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Utilizacion de residuos agroindustriales de maiz (Zea mays L.) y berenjena
(Solanum melongena L.) como fuentes de fibra: extraccion de
biocompuestos, caracterizacion quimica y funcionalidad

Resumen

Existe una importante generacion de residuos postcosecha provenientes de la produccion
del maiz y de la berenjena, con componentes de interés que justifiquan la valorizacion avanzada de
los mismos. Las bracteas del maiz desechadas en la cosecha, industrializacion y consumo, asi como
el caliz, cascara y pulpa de la berenjena descartados como residuos y/o por no cumplir con los
estandares de comercializacion, fueron aplicados a la obtencion de compuestos funcionales Uutiles

como aditivos en la formulacion de alimentos.

Los tejidos mencionados fueron primero sometidos a secado y molienda para la obtencion
de polvos, de manera de asegurar la estabilidad de los componentes, mejorar los rendimientos y el

proceso de extraccion (menor relacion liquido:sélido).

En la valorizacién avanzada de las bracteas del maiz, durante la extraccién secuencial de
los biopolimeros mayoritarios, se pudieron aislar pectinas novedosas (MP y MP-US) a partir del
residuo insoluble en etanol hirviente (RIA-PB) obtenido del polvo de las bracteas del maiz (PB). Se
implementaron tratamientos sustentables para la extraccion de MP y MP-US, utilizando hidrdlisis
alcalina seguida de extraccién enzimatica con celulasa. La aplicacién de un pretratamiento con
ultrasonido de alta potencia (US) aumentd el rendimiento de extraccion (MP-US). Las pectinas MP y
MP-US fueron identificadas como homogalacturonano (HG) con bajo grado de metilesterificacion
(DM) y de acetilacion, donde MP tenia un peso molecular promedio y una polidispersidad mayor que
la de MP-US, siendo MP-US casi instantaneamente soluble en agua. Ambas pectinas fueron
sensibles a los iones calcio, formando geles termo-irreversibles, mientras que en presencia de iones
Fe(ll) formaron sistemas termo-reversibles del “tipo gel-débil”. Estas pectinas serian utiles como
modificadores de la textura en alimentos y productos farmacéuticos y con potencial bioactividad para

|la liberacién de nutrientes esenciales [calcio, hierro (I1)] en el intestino.



En la valorizacién avanzada de los tejidos descartados de la berenjena, céliz y exocarpio o
cascara (P-CC) y pulpa (P-P), recuperados separadamente como polvos (P-CC y P-P), fueron
caracterizados fisica y quimicamente. P-CC present6 un mayor contenido de pectinas y mayor
actividad antioxidante, la cual se atribuyé a su contenido elevado de a-tocoferol, carotenoides y
compuestos fendlicos extraibles. Dichas propiedades antioxidantes hicieron que los polvos
funcionaran de manera eficaz como preservador en un queso vegano untable de castafias de cajd,
retrasando el aumento del indice de perdxido y de los equivalentes de malondialdehido (TBARS)
durante su almacenamiento en refrigeraciéon. Ademas, se evalud la utilidad de P-CC y P-P como
fuentes de pectina, aplicando métodos de extraccion amigables con el medio ambiente. Se
realizaron extracciones mediante pretratamiento con US seguido de agitacion (1h) en solucién de
Na2COs 0,1M, logrando mayores rendimientos de &cidos urénicos (AU) en las pectinas obtenidas
con el tratamiento de US. Los HG extraidos presentaron bajo DM, pesos moleculares variados y
capacidad antioxidante debido a la presencia de compuestos fendlicos, B-caroteno y luteina
coextraidos. Las propiedades reoldgicas de las pectinas mostraron potencial como espesantes y
gelificantes en presencia de iones calcio. Los antioxidantes coextraidos les dieron a las pectinas un
valor tecnoldgico adicional, ya que las mismas funcionaron como aditivo antioxidante en leche al
proteger de la fotooxidacion por radiacion UV-C al triptofano, la tirosina, las cadenas laterales

alquilicas y el sulfhidrilo de las proteinas de la leche.

