de flavonoides en frijoles de Brasil.
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Figura 3.5. Contenido de flavonoides totales (FvT) en el residuo vegetal de la
industrializacién de frutilla para la extraccién en dos etapas.

La adicion de acido férmico a los solventes en las extracciones realizadas en una o dos
etapas no aumentd los rendimientos de flavonoides totales, de manera opuesta a lo
observado para la extraccion de los compuestos fendlicos totales (Tabla 3.5). Como se
habia mencionado anteriormente en términos generales, los bajos valores de pH en las
soluciones de extraccion permite la estabilidad de los compuestos fendlicos y facilita en
algunos casos la extraccion mas eficiente con solventes organicos (Rajbhar et al., 2015).
Sin embargo, las moléculas de flavonoides podrian ser inestables en soluciones de
solventes acidos. Los flavonoles a base de quercetina extraidos de hollejo de uva fueron
inestables en metanol ligeramente acido (acido férmico, acético, citrico y malico) y
altamente l&biles en metanol con acido clorhidrico al 1%. Metanol 50% fue el solvente méas
eficaz, extrayendo del hollejo de uva 30 a 50% mas quercetina-3-O-glucésido que
cualquiera de los otros solventes (Downey et al., 2007). De acuerdo con Ignat et al. (2011),
la degradacién de los flavonoides implica reacciones de oxidacién, hidroxilacion y escision
de anillo. De manera diferente, Putnik et al. (2015) reportaron que la adicién de acido
clorhidrico (0.5-1%) mejoré la extraccién de flavonoides de un subproducto de uva.

Por lo tanto, la extraccion de flavonoides del residuo de la industrializacion de frutilla con
solventes &cidos en una o en dos etapas no mejoro el rendimiento de FvT al menos con un
Car = 0.5% (Tabla 3.8 y Figura 3.6).
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3. Resultados y Discusion.

Tabla 3.7. Contenido de flavonoides totales (FvT) en el residuo de la industrializacion de
frutilla para la extraccion en dos etapas.

FvT (mg QE/g RF)

St Et'::)a Car (%)
0 0,5

1ra 0,51 +0,08B 0,30+ 0,01A

A 2da 0,33 £0,01A 0,18 £0,02B
Total (124+2%) 0,84 +0,09aB 0,48 +0,01aA

1ra 0,67 £0,01B 0,50 + 0,04A

EtOH-A 202 0,34 £ 0,04A 0,31 £0,01A
Total (174+29%) 1,01 £ 0,05bA 0,82 + 0,05bA

1@ 0,78 £0,01B 0,56 +0,1A

MetOH-A 2da 0,33 +0,02B 0,24 +0,05B
Total (1+2%) 1,11 +0,03cB 0,79 + 0,15bA

1@ 1,59 £0,07B 0,70 £ 0,04A

AC-A 202 0,31 £ 0,003A 0,31 £ 0,04A
Total (1+2%) 1,90 +0,08dB 1,01 +0,04cA

St: solvente; Car: concentracion de &cido férmico. Promedio + desviacién estandar. Letras
minusculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre solventes de
extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF.

Test de Tukey (p<0.05)
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Figura 3.6. Contenido de flavonoides totales (FvT) para los diferentes sistemas de
extraccién.

Para los distintos solventes y tipos de extraccion, los flavonoides totales variaron su
proporcion en el contenido total de compuestos fendlicos desde un 4,6% (A con AF en una
etapa) hasta un 16,3% (AC-A sin AF en 2 etapas). Estas proporciones resultaron menores
a las reportadas por Oszmia y Wojdyl (2011) y Karlund et al. (2014) en hojas de frutilla, en
donde los flavonoides representaron entre el 36 al 48% de los compuestos fendlicos
totales.

Los flavonoides pueden encontrarse asociados entre si formando macromoléculas, o
pueden estar enlazados a la matrices vegetales por puentes de hidrogeno, lo cual puede
hacer mas dificultosa su extraccién desde estas estructuras (Naeem et al., 2012).
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Tabla 3.8. Contenido de flavonoides totales (FvT) en el residuo de la industrializacion de
frutilla para los diferentes sistemas de extraccion.

FvT (mg QE/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,54 +0,03aA 0,37 £ 0,02 aB
A
2 0,84 +0,09cA 0,48 +0,01bB
1 0,72 +0,004bcA 0,76 + 0,02 dB
EtOH-A
2 1,00 £ 0,05dB 0,82 +0,05 dA
1 0,69 +0,01bB 0,66 + 0,01 cA
MetOH-A
2 1,11 £0,03eB 0,79 £ 0,20 cdA
1 1,12 £ 0,09eA 1,20 £ 0,06 fA
AC-A
2 1,90 £ 0,075fB 1,00 £0,04 eA

St: solvente; EE. Numero totas de etapas de extraccién; Car: concentracion de acido férmico.
Promedio * desviacién estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican
diferencias significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una misma fila
indican diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).

3.4. Perfil de compuestos fendlicos de los extractos del residuo vegetal de la
industrializacion de frutillas

En este trabajo se identificaron y cuantificaron los compuestos fendlicos obtenidos con los
distintos sistemas de extracciéon previamente planteados. La identificacién se basé6 en el
analisis cromatografico de las muestras en comparacion con los tiempos de retencion y los
espectros de absorcion de compuestos fendlicos estandares. Ademas, se contd con
espectros de masa e informacion previamente reportada en la bibliografia para la
identificacion de los compuestos fendlicos para los cuales no se contaba con estandares
especificos (Van de Velde et al., 2016).

En la Figura 3.7 se muestra el perfil tipico de compuestos fendlicos obtenido para un
extracto del residuo de la industrializacion de frutilla variedad ‘Festival’ con MetOH-A sin
acido en una etapa. En todos los extractos se identificaron seis compuestos fendlicos: dos
taninos hidrolizables: un isomero de tetragaloil-glucosa (pico 1) y un dimero de galoil-bis-
HHDP-glucosa (agrimoniin) (pico 3), un pentosido de acido elagico (pico 2), 4cido elagico
libre (pico 4) y los flavonoles quercetina-3-O-glucurénido (pico 5) y kaempferol-3-O-
glucurénido (pico 6).
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Figura 3.7. Cromatograma del extracto del residuo de la industrializacién de frutilla con
MeOH-A sin acido en 1 etapa. (A) longitud de onda 254 nm. (B) longitud de onda 360 nm.

La Tabla 3.9 muestra los tiempos de retencion y las longitudes de onda elegidas para la

deteccion de los compuestos fendlicos identificados en las muestras.
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3. Resultados y Discusion.

Tabla 3.9. Tiempos de retencion y longitudes de onda de deteccion de los compuestos
fendlicos identificados en los extractos obtenidos del residuo de la industrializacién de

frutillas.

Compuesto Pico tr (Min) A (nm)
Tetragaloil-glucosa 1 3,015+ 0,177 254
Acido elagico pentésido 2 24,550 + 0,192 360
Agrimoniin 3 27,308 £0,176 360
Acido elagico 4 26,237 +0,235 254
Quercetin-3-O-glucurdnido 5 28,761 £0,214 360
Kaempferol-3-O-glucuronido 6 33,349 £ 0,204 360

tr: tiempo de retencién; A: longitud de onda.

La Tabla 3.10 muestra el analisis de varianza multifactorial para los distintos compuestos
fendlicos analizados. Cabe resaltar que el tipo de solvente (St) afectd significativamente la
extraccion de todos los compuestos fendlicos individuales analizados.

Tabla 3.10. Analisis de la varianza multifactorial para el perfil de compuestos fendlicos
del residuo de la industrializacion de frutilla.

Fuente de Suma de cuadrados

variacion T 2) 3) @) (5) (6)
St 3 0,14* 0,71*** 11,59*** 0,38** 0,25*** 0,03***
Car 1 0,006 0,005 3,79*** 0,00007 0,002 0,00003
EE 1 0,02 0,34*** 1,16* 0,01* 0,05*** 0,006*
St*Car 3 0,01 0,03 4,13*** 0,007 0,009 0,004
St*EE 3 0,04 0,08 0,3 0,01 0,016 0,005
Car*EE 1 0,001 0,03 0,003 0,0002 0,003 0,0003
St*Car*EE 3 0,003 0,01 0,96 0,007 0,008 0,004
Residuos 16 0,15 0,21 2,43 0,036 0,04 0,016
Total 31 0,39 1,41 24,37 0,11 0,37 0,65

(corregido)

St: Solvente; Car: concentracion de 4cido formico; EE: N° total de etapas de extraccidn; G.L: grados de libertad;
(1): Tetragaloil-glucosa, (2): Acido elagico pentésido, (3): Agrimoniin, (4): Acido elagico, (5): Quercetina-3-0-
glucuronido, (6): Kaempferol 3-O-glucuronido. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
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En las Tablas 3.11 a 3.16 y Figuras 3.8 a 3.14 se muestran las diferentes concentraciones
de los compuestos fendlicos individuales determinados en el residuo de la industrializacion

de frutillas para cada sistema de extraccién empleado.

Tabla 3.11. Contenido de tetragaloil-glucosa (1) en el residuo de la industrializacion de
frutillas para los distintos sistemas de extraccion.

