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RESUMEN

El presente trabajo caracteriz6 la actividad antioxidante y el perfil fendlico de la cascara,
la pulpa y la semilla de frutas presentes en chakras kichwas de la provincia de Napo,
tales como: el pasu (Gustavia macarenensis Philipson) y cacao blanco (Theobroma
bicolor Humb. & Bonpl.). Los compuestos fendlicos se extrajeron utilizando técnicas de
extraccion por agitacion y por sonicacién. Para cada técnica de extraccion, se determino
el contenido total de fenoles y flavonoides, y la actividad antioxidante por medio de la
eliminacion de radicales DPPH, ABTS y de potencia de actividad reductora férrica
(FRAP). EI perfil fendlico de los extractos obtenidos también se caracterizd por
cromatografia liquida (UPLC/ESI-QTOF-MS). Las cascaras del cacao blanco y del pasu
presentaron el mayor contenido fendlico total (84,41+0,04 y 98,51+0,33 ug EAG/mg de
ext, respectivamente), de flavonoides totales (1,06+0,06 y 1,77+0,18 ug EQ/mg de ext,
respectivamente), % de inhibicion del radical DPPH (70,90+2,43 y 75,30+3,11 %,
respectivamente), % de inhibicién del radical ABTS (74,05+0,63 y 99,44+0,35 %,
respectivamente) y poder antioxidante por reduccion férrica (FRAP) (2,58+0,17 y
5,46+0,29 mmoles Fe?'/g extracto, respectivamente). El andlisis UPLC/ESI-QTOF-MS
revel6 una variedad de metabolitos como alcaloides fendlicos, lignanos, flavonas, 4cidos
hidroxicinamicos, que registran actividad antioxidante. Este trabajo revela el potencial
nutracéutico de las cascaras frutales para aplicaciones alimentarias y farmacéuticas.

Palabras claves: actividad antioxidante, pasu (Gustavia macarenensis Philipson), cacao
blanco (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.), perfil fendélico, potencial nutracéutico



ABSTRACT

The present work characterized the antioxidant activity and the phenolic profile of the
peel, pulp, and seed of fruits present in Kichwa chakras from the province of Napo, such
as pasu (Gustavia macarenensis Philipson) and cacao blanco (Theobroma bicolor
Humb. & Bonpl.). Phenolic compounds were extracted using shaking and sonication
extraction techniques. For each extraction technique, the total content of phenols and
flavonoids, and the antioxidant activity by DPPH radical scavenging activity, ABTS and
iron reducing activity potency (FRAP) were determined. The phenolic profile from the
obtained extracts was also characterized by liquid chromatography (UPLC/ESI-QTOF-
MS). The peels of cacao blanco and pasu presented the highest total phenolic content
(84.41+0.04 and 98.51+0.33 pg EAG/mg of ext, respectively), of total flavonoids (1.06+0.
06 and 1.77+0.18 pg EQ/mg ext, respectively), % DPPH radical inhibition (70.90+2.43
and 75.30+£3.11%, respectively), % ABTS radical inhibition (74.05+0.63 and
99.44+0.35%, respectively) and antioxidant power by iron reduction (FRAP) (2.58+0.17
and 5.46+0.29 mmoles Fe?/ g ext, respectively). UPLC/ESI-QTOF-MS analysis
revealed a variety of metabolites such as phenolic alkaloids, lignans, flavones and
hydroxycinnamic acids, which show antioxidant activity. This work reveals the
nutraceutical potential of fruit peels for food and pharmaceutical applications.

Keywords: antioxidant activity, pasu (Gustavia macarenensis Philipson), cacao blanco
(Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.), phenolic profile, nutraceutical potential
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

La diversidad biolégica del Ecuador es reconocida mundialmente [1] y tiene un potencial
inherente que debe ser aprovechado para la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas [2], nutracéuticos y/o fa&rmacos. Las distintas especies vegetales del
Ecuador pueden ser estudiadas para el analisis de algun tipo de actividad biolégica, por
su contenido de metabolitos secundarios [3]. Esto debido a que estas especies
vegetales se encuentran en una zona donde predomina el clima tropical y subtropical.
Ecuador es un pais sudamericano con apenas 280.000 Km cuadrados [3], en el cual
existen mas de 17 000 especies de plantas vasculares registradas de las cuales, en su
gran mayoria son angiospermas [4]. Esto como resultado de una alta diversidad

ecoldgica y étnica, y de los numerosos intercambios e influencias histéricas [4].

En la Regidbn Amazonica, los frutales forman parte de la diversidad de cultivos que se
encuentran en los sistemas de produccidon denominados “chakra” [5]. En este sistema
agroforestal tradicional podemos encontrar arboles de tamafio medio pertenecientes al
género Gustavia (Gustavia macarenensis Philipson) y Theobroma (Theobroma bicolor
Humb. & Bonpl.). Estas especies arbéreas se consideran semidomesticadas, resultado
de la evolucion fitogenética, producto de la manipulacion humana y de la misma
seleccién natural. Este proceso genera una diferenciacion a nivel del fenotipo y genotipo
de ciertas especies con relacion a su poblacion natural en estado silvestre [6,7]. El prefijo
semi supone que la planta posee adaptabilidad ecoldgica para reproducirse y sobrevivir
sin depender de los cuidados humanos. En general, las plantas domesticadas proveen
la mayor parte de productos para la alimentacién humana. Sin embargo, para las
culturas indigenas y las poblaciones forestales, las plantas silvestres juegan un papel

importante en la subsistencia de la region [4].

Gustavia macarenensis es un arbol que se maneja en estado silvestre [4] y también se
maneja en las chakras. Es conocido por los pobladores de las distintas comunidades
indigenas de la Amazonia con nhombres como: inidk (shuar chicham), urku pasu, allyan
pasu o simplemente pasu (kichwa). G. macarenensis se desarrolla a una altitud
promedio de 260 m.s.n.m [8] y se encuentra distribuida la Amazonia Ecuatoriana en las
provincias de Napo, Sucumbios, Pastaza, Zamora Chinchipe, Morona Santiago y

Orellana en los cantones de La Joya de los Sachas, Francisco de Orellana El Coca y
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Loreto [9]. El fruto de G. macarenensis pesa en promedio 222,42 g y su fraccion
comestible corresponde al 62,31% [8]. Su fruto es consumido de manera cruda y cocida.
Su mesocarpio tiene una textura suave y mantecosa, como la del aguacate, y un sabor
similar al del mani [10]. La comunidad indigena utiliza la pulpa como purgante, la infusién
de la corteza se usa para detener las hemorragias uterinas y las semillas frescas
combaten la disenteria y la sinusitis [10]. Ademas, se sabe que las plantas del género
Gustavia poseen una elevada actividad antioxidante, que es usada por las poblaciones
amazobnicas para tratar enfermedades que ocasionan dafio en la piel, la malaria y

Leishmaniasis [8].

Theobroma bicolor es un arbol conocido por poblaciones indigenas de la Amazonia
como patas, killa o cacao blanco [4,11]. El cacao blanco prospera en un entorno tropical
calido y humedo hasta los 1000 m.s.n.m [12], se encuentra distribuido en la region
amazonica en las provincias de Napo, Pastaza, Sucumbios y Orellana [13]. De acuerdo
a Dela Torre et al.[4], el arilo crudo y las semillas fritas o tostadas son comestibles. Sus
semillas tienen un alto valor nutritivo por su alto contenido en proteinas, grasas,
carbohidratos y fibras, asi como en cobre, magnesio, manganeso, potasio y zinc [11].
También, de las semillas se obtiene el cacao que se usa para preparar chocolates,
cacao en polvo y bombones [4]. La corteza es utilizada para eliminar parasitos
intestinales y tratar la diarrea [4,14]. Ademas, se sabe que las plantas del género
Theobroma poseen actividad antioxidante, inducida por los &cidos fendlicos y
flavonoides; los cuales tienen posibles efectos beneficiosos para la salud [15]. Asi
mismo, estas plantas poseen otros compuestos quimicos de interés como las
metilxantinas (Teobromina y cafeina), que se asocian con algunos efectos fisiolégicos

en varios sistemas del cuerpo [16].

Algunas frutas amazénicas no s6lo son comestibles sino que son potencialmente
funcionales con una variedad de compuestos quimicos beneficiosos para la salud [17].
Hay muchas razones biolégicamente plausibles para esta asociacion potencialmente
protectora, principalmente que muchos de los fitoquimicos actian como
anticancerigenos, inmunomoduladores y antioxidantes [18]. Los antioxidantes actuan
protegiendo al organismo de la accion de los radicales libres como las especies
reactivas de oxigeno (ERO), las cuales generan estrés oxidativo [19-22]. El estrés
oxidativo, se define como el desequilibrio existente entre los compuestos oxidantes y los
antioxidantes, siendo el exceso de los oxidantes en el organismo; la causa del

envejecimiento y otras enfermedades del tipo neurodegenerativas, cardiovasculares y
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el cancer principalmente [21,23]. Los antioxidantes se pueden clasificar en dos grupos
[24—26]: Naturales y Sintéticos. En cuanto a los antioxidantes naturales, el sistema
antioxidante humano se divide en antioxidantes enzimaticos y no-enzimaticos. Los
antioxidantes enzimaticos se constituyen de tres enzimas relevantes como la superéxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y otras enzimas como glutatién reductasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Entre los antioxidantes no-enzimaticos enddégenos
podemos encontrar algunas vitaminas (A), cofactores enzimaticos (Q10), compuestos
nitrogenados (4cido Urico) y péptidos (glutation). A pesar de su notable eficacia, el
sistema antioxidante enddgeno no es suficiente, y el ser humano depende de diversos
tipos de antioxidantes presentes en la dieta para mantener las concentraciones de
radicales libres en niveles bajos. Y entre los antioxidantes no-enziméticos exdgenos
tenemos la quercetina, catequina (flavonoides), acido gélico, &acido ferdlico (acidos
fendlicos), vitaminas C y E, licopeno (carotenoide), algunos minerales como el zinc y
selenio entre otros. Finalmente, entre los antioxidantes sintéticos, los cuales son
utilizados en la conservacion de alimentos, se encuentran los ésteres del acido galico o
los sinérgicos butilhidroxianisol (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) y quelantes de

metales de transicion como el EDTA.

La actividad antioxidante es de los beneficios mas conocidos por los compuestos
quimicos presentes en las frutas [18,22]. Los compuestos fendlicos son el grupo mas
numeroso de compuestos fitoquimicos con actividad antioxidante [18,21]. Esta actividad
se atribuye por su estructura que contiene grupos hidroxilos unidos a estructuras de
anillo y actian como agentes reductores, donadores de hidrégeno, eliminadores de
radicales libres y quelantes de metales [18,27]. Los compuestos fendlicos incluyen
acidos fendlicos, flavonoides (flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas vy
antocianinas), estilbenos y lignanos, de los cuales los flavonoides y los acidos fendlicos
son los compuestos fendlicos mas abundantes en la dieta, representando el 60% vy el
30%, respectivamente [18,28]. Ademas, estos compuestos quimicos son los
responsables del color y caracteristicas sensoriales de las frutas [29]. Entonces, se cree
que el efecto beneficioso para la salud proveniente de las frutas, puede atribuirse
principalmente al nimero de compuestos fendlicos y a su capacidad para promover el
efecto antioxidante [30]. Por ende, se cree que a mayor contenido de compuestos

fendlicos en las frutas, exhiben mayor actividad antioxidante.