Los residuos de las bracteas del maiz y de la berenjena pueden ser aprovechados para
obtener productos con valor agregado tales como pectinas y polvos utiles como aditivos funcionales.
Estas pectinas poseen aplicaciones potenciales como modificadores de la textura en la industria
alimentaria y farmacéutica, con capacidad bioactiva por la presencia de antioxidantes, utiles también

en la preservacion de alimentos.

Palabras clave: residuos del maiz, residuos de berenjena, extraccidn asistida por ultrasonido,
extraccion enzimatica, extraccion alcalina, pectina, antioxidantes, agente gelificante, agente

viscosante, aditivo funcional.



Utilization of Agroindustrial Residues from corn (Zea mays L.) and eggplant
(Solanum melongena L.) as sources of fiber: extraction of biocompounds,
chemical characterization, and functionality

Abstract

There is a large generation of post-harvest residues from corn and eggplant fruit, with
components of interest that can justify their advanced valorization. The corn husks discarded after
harvesting, industrialization, and consumption, as well as the calyx, peel, and pulp of the eggplant
fruit discarded as waste and/or for not meeting marketing standards, were applied to obtain functional

compounds useful as food additives.

These tissues were first subjected to drying and milling to obtain powders as a way to ensure
the stability of the components and improve the yields and the extractive procedure (lower liquid:solid

ratio).

In the advanced valorization strategy of the corn husks, during the sequential extraction of
the major biopolymers, novel pectins were isolated (MP y MP-US) from the ethanol insoluble
residue (RIA-PB) obtained from the corn husks’ powder (PB). Sustainable procedures were
applied for the extraction of MP and MP-US by using alkaline hydrolysis followed by enzymatic
extraction with cellulase. A pre-step of high-power ultrasound (US) increased the yield of extraction
(MP-US). MP and MP-US were identified as homogalacturonan (HG) with a low degree of
methylesterification (DM) and acetylation, where MP had higher average molecular weight and
polydispersity than MP-US, and MP-US was highly and immediately soluble in water at room
temperature. MP and MP-US were sensitive to calcium ions, constituting thermo-irreversible gels,
while thermo-reversible “weak-gel” type systems were formed in the presence of Fe(ll) ions. These
pectins can be useful as texture modifiers in food and pharmaceutical applications, with potential
bioactivity for delivering essential nutrients [Fe(ll) and CaZ*] in the gut.

In the advanced valorization of discarded eggplant tissues, calyx and exocarp or peel (P-CC)
and pulp (P-P), recovered separately as powders (P-CC and P-P), were characterized physically and



chemically. P-CC presented a higher content of pectins and greater antioxidant activity, which was
attributed to its high content of a-tocopherol, carotenoids, and extractable phenolic compounds.
These antioxidant properties made the powders efficient preservatives of a spreadable vegan
cashew cream cheese by delaying the increases of the peroxide value and malondialdehyde

equivalents (TBARS) during refrigerated storage.

Besides, P-CC and P-P were evaluated as sources of pectin by applying environmentally
friendly extractive methods. Extractions performed with the US-pretreatment followed by stirring in
0.1M Na2COs solution for 1h permitted to obtain higher yields in the uronic acid (UA) contents of
pectins. The extracted HG presented low DM, varied molecular weights, and antioxidant capacity due
to the presence of co-extracted phenolic compounds, B-carotene, and lutein. The rheological
properties of pectins showed their potentiality as thickeners and gelling agents in the presence of
calcium ions. The co-extracted antioxidants gave additional technological value to pectins since
pectins functioned as an antioxidant additive in milk by protecting the tryptophan, tyrosine, alkyl side

chains, and sulfhydryl groups of milk proteins from photo-oxidation by UV-C radiation.

The corn husk and eggplant fruit residues can be applied to obtain value-added products
such as pectins and tissue powders useful as functional food additives. These pectins can be used
as texture modifiers in both food and pharmaceutical industries, with bioactive capacity due to the

presence of antioxidant compounds, which are also useful in food preservation.