(1) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,06 + 0,04aA 0,05 +0,01aA
A
2 0,02 +0,01aA 0,04 +0,01aA
1 0,17 £0,08aA 0,12 +0,13aA
EtOH-A
2 0,34 + 0,09bA 0,27 +0,13aA
1 0,03 £+0,001aA 0,03 +0,002aA
MetOH-A
2 0,16 £ 0,13aA 0,15 +0,13aA
1 0,05 +0,02aA 0,04 +0,03aA
AC-A
2 0,06 +0,01aA 0,03 +0,002aA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
* desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccién. Letras mayulsculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05)
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Figura 3.8. Contenido de Tetragaloiil glucosa isomero (1).
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3. Resultados y Discusion.

La Tabla 3.11 y Figura 3.8 muestran el contenido del elagitanino tetragaloil-glucosa (1)
obtenido con los distintos sistemas de extraccién. Las elagitaninos son taninos
hidrolizables, ya que son ésteres del acido hexahidroxidifenico (HHDP: 6,6 -dicarbonil-2, 2,
3, 3', 4, 4"-hexahidroxidifenilo) y un poliol, generalmente glucosa y en algunos casos &cido
galico. La hidrdlisis de los elagitaninos conduce a la formacion de acido elagico (Milala et
al., 2017; Nowicka et al., 2019).

De acuerdo con la Tabla 3.10, el tipo de solvente afecté significativamente (p<0.05) para
la extraccion de este compuesto. La extraccion con EtOH-A sin presencia de AF en 2
etapas presentd los mejores rendimientos para este metabolito (0,34 mg/g RF) (Tabla
3.11). De manera similar, Simirgiotis et al. (2009) identificaron de manera cualitativa este
tanino hidrolizable en hojas de frutilla blanca silvestre chilena. Al igual que Hanhineva et al.
(2008) quienes lo identificaron en los distintos 6rganos de la flor de la planta de frutilla en
extractos metandlicos, siendo no identificado en el fruto propiamente dicho.

Tabla 3.12. Contenido de acido elagico pentdsido (2) en el residuo de la industrializacién
de frutillas para los distintos sistemas de extraccion.

(2) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,33+0,1aA 0,30 + 0,03abA
A
2 0,46 £0,24abA 0,26 +0,13aA
1 0,47 £0,08abA 0,45 + 0,09abcA
EtOH-A
2 0,68 £0,01abA 0,67 % 0,05abcA
1 0,50 +0,04abA 0,58 + 0,27abcA
MetOH-A
2 0,88 £0,03bA 0,77 +0,10bcA
1 0,52 +0,12abA 0,63 % 0,08abcA
AC-A
2 0,87 £0,02bA 0,85 + 0,04cA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
+ desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccién. Letras mayulsculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).
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Figura 3. 9 Contenido de acido elagico pentosido (2).

La Tabla 3.12 y la Figura 3.9 muestran el rendimiento obtenido con los distintos sistemas
de extraccion estudiados del compuesto fendlico acido elagico pentdsido. El empleo de
distintos solventes y numero de etapas de extraccién tuvo un impacto altamente
significativo (p<0.001) en el rendimiento de extraccién de este compuesto, mientras que
la adicion de AF no afect6 su extraccion (Tabla 3.10).

Las extracciones en dos etapas presentaron los mayores rendimientos de extracciéon de
acido elagico pentésido. Sin embargo, no hubo diferencias entre las medias de extraccion
para los distintos solventes en estas condiciones (Tabla 3.12 y Figura 3.9). El rango de
concentraciones de 4cido elagico pentdsido (0,1-0,8 mg/gRF) hallado en el residuo de la
industrializacién de frutilla estuvo de acuerdo a lo reportado por Fracassetti et al. (2013)
(0,49 mg/g) en camu-camu (Myrciaria dubia), una berrie amazdnica conocida por su
actividad antioxidante, usando metanol 50% acidificado con HCI al 1% y una relacion de
extraccion de 1:25 (p/v).

Cabe resaltar que la concentracion de acido elagico pentdsido extraido con agua acida en
2 etapas corresponderia aproximadamente a 2,3 mg/g de residuo seco, lo cual seria mayor
a lo reportado por Bufi€ova et al. (2011), quienes extrajeron con agua a 50°C entre 0,5y
1,8 mg de este compuesto por gramo de hoja de frutilla seca.
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Tabla 3.13. Contenido de Agrimoniin (3) en el residuo de la industrializacién de frutillas
para los distintos sistemas de extraccion.

(3) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,04 +0,02abA 1,73 +0,43abcB
A
2 0,03 +0,01aA 2,04 +0,06bcB
1 0,23 + 0,25abA 0,28 +0,18aA
EtOH-A
2 0,49 +0,26abA 0,47 +0,35abA
1 0,94 +0,83abA 1,22 +0,14abcA
MetOH-A
2 1,09 +0,01abcA 2,28 + 0,96cA
1 1,42 +0,38bcA 2,08 + 0,37bcA
AC-A
2 2.45+0,01cA 2.11 + 0,20bcA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
* desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccién. Letras mayuUsculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).

La Tabla 3.13 y la Figura 3.10 muestran el contenido del dimero de galoil-bis-HHDP-
glucosa (agrimoniin) obtenido con los distintos sistemas de extraccion. Agrimoniin es un
elagitanino dimérico que se caracteriza por tener enlaces a-glucosidicos en las unidades
monomeéricas (Fecka, 2009).

La extraccion de agrimoniin fue significativamente influenciada por el tipo de solvente, la
adicion de AF y la interaccién entre estos dos factores (p<0.001); ademas de presentar un
impacto significativo (p<0,05) el numero total de etapas de extraccion (Tabla 3.10). Para
las extracciones en una etapa, este compuesto presenté un rango muy amplio entre las
soluciones extractantes (0,04-2 mg/g RF), siendo la extracciéon con AC-A sin y con AF la
de mayor rendimiento (Tabla 3.13 y Figura 3.10). Aparentemente, debido a los grupos
galoilos y su alto peso molecular, agrimoniin puede formar enlaces de hidrogeno mas
fuertes con la acetona que con el resto de los solventes estudiados, mejorando su
extraccion (Rezaie et al., 2015).
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Figura 3.10. Contenido de agrimoniin (3).

De la misma manera, la extraccién de agrimoniin en dos etapas con AC-A y Car = 0%
produjo el mayor rendimiento (2,45 mg/g RF). Sin embargo, no hubo diferencias en el
contenido de este elagitanino extraido con A, MeOH-A y AC-A con Car = 0.5% (= 2 mg/g
RF), lo que indicaria la posibilidad de extraer este compuesto con un solvente verde como
agua acidificada.

El contenido de agrimoniin extraido de esta manera del residuo de la industrializacion de
frutillas resultd6 aproximadamente 117 veces mayor al valor reportado para este
compuesto en la fruta entera (0.017 mg/g) (Van de Velde et al., 2016); e incluso fue
superior a los resultados reportados por Aaby et al. (2012) para 27 cultivares de frutilla
usando acetona 100% como solvente de extraccién (0,058-0,138 mg/g).

Agrimoniin fue el principal compuesto fendlico encontrado en los residuos de la
industrializacion de frutilla en este trabajo, similar a lo reportado por Karlund et al. (2014)
para hojas de frutilla. Este compuesto es uno de los polifenoles mas representativos de
la familia Rosaceae y es considerado un marcador taxonémico (Grochowski et al., 2017).
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Tabla 3.14. Contenido de acido elagico (4) en el residuo de la industrializacion de frutillas
para los distintos sistemas de extraccion.

(4) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,12 +0,01aA 0,02 +0,009aA
A
2 0,03 +£0,01aA 0,01 £0,01aA
1 0,06 +0,001aA 0,06 +0,004aA
EtOH-A
2 0,09 £0,01aA 0,11 £0,03aA
1 0,06 +0,03aA 0,06 +0,001aA
MetOH-A
2 0,09 +0,02aA 0,16 +0,14aA
1 0,09 +0,03aA 0,11 £ 0,002aA
AC-A
2 0,20 + 0,05bA 0,13 +0,007aA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
* desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05).
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Figura 3. 11 Contenido de Acido elagico (4).

La extraccidon de acido elagico resultd significativamente afectada por el tipo de solvente y
el numero total de etapas de extracciéon (Tabla 3.10). Los contenidos de este compuesto

en las extracciones con 1 etapa con y sin AF no evidenciaron diferencias significativas
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(p>0,05) (Tabla 3.14). La extraccion de acido elagico en 2 etapas con AC-A sin acido
mostré el mayor rendimiento (0.20 mg/g RF) entre todos los sistemas extractantes
estudiados. Estos resultados concuerdan con da Silva Pinto et al. (2008) quienes
optimizaron la extraccion de acido elagico de frutilla, reportando a la acetona 80% como el
solvente de mejores rendimientos.