Los compuestos fendlicos son una clase de compuestos organicos que se encuentran

en frutas y constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios [31,32].
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Se clasifican en dos grupos principales [27]: flavonoides y polifenoles no flavonoides.
Los polifenoles del tipo flavonoides contienen quince atomos de carbono en su ndcleo
basico (C6-C3-C6), dos anillos de seis miembros unidos con una unidad de tres
carbonos que puede o0 no ser parte de un tercer anillo [32]. Los flavonoides se pueden
subdividir en diferentes subgrupos segun el patrén de sustitucién del carbono del anillo
C al que se une el anillo B y el grado de insaturacion y oxidacién del anillo C [33],es
decir, el enlace doble 2,3, el 3-OH, el grupo 4-ceto y el cation flavilio [34]. Los flavonoides
en los que el anillo B estd enlazado en la posicion 3 del anillo C se denominan
isoflavonas. Aquellos en los que el anillo B estd enlazado en la posicion 2 pueden
subdividirse en varios subgrupos sobre la base de las caracteristicas estructurales del
anillo C. Estos subgrupos son [27,33] Figura 1: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavan-
3-oles o catequinas, antocianinas (cation flavilio). Ademas, el grado y el patron de las
reacciones de hidroxilacion, prenilacion, alcalinizacion o glicosilacion modifican la
estructura primaria de la molécula, lo cual se correlaciona con las correspondientes

propiedades bioldgicas y/o quimicas y biodisponibilidad [35].

HO. 0.
& 1 o
OH |
OH o HO Q \‘H o OH Q
a) Hesperetina b) Naringenina a) Quercetina b) Kaempferol
I Flavanonas Flavonoles
. 0 g
C ®
# OH OH
Antocianina Flavanol
Estructura Base o
HO. = 0. HO.
Py
OH [s]
a) Apigenina b) Luteolina
Isoflavona Flavonas

Figura 1-12. Estructura basica de los flavonoides y sus clases.
Realizado por: Loja Bryan, 2022

15



En el grupo de los no flavonoides podemos encontrar subclases como [28,35]: 4cidos
fendlicos, estilbenos, lignanos y taninos. Los acidos fendlicos se caracterizan por un
grupo carboxilo unido al anillo de benceno. Se derivan de dos compuestos fendlicos

principales, los acidos benzoico y cindmico [35] Figura 2.

O~_OH
(0]
HOD/\/LOH
HO OH -
OH
Acido Galico Acido Cafeico
(0) (0]
O _OH 6 6 S O
1 1
5 OH|| 5 OH H3C0:©/\/U\0H
4 2
4 2 Ho
OCH, 3 3 ;
HO Acido Benzoico Acido Cinamico Acido Fertlico
Acido Vanilico
OH (0}
ep .
HO OH
Acido Hidroxibenzoico Acido Hidroxicinamico

Figura 2-12. Estructura quimica de los acidos fendlicos y sus derivados.
Realizado por: Loja Bryan, 2022

Los flavonoides pueden actuar como antioxidantes por varias vias potenciales [36]. Las
principales caracteristicas estructurales de los flavonoides necesarias para la
eliminacion eficaz de radicales se resumen en la figura 3 [37]: &) el grupo orto-dihidroxi
0 catecol en el anillo B, es el lugar objetivo de los radicales libres para todos los
flavonoides con un enlace 2,3 saturado (flavan-3-oles, flavanonas, cloruro de cianidina).
La fraccion de catecol confiere una mayor estabilidad a los radicales aroxilo y participa
en la deslocalizacion de electrones. (b) El doble enlace 2,3 en conjugacién con el grupo
4-oxo, son responsables de la deslocalizacién de electrones del anillo B. (c) Los grupos
3-y 5- OH con el grupo 4-oxo, permiten la deslocalizacién de electrones desde el grupo

4-0x0 a ambos sustituyentes potenciando la actividad captadora de radicales libres.

OH
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Figura 3-12. Grupos estructurales para la eliminacion de radicales libres
Realizado por: Loja Bryan, 2022

La actividad antioxidante de los &cidos fendlicos y sus ésteres estan directamente
relacionados por el niUmero y la posicion de los grupos hidroxilo en la molécula que se
verian reforzados por impedimentos estéricos [38,39]. Ademas, los grupos metoxi y
acido carboxilico también tienen efectos importantes sobre la capacidad antioxidante de
los &cidos fendlicos [39]. Asi mismo, los acidos fendlicos que poseen una estructura de

tipo catecol, como el 4cido cafeico, son buenos antioxidantes [36].

La determinaciéon de la capacidad antioxidante en los productos naturales esta
influenciada por muchos factores, y del mismo modo no existe una metodologia Unica
gue pueda utilizarse para reflejar todas las interacciones presentes en el proceso [40].
En general, los ensayos de capacidad antioxidante miden el efecto combinado de
muchos antioxidantes presentes en la muestra, que son capaces de eliminar los
radicales libres generados en los ensayos [41]. Entonces, para dilucidar un perfil
completo de la capacidad antioxidante, se necesitan varios ensayos que evallen la
eficacia contra varias especies de radicales libres (especies reactivas de
oxigeno/especies reactivas de nitrégeno, etc.) [40,42]. Y asi, tener en cuenta los

diferentes modos de accién de un determinado antioxidante o grupo de antioxidantes.

Existen una variedad de ensayos utilizados para estimar las capacidades antioxidantes
de las frutas, y estos se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de accion en [43]:
ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT, por sus siglas en
inglés) y en la transferencia de electrones individuales (SET, por sus siglas en inglés).
La base del mecanismo de accion clasico de los antioxidantes se representa en las
siguientes ecuaciones e indica que pueden transferir un &tomo de hidrogeno (He) y un
electrén (e-) o ambos para inhibir los pasos de iniciacién o propagacion de los radicales
[25,43].

Re + AH — RH + A
RO« + AH — ROH + A-

ROO- + AH — ROOH + A
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Los radicales antioxidantes (Ae) producidos por este proceso son mucho menos
reactivos que los radicales lipidicos o peroxilicos y, por lo tanto, no promueven la
oxidacién como lo hacen los radicales lipidicos o peroxilicos en el organismo. De hecho,
estos radicales antioxidantes, pueden poner fin a la reaccién de oxidacion lipidica
reaccionando con radicales peroxilo, radicales alcoxilo y otros antioxidantes como se
representa en las siguientes ecuaciones [44]:

RO« + A« - ROA

ROO- + A» - ROOA

As + As — AA

Entre los distintos ensayos (HAT/SET) encontramos [43,45], el ensayo del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), del radical 2,2"-azinobis (4cido 3-etilben-zotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS), los cuales se basan en la eliminacién del radical cromoforo estable.
Otro ensayo, es el ensayo del poder férrico reductor (FRAP), el cual mide la capacidad
de un antioxidante en la reduccién de un oxidante, que cambia de color cuando se

reduce.

La determinacién de la actividad antioxidante “total” emplea métodos objetivos y
reproducibles. De manera tal, que ofrecen un enfoque Uutii a las industrias
agroalimentarias y farmacéuticas para la evaluacion, el desarrollo y el control de calidad
de los productos. Este tipo de ensayos se caracterizan por ser sencillos, altamente
sensibles y proporcionan resultados rapidos y reproducibles [44]. Los métodos que mas
se han aplicado en tecnologia alimentaria implican la generacion de radicales libres,
facilmente detectables mediante técnicas fluorimétricas o fotométricas, y su posterior
desaparicion por el antioxidante [43]. Entre los radicales estables mas conocidos, el
radical DPPH+ en ensayo denominado "ensayo colorimétrico DPPH" es considerado una
herramienta universal para la evaluacion de la actividad antioxidante de compuestos
individuales, en su mayoria de naturaleza fendlica [43]. Los antioxidantes como los
fenoles (acido Ferulico, acido galico, trolox, quercetina) pueden eliminar radicales libres
mediante la donacién de atomos de hidrégeno Figura 4. Esto es posible debido al enlace
relativamente débil que se forma entre el hidrégeno y el oxigeno. Asi mismo, los fenoles
pueden contribuir a la eliminacion de radicales libres mediante la transferencia de
electrones. Esto Ultimo continGa con una transferencia de protones o incluso puede
ocurrir de manera concertada de modo que el mecanismo de la reaccion presenta un

modo mixto. En el ensayo del radical DPPHe, este muestra un maximo de absorcién a
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517 nm (purpura). El color pasa de purpura a amarillo seguido de la formacién de DPPH-

H al absorber el hidrogeno de un antioxidante [45,46].

Figura 4-12. Reaccion entre el radical DPPH- y un antioxidante para formar DPPH-H [47].
Realizado por: Loja Bryan, 2022

Al igual que el ensayo DPPH, el ensayo del radical ABTSe«+, se presenta un cromoforo

estable con una absorcion cromoéfora azul-verde, mediante la oxidacion de ABTS con

persulfato de potasio antes de la adicion de antioxidantes Figura 5. Posterior a esto,

existe una decoloracién de catién radical ABTS [45,46]. El ensayo a ABTS se usa en la

determinacion de antioxidantes hidrofilicos tales como acido ascérbico, B-caroteno,

licopeno; asi como antioxidantes lipofilicos de gran interés como los carotenoides,
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tocoferoles, acidos hidroxicinAmicos (acido caféico, acido ferulico, acido galico) y

flavonoides (Quercetina, catequina) [43]. Asi mismo, el radical ABTSe+ es reactivo frente

a antioxidantes que incluyen aminoacidos, péptidos, tioles, indoles, entre otros [43].
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Figura 5-12. Oxidacion de ABTS con persulfato de potasio para generar el cation
radical ABTSe+ y su reaccidén con un antioxidante [47].

Realizado por:

Loja Bryan, 2022
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El ensayo del poder férrico reductor/antioxidante (FRAP), es un método directo
relativamente sencillo, rapido y barato, que mide con gran sensibilidad, reproducibilidad
y robustez, la actividad antioxidante combinada de los antioxidantes reductores
(donadores de electrones) en una muestra de ensayo [43] Figura 6. De manera
especifica, este ensayo mide el aumento de la forma reducida de una molécula oxidante
sefal (sal Fe3" -TPTZ), la cual al ser reducida por la accién combinada de los reductores
(antioxidantes) redox activos y donadores de electrones presentes en la muestra, ésta
cambia de un color café casi incoloro a un color azul intenso (absorcion a 593 nm)
[43,45,46]. Entre los antioxidantes que reaccionan con la sal Fe®**-TPTZ se incluyen el
acido ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), el &cido rico, la bilirrubina y
los compuestos polifendlicos como las catequinas y otros flavonoides de los alimentos
de origen vegetal [43]. Ademas, cada molécula de un antioxidante reactivo redox
individual puede donar uno, dos o mas electrones dependiendo de su naturaleza, y asi
puede reducir una, dos 0 mas moléculas de Fe**-TPTZ a su forma ferrosa (Fe?*-TPTZ)
de color azul. Finalmente, en el ensayo FRAP, moléculas como la glucosa y fructosa no
reaccionan y los grupos tiol (presentes en ciertas proteinas, aminoacidos y el glutation)
reaccionan de manera lenta; lo cual a su vez permite discriminar muestras con alto

contenido antioxidante proteico [43].

- |
+ Antmmdantes
Fe(III) Fe(ll) 5

- electron
LJ/L J\LJ /

Fe**-TPTZ Fe2+-TPTZ

Figura 6-12. Formacion del complejo Fe?*-TPTZ a partir del complejo Fe2*-TPTZ con un
agente antioxidante [48].
Realizado por: Loja Bryan, 2022

1.2. Planteamiento del problema a investigar

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, prevenir o inhibir la oxidacién
(estrés oxidativo) causada por los radicales libres (ERO) [24,49], los cuales inician
reacciones en cadena que dafian las células [25]. A su vez, los antioxidantes son
capaces de formar un nuevo radical estable a través del enlace de hidrégeno
intramolecular en una oxidacion posterior [49]. El sistema antioxidante humano se divide

en dos grupos: antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes no
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enzimaticos se caracterizan por ser de caracter exdégeno y los adquirimos a través de la
dieta. Dentro de los antioxidantes no enzimaticos podemos encontrar [24,25]: minerales,
vitaminas, carotenoides, antioxidantes de bajo peso molecular (compuestos
nitrogenados no proteicos), compuestos organosulfurados, cofactores y compuestos

fendlicos (polifenoles).