Keywords: corn waste, eggplant waste, ultrasound-assisted extraction, enzymatic extraction,

alkaline extraction, pectins, antioxidants, gelling agent, thickening agent, functional additive.
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CAPITULO |

Polvos de fibras dietarias a partir de residuos
vegetales: Bracteas del maiz y Fruto de la
berenjena



I.1. Introduccion
1.1.1. Residuos vegetales

Un tercio de los alimentos producidos para el consumo humano se pierde o desperdicia cada
afo y esto equivale a aproximadamente 1.300 millones de toneladas. El cuarenta y cinco por ciento
de los alimentos desperdiciados provienen de frutas, verduras y hortalizas. El procesamiento de
frutas, principalmente para la produccion de jugo y frutas enlatadas, genera cantidades masivas de
desechos solidos. Si bien algunos residuos pueden transformarse en alimento para animales o

fertilizantes, un gran volumen termina desechado (Ojha et al., 2020).

Los residuos vegetales se refieren a los materiales de desecho organicos que provienen de
diversas fuentes como verduras, frutas y otros productos de origen vegetal. Los mismos pueden
incluir cascaras, carozos y semillas, tallos, hojas, verduras y frutas en mal estado o caducadas, y
otros restos generados durante la preparacion y el consumo de alimentos. En general, es importante
destacar que, en los paises en desarrollo, el desperdicio se genera principalmente en las etapas de
postcosecha y procesamiento. Practicas deficientes, limitaciones tecnolégicas, restricciones
financieras y la falta de infraestructura adecuada para el almacenamiento y el transporte son las
causas fundamentales de estas pérdidas en las naciones de bajos ingresos. En las naciones
industrializadas, el desperdicio generalmente ocurre durante la etapa de consumo de los alimentos,
y la mayor parte de los alimentos desperdiciados se atribuye a los hogares, es decir, a los

consumidores finales (Tchonkouang et al., 2023).

En muchos otros casos, como el de la zanahoria, por ejemplo, defectos estéticos tales como
deformidades, tamafios fuera de estandar, bifurcaciones, hendiduras superficiales u otras
imperfecciones, zanahorias con forma partida o bien palidas con hombros verdes provocan un
importante descarte, del orden del 35% (Alessandro et al., 2014). En el momento de la cosecha, las
zanahorias deben ser firmes y de color naranja brillante, deben haber alcanzado el tamafio suficiente
para llenar las puntas y deben tener una forma conica uniforme desde el hombro hasta la punta. Los
supermercados y también las verdulerias en general comercializan Unicamente zanahorias rectas

para facilitar el pelado de una sola vez en toda su longitud. De ahi que, entre el 25% y el 30% de



todas las zanahorias producidas en las granjas de Yorkshire, Reino Unido, son destinadas a la
alimentacion animal, después de ser revisadas en dichos defectos por maquinas con sensores
fotogréficos (Stuart, 2009). El color, otro determinante de la calidad, es causado por varios
pigmentos como los a- y [-carotenos, que también funcionan como antioxidantes, siendo
precursores de la vitamina A (Stuart, 2009). Dentro de otro ejemplo, las cerezas dulces, que se
cosechan a mano para el mercado fresco, a menudo se clasifican mecanicamente vy,
frecuentemente, se transportan durante varias semanas a mercados lejanos. La capacidad de los
productores para vender cerezas frescas de manera competitiva puede verse restringida por la
sobreproduccion y el exceso en el mercado. Ademas, dado que los intermediarios pagan a los
productores un mayor valor por frutos de mas de 2,5cm de diametro, una firmeza superior a
300g/mm vy contenidos de solidos solubles superiores a 18° Brix (Piaskowski et al., 2018), las
cerezas sin estas caracteristicas generalmente se descartan (Jara-Rojas et al., 2015). Las frutas y
hortalizas desechadas por defectos estéticos se pueden convertir en polvos altamente enriquecidos

en fibra dietaria y valiosos antioxidantes naturales, que pueden resultar utiles como aditivos.

No existe un método universal para el tratamiento de los residuos alimentarios debido a la
complejidad de su composicion fisica y quimica, a las diferentes normas de los gobiernos locales y a
las restricciones presupuestarias (Ooi y Woon, 2021). Los enfoques mas populares para reducir el
desperdicio de alimentos son convertirlos en comida para animales (Nath et al., 2023) y redistribuir
los residuos de alimentos comestibles o los excedentes de alimentos a las comunidades

desfavorecidas por parte de asociaciones benéficas (Hecht y Neff, 2019).