La presencia de acido elagico en el residuo de la industrializacién de frutilla esta de acuerdo
con Zhu et al. (2015), quienes caracterizaron todas las partes de la planta de frutilla
variedad ‘Amaou’ usando agua como solvente de extraccidon. Los autores reportaron la
presencia de este compuesto como mayoritario en toda la planta excepto en las raices.
Segun Koponen et al. (2007) las especies de la familia de las rosaceas son una importante
fuente de acido elagico y elagitaninos en la naturaleza.

Tabla 3.15. Contenido de quercetina-3-O-glucurénido (5) en el residuo de la
industrializacién de frutillas para los distintos sistemas de extraccion.

(5) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,16 £0,06aA 0,14 *0,03aA
A
2 0,21 £0,09abA 0,10 +0,05aA
1 0,29 +0,03abcdA 0,24 + 0,04abA
EtOH-A
2 0,35 +0,01bcdA 0,36 + 0,04bA
1 0,27 £0,03abcA 0,29 +0,09abA
MetOH-A
2 0,41 £0,02cdA 0,36 +0,03bA
1 0,30 +0,04abcdA 0,37 +0,07bA
AC-A
2 0,45 +0,01cA 0,44 +0,002bA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
+ desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).
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Figura 3. 12 Contenido de Quercetina-3-O-glucurénido (5).

Tabla 3.16. Contenido de kaempferol-3-O-glucurdnido (6) en el residuo de la
industrializacién de frutillas para los distintos sistemas de extraccion.

(6) (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,05+0,02aA 0,05 +0,01aA
A
2 0,06 £0,02aA 0,03 +0,01aA
1 0,12+0,01abA 0,08 +0,01aA
EtOH-A
2 0,11 £0,02abA 0,12 +0,01aA
1 0,08 £0,02abA 0,09 +0,03aA
MetOH-A
2 0,12+0,03abA 0,19 +0,10aA
1 0,10 £0,01abA 0,11 +0,01aA
AC-A
2 0,15+0,02bA 0,13 +0,02aA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
+ desviacion estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna, indican diferencias
significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).

Dentro de los flavonoides, los flavonoles se encuentran ampliamente distribuidos en la

naturaleza y las berries representan una importante fuente dietaria de estos compuestos
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(Ignat et al., 2011). Se han identificado mas de 50 diferentes flavonoles en este tipo de
frutas y en su mayoria se encuentran glucosilados (Mikulic-Petkovsek et al., 2012).

De acuerdo con la Tabla 3.10, el tipo de solvente y el nUmero total de etapas de extraccién
resultaron factores significativos en la extraccion de quercetina-3-O-glucorénico vy
kaempferol-3-O-glucurdénido. Estos flavonoles se extrajeron con el mayor rendimiento
empleando Ac en dos etapas, independientemente de la presencia de acido en los
extractos. Sin embargo, para algunos solventes, tanto en uno como en dos etapas, la
presencia de acido férmico produjo un rendimiento levemente menor (aunque no
significativo) de flavonoles, en comparacién con los extractos obtenidos sin acido en las
mismas condiciones (Tablas 3.15, 3.16, Figuras 3.12 y 3.13). Estos resultados estarian de
acuerdo con Downey et al. (2007), quienes informaron que la extraccion de flavonoles a
base de quercetina del hollejo de uva eran inestables en soluciones acidas de metanol.
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Figura 3.13. Contenido de Kaempferol-3-O-glucurdnido (6).

Finalmente, es de destacar que todos los sistemas de extraccién presentaron mayores
concentraciones del derivado de quercetina que los reportados por da Silva Pinto et al.
(2008) en frutilla (0,0283 mg/g), usando acetona 80% a 120°C con posterior hidrolisis acida
como sistema de extraccion. Asimismo, los rendimientos del derivado de kaempferol fueron
superiores a los reportados por Mikulic-Petkovsek et al. (2012) para hojas de amelanchier,
una planta perteneciente a la familia de las rosaceas, donde obtuvieron 0,0259 mg de
kaempferol-3-O-glucosido por gramo de hoja usando metanol con acido férmico (3%) como

sistema extractante.
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De los compuestos identificados y cuantificados anteriormente se realiz6 una sumatoria
para conocer la cantidad de compuestos fendlicos totales (CFTrpLc) presentes en cada
extracto, cuantificados mediante HPLC-DAD (Tabla 3.17 y Figura 3.14).

Tabla 3. 17 Contenido de compuestos fendlicos totales analizados por HPLC (CFTwpLc)
en el residuo de la industrializacion de frutillas para los distintos sistemas de extraccion.

CFTHch (mg/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,72 £0,30aA 2,28 + 0,5abA
A
2 0,81 £0,33aA 2,48 +0,14abB
1 1,33 £ 0,21abA 1,23 £ 0,10aA
EtOH-A
2 2,06 +0,46abA 1,94 +0,25abA
1 1,87 £0,95abA 2,26 + 0,25abA
MetOH-A
2 2,75 £0,17bcA 3,91 £ 1,48bA
1 2,48 +0,60abcA 3,34 +0,56abA
AC-A
2 4,18 £ 0,09cA 3,69 + 0,23bA

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion. Promedio
de la suma aritmética + desviacién estandar (n=2). Letras mindsculas distintas en una misma
columna, indican diferencias significativas entre sistemas de extraccion. Letras mayusculas en una
misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).

La extraccién con AC-A y MeOH-A en dos etapas mostraron los mayores rendimientos de
compuestos fendlicos totales analizados por HPLC (= 4 mg/g RF). Sin embargo, la
extraccién con A acida en dos etapas obtuvo un rendimiento de compuestos fendlicos de
alrededor de 2.5 mg/g RF, resultados que destacan y alientan al uso de este solvente verde

como medio de extraccion.
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Figura 3. 14 Contenido de compuestos fendlicos totales analizados por HPLC (CFTheLc)
en el residuo de la industrializacidn de frutillas para los distintos sistemas de extraccién.

3.5. Capacidad antioxidante de los extractos del residuo vegetal de Ila
industrializacion de frutilla

La capacidad antioxidante de los residuos de la industrializacién de frutilla variedad
‘Festival’ se analiz6 mediante los métodos de CAoprpv Y CArrap. De acuerdo con lo
analizado previamente en la Tabla 3.2, el tipo de solvente (St), la concentracién de acido
formico (Car) y el nimero de etapas de extraccion (EE) afectaron (p<0.001) la capacidad
antioxidante (CAoepn Y CArrar). Ademas, el aumento en Car desde 0 a 0.5% produjo un
aumento en la capacidad antioxidante de los extractos para todos los solventes estudiados.
Las Tablas 3.18 y 3.19 muestran los valores de capacidad antioxidante (CApppH y CAFrar)
en el residuo de la industrializacion de frutilla para los distintos sistemas de extraccion
estudiados.

Para la extraccion en 1 etapa (Tabla 3.18 y Figura 3.15) sin AF, el extracto realizado con
MetOH-A no presentd diferencia en su actividad frente al obtenido con EtOH-A. Sin
embargo, los de AC-A presentaron la mejor CApprpn (0,0905 mmol TE/g RF). Al realizar el
proceso con soluciones acidificadas cuyo pH no superaba los 3,8 (Tabla 3.1) se mejoré
significativamente su actividad antioxidante. No obstante, el MetOH-A y AC-A presentaron
la mejor actividad sin diferencias entre las medias de su actividad antirradicalaria DPPH.
(p> 0,05). Los valores obtenidos fueron menores a los reportados por (Pereira et al., 2012)
(0,15 mmolTE/g de hoja), .quienes estudiaron la capacidad antioxidante de hojas de Myrtus

usando fluidos super criticos con etanol como co-solvente.

107



3. Resultados y Discusion.

Tabla 3.18. Capacidad antioxidante determinada mediante el método DPPH (CApepH) €N
el residuo vegetal de la industrializacién de frutilla en 1 etapa.

CAopeex (mmol Trolox/g RF)

St Car (%)
0 0,5
A 0,044 +0,01 aA 0,065 + 0,007 aB
EtOH-A 0,067 £ 0,007 bA 0,068 £ 0,001 aA
MetOH-A 0,070+ 0,01 bA 0,101 £0,007 bB
AC-A 0,091 £0,007cA 0,102 £ 0,007 bB

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico. Promedio + desviacién estandar.
Letras minuUsculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas
entre solventes de extraccion. Letras mayulsculas en una misma fila indican
diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05).
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Figura 3.15. Capacidad antioxidante determinada mediante el método DPPH (CApppH) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla en 1 etapa.

Para el proceso de extraccién en 2 etapas (Tabla 3.19, 3.20 y Figura 3.16) se observé la
misma tendencia, la extraccién con A y el EtOH-A no presentaron diferencias significativas
en su actividad antioxidante, pero fueron menores a los extractos de MetOH-A y AC-A, en
donde tampoco hubo diferencias entre ellos (p>0,05). No obstante, el AF increment6
significativamente la CAprru de los extractos con A y EtOH-A, ya que como era de
esperarse el uso de AF aument6 el contenido de fenoles totales, lo cual repercute en una
mayor actividad antioxidante puesto que el pH bajo favorece la extracciéon de compuestos
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fendlicos cuya disposicion de sus hidroxilos favorece la actividad antirradicalaria (Predrag

Putnik et al., 2016).