La conciencia sobre la inclusion de frutas y verduras frescas en la dieta humana esta
aumentando [50,51], no solo por sus atractivas propiedades sensoriales, sino también
por sus beneficios nutricionales y para la salud [51,52]. Esto se debe a que existe una
asociacion inversa entre el consumo de algunas frutas y la mortalidad por enfermedades
relacionadas con la edad [21]. Los antioxidantes son abundantes en las frutas y verduras
[19,25,27], especialmente en compuestos fendlicos, que son los antioxidantes
hidrofilicos mas abundantes en la dieta y los compuestos antioxidantes mas activos
[21,27]. Por lo tanto, la busqueda de antioxidantes a partir de fuentes naturales ha
recibido mucha atencion para la obtencién de nutracéuticos; los cuales ayudan a la

mejora de la salud o la prevencion de enfermedades, o ambas cosas [21,23,53].

Los frutos del género Gustavia [8] y Theobroma [15] presentan actividad antioxidante.
Entonces, el objetivo de esta investigacion es evaluar el potencial nutracéutico de estas
plantas presentes en el sistema agroforestal chakra con perspectiva a la diversificacion
de la oferta de productos innovadores para el consumo humano. Para ello, se busca
determinar el perfil fendlico (fitoquimicos de interés), cuantificar el contenido de
teobromina, cafeina, fenoles y flavonoides totales, en conjunto con varios ensayos de

actividad antioxidante por medio de la eliminacion de radicales DPPH, ABTS y FRAP.

1.3. Justificacion de lainvestigacion

El sistema agroforestal de la chakra desempefia un rol fundamental en la produccién de
alimentos de una manera sostenible, ademas de contribuir a la adaptacion al cambio
climatico y la conservacion de la biodiversidad en las comunidades amazénicas de
Ecuador [54]. Este sistema agroforestal tradicional engloba un conjunto de plantas que
pueden ser arboles, arbustos, trepadoras, plantas medicinales, frutales, resinas,
herbaceas, plantas ornamentales, aceites esenciales o especias, insecticidas o fibras
para la artesania y para la venta, consumo familiar y alimentacion de los animales de
finca [5,54,55]. Sin embargo, a pesar de la ventajosa biodiversidad con la que cuenta la

regibn amazonica, existe escasa informacion acerca de los compuestos bioactivos
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presentes en las plantas [56]. Y es que de manera general en Ecuador, la investigacion

cientifica sobre ciertas especies de plantas comestibles es escasa [57].

La domesticacion desencadena una amplia gama de rasgos morfolégicos vy fisiolégicos
que distinguen a los cultivos domesticados de sus antepasados silvestres [58]. Estas
caracteristicas se denominan sindrome de domesticacion, lo cual puede generar una
reduccién del contenido de metabolitos secundarios [58,59]. Estos metabolitos
secundarios actian como mecanismo de defensa de las plantas y a su vez pueden
exhibir beneficios para la salud humana [27,33]. Metabolitos secundarios como los
compuestos fendlicos pueden verse afectados por la domesticacion [60]. El pasu y el
cacao blanco son frutales que se pueden encontrar tanto en estado silvestre como
semidomesticados. Entonces, estos frutales al no presentar un alto grado de
domesticacion, pueden contener una mayor cantidad de compuestos bioactivos

(polifenoles), de los cuales no existe una caracterizacion total.

En el caso del Gustavia macarenensis Philipson o pasu, se describe que tiene un buen
sabor, sin embargo, se conoce muy poco de las propiedades del fruto, lo que genera
una escasa demanda de su consumo [61]. Hasta el momento, la caracterizacién quimica
y actividad antioxidante de los tres componentes del fruto de G. macarenensis como son
la cascara, pulpa y semilla en el pais es escasa. Existiendo estudios apenas del
mesocarpio (pulpa) y su aceite vegetal [8,10], que indican que los frutos de esta especie
pueden considerarse una buena fuente de aceite vegetal y el aceite extraido del
mesocarpio de G. macarenensis contiene acidos grasos beneficiosos para la salud
humana como el acido palmitico, acido oleico u Omega 9, 4cido linoleico u Omega 6 y
acido estearico; que son de gran interés en la industria farmacolégica y cosmética.
Ademas, se reporté que el aceite de G. macarenensis presentd un elevado contenido
de fenoles totales (156,49 + 2,62mg GAE/Kg de aceite) en comparacion con algunas
variedades de aceite de oliva y de mango brasilefio, sin embargo; el aceite reporté una
menor actividad antioxidante que otros frutos con los que fue comparado, mediante
ensayo DPPH [10].

En lo que respecta a la especie Theobroma bicolor o cacao blanco, Ecuador posee poca
informacién en cuanto a los ejemplares existentes de esta especie, en parte sucede con
la disponibilidad y la productividad del fruto; siendo dificil el aprovechamiento y
conservacion de esta especie [57]. Existen algunos estudios que evaltan su actividad

antioxidante [15,30,62] y determinan sus compuestos fendlicos [30,62]. Sin embargo,
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estos estudios se enfocan en ejemplares del cacao blanco de origen mexicano [15] y
peruano [30,62], mas no de la ejemplares presente en Ecuador. Ademas, cabe recalcar
que estos estudios, sélo evaluaron la pulpa y la semilla. De los cuales, el ejemplar
peruano de T. bicolor report6 que la pulpa presenta una excelente actividad antioxidante
(ensayo DPPH) y una importante concentracion de compuestos fendlicos. Mientras que
las semillas del ejemplar mexicano y peruano de T. bicolor reportaron una cantidad de
fenoles totales y una actividad antioxidante (ensayos DPPH y ABTS) muy reducida en

relacion con las especies comparadas.

La bioprospeccién es la busqueda sistematica de compuestos naturales y otros
productos con potencial econdmico que pueden encontrarse en la diversidad mundial
de plantas, animales y microorganismos [63]. En una fase primaria, el proceso
bioprospectivo consta en la identificacion y caracterizacion de los compuestos bioactivos
de interés [64]. De esta manera, se busca aportar con el perfil fenélico correspondiente
a los componentes de los frutos como son la cascara, la pulpa y la semilla, ya que
muchas veces el consumo de productos de las plantas deja de lado residuos organicos
como la cascara que pueden tener un uso potencial [57]. Esto nos ayudara a determinar
la existencia de compuestos quimicos beneficiosos para la salud y asi compararlos con
los encontrados en la literatura. Asi mismo, se proponen varios ensayos para determinar
la eliminacion de radicales libres (actividad antioxidante): DPPH, ABTS y FRAP. Siendo
estos ensayos, los mas utilizados a lo largo de los afios para el analisis en alimentos
[45,65]. Todas estas actividades nos podrian ayudar a establecer si alguna de estas
frutas es un potencial alimento nutrace(tico o sirve como ingrediente en formulaciones

de alimentos funcionales.

1.4. Objetivos de la Investigacién

1.4.1. Objetivo General
Determinar el potencial nutracéutico de dos frutos amazoénicos del sistema
agroforestal chakra.

1.4.2. Objetivos Especificos

Identificar compuestos fendlicos presentes en el pasu (Gustavia macarenensis

Philipson) y cacao blanco (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.).
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Determinar la actividad antioxidante del pasu (Gustavia macarenensis
Philipson) y cacao blanco (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.) mediante

diversos ensayos de eliminacién de radicales libres.

Evaluar el potencial nutracéutico del pasu (Gustavia macarenensis Philipson) y

cacao blanco (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.).

CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Preparacion de muestras de extracto en metanol

Los frutos se obtuvieron del mercado “Productos de la zona” ubicado en el cantén Tena.
Cada fruto se dividi6 en sus partes: cascara, pulpa y semilla. Una vez pesadas y
separadas las muestras, se liofilizaron. Para la obtencién de extractos metandlicos se
plantearon dos métodos de extraccion [66,67]: Agitacion (2 horas; 350 rpm) y Sonicacion
(20 minutos, 50°C) con previa maceracion. Para ambos métodos se pesaron las
muestras liofilizadas y se afiadié un volumen de metanol (80%) correspondiente a 5 0
10 veces el peso de la muestra liofilizada. Luego, se filtraron las muestras liofilizadas y
se cubri6 con papel aluminio. Posteriormente, los extractos metandlicos fueron

concentrados en el rotavaporador y almacenados en viales hasta su uso en los ensayos.

2.2. Ensayo de inhibicion del radical DPPH

La actividad antioxidante de los extractos y del compuesto estandar (TROLOX y acido

géalico) se midié en términos de capacidad de donacion de hidrogeno o de barrido de

radicales mediante el método del DPPH estable. El efecto antioxidante sobre el radical

DPPH se estim6 segun el procedimiento descrito por Sanchez-Moreno et al.[68]. Se

prepar6 la respectiva solucion de DPPH (DPPH 0,022% en etanol absoluto), solucion

TROLOX 2000 uM y solucién de &cido galico 294 uM. Las muestras de cacao blanco y
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pasu se prepararon a una concentracion de 5 mg/mL. Para determinar el valor de ic50
de las muestras, se realizé un barrido (screening) de las mismas a 100 ug/mL y seguido
se crearon las respectivas curvas de dosis-respuesta. El ensayo se desarrollé en placa
de 96 pocillos y se midié la absorbancia de cada muestra (A), la absorbancia de la
muestra sin solucién DPPH (A’) y la absorbancia de la solucion DPPH (A°). Para medir
(A), se mezcld 100 uL de etanol absoluto con 100 pL de solucion de muestra y 50 uL de
solucion de DPPH. Para medir el blanco (A’), se mezclé 150 pL de etanol absoluto con
100 pL de solucién de muestra o solucion estandar. Para medir (A°), se mezcl6 200 yL
de etanol absoluto con 50 pL de solucion DPPH. Todos los analisis se hicieron por
triplicado. A continuacion, se cubrio la placa con papel aluminio y se dejé incubar durante
30 minutos en un agitador de placas para su posterior lectura a 490 nm. Los rangos de
las curvas de calibracion correspondiente a los estandares de trabajo fueron 10-300 uM
para TROLOX y 5-100 uM para acido galico. El porcentaje de inhibicion de la actividad
de DPPH se determiné de acuerdo a la siguiente formula:

(A-A4)

% Inhibicion = [1 — 0

] x 100

A: Absorbancia de la MUESTRA
A’: Absorbancia de la muestra sin soluciéon DPPH (BLANCO)

A°: Absorbancia solucion DPPH

2.3. Ensayo de decoloracién del cation radical ABTS

Segun Re et al.[69], plantea que la capacidad de eliminacién de radicales libres de los
extractos también se puede determinar, mediante el ensayo de decoloracién del cation
radical ABTS. Este ensayo se basa en la reduccion de los radicales ABTS<+ por los
antioxidantes presentes en los extractos. Inicialmente, se prepar6 una solucion de 7mM
de ABTS y 2,45 mM de persulfato de amonio. Para esto, se pes6 7,20 mg de ABTS y
1,12 mg de persulfato de amonio, y se disolvieron en 2 mL de agua destilada. Luego, se
agitod y se dejo reposar por 12 horas en oscuridad. Posteriormente, se ajust6 con etanol
absoluto la absorbancia de la solucién ABTS (ABTS con persulfato de amonio) en 751,5
nm a 0,7. Ademas, se prepararon las soluciones de los estandares de TROLOX a 2000
UM y quercetina a 1700 uM. Las muestras se prepararon a una concentracion de 5
mg/mL. Para determinar el valor de ic50 de las muestras, se realizé un barrido