Una estrategia mas reciente es la valorizacion avanzada de los residuos, la cual consiste en
extraer componentes e ingredientes para producir nuevos alimentos o productos de aplicacion
industrial diversa. Esta valorizacién de los residuos alimentarios puede definirse como la conversion
de residuos, subproductos o material alimentario infrautilizado o infravalorado en productos
valorados o el uso eficaz de dichos productos. La disminucién de la abundancia de recursos
renovables, la disminucion de la disponibilidad de tierras cultivables, el continuo aumento de la
poblacion mundial y la acumulacién excesiva de residuos justifican el uso de estos y de los
subproductos alimentarios en la industria. Por ejemplo, la valorizacion puede lograrse mediante la

extraccion de compuestos valiosos como los de la pared celular, metabolitos secundarios bioactivos,



aceites esenciales, pigmentos, enzimas y polisacaridos. Ademas, el uso de subproductos para
generar productos con valor agregado contribuye al reciclaje de los residuos, promoviendo asi el

desarrollo sostenible y a un medio ambiente ecoldgico (Roy et al., 2023).

Los desechos vegetales son una matriz compleja que posee un grupo de compuestos
diferentes que pueden interactuar entre si. Se ha reportado que estos compuestos presentan
algunas actividades biologicas especificas después de su consumo, ademas de proporcionar
caracteristicas quimicas, fisicas y biologicas a las plantas (Segneanu et al., 2017). Sin embargo, hay
que destacar que los efectos beneficiosos para la salud estan ligados a los compuestos bioactivos y
sus interacciones con la matriz alimentaria. Dentro de estos compuestos bioactivos se encuentran
altos niveles de fibra dietaria y de compuestos fendlicos que, cuando se combinan, se conocen como
fibra dietaria antioxidante. Los mismos tienen propiedades beneficiosas para nuestra salud, entre

ellas antiinflamatorias, antioxidantes y cardioprotectoras (Sagar et al., 2018).

Los desechos vegetales, que incluyen cascaras, tallos y otras partes de plantas, contienen
una cantidad significativa de materiales de la pared celular, que incluyen celulosa, hemicelulosa,
lignina y pectina. Estos componentes pueden ser utilizados como fibra dietaria en la nutricidn
humana. Comprender la relacién entre los residuos vegetales y las paredes celulares puede
conducir a practicas de gestion de residuos mas sostenibles y a una mejor apreciacion del valor

nutricional de los alimentos de origen vegetal.

I.1.2. La Fibra Dietaria

La fibra dietaria consiste en una mezcla de compuestos que forman las paredes celulares de
las plantas, responsables de proporcionar soporte estructural a los vegetales. Es un grupo complejo
de biocompuestos presentes en frutas, hortalizas y verduras y que no son digeridos por las enzimas
digestivas en el tracto gastrointestinal humano que, cuando se consumen en la dieta, desempefian
un papel esencial en la salud digestiva y también pueden prevenir algunas afecciones como la
diabetes, la hipertension y la enfermedad coronaria. Por esta razdn, la fibra dietaria se ha convertido
en una opcién prospectiva para el desarrollo de alimentos, suplementos o ingredientes funcionales

innovadores (Subiria-Cueto et al., 2021).



Quimicamente, la fibra dietaria esta constituida por varios polimeros de carbohidratos como
homopolisacaridos, heteropolisacaridos, oligosacaridos, almidones resistentes, gomas y mucilagos
(Ahmad y Khalid, 2018). Ademas, la lignina, un heteropolimero fendlico racémico complejo,
constituyente de la pared celular secundaria, también tiene funcién de fibra dietaria (Saini et al.,
2023). Estos compuestos se pueden dividir en dos categorias principales segun sus propiedades

quimicas y efectos en el organismo: fibra soluble y fibra insoluble (Fig. 1.1.1).
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Figura 1.1.1 Clasificacion de la fibra dietaria (Subiria-Cueto et al., 2021).
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1.1.2.1. Fibra dietaria Soluble