Tabla 3.19. Capacidad antioxidante determinada mediante el método DPPH (CApepH) €n
el residuo vegetal de la industrializacién de frutilla en 2 etapas.

CAopeex (mmol Trolox/g RF)

St N Car (%)
Etapa
0 0,5

1ra 0,056 £ 0,01A 0,062 + 0,004B

A 2da 0,032 + 0,002A 0,033 +0,001B
Total (12+29%) 0,088 £ 0,01aA 0,091 + 0,005aB

1ra 0,053 + 0,006A 0,055 + 0,004A

EtOH-A 2da 0,026 + 0,002A 0,031 + 0,005B
Total (172+29%) 0,080 + 0,009aA 0,086 + 0,01bB

1ra 0,093 + 0,001A 0,095 + 0,006A

MetOH-A 2da 0,029 £ 0,002A 0,030 £ 0,003A
Total (12+2%) 0,121 £ 0,004bA 0,125 £ 0,01cA

1@ 0,079 £ 0,006A 0,080 £ 0,005A

AC-A 2da 0,040 + 0,0001A 0,041 £ 0,001A

Total (12+2%)

0,119 £ 0,006bA

0,120 + 0,003cA

St: Solvente; CAF: concentracion de acido férmico. Promedio = desviacién estandar. Letras
minusculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre solventes de
extraccion. Letras mayusculas en una misma fila indican diferencias significativas por efecto del AF.

Test de Tukey (p<0.05)
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Figura 3.16. Capacidad antioxidante determinada mediante el método DPPH (CApppH) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla en 2 etapas.

Tabla 3.20. Capacidad antioxidante determinada mediante el método DPPH (CApppH) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla para los distintos sistemas de
extraccion.

CAoprrx (mmol Trolox/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,044 +0,01aA 0,065 + 0,007aB
A
2 0,088 + 0,01bcA 0,091 + 0,005bB
1 0,067 + 0,010bcA 0,068 + 0,001aA
EtOH-A
2 0,080 +0,01bcA 0,086 +0,01aB
1 0,070 +0,01bA 0,101 + 0,007bB
MetOH-A
2 0,121 +0,004dA 0,125+ 0,01cA
1 0,091 +0,007cA 0,102 + 0,007bB
AC-A
2 0,119 + 0,006dA 0,120 + 0,003cA

St: Solvente; Car: concentraciéon de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion.
Promedio + desviacién estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna indican
diferencias significativas entre solventes de extraccion. Letras mayusculas en una misma
fila indican diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05).
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Tabla 3 21. Capacidad antioxidante determinada mediante el método FRAP (CArrar) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla para extraccion en 1 etapa (1:10).

CArrar (mmol FE/g RF)

St Car (%)
0 0,5
A 0,035 £ 0,0001 aA 0,044 + 0,002 aB
EtOH-A 0,039 + 0,001 aA 0,042 £ 0,002 aB
MetOH-A 0,054 + 0,001 bA 0,067 + 0,006 bB
AC-A 0,056 + 0,004 bA 0,066 + 0,007 bB

St: Solvente; Car: concentracién de acido férmico. Promedio * desviacién estandar. Letras
minusculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre
solventes de extraccidén. Letras mayudsculas en una misma fila indican diferencias
significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05)

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad antioxidante,
utilizando la técnica FRAP, se observa que, para una etapa, los extractos sin acidificar con
EtOH-A y A no presentaron diferencias entre ellos (Tabla 3.21 y Figura 3.17). Sin embargo,
fueron menores a Ac (0,056 mM Fe?/g RF) y MetOH (0,053 mM Fe?*/g RF). De acuerdo
con las Tablas 3.21 y 3.23 y Figuras 3.17 y 3.19, el agregado de AF en las extracciones en
una etapa mejord en todos los casos la CArrap, N0 Obstante, la CArrap de las extracciones
con A y EtOH-A resultaron = 40% inferior a los valores obtenidos con MetOH-A y AC-A
(p>0,05).
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Agua Etanol Metanol Acetona
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Figura 3.17. Capacidad antioxidante determinada mediante el método FRAP (CAFrrar) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla para extraccion en 1 etapa.
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Para el proceso de extraccién en 2 etapas (Tabla 3.22 y 3.23 y Figura 3.18) la CArrar de
los extractos de Ay EtOH-A con y sin AF, no presentaron diferencias entre si, pero fueron
menores a los de AC-A y MetOH-A. Esta ultima present6 los mejores resultados con y sin
AF (0,07-0,09 mmol Fe?*/g RF) respectivamente, siendo valores cercanos a los reportados
para subproductos de mandarina kinnow ( 0,0828 mmol Fe?/g RF) (Safdar et al., 2017) y
mayores a los de cascara de naranja (0,06009 mmol Fe?*/g RF) (Zulkifli et al., 2012).

Por su parte, la CArrar con A y EtOH-A acidificados obtuvieron mayores valores (0,06 y
0,056 mmol Fe?*/g RF respectivamente) a los reportados para arandano andino colombiano
(0,045 mmol Fe?*/g fruta fresca).

1
H

0,1

0,08 5 N

0,0% AF
0,04 - 0,5% AF

CAggap(mmol Fe?*/g RF

Agua Etanol Metanol Acetona
Solvente

Figura 3.18. Capacidad antioxidante determinada mediante el método FRAP (CAFrrar) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla para extraccion en 2 etapas.
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Tabla 3.22. Capacidad antioxidante determinada mediante el método FRAP (CAFrrar) €n
el residuo vegetal de la industrializacién de frutilla para extraccion en 2 etapas.

CArrar (mmol FE/g RF)

St N Car (%)
Etapa
0 0,5

1ra 0,042 + 0,002A 0,045 + 0,003A

A 2% 0,018 £ 0,0008A 0,017 £ 0,002B
Total (172+2%) 0,060 + 0,002aA 0,061 +0,001aA

1ra 0,040 £ 0,0016A 0,037 + 0,002A

EtOH-A 2da 0,016 £ 0,001A 0,025 + 0,001B
Total (12+2%) 0,056 + 0,002bA 0,062 + 0,003aB

1ra 0,061 £ 0,001A 0,077 +0,001B

MetOH-A 2da 0,022+ 0,0007A 0,024+ 0,003A
Total (12+29%) 0,083 £ 0,001cA 0,101 + 0,002bB

1ra 0,048 + 0,003A 0,060 + 0,003B

AC-A 2da 0,030 + 0,002A 0,031 + 0,002A

Total (172+2%)

0,077 £ 0,002cA

0,090 +0,001cB

St: Solvente; Car: concentracién de acido férmico; Promedio + desviacién estandar. Letras
mindsculas distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre
solventes de extraccién. Letras mayudsculas en una misma fila indican diferencias
significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p=<0.05)
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Tabla 3.23. Capacidad antioxidante determinada mediante el método FRAP (CAFrrar) €n
el residuo vegetal de la industrializacion de frutilla para los distintos sistemas de
extraccion.

CArrar (mmol FE/g RF)

St EE Car (%)
0 0,5
1 0,035 +£0,0001aA 0,044 +0,002aB
A
2 0,060 + 0,002cA 0,061 +0,001bA
1 0,039 +£0,001aA 0,042 + 0,002aB
EtOH-A
2 0,056 + 0,002bA 0,062 + 0,003bB
1 0,054 + 0,001bA 0,067 + 0,006bB
MetOH-A
2 0,083 £ 0,001dA 0,101 £ 0,002dB
1 0,056 + 0,004bA 0,066 + 0,007bB
AC-A
2 0,077 + 0,002dA 0,090 +0,001cB

St: Solvente; Car: concentracion de acido férmico; EE: N° total de etapas de extraccion.
Promedio + desviacién estandar. Letras mindsculas distintas en una misma columna indican
diferencias significativas entre solventes de extraccion. Letras mayusculas en una misma
fila indican diferencias significativas por efecto del AF. Test de Tukey (p<0.05)

Los valores de capacidad antioxidante (CApppH Yy CArrap) de los extractos obtenidos con
MeOH-Ay AC-A sin y con &cido en dos etapas fueron los mas altos entre todos los sistemas
de extraccion (= 0.120 mmol TE/g RF y = 0.090 mmol Fe?*g RF) (Tablas 3.20 y 3.23).
Los valores de CApppH Obtenidos para todos los sistemas de extraccion estudiados fueron
superiores a los reportados por Zhu et al. (2015) para hojas de frutilla (0,024 mmol TE/g) y
fruto (0,002 mmol TE/g) obtenidos por maceracion, incluso para el extracto obtenido con A
sin acido en una etapa, que presentd la actividad antioxidante mas baja (0,044 mmol
Trolox/ g RF) (Tabla 3.20).

Si tenemos en cuenta el contenido de humedad encontrado para el residuo de la
industrializacién de frutilla (89%), los valores de CArrar €n base seca (BS) para los
extractos obtenidos con A en 2 etapas sin &cido (0,545 mmol Fe?*/g BS), serian muy
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cercanos a los reportados por Dragland et al., (2003) para extractos acuosos de mejorana
dulce (0,558 mmol Fe?*/ g BS) y mayores a los de manzanilla (0,177 mmol Fe?/ g BS).
Por otro lado, con la intencién de fomentar el uso de solventes verdes, es importante
resaltar que la extraccion del residuo de la industrializacién de frutilla con A en dos etapas
con Cra = 0.5% mostr6 valores de capacidad antioxidante (CApppn: 0.091 mmol TE/g,
CArrar: 0.061 mmol Fe?*/g) en el orden de los obtenidos con MeOH-A y AC-A acidificados
en una sola etapa (Tablas 3.20 y 3.23).