(screening) de las mismas a 100 ug/mL y seguido se crearon las respectivas curvas de
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dosis-respuesta. El experimento se desarrollé en tubos de ensayo de 5 mL y se midio
la absorbancia de cada muestra (A), la absorbancia de la muestra sin solucién ABTS
(A’) y la absorbancia de la solucion ABTS (A°). Para medir (A), se mezclé 150 yL de
cada muestra con 2850 pL de solucion ABTS. Para medir el blanco (A’), se mezclé 150
uL de cada muestra con 2850 pL de mezcla agua-etanol absoluto [1:2]. Para medir (A°),
se mezclé 150 yL de mezcla agua-etanol absoluto [1:2] con 2850 pL de la solucion
ABTS. Todos los ensayos se hicieron por triplicado. A continuacion, se dejo incubar los
tubos de ensayo durante 4 minutos en oscuridad para su posterior lectura a 751,5 nm.
Los rangos de las curvas de calibracién correspondiente a los estandares de trabajo
fueron 10-300 uM para TROLOX y 1-25 uM para quercetina. El porcentaje de inhibicién
de la actividad de ABTS se determiné de acuerdo a la siguiente férmula:

(4A-4)

% Inhibicion = [1 — a0

] x 100

A: Absorbancia de la MUESTRA
A": Absorbancia de la muestra sin solucion ABTS (BLANCO)

A°: Absorbancia solucion ABTS
2.4. Ensayo de poder antioxidante por reduccién férrica (FRAP)

El poder antioxidante por reduccién férrica (FRAP) se determin6 segun el método de
Benzie & Strain [70]. Para este ensayo se prepard una solucion buffer de acetato de
sodio (20 mM, pH 3,6), una solucién 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) 10 mM y una
solucion FeCls.6H20 (20 mM). La soluciéon TPTZ se disolvié en con una solucién de HCI
40 mM. Luego, se obtuvo la solucion FRAP mezclando 10 mL buffer con 1 mL TPTZ y
1 mL FeClsx6H20. La solucién FRAP se dej6 incubar a 37°C previo al andlisis. Las
muestras se disolvieron en buffer acetato (pH 3,6). Asi mismo, se prepararon las
soluciones estandares de sulfato de hierro a 0,9 mM y &cido ascoérbico a 0,6 mM. El
ensayo se desarroll6 en placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia de cada muestra
y la absorbancia de la solucion FRAP. Para medir la absorbancia de las muestras, se
mezclé 10 pL de la solucion de muestra con 30 uL de agua destilada y 300 uL de
solucion FRAP. Para medir la absorbancia de la solucion FRAP, se mezclé 40 uL de
agua destilada con 300 pL de solucion FRAP. A continuacion, se dejo incubar la placa
por 4 minutos y se leyd la absorbancia a 600 nm. Todas las mediciones se hicieron por

triplicado. Los rangos de las curvas de calibracion correspondiente a los estandares de
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trabajo fueron 0,1-1 mM para sulfato de hierro y 0,05-0,5 uM para acido ascérbico. Los

resultados seran expresados en mmoles Fe?*/g extracto.

2.5. Contenido fendlico total

La determinacién del contenido fendlico total en los extractos se ajusté al método de
Medina [71] con modificaciones. Primero, se prepard una solucion de carbonato de sodio
(7%) y una solucion del estandar 4cido galico (0,5mg/mL). Para la preparacion de las
muestras, se pesd 5 mg de extracto y se disolvié en 1 mL de mezcla agua:metanol
(50:50). Entonces, se mezcld 100 L de extracto en 40 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu;
seguido de 860 pL de agua destilada. A continuacién, se realizé un vortex por pocos
segundos y se dejo incubar en oscuridad durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Después, se mezclo con 100 pL de la solucion carbonato de sodio (7%) y 900 pL de
agua destilada. Nuevamente, se realizé un vortex por pocos segundos y se dejo incubar
en oscuridad durante 60 minutos. Este proceso se realizd por triplicado para cada
muestra de extracto. Finalmente, la absorbancia se ley6 a 750 nm. La curva de
calibracion se preparo utilizando varias concentraciones de acido galico (25-400 pg/mL)
disueltas en agua destilada. Los resultados se expresaron como pg equivalente de acido
galico (EAG)/ mg de extracto.

2.6. Contenido de flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales en los extractos se basa en el
método descrito por Wang et al.[72] con pequefias modificaciones. Inicialmente, se
preparan las soluciones de tricloruro de aluminio (AICIs) al 2% en metanol y la solucién
inicial del estandar quercetina (0,5 mg/mL). De la solucién inicial de quercetina se tomd
1 mL y se ajusté a un volumen de 5 mL con metanol; obteniendo una solucion final de
100 pg/mL. Las muestras se prepararon a una concentracion inicial de 5 mg/mL, de esta
solucion se tom6 1 mL y se aforé en 4 mL con metanol. Las muestras se evaluaron a
una concentracion de 1,25 mg/mL. Entonces, se mezclaron 1 mL de AlClscon 1 mL de
las soluciones de las muestras. Se dejo incubar por 15 minutos y la absorbancia se ley6
a 438 nm contra una muestra en blanco que consistia en una solucion de extracto (1
mL) con metanol (1 mL) sin AICIs. La curva de calibracion se preparo utilizando un rango
de concentraciones de quercetina comprendido entre (0,5-5 pg/mL) y disueltas en
solucién de metanol. Los resultados se expresaron como pg equivalentes de quercetina

(EQ)/ mg extracto.
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2.7. Contenido de antocianinas

La determinacién de antocianinas se realizd a partir de la extraccion en una relacion
1:50 (m:v), 1 g de muestra liofilizada se homogeniz6 con la solucién extractora (1,5 N
HCl en 85% de etanol) y se extrajo durante 24 h bajo refrigeracion en la oscuridad. Los
extractos fueron filtrados (Whatman No. 1 filter paper), la absorbancia de los extractos
fue medida a 535 nm. El contenido de antocianinas se calculé usando la siguiente

ecuacion con el respectivo coeficiente de absorciéon 982 (g 100 miI*)* cm™.

Contenido de antocianinas (

100g base seca 1%

mg ) _ (ABSxfactor de dilucién)x1000
(peso seco de la muestra x &y 535

Donde ABS es la absorbancia de la lectura de la muestra a 535 nm, 5112/;’,1_535 es el

coeficiente de absorcién para antocianinas.

Esta metodologia fue implementada en colaboracién con la Pontificia Universidad
Catodlica del Ecuador (PUCE). Los extractos de cacao blanco fueron obtenidos en la
Universidad Regional Amazonica lkiam (Tena) y enviados a la PUCE para el andlisis
respectivo. A diferencia de los extractos de pasu, los cuales fueron obtenidos en las
instalaciones de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador en Quito. Los extractos

del pasu se obtuvieron de acuerdo a la metodologia descrita en esta seccion.

2.8. Determinacién de perfil fendlico del extracto metandlico de cacao blanco y

pasu

Los compuestos fendlicos fueron separados e identificados segun lo descrito por
Bessada et al.[73] con ligeras modificaciones. Los extractos metandlicos obtenidos de
las cascaras, pulpas y semillas se disolvieron en agua destilada a 5mg/mL. Los analisis
cromatogréficos se realizaron por cromatégrafo liquido (UPLC) Marca Waters Modelo |-
Class acoplado a un espectrémetro de masas con ionizacion por electrospray ESI-MS
en un modo de ion negativo Marca Waters Modelo Xevo G2 QTOF. Se utilizo el software
Mass Lynx NT 4.1 (Waters, Milford, EE. UU.) y UNIFI TM v1.8 (Waters) para la

adquisicion y el procesamiento de datos.

La separacion de compuestos fendlicos se realiz6 en una columna ACQUITY UPLC
BEH C18 (Waters, Millford, EE. UU.) (1,7 ym, 2,1 x 50 mm d.i.). Los disolventes

utilizados como fase movil fueron &cido férmico al 0,01% en agua como disolvente A 'y
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100% de acetonitrilo como disolvente B. El gradiente de elucion establecido fue del 1%
de B (1 min), del 1 al 20% de B (10 min), del 20 al 25% de B (10 min), del 25 al 35% de
B (5 min), del 35 al 50% de B (5 min), y reequilibrio de la columna, operando a un caudal
de 0,25 mL/min.

El andlisis por espectrometria de masas se realizé con una fuente de ionizacién por
electropulverizacion (ESI) en un rango de masa de m / z 100 a 1200 Da en modo
negativo con un voltaje capilar de 0,5 kV, flujo de gas de cono de 20 L / h, flujo de gas
de desolvatacion de 900 L / h, fuente temperatura de 140 °C, temperatura de
desolvatacion de 450 °C con cono de muestreo y compensacion de fuente a 40 y 80,

respectivamente.

2.9. Cuantificacién de teobromina, cafeina, catequina y epicatequina en cacao
blanco por RP-HPLC

La cuantificacion de ciertos flavonoides (catequina y epicatequina) y metilxantinas
(teobromina y cafeina) de interés, se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Risner [74]
con pequefias modificaciones. Entonces, los estandares teobromina, cafeina, catequina
y epicatequina se prepararon a partir de una solucién inicial (200 mg/L), donde se pes6
10 mg del estandar correspondiente y se aforé en 50 mL de agua destilada tipo 1. De
estas soluciones iniciales, se tom6 8 mL de solucion de teobromina, 2mL de cafeina,
2mL catequina, 2 mL de epicatequina y se aforaron en 20 mL con agua destilada tipo 1
respectivamente. Asi, se obtuvo una concentracion final de 80 mg/L de solucién de
teobromina y 20 mg/L para las soluciones de los estandares restantes. Los rangos de
las curvas de calibracion correspondiente a los estandares de trabajo fueron 5-80 mg/mL
para la teobromina y 1,25-20 mg/mL para la cafeina, catequina y epicatequina. Las

curvas fueron realizadas por duplicado.

Para la preparacion de las muestras de cacao blanco, se disolvieron 20 mg de los
extractos previamente tratados (desengrasados y liofilizados) en 5 mL de agua
destilada. Las muestras fueron homogenizadas mediante ultrasonido por 10 min y vortex
por 1 minuto. A continuacion, se colocaron en bafio maria a 60°C por 12 min, luego se
dej6 reposar a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, los extractos se filtraron
a través de un filtro de jeringa de 0,45 um y se colocaron 200 uL de muestra en cada

vial.
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Los andlisis por HPLC se realizaron con un sistema de cromatografia liquida Marca
Waters, equipado con un sistema de bomba binaria (modelo 1525), auto-muestreador
(modelo 2707) y detector UV-Vis (modelo 2489). El sistema operdé a un flujo de 0,5
mL/min y a una longitud de onda de 273 nm. Se utilizé una columna Gemini® C18 (150
X 2mm, con un tamafo de particula de 5 um). La fase movil utilizada fue agua como
disolvente A y metanol como disolvente B. El gradiente de elucidon se establecio
isocraticamente a 15% de B por 10 min, del 15 al 25% de B (10 min), del 25 al 30% de
B (15 min), del 30 al 100% de B (5 min) y finalmente del 100 al 15% de B (13 min). El
volumen de inyeccion fue de 20 uL. El tiempo de corrida fue de 43 min. Todos los analisis

se hicieron por triplicado.

2.10. Analisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado expresando los resultados como media +
desviacion estandar (DE). Los datos se procesaron utilizando Microsoft Excel 2013 y los
datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de una via y la significacion de
las diferencias entre las medias de las muestras se calculé mediante la prueba de rango

multiple de Duncan. Los valores de P < 0,05 se consideraron significativos.

CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Extractos metandlicos

La Tabla 1 muestra los resultados de la extraccion, a partir de los métodos de extraccion
agitacion y sonicacion. Esto con el propdésito de comparar cuél de los dos métodos
exhibia una mayor cantidad de masa final a partir de las masas iniciales de las muestras
liofilizadas (Anexo 2.2). Se determin6 que la pulpa del cacao blanco y la cdscara del
pasu, presentaron los mayores rendimientos (%) de extraccion por ambos métodos.
Mientras, las semillas de ambos frutos presentaron los rendimientos (%) més bajos, ya

sea por agitacion o sonicacion.
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Tabla 1-11: Rendimiento de extraccion de la cascara, pulpa y semilla del cacao blanco y pasu
Método de

» Fruta Céscara [%] Pulpa [%] Semilla [%]

Extraccion

o Cacao Blanco 9,26 42,69 4,71
Agitacion

Pasu 24 20,11 521

L Cacao Blanco 9,92 39,5 5,41
Sonicacion

Pasu 20,82 17,32 5,07

Realizado por: Loja, Bryan, 2022.

3.2 Contenido fendlico total

En la Tabla 2 se muestra que, para el cacao blanco, el contenido fendlico total varié
entre 4,63y 84,41 ug de EAG por mg de extracto (parte de la fruta). Mientras, que para
el pasu los valores variaron entre 6,31 y 98,51 ug de EAG por mg de extracto. Siendo
las cascaras de ambas frutas, las que exhibieron el mayor contenido fendlico. Por otra
parte, la pulpa del cacao blanco y la semilla del pasu, presentaron el menor contenido
fendlico (4,63 y 6,31 ug EAG/mg de ext, respectivamente). Ademas, de acuerdo con el
analisis de varianza se obtuvo diferencias significativas (P <0,05) en el contenido
fendlico total de la pulpa de cacao blanco al aplicar ambos métodos de extraccién. Sin
embargo, no se observé diferencias significativas (P >0,05) en el contenido fendlico total
de la cascara y la semilla al aplicar ambos métodos de extraccion. Asi mismo, el
contenido fendlico total en la cascara y la pulpa del pasu presentaron variacion
significativa (P <0,05) al aplicar ambos métodos de extraccion. Finalmente, la semilla
del pasu no exhibi6 diferencias significativas (P >0,05) en el contenido fendlico total por
ambos métodos de extraccion. Ademas, se realizo la validacion del método analitico
mediante espectrometria UV-Vis y se determind el limite de deteccién y el limite de

cuantificacion (16,9606 y 17,0375 ppm, respectivamente).
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Tabla 2-11: Contenido fendlico total en cascara, pulpa y semilla de cacao blanco y pasu

Fenoles totales

(Mg EAG/mg de extracto)

% Fenoles Totales

Fruta Parte de Agitacién  Sonicacion Agitacién Sonicacién
la fruta

Céascara  84,11+0,31 84,41+0,04 8,411+0,031 8,441+0,004

E(;I:;acoo Pulpa 4,63+0,07 4,94+0,08 0,463+0,007  0,494+0,008

Semilla 13,63+0,25 13,29+0,11 1,363+0,025 1,329+0,011

Cascara  92,33+0,24 98,51+0,33 9,233+0,024 9,851+0,033

Pasu Pulpa 37,73t0,44 41,97+0,03 3,773+0,044 4,197+0,003

Semilla 6,31+0,12 6,44+0,10 0,631+0,012 0,644+0,010

Realizado por: Loja, Bryan, 2022

Los datos se presentan como media + Desviacién Estandar (n = 3).

3.3. Contenido de flavonoides totales

En la Tabla 3, se muestra que, para el cacao blanco, el contenido total de flavonoides
vario entre 0,60y 1,06 ug de EQ por mg de extracto (parte de la fruta). Mientras, el pasu
presenta valores entre 0,58 y 1,77 ug de EQ por mg de extracto. Las cascaras de ambas
frutas exhibieron el mayor contenido total de flavonoides. Por otra parte, la pulpa del
cacao blanco y la semilla del pasu, presentaron el menor contenido de flavonoides. Asi
mismo, se observo que no hay variacién significativa (P >0,05) en el contenido total de
flavonoides (ug EQ/mg de ext) del cacao blanco y del pasu al aplicar ambos métodos
de extraccion. Por el contrario, se obtuvo diferencias significativas (P <0,05) en el
contenido total de flavonoides entre ciertas partes de cada fruta. Entre la cascara y la
pulpa del cacao blanco existe variacion significativa en el contenido total de flavonoides,
mas no entre la semilla con la cascara y la pulpa. Como caso patrticular, el contenido de
flavonoides totales en la pulpa del cacao blanco no se pudo determinar, ya que sus
valores se encontraban por debajo del limite de deteccion de la curva de calibracién
establecida. En el pasu, el contenido total de flavonoides de la cascara con respecto a

la pulpa y la semilla varia de forma significativa (P<0,05), sin embargo, no se observé
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variacién significativa en el contenido total de flavonoides entre las partes de la pulpa y

la semilla del fruto.

Asi mismo, se realiz6 la validacion del método analitico mediante espectrometria UV-

Vis y se determiné el limite de deteccién y el limite de cuantificacion (0,30936 y 0,34540

ppm, respectivamente).

Tabla 3-11: Contenido de flavonoides totales en cascara, pulpa y semilla de cacao blanco

y pasu
Flavonoides totales _
% Flavonoides Totales
(ug EQ/mg de extracto)
Parte de L o . o
Fruta Agitacién Sonicacién Agitacién Sonicacién
la fruta
c Céascara  1,06+0,06 0,91+0,21 0,106+0,006  0,091+0,021
acao
Pulpa 0,60+0,04 ND 0,060+0,004 ND
Blanco :
Semilla 0,84+0,25 0,62+0,15 0,084+0,025 0,062+0,015
Céscara  1,73+0,20 1,77+0,18 0,173+0,020 0,177+0,018
Pasu Pulpa 0,84+0,07 0,7940,20 0,084+0,007 0,079+0,020
Semilla 0,69+0,05 0,58+0,18 0,069+0,005 0,058+0,018

Realizado por: Loja, Bryan, 2022

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3). ND: No se detecto.

En la determinacién del contenido de catequina y epicatequina presente en el cacao
blanco, se observaron algunas particularidades. En la Tabla 3, se muestra que la
catequina en la cascara de cacao blanco fue detectada, mas no fue cuantificada; de
acuerdo a los limites de deteccidn y cuantificacion determinados. Esto ocurrié al aplicar
tanto el método de agitacion como el de sonicacion para la obtencion del extracto. Por
el contrario, los valores de epicatequina en la cascara de cacao blanco fueron de 19,59
mg Epicatequina/ g extr por el método de agitacion y 22,77 mg Epicatequina/ g extr por
el método de sonicacion. Con respecto a la pulpa del cacao blanco, el contenido de
catequina y epicatequina se describe como no detectados (ND); ya que los valores se
encontraban por debajo del limite de deteccion de la curva de calibracién establecida.
También, esto sucedié de manera independiente al método de extraccion aplicado.
Finalmente, en la semilla de cacao blanco solo fue posible determinar el contenido de

catequina aplicando el método de sonicacion (0,35 mg Catequina/ g extr). En relacion
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al, contenido de epicatequina en la semilla no se puedo detectar por ningin método de

extraccion.
Los valores del limite de deteccién y cuantificacion de la catequina fueron 0,25y 0,3
mg/L, respectivamente. Mientras, que los valores del limite de deteccidn y cuantificacién

de la epicatequina fueron 0,25 y 0,4 mg/L, respectivamente.

Tabla 4-11: Contenido de catequina y epicatequina en cascara, pulpa y semilla de cacao

blanco
mg Catequina/ g extracto mg Epicatequina/g
extracto

Parte de la L L L L
Fruta fruta Agitacion  Sonicacion  Agitaciobn  Sonicacion

Cascara <LC <LC 19,59+1,45 22,77+1,34
Cacao

Pulpa ND ND ND ND
Blanco .

Semilla <LC 0,35+0,35 ND ND

Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacién Estandar (n = 3).
<LC, compuesto presente en la muestra por debajo del limite de cuantificacién (LC).
ND: No se detecto.

3.4. Contenido de Antocianinas

En la Tabla 5, se muestra el contenido de antocianinas totales presentes en el cacao
blanco. Los valores variaron entre 4,08 y 15,37 mg de antocianinas por 100 g de
extracto. Por el método de agitacion, la cascara exhibi6 el mayor contenido de
antocianinas (14,24 mg de antocianinas/100 g ext), mientras que la pulpa presenté el
menor contenido de antocianinas (4,08 mg de antocianinas/100 g ext). Por el método de
sonicacion, la semilla del cacao blanco mostré6 el mayor contenido de antocianinas
(15,37 mg de antocianinas/100 g ext), mientras que la cascara presentd el menor
contenido de antocianinas (4,60 mg de antocianinas/100 g ext). De acuerdo al analisis
de varianza, se observo variacion significativa (P<0,05) en el contenido de antocianinas

tanto entre las partes del fruto, como entre los métodos de extraccion.
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Tabla 5-11: Contenido de antocianinas en cascara, pulpay semilla
de cacao blanco

Antocianinas (mg/100 g ext)

Fruta Parte de la fruta Agitacién Sonicacién
Céascara 14,24+0,02 4,60+0,06

Cacao
Pulpa 4,08+0,13 5,41+0,08

Blanco
Semilla 5,98+0,00 15,37+0,00

Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3).
En el pasu, el contenido de antocianinas varié entre 5,79 y 25,57 mg de antocianinas
por 100 g de extracto, como se muestra en la Tabla 6. Ademas, se evidenci6 diferencia

significativa (P<0,05) en el contenido de antocianinas entre las distintas partes del fruto.

Tabla 6-11: Contenido de antocianinas en cascara, pulpa y semilla

de pasu
Fruta Partedelafruta Antocianinas (mg/100 g ext)
Pasu Cascara 9,13+0,11
Pulpa 25,57+0,60
Semilla 5,79+0,13

Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacién Estandar (n = 3).

3.5. Ensayos de actividad antioxidante

En la Tabla 7, se muestra que los porcentajes de inhibicion del radical DPPH por parte
de los extractos de cacao blanco y pasu variaron de acuerdo al método de extraccion
aplicado. En la extraccién por agitacion, los extractos del cacao blanco exhibieron
porcentajes de inhibicion de DPPH entre 38,84-70,09%. Siendo el extracto de la cascara
el que mostré el mayor porcentaje de inhibicion de DPPH, mientras que el extracto de
la semilla mostré el menor porcentaje de inhibicién. En cambio, los extractos del pasu
mostraron porcentajes de inhibicion de DPPH entre 37,93-75,30%. En la extraccion por
sonicacion, los extractos del cacao blanco exhibieron porcentajes de inhibicién de DPPH

entre 41,80-70,90%. Mientras que, los extractos del pasu mostraron porcentajes de
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inhibicién de DPPH entre 35,41-70,76% por ambos métodos. En general, las cascaras
de ambas frutas presentaron los mayores porcentajes de inhibicion de DPPH por ambos
métodos de extraccion. Por el contrario, los extractos de semilla de ambas frutas
mostraron los porcentajes de inhibicion de DPPH mas bajos por el método de agitacion.
Los extractos de la pulpa de cacao blanco y semilla de pasu presentaron los menores
porcentajes de inhibicién de DPPH por el método de sonicacién. De acuerdo al andlisis
de varianza, de todos los extractos, solo el extracto de semilla del cacao blanco mostré
diferencias significativas (P <0,05) en el % de inhibicion entre los métodos de extraccion
aplicados. Ademés, entre las distintas partes del cacao blanco, sélo no se observo
diferencias significativas (P >0,05) en el % de inhibicion de DPPH entre la pulpa y la
semilla. Finalmente, entre las distintas partes del pasu se observé diferencias
significativas (P <0,05) en el % de inhibicion de DPPH.