Son polisacaridos solubles en agua que pueden retener entre 15y 20 veces su peso en agua,
estimulan la secrecion gastrica, aceleran el movimiento intestinal, acortan el tiempo de transito
intestinal y reducen la absorcion de colesterol, glucosa y grasas. (Subiria-Cueto et al., 2021) Una de
las fibras dietarias solubles mas comunes es la pectina, la cual es altamente soluble en agua y
puede formar geles. Esta capacidad permite que la pectina atrape el colesterol, reduciendo asi sus
niveles en el organismo. Las gomas y los mucilagos son otros tipos de fibra dietaria soluble que se
encuentran en las capas externas de semillas, raices y hojas de hortalizas. Su composicion quimica
incluye compuestos hidréfilos y acidos urénicos acetilados y metilesterificados. Debido a su afinidad
con el agua y la materia organica, pueden actuar como espesantes, gelificantes o emulsionantes en

productos farmacéuticos y alimenticios (Barber et al., 2020; Subiria-Cueto et al., 2021). A su vez, la



fibra dietaria puede actuar como prebiodtico, promoviendo el crecimiento de bacterias beneficiosas en
el intestino. Los B-glucanos son fibra dietaria soluble que se encuentra en la pared celular y que

puede regular los niveles de glucosa, insulina y colesterol en el organismo (Ahmad y Khalid, 2018).

1.1.2.2. Fibra dietaria Insoluble

La celulosa es uno de los ejemplos mas comunes de este tipo de fibra. Esta molécula es la
fibra més abundante en la naturaleza. Otros tipos de fibra insoluble son la hemicelulosa y la lignina.
Tanto la celulosa como la hemicelulosa insoluble promueven el transito intestinal, aumentan el
volumen fecal, actian como prebidticos en la microflora y reducen el colesterol. La fibra insoluble no
es fermentable en el colon y tiene menor capacidad de retener agua en su matriz estructural, aunque
ayuda a acelerar el transito intestinal y a evitar el estrefiimiento (Ahmad y Khalid, 2018; Barber et al.,
2020). A pesar de estas observaciones que aparecen en cierta bibliografia, se ha establecido que las
fibras menos solubles (e]. celulosa) pueden ser parcialmente fermentadas en el colon descendente y
sigmoide, donde el tiempo de transito es mas lento y las densidades bacterianas son mayores
(Holscher, 2017). En el intestino inferior de los humanos, la fermentaciéon microbiana de las fibras
vegetales contribuye con menos del 10% a la energia total proporcionada por nuestra dieta. La
comunidad microbiana humana en el colon estad dominada por Firmicutes y Bacteroidetes, dos filos
que también predominan en el intestino de los rumiantes. La presencia de Ruminococos
degradadores de celulosa en el intestino humano y el posterior aislamiento de Ruminococcus
champanellensis ha permitido demostrar la capacidad de degradar tanto hemicelulosa como celulosa

a través de los celulosomas (Cann et al., 2016).

Como se menciono anteriormente, la lignina no es un polisacarido, se la considera fibra
dietaria porque resiste la digestion en el intestino. La definicion actual del Codex (con la inclusién de
la nota 1 a pie de pagina), la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), el Instituto de
Medicina (IOM), la Asociacién Americana de Quimicos de Cereales (AACC), las Normas
Alimentarias de Australia y Nueva Zelanda (FSANZ) mencionan que, cuando es de origen vegetal, la
fibra dietaria puede incluir fracciones de lignina y/u otros compuestos asociados con los
polisacaridos en las paredes celulares de las plantas (Shin y Kashyap, 2023; Stribling e Ibrahim,
2023). A su vez, el método AOAC 2009.01, recomendado por el Codex para cuantificar la fibra



dietaria, fue disefiado para medir la fibra dietaria en su conjunto (polisacéridos solubles e insolubles,
lignina, almiddn resistente y oligosacaridos), aunque no puede medir cada componente por separado
(Stribling y Ibrahim, 2023).