El gran poder antioxidante de los extractos del residuo de la industrializacion de frutilla se
puede deber a la presencia de los taninos hidrolizables, como se ha descripto en la seccidn
anterior. Este tipo de compuestos fendlicos poseen una alta actividad antioxidante debido
a la gran cantidad de grupos hidroxilos y galoilos que presentan en sus estructuras (Huang
et al., 2010). Los taninos tienen diversos efectos en los sistemas biologicos, ya que son
potenciales agentes quelantes de iones metélicos, precipitantes de proteinas y
antioxidantes biologicos (Ignat et al., 2011).

3.6. Estudio de correlacion entre los compuestos fendlicos extraidos y la
actividad antioxidante

Se realiz6 la prueba de correlacién de Pearson para cada sistema de extraccion estudiado,
con el fin de determinar las posibles relaciones lineales entre las respuestas analizadas,
especialmente el aporte de los compuestos fendlicos a la capacidad antioxidante de los
extractos.

En la Tabla 3.24 se presentan los coeficientes de correlacion para los extractos obtenidos
mediante una etapa sin acido. En estas condiciones no se encontr6 una correlacién
significativa de los CFTwpc con la técnica espectrofotométrica mediante la cual se
determinaron los FT, esto es debido quizds a que bajo estas condiciones de extraccioén la
mayoria de los compuestos cuantificados por HPLC no se vieron afectados
significativamente por los factores de extraccibn como se observé en la Tabla 3.10.
Adicional a esto, ninguno de los compuestos fendlicos individuales presentd correlacion
con la capacidad antioxidante de los extractos (CAprrH Yy CArrap). Cabe destacar que en
estas condiciones de extraccion, los FT (analizados por método espectrofotométrico)
correlacionaron con la capacidad antioxidante (R?>0.90). Esto quizas se debe a que la
concentracion de los CFTupic €s muy baja para estos extractos y se presenta un
sinergismo con otro tipo de compuestos que pueden contribuir a la capacidad antioxidante
(Mokrani y Madani, 2016). Sin embargo, los resultados anteriores fueron superiores a lo
reportado por Zhu et al. (2015) donde la correlacién entre los fenoles totales determinados
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por espectrofotometria y la capacidad antioxidante (FRAP) de extractos etandlicos de
distintas partes de la hoja de frutilla fue de R?=0,76.

Tabla 3.24. Correlacion de las distintas respuestas estudiadas para extraccién en 1 etapa

sin 4cido.

(1) (2) (3) (4) (5) (6) CFTupLc FT FvT CArrap CAorpH
(1) -
(2) NS --
(3) NS NS --
(4) NS 0,7285* 0,9206™* --
(5) NS  0,9770*** 0,7767* 0,8365** --
(6) NS 0,8818™* 0,7825* 0,8655"* 0,9538*** --
CFThpLe NS 0,8583** 0,9647*** 0,9396*** 0,9114** 0,8945** --
FT NS NS NS NS NS NS NS -
FvT NS NS 0,9585*** 0,9132** NS 0,7687* 0,8950** NS -
CArrar NS NS NS NS NS NS NS 0,9046™* NS -
CAorrpH NS NS NS NS NS NS NS 0,9285** NS 0,8886** --

FT: Fenoles totales, FvT: Flavonoides totales, CArrap: Capacidad antioxidante por FRAP, CAppph: capacidad
antioxidante por DPPH, CFThpLc: compuestos fendlicos totales analizados por HPLC, (1):Tetragaloil-glucosa,
(2): Acido elagico pentéxido, (3):Agrimoniin, (4): acido eldgico, (5): Quercetina-3-O-glucuronido, (6):
Kaempferol-3-O-glucuronido. NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***:
significativo p<0,001.

Tabla 3.25. Correlacidn de las distintas respuestas estudiadas para la extraccion en 1
etapa con &cido.

1) (2) 3) (4) (5) (6) CFThpLc FT FvT CArrar  CAoppH
(1) -
(2) NS --
3) NS NS --
(4) NS 0,9335* NS --
(5) NS 0,9842* NS 0,9651* --
(6) NS 0,9539* NS 0,9268* 0,9834* --
CFTwec NS 0,8347 0,9312¢ 0,7115* 0,7465* NS -
FT NS 0,8413* 0,7110* NS 0,7906* 0,7665 0,8366 --
FvT NS 0,7792* NS 0,8639* 0,8404* 0,8091 NS NS -
CArrar NS NS 0,9060* NS NS NS 0,9076 0,9012 N -
* * % * % S
CAoeen NS NS 0,8130* NS NS NS 0,7773 0,8831 N 0,9574* -
* * % S *

FT: Fenoles totales, FvT: Flavonoides totales, CArrap: Capacidad antioxidante por FRAP, CApppr: capacidad
antioxidante por DPPH, CFTwpLc: compuestos fendlicos totales analizados por HPLC, (1):Tetragaloil-glucosa,
(2): Acido elagico pentéxido, (3):Agrimoniin, (4): acido eldgico, (5): Quercetina-3-O-glucuronido, (6):
Kaempferol-3-O-glucuronido. NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***:
significativo p<0,001.

La Tabla 3.25 muestra la correlacion de las respuestas estudiadas para la extraccion del
residuo de la industrializacion de frutilla en una etapa con acido. Contrariamente a la
extraccién en 1 etapa sin AF, para estos extractos, los FT presentaron una correlacién
significativa (p<0,01) con los CFTurc. Por otro lado, cabe resaltar que el compuesto
fendlico (3) presentd una correlacién altamente significativa (p<0,01) con la capacidad
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antioxidante (CArrary CApprrH). Esto puede deberse a que el agregado de acido formico
gener6 un aumento en la extraccion de agrimoniin, generando asi una concentracion
necesaria para mostrar actividad antioxidante en las condiciones del ensayo. Por otra parte,
los flavonoles identificados por HPLC (compuestos 5 y 6) correlacionaron con los FvT, pero
estos compuestos no mostraron correlacion con la capacidad antioxidante. Los flavonoles
contienen un doble enlace C2-Csy un grupo 4-oxo en su anillo C, lo cual les brinda
planaridad estructural que facilita la donacion de atomos de hidrogeno. Sin embargo, la O-
glucuronidacion que presentan los compuestos 5y 6 en el Csdel mismo anillo repercute en
la planaridad de los anillos, provocando una reduccién sustancial de la capacidad
antioxidante de estos compuestos (Balasundram et al., 2006).

Tabla 3.26. Correlacion de las distintas respuestas estudiadas para la extraccion en 2
etapas sin acido.

1) (2) 3) (4) (5) (6) CFThpLc FT FvT CAFRrAP CAbpprrH

(1) -

2 NS --

(3) NS 0,7115* --

4) NS NS 0,8559** -

(5) NS 0,9630*** 0,8021* NS --

(6) NS 0,7988*  0,8123* NS 0,9180™* -

CFTwec NS  0,8266* 0,9708™* 0,8536* 0,9079** 0,8711* -

FT NS 0,7913" NS NS 0,7175* NS NS -
FvT NS NS 0,9719*** 0,8875** 0,7475* 0,8155* 0,9248** NS -
CArree NS NS NS NS NS NS NS 0,8848** NS -
CAorri - NS NS 0,8184* NS NS NS 0,7314* NS 0,7607* 0,8503** --

FT: Fenoles totales, FvT: Flavonoides totales, CArrar: Capacidad antioxidante por FRAP, CApppr: capacidad
antioxidante por DPPH, CFTwpLc: compuestos fendlicos totales analizados por HPLC, (1):Tetragaloil-glucosa,
(2): Acido elagico pentéxido, (3):Agrimoniin, (4): acido elagico, (5): Quercetina-3-O-glucuronido, (6):
Kaempferol-3-O-glucuronido. NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***:
significativo p<0,001.

Tabla 3.27. Correlacion de las distintas respuestas estudiadas para la extracciéon en 2
etapas con acido.

1) 2) (3) (4) (5) (6) CFTupLc FT FvT CAcrraP CAbppH

(1 -

(2 NS

(3) NS NS --

4 NS 0,8055* NS

(5) NS 0,9801** NS 0,7353" --
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(6)

NS  0,8022* NS 0,9726***  0,7279*

NS NS 0,8436**  0,7655* NS 0,7284"

CFThpLc --

FT NS 0,7877* NS NS NS 0,7609* 0,7594* -

FvT NS 0,8761** NS NS 0,9273*** NS NS NS -
CArrar NS NS NS NS NS NS 0,7188* 0,9586*** NS --
CAoeen NS NS 0,8242* NS NS NS 0,8792** 0,8192* NS 0,8579**

FT: Fenoles totales, FvT: Flavonoides totales, CArrap:Capacidad antioxidante FRAP, CADPPH: actividad
antioxidante DPPH, F-LC: sumatoria de fenoles por HPLC-DAD, (I):Tetragaloil-glucosa, (Il):Acido elagico
pentéxido, (Ill):Agrimoniin, (IV):&cido elagico, (V):Quercetina-3-O-glucuronido, (VI):Kaempferol-3-O-
glucuronido NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***: significativo p<0,001.