Asi mismo, en la Tabla 7 se muestran los porcentajes de inhibicién de ABTS por parte
de los extractos de cacao blanco y pasu y su variacion de acuerdo al método de
extraccion aplicado. Al obtener los extractos del cacao blanco por agitacion, los
porcentajes de inhibiciébn de ABTS variaron entre 26,56-74,05%. Con el mismo método
de extraccion, los extractos del pasu presentaron porcentajes de inhibicion de ABTS
entre 13,89-99,44%. Al obtener los extractos del cacao blanco por sonicacién, los
porcentajes de inhibicién de ABTS variaron entre 22,30-66,93%. Ademas, los extractos
del pasu presentaron porcentajes de inhibicion de ABTS entre 13,80-90,21%. Al igual
que en el ensayo de DPPH, los extractos de las cascaras del cacao blanco y del pasu
presentaron los mayores porcentajes de inhibicion de ABTS por ambos métodos de
extraccion. Mientras que, los extractos de la pulpa de cacao blanco y semilla del pasu
mostraron los porcentajes de inhibicion de DPPH mas bajos para ambos métodos de
extraccion aplicados. De acuerdo al andlisis de varianza, de todos los extractos, solo los
extractos de semilla del cacao blanco y del pasu no mostraron diferencias significativas
(P >0,05) en el % de inhibicién entre los métodos de extraccion aplicados. Finalmente,
el cacao blanco y el pasu presentaron variacion significativa (P <0,05) en el % Inhibicion

ABTS entre sus partes (cascara, pulpa y semilla).
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Tabla 7-11: Actividad antioxidante (DPPH, ABTS) en cascara, pulpa y semilla de cacao

blanco y pasu

Inhibicién DPPH (%)

Inhibicién ABTS (%)

Fruta Pa;tri:jae 2 Agitacion  Sonicacién  Agitacion  Sonicacién
Cascara 70,09+1,78 70,90+2,43 74,05+0,63 66,93+0,66

;:\acc; Pulpa 42,31+2,26  41,80+1,07 26,56x1,40 22,30+0,74
Semilla 38,84+1,69 48,45+0,30 43,87+0,57 43,42+1,11

Cascara 75,30£3,11 70,76+2,74 99,44+0,35 90,21+0,80

Pasu Pulpa 47,74+1,53 44,37+1,66 34,02+0,29 27,24+0,01
Semilla 37,93x2,69 35,41+0,71 13,89+0,02 13,80%0,07

Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3).

En la Tabla 8 se muestra los valores de mmoles Fe?*/g extracto de las frutas estudiadas,
correspondientes al ensayo del poder antioxidante por reduccion férrica (FRAP). Los
extractos de la cascara de cacao blanco y pulpa del pasu mostraron las actividades
reductoras de iones férricos més fuertes por el método de agitacion (2,23 y 7,55 mmoles
Fe?*/g extracto, respectivamente) y sonicacién (2,58 y 8,12 mmoles Fe?'/g extracto,
respectivamente). En cambio, el extracto de pulpa de cacao blanco presento la actividad
reductora de iones férricos mas baja (0,72 mmoles Fe?'/g extracto) por agitacion y
sonicacion (0,61 mmoles Fe?*/g extracto). Asi mismo, la semilla del pasu mostr6 una
baja actividad reductora de iones férricos por agitacién (0,97 mmoles Fe?*/g extracto) y
sonicacion (0,77 mmoles Fe?*/g extracto). De acuerdo al analisis de varianza, el extracto
de pulpa de cacao blanco mostré diferencias significativas (P <0,05) en la actividad
reductora de iones férricos entre los métodos de extraccion aplicados. Asi mismo, los
extractos de la cascara y semilla del pasu mostraron diferencias significativas (P <0,05)
en su actividad reductora de iones férricos entre los métodos de extraccion aplicados.
Finalmente, el cacao blanco y el pasu presentaron variacion significativa (P <0,05) en la

actividad reductora de iones férricos entre sus partes (cascara, pulpa y semilla).

Tabla 8-11: Poder antioxidante por reduccion férrica (FRAP) de céscara, pulpa y semilla del
cacao blanco y pasu
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FRAP (mmoles Fe?/g extracto)

Fruta Parte de la fruta Agitacion Sonicacién
Céascara 2,23+0,31 2,58+0,17
Cacao Blanco Pulpa 0,72+0,02 0,61+0,03
Semilla 1,20+0,04 1,29+0,16
Cascara 3,76+0,25 5,46+0,29
Pasu Pulpa 7,55+0,37 8,12+0,13
Semilla 0,97+0,01 0,77+0,02

Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3).

En la Tabla 9, se muestra la concentracion a la que los extractos de las diferentes partes
del cacao blanco y pasu, ejercen la mitad de su efecto inhibidor maximo (IC50) sobre
los radicales DPPH Y ABTS. Para la inhibicion del radical DPPH, las cascaras de cacao
blanco y pasu, presentaron las concentraciones mas bajas requeridas de sus extractos
obtenidos por agitacion (44,16 y 20,51 ug/mL, respectivamente) y sonicacion (46,39 y
29,35 ug/mL, respectivamente). Por el contrario, la pulpa del pasu exhibié las
concentraciones mas altas requeridas de los extractos obtenidos por agitacion (185,4
pg/mL) y sonicacion (233 upg/mL). Ademds, las concentraciones de los extractos
restantes de cacao blanco y pasu, se describieron como DNL. Para la inhibiciéon del
radical ABTS, las céscaras de cacao blanco y pasu, también presentaron las
concentraciones mas bajas requeridas de sus extractos obtenidos por agitaciéon (67,01
y 27,8 ug/mL, respectivamente) y sonicacion (66,65 y 35,75 pg/mL, respectivamente).
Mientras que, la pulpa de cacao blanco y la semilla del pasu, mostraron las
concentraciones mas altas requeridas de sus extractos obtenidos por agitacion (2123 y

2392 pg/mL, respectivamente) y sonicacion (2099 y 2508 pg/mL, respectivamente).

Tabla 9-11: Determinacion de la IC50 de los extractos de cacao blanco (CB) y pasu (PS).

DPPH IC50 [ug/mL] ABTS IC50 [ug/mL]
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Parte de

Fruta T Agitaciébn  Sonicacion Agitacidn Sonicacién
Cascara 44,16+4,16 46,39+5,29 67,01+4,27 66,65+3,97

CB Pulpa NDO NDO 2123,00+£5,04 2099,00+4,92
Semilla NDO NDO 612,70+2,84  615,00+5,39

Céscara 20,51+2,70 29,35+2,91 27,88+7,32 35,75+9,33
PS Pulpa 185,40+2,6 233,00+2,28  146,00+5,92 225,40+6,14
Semilla NDO NDO 2392,00+4,00 2508,00+1,78
Realizado por: Loja, Bryan,2022

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3). NDO: No se

determin®.

3.6. Cuantificacion de teobrominay cafeina en cacao blanco

En la Tabla 10, se muestra el contenido de cafeina y teobromina determinados por
cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC). La pulpa del cacao blanco no
presento valores (niveles) de cafeina y teobromina por ningiin método de extraccion. En
la cascara del cacao blanco, el valor de cafeina fue de 0,50 mg Cafeina/ g extr por el
método de agitacion y por el método de sonicacion fue de 0,32 mg Cafeina/ g extr. Para
el contenido de teobromina en la cascara de cacao blanco, los valores por los métodos
de agitacion y sonicacién fueron 17,00 y 39,66 mg Teobromina/ g extr, respectivamente.
En la semilla de cacao blanco, se determiné un valor de cafeina de 2,82 mg Cafeina/ g
extr por el método de agitaciéon y un valor de 3,29 mg Cafeina/ g extr por el método de
sonicacion. Ademas, en la Tabla 10, se muestra que la semilla de cacao blanco,
contiene alrededor de 32,27 mg de Teobromina por gramo de extracto cuando se aplicé
agitacion. Al aplicar sonicacion, el valor de teobromina fue de 34,11 mg Teobromina/ g

extr.

Los valores del limite de deteccion y cuantificacion de la cafeina fueron 0,25y 0,3 mg/L,
respectivamente. Mientras, que los valores del limite de deteccién y cuantificacion de la

teobromina fueron 1y 1,6 mg/L, respectivamente.

Tabla 10-11: Contenido de cafeina y teobromina en cascara, pulpa y semilla de cacao blanco
mg Cafeina/ g extr mg Teobromina/ g extr

Parte de la o L g L
Fruta fruta Agitacion  Sonicacion Agitacion Sonicacion
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Céscara 0,50+0,09 0,32+0,00 17,00£0,74  39,66+0,73

Pulpa ND ND ND ND
Semilla 2,82+0,26 3,29+0,24 32,27+0,73  34,11+0,47
Realizado por: Loja, Bryan,2022

Cacao
Blanco

Los datos se presentan como media + Desviacion Estandar (n = 3). ND: No se detecto.

3.7. lIdentificacion de compuestos en los extractos metandlicos del cacao
blanco y pasu

Para seleccionar y comparar los compuestos quimicos presentes en los distintos
extractos de cacao blanco y pasu se utilizé el software UNIFI TM v1.8 (Waters), asi
como de la libreria comercial “Traditional Medicine” (Waters). Los parametros de
procesamiento de datos se establecieron de la siguiente manera: la seleccion de
aductos de +H, +K, +Na, +HCOO y -H, tiempo de retencién 0,5-35,0 min; las
intensidades de respuesta de los picos mayor a 100000 cuentan con una tolerancia de
precision de masa establecida en +5 ppm.

En la Tabla 11, se muestra diferentes grupos de metabolitos tales como: alcaloides (-

carbolinicos, indoles y fendlicos), lignanos, terpenos, flavonoides (flavona), acidos

hidroxicinamicos, vitaminas, Saponinas y Quinazolinas.
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Tabla 11-11: Metabolitos tentativamente identificados en los extractos de cacao blanco y pasu por UPLC-ESI-QTOF-MS.

Compuesto Férmula m/z Rt observado Actividad .
Fruta : - e . Aductor L . Referencias
identificado Quimica observado (min) Farmacoldgica
Inhibidor de la a-
Flazina C17H12N204 353,0778 0,63 +HCOO glucosidasa, [75],[76]
Antioxidante
Oleraceina B C25H27NO12 578,1487 6,73 +HCOO Antioxidante [77]
Actividad
(+) Plnor.esmoI.B D CasHuO1s 7292428 0.67 H enzmatlca anti [78][79][80]
glucopiranosido lipasa
Antioxidante
Acido Oleandlico-3-O-B- o
: A
D-(6'-O-metil)- CoHsrOs | 645,3986 32,66 H ntidiabetico y [81]
L Antioxidante
glucuronido
Cacao —
Antioxidante
Blanco . .
Funcion cognitiva 82]
ACidO félico C19H19N7Os 440,1324 31,62 -H Prevencioén de ’
) [83],[84]
malformaciones
congeénitas
. . N tect
Isocorinoxeina CuHogN:Os | 427,1894 7.43 +HCOO europrotector [85],[86]
Anti-Alzheimer
Antiobesidad,
Antialérgico,
Acetonil evodiamina C22H21N302 404,1624 9,04 +HCOO Analgésico, [87]
Antitumoral y
Neuroprotector
Isorhamnetina-3- Proteccion
Pasu C34H4202; 801,2080 3,93 -H [88]

gentiobiosa-7-glucosido

cardiovascular y
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cerebrovascular,
Antitumoral,

Antiinflamatorio,
Antioxidante,
Antiobesidad

Bakuchiol

C18H240

301,1811

8,96

+HCOO

Antioxidante,
Antiinflamatorio,
Antibacterial,
Antienvejecimiento
cutaneo

[89],[90]

Hordatina A

C28H3sNgO4

595,2991

33,23

+HCOO

Inhibidor de las
enzimas a-
glucosidasa y
DPP4

[91]

Qingdainona

C23H 13N302

362,0939

4,27

Anti-COVID-19

[92],[93]

Lablabosida A

CsaHgsO23

1147,5519

24,15

+HCOO

Adyuvante

[94]

Realizado por: Loja, Bryan,2022
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

La extraccion de compuestos fendlicos a partir de fuentes alimenticias, en este caso
frutas, comprende algunos pasos bésicos [67]: muestreo (cosecha o colecta,
almacenamiento), preparacion de la muestra (extraccion, concentracion, eliminacion de
interferencias), andlisis instrumental (deteccion, identificacion, cuantificacion) y el
procesamiento de los resultados (informe). Siendo la extraccidon uno de los pasos mas
importantes para su recuperacion. Hoy en dia existe una variedad de métodos de
extraccion, los cuales dependiendo de los parametros establecidos (tipo de solvente,
tiempo, temperatura y pH), reflejan un buen rendimiento y calidad de los extractos
[27,66,67]. Para este trabajo se aplicé extraccion soélido-liquido (método de agitacion) y
extraccion por ultrasonido (método de sonicacién). Las extracciones se realizaron en
distintas condiciones, Agitacién (2 horas, 350 rpm, 22°C) y Sonicacion (20 minutos,
50°C); y no se observo mayor diferencia en los rendimientos de extraccién en la Tabla
1. Asi mismo, debido a las propiedades polares de los compuestos fendlicos, para su
extraccion se suelen utilizar disolventes proticos polares como las soluciones
hidroalcohdlicas. [27,67] Es por esto, que se trabajé con una solucion de metanol al
80%. Sin embargo, el alcohol mas usado es el etanol debido a su condicion de "GRAS"
(Generally Recognized-As-Safe segun la American Food and Drug Administration), asi

como a su precio relativamente bajo [27].