1.1.3. Pared Celular vegetal

La pared celular es una estructura compleja semirrigida que rodea a la membrana
citoplasmatica. Sus principales funciones son proporcionar proteccion fisica y elasticidad para la
respuesta osmoética al flujo de agua y turgencia, asi como un medio poroso para los intercambios
con el medio extracelular (Anderson y Kieber, 2020). De esta manera, las paredes celulares
determinan la textura de los alimentos vegetales. Constituyen la principal fuente de fibra dietaria en
la alimentacion. Sin embargo, entre las diferentes especies, tipos de células y etapas de desarrollo,
la estructura fisicoquimica y la funcién de las paredes celulares pueden variar ampliamente.
Ademas, la pared celular de las plantas es el recurso renovable mas abundante en la Tierra, con un
gran valor practico para los seres humanos, incluido el uso para la nutricion animal y la produccion
de calor, como material de construcciéon y como fuente de fibras naturales para la produccion de

textiles y papel (Vaahtera et al., 2019; Zhang et al., 2021).
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Figura 1.1.2. Estructura y composicion de la pared celular primaria de las plantas (Loix et al., 2017).

El componente mas abundante en las paredes celulares es la celulosa (Figura 1.1.2), un
homopolimero lineal polidisperso formado por unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces B-

(1—4) en C1y C4 (Figura 1.1.3), con un grado de polimerizacion superior a 15000. Las unidades de



glucosa rotan 180° unas sobre otras, en una estructura helicoidal formando fibras y cristales de
celulosa. Este ordenamiento cristalino es una de las caracteristicas mas notables de la celulosa y
contribuye a su resistencia y estabilidad quimica. La celulosa es conocida por su capacidad de
formar puentes de hidrégeno intra e intermoleculares, lo que contribuye a su estabilidad y a sus
propiedades de absorcion de agua. Estos puentes de hidrégeno también son responsables de la
capacidad de la celulosa para formar geles y coloides en soluciones acuosas, lo que tiene
implicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica (Kesten et al., 2019; Anderson y Kieber
2020; Liu et al., 2020).
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Figura 1.1.3. Estructura quimica de la cadena de celulosa.

Las hemicelulosas constituyen un grupo importante de polisacéridos que forman enlaces
covalentes entre si y también con otros polisacaridos por puentes de hidrégeno, como con las
microfibrillas de celulosa y las pectinas (Figura 1.1.2). Es el segundo polisacarido méas comun en la
naturaleza. Son principalmente polimeros heterogéneos de azucares neutros de pentosas como D-
xilosa y L-arabinosa y de hexosas como D-manosa, D-glucosa y D-galactosa (Figura 1.1.4). Presentan
una cadena principal relativamente larga con ramificaciones cortas y monoméricas, presentando
estructuras irregulares que complican la cristalizacion. Por lo tanto, la hemicelulosa es generalmente
mas flexible y soluble que la celulosa. Generalmente, las hemicelulosas tienen un peso molecular
mucho mas bajo que la celulosa. Pueden encontrarse varias subclases: xiloglucanos, xilanos
(arabinoxilanos, glucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos), glucomananos y glucanos de enlace
mixto (Zhang et al., 2021). Hay también hemicelulosas solubles como galactoglucomananos y

arabinoxilanos con sustitucion monomérica.



n—:|‘—: H CHyOH u—("—n H COOH e (‘ u

HI »—:|‘—u Q H( »—(|‘—H 0 . ’_{‘__H

COOH

H—C—0OH —C— ‘
H (| OH H—C—OH

H—(:‘—f}[-i H—(|‘—(JH 1[—("—0”
&

H,0H COOH CHy0H

D-Glucosa D-acido glucurénico D-manosa

Figura 1.1.4. Mondmeros presentes en las hemicelulosas (Mamman et al., 2008).

Las paredes celulares pueden contener polifenoles como parte de su estructura. Por ejemplo,
la lignina es un polimero hidrofébico complejo caracteristico de las paredes celulares secundarias y
esta unido a los polisacaridos de pared celular no celulésicos a través de enlaces éster y éter.
Ademas, el &cido ferulico y sus deshidrodimeros y el acido p-cumarico, que estan principalmente
unidos a los arabinoxilanos o pectinas, mejoran la rigidez y la resistencia de algunas paredes

celulares (Vanholme et al., 2019).