En las Tablas 3.26 y 3.27 vemos que los FT presentaron correlacién significativa (p<0,05)
con los CFThpLc en los extractos con Car= 0,5%, caso contrario a lo visto para la extraccion
con 2 etapas sin AF. Por otro lado, se obtuvo que la mayor correlacion fue de (R2=0,95
p<0,001) entre FT y CArrar en los extractos con Car=0,5%. Esto puede ser gracias a que
la mayoria de los compuestos fendlicos estan unidos a otros polimeros o compuestos de
la pared celular, y el acido mediante un mecanismo de hidrolisis facilita su difusién y la
exposicidn de sus grupos hidroxilos mejorando la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos extraidos (Mokrani y Madani, 2016). Consecuentemente, lo
encontrado en este trabajo fue mayor a las correlaciones reportadas por Zielinski et al.,
(2016) entre los FT y la CArrar de hojas de té blanco ( R?= 0,884). Dejando en evidencia
que con este tipo de extracciones se obtuvieron mejores rendimientos y mejores
actividades antioxidantes. Siendo similar a lo obtenido por Safdar et al. (2017) para cascara
de mandarina en donde se usaron varios solventes organicos y técnicas para medir la
capacidad antioxidante (FRAP, DPPH vy radical superéxido), encontrando que a mayor
concentracion de FT, de forma similar aumentaba la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos.

El unico compuesto fendlico que presento correlacion con la actividad antioxidante (CAppph)
fue agrimoniin (3), evidenciando su protagonismo como agente antioxidante en los
extractos obtenidos. Grochowski et al. (2017) reporté que concentraciones de agrimoniin
mayores a 3 umol/L ya presentan una actividad antirradicalaria importante, su poder
antioxidante se debe a que en su estructura poseen grupos hidroxilos con enlaces débiles
que permiten la donacién de atomos de hidrogeno, correlacionando muy bien con métodos
como el de actividad antioxidante por trolox equivalente (TEAC) (Moilanen, 2015).

Al igual que para las extracciones con acido en una etapa, los flavonoles (compuestos 5 y
6) correlacionaron significativamente (p<0,05) con el contenido de FvT determinado por el

método espectrofotométrico, pero no presentaron correlacion con la actividad antioxidante.

3.7. Actividad antibacteriana
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Figura 3.19. Cultivos de Staphylococcus aureus (A) y Listeria monocytogenes (B), en
presencia del extracto acuoso del residuo de la industrializacién de frutilla luego de 24 h a
37°C.

La actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos puede variar en funciéon del tipo
de bacteria estudiada, de si trata de un solo compuesto fenélico o de un grupo de ellos, de
la metodologia de extraccion, de la dosis y el tiempo de exposicidén (Lima et al., 2019). Esto
se debe en gran parte a la diversidad estructural de los compuestos fendlicos, ya que su
actividad antimicrobiana esté ligada a la presencia de grupos hidroxilos y al patrén de
hidroxilacién, los cuales van a interactuar con la bacteria objetivo (Oh y Jeon, 2015;

Sanhueza et al., 2017).
Se realizé la inoculacion de los cultivos de Bacillus cereus, Escherichia coli ATCC 25922,
Listeria monocytogenes, Salmonella Newport y Staphylococcus aureus con 50 uL del
extracto para determinar la actividad antibacteriana del extracto acuoso del residuo de la
industrializacién de frutilla variedad ‘Festival’, no obteniéndose como resultado ningun halo
de inhibicién pasadas las 24 horas de incubacion (Figura 3.19).
Al analizar la composicidon del extracto acuoso del residuo vegetal ensayado, se identificd
la presencia de elagitaninos y flavonoles (Seccion 3.4), de los cuales se esperaba actividad
antimicrobiana. Tsuchiya et al. (1996) afirmaron que los flavonoides tienen la capacidad de
formar complejos con la pared extracelular y las proteinas solubles de las membranas de
las bacterias, generando la ruptura de estas. Asimismo, los derivados de las catequinas y
el &cido elagico tienen la capacidad de inhibir factores de virulencia de las bacterias y genes
de expresion mediante la percepcién de cu6rum (Kang-Mu et al., 2009). Ademas, estos
compuestos pueden inhibir enzimas de la célula bacteriana debido a la quelacion de
sustratos tales como el hierro y el zinc (Heinonen, 2007; Mandalari et al., 2007).
El extracto de A ensayado contaba con una concentracién de compuestos fendlicos totales
de 0,24 mg AGE/mL, en el cual el compuesto fendlico mayoritario era acido elagico
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pentdxido (0,072 mg/mL), quien representaba un 46% del total CFThpLc. Este compuesto
fendlico ha demostrado actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli y Listeria
monocytogenes en extractos metandlicos de hollejo y semillas de uva, obteniendo una
concentracion minima inhibitoria (MIC) entre 0,3 y 3 mg/L (Sanhueza et al., 2017). Por lo
tanto, teniendo en cuenta estos antecedentes, seria esperable que el extracto con el que
se realizé el ensayo, el cual tenia una concentracion de acido elagico pentdésido menor, no
exhiba actividad antimicrobiana.

De acuerdo a la bibliografia, las diversas fuentes de compuestos fenélicos van a presentar
diversos rangos de MIC, tal es el caso de las pulpas de arandano y de mora, las cuales
presentaron valores de MIC para Listeria monocytogenes de 0,5 y 0,8 mg/mL,
respectivamente (Shen et al., 2014). Ademas, el valor de MIC depende de la composicion
de los compuestos fendlicos entre las distintas variedades de un mismo producto vegetal,
es asi que en el estudio anterior la pulpa de arandano variedad ‘Duke’ no presenté actividad
antimicrobiana a pesar de usar una concentracion de 1800 mg/mL (Shen et al., 2014).
Por otra parte, el tipo de solvente empleado para la extraccion de los compuestos fendlicos
de las matrices vegetales puede influir sobre la actividad antimicrobiana. De acuerdo a Al-
Zoreky (2009), la actividad antimicrobiana de los extractos de polifenoles de cascara de
granada varié de acuerdo al solvente de extraccion empleado. Los extractos acuosos no
presentaron actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus, mientras que los extractos en éter etilico
tuvieron una actividad media y los extractos con metanol presentaron la mejor actividad.
Esto puede deberse a la polaridad de dichos solventes, lo cual repercute en la cantidad y
tipo de compuestos fendlicos extraidos (Martinez-Ramos et al., 2020).

De esta manera, no se podria descartar una potencial actividad antimicrobiana del residuo
de la industrializacion de frutilla. Se podria ensayar la inoculacion con mayores
concentraciones de compuestos fendlicos de este extracto acuoso, e incluso inocular
distintas fracciones de compuestos fendlicos de este extracto luego de una purificacion y
fraccionamiento. Ademas, si bien en este trabajo se priorizé ensayar las bioactividades del
residuo de la industrializacion de frutilla empleando extractos verdes como el agua o el
etanol, se podrian ensayar los extractos con acetona y/o metanol, los cuales presentaron
mayores proporciones de acido elagico, taninos hidrolizables y flavonoles (Seccién 3.4),
compuestos con probada actividad antimicrobiana.

3.8. Inhibicion de la actividad de la enzima polifenol oxidasa (PPO) de manzana
‘Red Delicious’

3.8.1. Parametros cinéticos de la enzima PPO de manzana ‘Red Delicious'
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Se estudio la cinética de oxidacién de la enzima PPO mediante el uso de concentraciones
crecientes del sustrato catecol entre 5 y 40 mM. Se asumid que para este rango de
concentraciones de sustrato la enzima seguiria el modelo de Michaelis-Menten,
determinando los parametros cinéticos Vmax Yy Km, mediante el método grafico de

Lineweaver-Burk (Figura 3.20).

Actividad PPO
y = 0,0528x + 1,3341

el R? = 0,9932
1,4000 4
y = 0,0989x + 1,104
1,2000 1 Re = 0,9668
1,0000 4 y = 0,0977x + 0,8383
3 R2 = 0,9991
20,8000 4
= y = 0,0466x + 0,3207
0,6000 - OO s
0,4000 -
0,2000 _y=0,0461x + 0,0774
’ i ........ @ creeeoe @-cveeeon @ .coecone @ @ cveevoe @-cveeeent @ cconeee @ hz -0,9878
0,0000 1 . , , . | | |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3’5

Tiempo (minutos)

®5,55mM 10,13mM ©20mM ©30,66 MM 39,9 mM

Figura 3.20. Actividad de la enzima PPO de manzana Red Delicious para distintas
concentraciones de sustrato catecol (5-40 mM).