El contenido fendlico en las frutas puede variar de acuerdo a algunos factores como la
etapa de maduracion en la que se colecto el fruto [95-97], los parametros de extraccion
(temperatura y tiempo) [66,98] y de la solubilidad (polaridad) de estos compuestos [67].
En el presente trabajo, el contenido fendlico presente en el cacao blanco fue muy
variado entre sus partes (cascara>semilla>pulpa), al igual que en el pasu
(cascara>pulpa>semilla). Asi mismo, se observo diferencias significativas en el
contenido fendlico de ciertos extractos al aplicar un método de extraccion u otro. Esto
pudo deberse a los mismos parametros de extraccion. En el método de agitacion (2
horas, 350 rpm, 22°C), al aumentar la temperatura de extraccion, existe una mayor
solubilidad de los analitos, incrementando la eficacia del proceso. Se considera que la
temperatura para la extraccion de los compuestos fendlicos no debe ser superior a 60°C
[67]. Ademés, el aumento la temperatura conlleva una reduccion del tiempo de
extraccion. En el método de sonicacion, se trabajé a una frecuencia constante de 40
kHz (frecuencia maxima del equipo). Las ondas al chocar con la muestra inducen

cambios fisicoquimicos, facilitando enormemente la extraccion de los compuestos de
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interés a diferencia de otros métodos [66,67]. Asi mismo, la eficacia de la recuperacion
de los compuestos fendlicos se ve influenciada por factores como la temperatura, el
tiempo de extraccion y la frecuencia a la que se trabaja. Se debe tener en cuenta que
las ondas de choque pueden provocar localmente temperaturas muy altas (hasta 5500K)
y presiones (hasta 100MPa) [67], lo cual puede llegar a degradar compuestos fendlicos.

Como se menciond en la parte superior, los compuestos fendlicos se clasifican en dos
grupos principales: los flavonoides y los no flavonoides. En los compuestos del tipo no
flavonoides podemos encontrar los acidos fendlicos y en este grupo de compuestos se
encuentra el acido galico [99], mismo compuesto que fue el estdndar de referencia
utiizado para determinar el contenido fendlico total de las frutas analizadas
(Equivalentes de acido galico). Asi mismo, a manera de especificar los resultados del
contenido de flavonoides totales, se utilizé la quercetina (flavonol) [33], como estandar
de referencia. Entonces, los resultados aqui reportados son en funcién de equivalentes
de é&cido gélico para el contenido fendlico total y de quercetina para el contenido de
flavonoides totales presentes en las muestras analizadas. Esto con la finalidad de tener
un contraste entre los dos grandes grupos de los compuestos fendlicos.

En comparacion con otros estudios realizados en el pasu, se reporta un mayor contenido
fendlico total en la pulpa del pasu 4,63+0,07 ug EAG/mg de extracto (4630 mg EAG/kg
de ext), versus 156,49 + 2,62 mg EGA/Kg de aceite [10]. La diferencia en el contenido
principalmente recae en el uso del hexano, que es un agente extractor apolar. Asi
mismo, en la semilla cacao blanco se reporta un alto contenido fendlico total de
6,31+0,12 ug EAG/mg de extracto, versus los 3,37 mg EAG/g de peso seco (3,37 ug
EAG/mg de peso seco) [15] y los 1,62+0,12 mg EAG/g de extracto [100] . Sin embargo,
el contenido fendlico de la semilla reportado en este trabajo es menor al contenido

fendlico reportado por Tauchen et al.[30] (102,8+4,3 ug EAG/mg de extracto).

El contenido de flavonoides totales presentes en el cacao blanco
(cascara>semilla>pulpa) y el pasu (cascara>semilla>pulpa) fue variado entre las partes
como se observa en la Tabla 2. Asi mismo, como en el contenido fendlico total, se
observo variacion en el contenido de flavonoides totales entre los métodos de extraccion
aplicados. Esto pudo deberse a los mismos parametros de extraccion utilizados, tal
como se describié en la parte superior. Ademas, se comparé con otros estudios
realizados en el cacao blanco y el pasu. Para cacao blanco se reporta un menor
contenido de flavonoides totales en la semilla 0,84+0,25 ug EQ/mg de extracto

(0,84+0,25 mg EQ/g de extracto), versus los 1,61 mg EQ/g peso seco reportados por
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Avendafio Arrazate et al.[15]. Con respecto al pasu, el Unico estudio realizado por Reyes
Mera et al.[10] no reporta un contenido de flavonoides totales.

Las antocianinas son los pigmentos responsables de los colores de las plantas, las flores
y las frutas [33]. La estabilidad y los beneficios para la salud de estos compuestos
facilitan su uso en la industria alimentaria en una gran variedad de aplicaciones como
colorantes alimenticios [101,102]. Por esto, es de interés determinar el contenido de
estos compuestos presentes en las frutas del presente estudio. En el cacao blanco se
reporta una variedad en el contenido de antocianinas entre las partes del fruto tanto por
el método de agitacion (cascara>semilla>pulpa) como por la sonicacion (semilla>
cascara>pulpa) como se ve observa en la Tabla 5. De acuerdo a los métodos de
extraccion realizados, la cascara y la semilla del cacao blanco se presentan como los
mejores candidatos para su uso como colorante alimenticio, tanto por agitacién y
sonicacion respectivamente. En el pasu, el contenido de las antocianinas también fue
variado (Pulpa>cascara>semilla) ver Tabla 6. Entonces, de acuerdo a los resultados
obtenidos, la pulpa se presenta como el componente de la fruta con mayor potencial
para su aplicacién en la industria alimentaria, incluso superando a la cdscara y a la

semilla del cacao blanco.

A nivel mundial Theobroma cacao L. es la especie mas conocida del género Theobroma
por su uso para la produccién del famoso chocolate [103]. El cacao es una rica fuente
de una subclase de flavonoides polifendlicos llamados flavanoles (flavan-3-oles o
catequinas), donde encontramos dos mondémeros principales como la catequina y la
epicatequina [104]. Ademas, el cacao es rico en las metilxantinas como teobromina y
cafeina [104,105]. Estos compuestos son de interés por presentar actividad anti-
inflamatoria, antioxidante, anticancerigena y protectora cardiovascular, etc [104-107].
El contenido de catequina en el cacao blanco solo fue posible cuantificar en la semilla
(0,35£0,35 mg catequina/g extracto) y por el método de sonicacion. Por agitacion se
reporta como compuesto presente en la muestra por debajo del limite de cuantificacion
(<LC). Esta diferencia en el contenido de catequina entre los métodos puede deberse a
los pardmetros de extraccion establecidos. En la pulpa no se pudo ni siquiera detectar,
por lo que puede deberse a la naturaleza misma de esta parte del cacao blanco que no
presenta este compuesto. Para el contenido de epicatequina presente en el cacao
blanco, solo se logré cuantificar en la cascara tanto por agitacibn como por sonicaciéon
(19,59+1,45 y 22,77+1,34 epicatequinal/g extracto, respectivamente). Finalmente, se

comparo el contenido de estos flavonoles con otros estudios, donde se encontré que la
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epicatequina tampoco no se puedo encontrar en la semilla del cacao blanco, segun lo
reportado por Sotero et al.[62].

Las metilxantinas como teobromina y cafeina son una especie de pseudoalcaloides. La
mayoria de los métodos de extraccién, aprovechan la propiedad (polaridad) de la
mayoria de los alcaloides de ser solubles en disolventes organicos pero no en agua, y
la tendencia contraria de sus sales [108]. Al realizar la extraccién con una solucién
hidroalcohélica (metanol 80%), se obtuvieron este tipo de compuestos. Por la polaridad
que presenta el alcohol le permiten disolver a la teobromina y a la cafeina con ciertos
grupos funcionales (-C=0 y -CH3) [109]. En el presente estudio, se reporta que la semilla
de cacao blanco posee un mayor contenido de cafeina y teobromina (2,82+0,26 y
32,27+0,73 mg/g extracto, respectivamente), versus los resultados obtenidos por
Avendafio Arrazate et al.[15] (0,32 y 0,84 mg/g extracto, respectivamente) y Diaz &
Hernandez [100] (0,20+0,02 y 0,66+0,01 mg/g extracto, respectivamente).

Los fenoles o compuestos fendlicos se caracterizan por su estructura donde al menos
esta presente un anillo aroméatico con uno o mas grupos hidroxilos unidos. Sus
propiedades antioxidantes se deben a la presencia de estos grupos hidroxilos fendlicos,
gue son capaces de donar un atomo de hidrégeno o un electrén, asi como de un sistema
aromético conjugado para la deslocalizacion de electrones no apareados [27]. Existen
una variedad de ensayos utilizados para estimar las capacidades antioxidantes de las
frutas y que estan relacionados con la eliminacion de electrones o radicales, como el
ensayo del radical DPPH, el radical ABTS y el ensayo FRAP [45].