En la Tabla 3.28 se resumen los valores de las velocidades iniciales (Vo) determinado a
partir de la Figura 3.20 para cada concentracion de sustrato y las unidades de actividad
PPO (U), en donde 1 U se defini6 como el cambio en 0,001 unidades de absorbancia por
unidad de tiempo (minuto). De acuerdo con estos resultados, la concentracion de catecol
30,66 mM mostré la actividad enzimatica mas alta. Sin embargo, se observ6 una actividad
PPO menor a la reportada por Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2018), quienes hallaron
una actividad enzimatica de 96,78 U para una concentracién de catecoli0 mM en esta

misma variedad de manzana.

Tabla 3.28. Pendiente para cada concentracion de sustrato.

Concentracion Vo Act PPO
sustrato  — Aobs/min) (V)
catecol (mM)
5,00 0,0461 46,1
10,00 0,0466 46,6
20,00 0,0977 97,7
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30,66 0,0989 98,9
40,00 0,0528 52,8
30 T~
25 -
20 - ° ¢
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Figura 3. 21 Determinacién de los pardmetros cinéticos para la enzima PPO de manzana
‘Red Delicious’.

En la Figura 3.21 observamos la grafica de la inversa de las velocidades iniciales (Vo)
obtenidas en la Tabla 3.28 en funcién de la inversa de la concentracion de sustrato (catecol)
empleadas en el presente trabajo. Recordando la Ec 2.24 tenemos:

1 Km 1
— = + Ec.2.24
Vo Vmax[S] Vmax
al hacery = % = 0, se convierte en% = —1/Km, a partir del cual se puede calcular el valor
de Km.

De la regresion lineal de la Figura 3.21 obtenemos una linea recta cuya ecuacion (Ecuacion
3.1) es:
y = 80,625x + 8,8053 Ec. 3.1

Donde la pendiente de la recta es m= Km/Vmax, que intercepta al eje de las ordenadas

en 1/Vmax, obteniendo un valor de Vmax = 0,1136 Aabs/min.
Al hacer% = 0 enla Ec. 2.24, obtenemos un valor de Km = 9,15 mM. Este valor esta dentro

del rango reportado por Nicolas et al. (1994) para distintas variedades de manzanas (Km
entre 5,3 y 140 mM) usando catecol como sustrato. No obstante, el valor de Km fue menor
a lo obtenido por Gasull y Becerra, (2006) para Manzana ‘Red Delicious’ (233 mM) con 50
mM de catecol y por Janovitz-Klapp et al. (1990) quienes reportaron un valor de Km de 230
mM usando metilcatecol (20 mM) como sustrato. Estas variaciones se consideran que son
resultado de diversas razones: diferentes métodos de ensayo usado, diferentes origenes
de la misma variedad de manzana y diferentes valores de pH de extraccién, ya los valores
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de pH tanto de la extraccion como de accion de la enzima van a afectar significativamente
los valores aparentes de Km (Janovitz-Klapp et al., 1990). Adicionalmente, cabe resaltar
que el extracto enzimatico obtenido presenta gran afinidad por el sustrato catecol, por ende
con una capacidad de pardeamiento mayor a la reportada por Gasull y Becerra (2006), ya
que el valor de Km/Vmax obtenido por ellos fue de 23,5 mM frente a 77,12 mM obtenido en

este trabajo.

3.8.2. Efecto inhibidor del extracto del residuo de la industrializacion de frutilla
sobre la actividad de la enzima PPO

En la Tabla 3.29 se muestran los porcentajes de inhibicion enzimatica obtenidos para el
extracto rico en polifenoles del residuo de la industrializacion de frutilla (RF) frente al de un
antioxidante de uso tradicional como el 4cido ascérbico (AA). Dicho porcentaje resulta del
cambio generado en la velocidad inicial de la PPO tras ser puesta en contacto con el
inhibidor, empleando una concentracién de catecol de 10 mM.

Tabla 3.29. Porcentaje de inhibicion de la enzima PPO de manzana Red Delicious para el
extracto acuoso del residuo de la industrializacién de frutilla (RF) y acido ascorbico (AA) en
distintas concentraciones.

Vo (abs/min)

I : 0
PP (mg/ml) Inhisl;?dor intfi:t())ir::lor e
RF 0,24 0,0466 0,0325 30,26
0,1 0,0466 0,0565 -21,24
AA 0,2 0,0466 0,0424 9,01
0,4 0,0399 0,0221 4461

[l]=concentracién de inhibidor; [RF]: Expresada en mg AGE/mL extracto

De acuerdo con los resultados, para una baja concentracion de AA (0,1 mg/mL) la velocidad
inicial de la PPO se vio incrementada. Esto se puede deber a que el AA posee un gran
poder reductor de metales como el Fe y el Cu y una débil capacidad para secuestrar
metales, lo que podria estar causando un efecto pro-oxidante, que favoreceria la actividad
de la enzima en estas condiciones (Yen et al., 2002). Segun Wiley (2017), se requieren
niveles de AA mayores a 0,2 mg/mL para prevenir este efecto y obtener una inhibicién
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adecuada. En este sentido, para concentraciones de AA entre 0,2 y 0,4 mg/mL, este
compuesto ejercer un efecto inhibidor sobre la enzima PPO (Tabla 3.29). El AA tendria la
habilidad de reducir las quinonas producidas por la PPO a mono y difenoles, antes de que
la reaccion de formacién de pigmentos se lleve a cabo. Sin embargo, el AA es muy
susceptible a los factores externos y se oxida rapidamente a acido dehidroascérbico
(ADHA), pudiendo reaccionar con otros compuestos que generan cambios en la calidad de
los frutos (Davey et al., 2000).

Por otro lado, el extracto RF (0,24 mg/mL) resulté ser un potente inhibidor de la enzima
PPO, con valores cercanos a lo obtenidos por Soysal (2009), quienes lograron una
inhibicién del 42% de la PPO de manzana ‘Golden Delicious’ usando extracto de té verde,
adicional a lo obtenido con extracto de salvado de arroz rico en fenoles el cual logro
inactivar la PPO de manzana en un rango entre 18-47 % (Sukhonthara et al., 2016); aunque
menor a lo obtenido por el extracto acuoso de yerba mate (1,094 g AGE/L) que redujo 50%
la actividad de la PPO de manzana variedad ‘Princesa’ (Rodriguez-Arzuaga y Piagentini,
2018). Del mismo modo, este resultado en la inhibicién de la PPO con un extracto acuosos
de residuo vegetal de frutilla seria comparable a los obtenidos con tecnologias alternativas
como altas presiones, en donde se inhibié la PPO en un 40% en manzana ‘Royal Gala’
usando 600 MPa por 15 minutos a temperatura ambiente (Sulaiman et al., 2015), y mas
cercano al valor de inhibicién del 31% obtenido en manzanas ‘Golden Delicious’ con termo-
sonicaciéon empleando 24 kHz a 50°C por 10 minutos (Baslar y Ertugay, 2013). Por lo tanto,
es evidente el gran potencial de este extracto rico en compuestos fendlicos obtenido del
residuo de la industrializacién de frutilla sobre la inhibicion de la PPO, el cual proviene de
fuentes de bajo costo de obtencidén y cuya extraccibn no demanda de infraestructura
especializada.

3.8.3. Tipo de Inhibicion ejercida por el extracto del residuo de la industrializacion
de frutilla sobre la PPO

Si bien se ha estudiado el efecto de los compuestos fendlicos como agentes de control
para el pardeamiento enzimatico de frutas, se ha visto que el tipo de inhibicion y su
efectividad van a depender de la concentracién y de la estructura quimica de estos
compuestos. Los grupos sustituyentes y la posicién de los hidroxilos en los compuestos
fendlicos son fundamentales e influyen en las propiedades bioactivas de estos (Alvarez-
Parrilla et al., 2007; Garzén et al., 2012; Jeon y Zhao, 2005).

En la Tabla 3.30 se muestran los distintos tipos de inhibicién encontrados para los
inhibidores usados. Para el caso del extracto RF, se obtuvo una inhibicion reversible del
tipo acompetitiva (incompetitiva), ya que los valores de Km y Vmax disminuyen en presencia
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del inhibidor (Figura 3.22). En este caso, el inhibidor (extracto RF) se uniria al complejo
enzima-sustrato gracias a los grupos hidroxilos de los compuestos fendlicos, ademas de
facilitar la donacién de electrones y reducir los compuestos ya oxidados, impidiendo la
generacion de productos oxidados (Rotbart et al., 2018). El tipo de inhibicion mostrado por
el extracto acuoso de RF sobre la PPO fue diferente al obtenido por de la Rosa etal. (2011),
donde un extracto rico en flavonoides de miel (0,8-2 mg/mL) inhibi6 la PPO de manzana
‘Red Delicious’ a través de una inhibicion del tipo competitiva. Ademas, los resultados en
este trabajo resultaron distintos a los de Eraso (2009) quien inhibid (35%) la PPO extraida
y purificada de banana (Cavendish valery) con un tipo de inhibicion competitiva mediante
el uso de una solucién de isoespintanol (250 mg/L), esto debido probablemente a que los
elagitaninos (compuestos mayoritarios de RF) presentan un mecanismos de accion

diferente a los flavonoides y los mono fenoles como el isoespintanol.

Tabla 3.30. Tipo de inhibicion ejercida por cada inhibidor.

Inhibidor [ Tipo de Ki
(mg/mL) Inhibicién inhibicién

(%) (mM)
RF 0,24 30,26 Acompetitiva 17,16
AA 0,4 0,4 44 61 Competitiva 1,44

y = 29,295x + 28,245
R = 0,9886

40
35

251
2 20 - O T o

15 T y _ 80,625X . 8’8053
10 Qroweeeee™ ¢ R2 = 0,8164

0 0,05 0,1 0,15 0,2
1/S

® Act PPO inicial Act PPO con ext RF

Figura 3.22. Inhibicion de la PPO de manzana ‘Red Delicious’ con el efecto del inhibidor
(RF).

Para el caso del acido ascérbico, como se discutid anteriormente, la concentracion 0,1

mg/mL se comporta como prooxidante. Por ultimo, al aumentar la concentracion de AA a

0,4 mg/mL, Vmax' se mantuvo igual al valor inicial, mientras que Km aument6 (Figura 3.23),

lo cual indica que el AA a esta concentracidn actia con un tipo de inhibicién enzimatica de
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tipo competitiva. En este tipo de inhibicién, el inhibidor se une a la enzima libre compitiendo
por el sitio activo con el sustrato, evitando la formacion de productos (Cox y Nelson, 2000).
Ademas, el AA disminuiria el pH del medio haciendo mas dificil el trabajo de la enzima
sobre el catecol (Garzén et al., 2012; Piagentini et al., 2003). De manera similar, Martin
(2011) reportd que el AA a 0,1 mg/mL fue prooxidante y a 0,2 mg/mL ejercié una inhibicion
competitiva para PPO de manzana variedad ‘Princesa’.

120 - y = 420,24x + 17,842
R2 = 0,9332
100 A
80 -
§ 60
= y =83,778x + 17,696
40 A R2 = 0,9837
—0
20 p=————o— o
0 I T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

1/8

®Act PPO ®©AA 0,4

Figura 3.23. Comparacion los parametros cinéticos de la PPO con y sin el inhibidor (AA
0.4 mg/mL).

3.8.4. Constantes de inhibicion (Ki)

En la Tabla 3.30 se muestran las constantes de inhibicion (Ki) para cada tipo de inhibidor
empleado y su concentracion respectiva. Dicha constante fue calculada por medio de la
linealizacién de Lineweaver-Burk segun el tipo de inhibicion sobre la PPO.

Como era de esperarse, la constante de inhibicién (Ki), que es igual a la concentracién de
inhibidor necesaria para inhibir al 50% la actividad de la enzima PPO (150) fue mayor para
el extracto de RF que para el AA. Sin embargo, el extracto acuoso de RF, mostré un valor
de Ki ligeramente superior al reportado por Martin (2011), quienes obtuvieron un Ki de 15,7
mM para PPO de manzana ‘Red Delicious’ con un extracto acuoso de yerba mate. Esto
indica la posible aplicacion de este tipo de extractos en la industria de frutas y hortalizas
frescas cortadas o procesadas. En ese sentido, Rodriguez-Arzuaga et al.,(2020) reportaron
que la aplicacion del extracto de yerba mate con &cido citrico y ascérbico sobre manzanas
‘Granny Smith’ logré aumentar la vida de anaquel (2-5 dias), la capacidad antioxidante
(26%) e inhibir el pardeamiento en manzana fresca cortada. Con esto, se puede plantear
la oportunidad de analizar en un futuro la capacidad del extracto de RF para mejorar la
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calidad sensorial y el potencial saludable de los alimentos de cuarta gama especialmente

los que son susceptibles al pardeamiento enzimatico o al estrés oxidativo.
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El rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos a partir del tejido vegetal
residuo del acondicionamiento frutillas variedad ‘Festival’ destinadas a la industria, asi
como la capacidad antioxidante de los extractos dependié significativamente del tipo de
solvente, del numero total de las etapas de extraccién y de la concentracion de acido

féormico.

Se determind que el contenido de fenoles totales fue significativamente superior en
los extractos obtenidos en la extraccidén en 2 etapas comparados con los obtenidos en 1
etapa, siendo hasta un 30% superior para la extraccion con MeOH-A (Car= 0%) respecto
a las demas soluciones extractantes empleadas.

La extraccidbn de fenoles en dos etapas con agua o etanol 80% mostrd
concentraciones de fenoles totales comparables con las obtenidas con metanol 80% o
acetona 80% en una sola etapa con y sin AF, alentando el empleo de solventes verdes

para la extraccién de compuestos fendlicos.

La adicion de &cido férmico mejoré significativamente los rendimientos de
extraccién de los compuestos fendlicos totales en todos los casos, obteniéndose un
incremento de hasta un 19% de fenoles totales en la extracciéon con AC-A en 2 etapas por
acidificacion del solvente.

La extraccion con la soluciéon de metanol 80% en dos etapas y Car= 0,5 % presento
los mejores rendimientos de compuestos fenélicos totales (15,01 mg AGE/ g RF), seguido
de acetona, etanol 80% y por ultimo agua en las mismas condiciones.

La AC-A presenté los mejores rendimientos de extraccion para los flavonoides
totales (FvT) con Car= 0%, tanto para los extractos obtenidos en 1y 2 etapas, seguido de
MeOH-A, EtOH-A y por ultimo A.

Contrariamente a lo ocurrido con los fenoles totales, el rendimiento de los
flavonoides totales result6 menor en los extractos con agregado de acido férmico tanto
para la extraccién en 1 como 2 etapas.

La extraccion en 2 etapas increment6 la cantidad de flavonoides totales obtenidos
para todas las soluciones de extraccién empleadas sin acido férmico (incrementos de 38-
69%), siendo AC-A en 2 etapas sin acido la extraccion de mejor rendimiento (1,90 mg QE/g
RF).

Se logré la identificacién y cuantificacion de 6 compuestos fendlicos, siendo los

elagitaninos los compuestos mayoritarios.
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El Agrimoniin result6 el compuesto fendlico mayoritario encontrado en los extractos,
siendo la extraccion con acetona 80% en dos etapas sin acido, la que produjo el mayor
rendimiento (2,45 mg/g RF). Este compuesto fue el Unico que correlacion6 con la capacidad
antioxidante de los extractos, y su rendimiento fue afectado significativamente por el tipo
de solvente, el nimero total de las etapas de extraccién y la concentracion de acido formico.

La CAorrH de los extractos obtenidos en 2 etapas fue la mas alta, siendo hasta un
72% superior comparando la extraccion en 1y 2 etapas para el caso del metanol 80% sin
presencia de acido férmico.

Se obtuvo la mayor CAprrH €n los extractos obtenidos con las soluciones de MeOH-
Ay AC-A (0,120 mmol Trolox/g RF) en 2 etapas con y sin AF, seguido por EtOH-A y el A,

mostrando una fuerte correlacion con el contenido de fenoles totales.

Se determiné que la CArrap de los extractos de RF, con todas las soluciones
extractantes con 0,5% de AF y 2 etapas de extraccion fue mayor que la obtenida para los
extractos sin AF y 1 etapa, hasta un 50% superior en el caso del metanol 80%, el cual
obtuvo la mayor CArrar (0,101 mmol Fe*?/g RF).

Se evidencié que la CArrar correlacioné de manera significativa con el contenido
total de fenoles (FT) para todos los sistemas de extraccidén planteados, siendo los extractos
en 2 etapas con Car =0,5% los de correlacion mas fuerte (R?0,96, p<0,001).

El extracto acuoso del tejido residual de la industrializacion de frutilla no produjo
inhibicion de Bacillus cereus, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes,
Salmonella Newport y Staphylococcus aureus. Sin embargo, no se podria descartar una
potencial actividad antimicrobiana de estos extractos. Se podria realizar el ensayo con un
extracto concentrado, es decir, con mayor concentracién de compuestos fendlicos de este,
o con las distintas fracciones de compuestos fenélicos, luego de una etapa de purificacion
y fraccionamiento de los extractos crudos.

El extracto acuoso del residuo de la industrializacién de frutilla (0.24 g AGE/L)
produjo 30% de inhibicion de la enzima PPO de manzana ‘Red Delicious’, en una inhibicién
reversible de tipo 'incompetitivo’, 15% menor que la inhibicion alcanzada con una solucion

de mayor concentracién del antioxidante acido ascérbico (0.40 g/L).

Finalmente, podemos concluir que este estudio arroj6 informacion muy valiosa
sobre el aprovechamiento de los tejidos de frutillas residuos de la agroindustria como una
excelente fuente de productos con valor agregado como los compuestos fendlicos, con
actividad antioxidante de potencial importancia a nivel industrial. De esta manera, los
compuestos fendlicos extraidos podrian utilizarse en la industria de los alimentos como

inhibidores naturales del pardeamiento enzimatico y como fuente de compuestos
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nutracedticos. Ademas, la obtencion de compuestos bioactivos con propiedades
promotoras para la salud a partir de estos tejidos vegetales permite dar un
aprovechamiento eficiente a un tejido que actualmente se destina a los rellenos sanitarios,

alimento animal o abono, disminuyendo asi los costos de su disposicion final,
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