Los resultados del ensayo DPPH mostraron que la absorbancia disminuyé como
resultado de un cambio de color de purpura a amarillo, ya que el radical (DPPHe) fue
eliminado por los antioxidantes (compuestos fendlicos), a través de la donacion de
hidrégeno, para dar la forma reducida DPPH-H [110]. Siendo los extractos
correspondientes a las cascaras de cacao blanco y del pasu, los que presentaron la
coloracion més amarilla. Por ende, presentan mayor % de inhibicion o eliminacion del
radical DPPH-. Seguido de las semillas y las pulpas en ambas frutas. Se realiz6 una
correlacion entre el contenido fendlico total (CFT) y de flavonoides totales (CDFT) vs el
% de inhibicion del radical DPPHe, para asi poder determinar si el efecto inhibitorio era
debido a la presencia de los compuestos fendlicos. De acuerdo al analisis, se encontrd
una excelente correlacion entre CFT y % Inhibicion DPPH del cacao blanco (r?=0,953)
y del pasu (r?=0,955) Figura 7. Asi mismo, se encontré una excelente correlaciéon entre

CDFT y %inhibicion DPPH del pasu (r?>=0,977), sin embargo, no sucedi6 lo mismo con
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el cacao blanco (r>=0,526) Figura 8. Entonces, la inhibicion del radical DPPHe con los
extractos del cacao blanco se debe so6lo al contenido de compuestos fendlicos del tipo
no flavonoides. Mientras que, en el pasu, la inhibicion del radical DPPH+ se debe al
contenido de compuestos fendlicos del tipo flavonoides y no flavonoides.
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Figura 7-12. Correlacion entre el contenido fendlico total y el % de
inhibicién del radical DPPH del a) cacao blanco y b) pasu.
Realizado por: Loja Bryan, 2022

47



1,2 a)
= 1,0
(@]
0,8 ©
0,6 o ©O

0,4 y = 0,0093x + 0,3032
3 012 R2 = 0,5262

g EQ/mg de extr

0,0
0 20 40 60 80 100

% Inhibicién DPPH

2,0 b)
1,8
1,6 y =0,0313x - 0,5571
1,4 R2=0,9768
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0
0 20 40 60 80 100

% Inhibicion DPPH

[Mg EQ/mg de extr]

Figura 8-12. Correlacion entre el contenido de flavonoides totales y el %de
inhibicién del radical DPPH del a) cacao blanco y del b) pasu..
Realizado por: Loja Bryan, 2022

En el ensayo del radical ABTS (absorcion croméfora azul-verde), la actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos, se mide mediante la decoloracién del ABTS.
[45] Los resultados del ensayo ABTS mostraron que la absorbancia disminuydé como
resultado de la decoloracién del ABTS, siendo las cascaras de ambas frutas las que
presentaron un mayor % de inhibicion del radical. Seguido de los extractos de semilla y
pulpa en el caso del cacao blanco, y de los extractos de pulpa y semilla en el pasu. Asi
mismo, se realiz6 una correlacion entre el contenido fendlico total (CFT) y de flavonoides
totales (CDFT) vs el % de inhibicién del radical ABTS, para poder determinar si el efecto
inhibitorio era debido a la presencia de los compuestos fendlicos. De acuerdo al analisis,
se encontré una excelente correlacién entre el CFT y % inhibicion ABTS del pasu
(r>=0,944) ver Figura 9b. Igualmente, se determind una correlacién positiva mas no
significativa entre CFT y % ABTS del cacao blanco (r?>=0,881) Figura 9a. Una mejor
correlacion existié entre el CDFT y % inhibicion ABTS del pasu (r?>=0,983) en la Figura

10b, asi como también se observd una correlacion positiva entre CDFT y %inhibicién
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ABTS del cacao blanco (r?=0,8167) Figura 10a. Entonces, al igual que el ensayo DPPH,

la inhibicién del radical ABTS por parte de los extractos del cacao blanco y el pasu se

debe al contenido de los compuestos fendlicos (flavonoides y no flavonoides).
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Figura 9-12. Correlacion entre el contenido fendlico total y el % de

inhibicién del radical ABTS del a) cacao blanco y del b) pasu.

Realizado por: Loja Bryan, 2022
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Figura 10-12. Correlacién entre el contenido de flavonoides totales y el % de
inhibicién del radical ABTS del a) cacao blanco y del b) pasu .
Realizado por: Loja Bryan, 2022

El ensayo del poder férrico reductor/antioxidante (FRAP) se da a partir del complejo
Fe**-TPTZ formado, el cual es reducido a la forma Fe?" por un antioxidante en
condiciones acidas.[45] La reduccién del Fe®** a Fe?* se refleja a través de un color azul
intenso. Por lo tanto, el efecto antioxidante (capacidad reductora) se evalua controlando
la formaciéon de un complejo Fe**-TPTZ por espectrofotometria. Los resultados del
ensayo FRAP mostraron que las cascaras tanto del cacao blanco como las del pasu
poseen mayor poder reductor. Seguido de los extractos de semilla y pulpa en el caso
del cacao blanco, y de los extractos de pulpa y semilla en el pasu. Se realiz6 una
correlacion entre el contenido fendlico total (CFT) y de flavonoides totales (CDFT) vs el
poder férrico reductor de las muestras. De acuerdo al analisis, se encontrd una buena
correlacion entre el CFT y poder férrico reductor de los extractos del cacao blanco

(r>=0,9349) ver Figura 11a. Sin embargo, no se observé ninguna correlacion entre el
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CFT y poder férrico reductor de los extractos del pasu (r?=0,1715) Figura 11b. Por el
lado del contenido de flavonoides totales vs el poder férrico reductor, se observé una
leve correlacion con los extractos del cacao blanco (r?=0,1715) Figura 12a, mas con los
extractos del pasu no se observé correlacion alguna (r?=0,1715) Figura 12b. Entonces,
poder férrico reductor por parte de los extractos del cacao blanco se debe por la
presencia principalmente por los compuestos fendlicos del tipo no flavonoides, y muy
escasamente por la presencia de los compuestos fendlicos del tipo flavonoides. En el
pasu no se pudo determinar si el poder férrico reductor de los extractos se debia por la
presencia de compuestos fendlicos del tipo flavonoides y no flavonoides. Pero segin
Reyes Mera [10], en extractos metandlicos también podemos encontrar otros
compuestos antioxidantes del tipo lipofilicos como tocoferoles, clorofilas y carotenoides;

a los cuales se les podria otorgar el poder férrico reductor.
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Figura 11-12. Correlacién entre el contenido de fenoles totales y el poder
férrico reductor/antioxidante (FRAP) del a) cacao blanco y b) pasu
Realizado por: Loja Bryan, 2022
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férrico reductor/antioxidante (FRAP) del a) cacao blanco y b) pasu
Realizado por: Loja Bryan, 2022

El concepto de concentracion inhibitoria media maxima (IC50) se utiliza ampliamente en
el mundo farmacéutico como medida de la eficacia en la inhibicion de funciones
biol6gicas o bioquimicas [111]. Para esta ocasion, un valor bajo de IC50 significa una
mayor actividad antioxidante por parte de la muestra analizada. Para determinar los
valores de IC50, se realizé un barrido de todos los extractos a una misma concentracion
(100 pg/mL). A partir de los valores obtenidos en % de inhibicion tanto para el radical
DPPH como ABTS, se plantearon los posibles puntos de las curvas dosis-respuestas
correspondientes. De este modo, nuevamente las cdscaras de cacao blanco y pasu
presentaron las mejores propiedades antioxidantes, al reportar valores mas bajos de
IC50 ante los radicales DPPH y ABTS ver Tabla 9. Ademas, los extractos de semilla del

cacao frente al radical ABTS reportaron valores de IC50 alrededor de 614 pg/mL (9
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veces el IC50 de la céascara). Mientras que los extractos de la pulpa de cacao blanco
reportaron valores de IC50 alrededor de 2111 pg/mL (30 veces el IC50 de la cascara).
Asi mismo, los extractos de la pulpa del pasu frente al radical ABTS reportaron un valor
promedio de IC50 de 185,5 pg/mL (aprox.6 veces el IC50 de la cascara). Mientras que,
los extractos de la semilla del pasu reportaron un valor promedio de IC50 de 2450 pg/mL
(aprox.75 veces el IC50 de la cascara). Por otro lado, los extractos de la pulpa del pasu
frente al radical DPPH mostraron un valor promedio de 209,2 pg/mL (aprox.8 veces el
IC50 de la cascara). Los otros extractos que no reportaron un valor de IC50, se debi6 a
gue entre los rangos de concentracion propuestos para establecer un IC50 no se
observé una relaciéon directamente proporcional (dosis-respuesta). Ademas, en la Tabla
9 se puede observar valores muy altos de IC50, lo que nos indica que se requiere una
gran cantidad de extracto para exhibir una actividad antioxidante considerable (50% de
inhibiciébn) y que el extracto correspondiente no presenta una gran cantidad de

compuestos antioxidantes ver Tabla 2 y 3.

La busqueda de antioxidantes de origen natural, nos ha permitido identificar nuevos
recursos naturales que pueden formularse para obtener nutracéuticos. Nutracéutico es
un portmanteau de “nutriente” y “farmacéutico”, incluye todos los alimentos que, al
consumirlos, proporcionan beneficios tanto nutricionales como para la salud. [32] Segun
Maurya et al.[53], los nutracéuticos pueden clasificarse en funcién de su origen, uso y
métodos de preparacion, tales como: alimentos funcionales, suplementos dietéticos,
alimentos médicos, fibras dietéticas o forraje, farmacéuticos, prebidticos y probidticos.
Este tipo de productos tienen una acciobn multidireccional y contienen una baja
concentracion de componentes activos en comparacion con los productos

farmacéuticos. [53]

Los resultados de la cromatografia liquida revelaron un total de 12 metabolitos ver tabla
11. Entre los cuales, presentan efectos inhibidores de la a-glucosidasa y DPP4,
antioxidante, antidiabético, neuroprotectores, anti-Alzheimer, antiobesidad, antialérgico,
analgésico, antitumoral. Ademas, de presentar propiedades para proteccion
cardiovascular y cerebrovascular, antienvejecimiento cutaneo, como adyuvantes y hasta
para tratar el COVID-19.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con base en todos los ensayos realizados, las cascaras del cacao blanco y del pasu
presentaron el mayor contenido fendlico total y de flavonoides totales. Asi mismo,
mostraron los mayores % de inhibicion de los radicales DPPH y ABTS y los menores
valores de IC50. Por todo esto, se concluye que las cdscaras de ambas frutas presentan
un alto potencial antioxidante y se proponen como buenos candidatos para una futura

aplicacion nutracéutica.

Para futuros estudios se recomienda realizar un andlisis comparativo del contenido

fendlico total y los diferentes estados de domesticacion de las frutas.

Se obtuvo una correlacion positiva entre el contenido fendlico total y de flavonoides
totales con la inhibicién de los radicales DPPH y ABTS. Sin embargo, para el ensayo
FRAP solo los extractos del cacao blanco presentaron una correlacién positiva entre el
contenido fendlico total y el poder férrico reductor. Ademas, se recomienda analizar la
posible correlacion entre los antioxidantes lipofilicos presentes en el pasu y el poder

férrico reductor.

Se propone al extracto de la pulpa del pasu para una aplicacibn como colorante
alimenticio por su alto contenido de antocianinas. Ademas, para una futura aplicacion
nutracéutica de los extractos frutales, se recomienda usar como agente extractor el
etanol por su grado GRAS o agua. También, concluir que no se observaron muchas
diferencias significativas entre los métodos de extraccién de agitacién y sonicacion en
los ensayos de cuantificacién de fenoles y flavonoides. Sin embargo, en los ensayos

antioxidantes si se pudo observar.

Con respecto al contenido de metilxantinas (teobromina y cafeina), se reporta que la
semilla de cacao blanco posee un mayor contenido de cafeina y teobromina en

comparacion a otros estudios realizados.
Finalmente, se identific6 un total de 12 metabolitos que han sido reportados con

actividad farmacéutica. Y se recomienda verificar la presencia de estos compuestos

mediante el uso de estandares para mayor certeza.
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ANEXOS

Anexo 1-2: Extractos metanodlicos de cacao blanco y pasu, obtenidos mediante los
métodos de extraccion agitacion y sonicacion.
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Anexo 2-2: Obtencion de los extractos metandlicos

Fruta Método.(?e Parte de Peso (g)* Metanol ()Eg:;ﬁ?éz
Extraccion la fruta 80% (mL) ()"
Semilla 17,0435 85 0,8019
Agitacion Pulpa 14,0009 70 5,9772
Cacao Cascara 12,7650 65 1,1821
Blanco Semilla 17,0930 85 0,9240
Sonicacion  Pulpa 14,0803 70 5,5619
Céscara 12,8256 65 1,2719
Semilla 12,16404 80 0,6343
Agitacion Pulpa 7,26124 100 1,4603
Cascara 7,8256 120 1,8785
Pasu
Semilla 12,17599 80 0,6177
Sonicacion  Pulpa 7,38417 100 1,2790
Cascara 7,7821 120 1,6206

* Muestras previamente liofilizadas.
** Muestras concentradas en el rotavaporador (solvente eliminado).