La lignina es el segundo polimero més abundante en la naturaleza, después de la celulosa. Es
un polimero fendlico o polifendlico amorfo que surge de la polimerizacion enzimatica de
hidrogenacion de tres monomeros fenilpropanoides: el alcohol p-cumarilico (1), el alcohol coniferilico
(2) y el alcohol sinapilico (3) (Figura 1.1.5) (Ralph et al., 2019).

Los componentes basicos estructurales de la lignina estan unidos por enlaces carbono-
carbono y éter (Figura 1.1.5). Los monémeros que estan unidos entre si representan sitios de
ramificacion que dan lugar a la estructura de red caracteristica de la lignina. Por lo tanto, la lignina

consta de estructuras complejas y diversas.
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Figura 1.1.5. Principales monémeros que conforman la lignina: alcohol p-cumarilico (1), el alcohol

coniferilico (2) y el alcohol sinapilico (3) (Chévez-Sifontes y Domine, 2013).



1.1.4. La pectina

La pectina es estructural y funcionalmente el polisacarido méas complejo que se encuentra en
la pared celular de las plantas, en las paredes celulares primarias y en la laminilla media (Figura.
1.1.2). La composicion de la pectina varia segun la fuente vegetal de la que se extraiga. Basicamente
estd compuesta, aproximadamente, por un 70% de residuos de &cido D-galacturénico unidos en
posiciones a-1,4 los cuales pueden estar metilesterificados o bien acetilados. Se han identificado
diferentes regiones en la composicion estructural de la pectina, conocidas como: homogalacturonano
(HG), ramnogalacturonano | (RG-l), ramnogalacturonano |l (RG-ll), xilogalacturonano vy
apiogalacturonano (Figura. 1.1.6 A). EI HG se conoce como la region lineal de la pectina (Figura.
1.1.6 B), mientras que el RG-I, el RG-II, el xilogalacturonano y el apiogalacturonano se conocen
como las regiones ramificadas debido a la aparicion de grupos de cadenas laterales (do Nascimento
etal., 2018).

La pectina comercial se obtiene principalmente del orujo de manzana, las cascaras de citricos
y, ultimamente, la pulpa de la remolacha azucarera. Las cascaras de citricos y el orujo de manzana
se obtienen en grandes cantidades como subproductos de la industria de los jugos de frutas y de los
aceites esenciales, mientras que la pulpa de la remolacha azucarera es obtenida de la industria
azucarera. El rendimiento de pectina y sus caracteristicas fisicoquimicas dependen del método de
extraccién utilizado y de otros parametros como el pH, el &cido de extraccion, la temperatura, el

tiempo de extraccion y la relacion liquido-solido (Cho et al., 2019).

La pectina se puede extraer mediante agua, buffer, agentes quelantes, acidos y/o bases.
Cuando se utilizan sucesivamente en el orden mencionado (desde el agua hasta las bases), estos
diferentes agentes quimicos pueden extraer selectivamente pectina con diferente solubilidad, a partir
del mismo material de partida. Se han empleado varios métodos para extraer pectina de fuentes
naturales, incluido el método convencional de extraccion en caliente y técnicas innovadoras que
involucran ultrasonidos, microondas y enzimas. La extraccion convencional en caliente requiere un
tiempo prolongado de extraccion, un alto aporte de energia y el uso de &cidos fuertes como el
sulfarico, clorhidrico y nitrico (Hamidon y Zaidel, 2017). Los &cidos acético y citrico han atraido una

atencion significativa en la extraccién de pectina. Los acidos organicos poseen una menor capacidad
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de hidrdlisis en comparacion con los acidos minerales, siendo el acido citrico un agente con menor

grado hidrolitico de la pectina en comparacién con el acido clorhidrico (Cho et al., 2019).
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Figura 1.1.6. Estructura de la pectina (A) y del homogalacturonano, metilesterificado y no
metilesterificado, en detalle (B) (Perez et al., 2003).
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1.1.4.1. Estructura de la pectina

La pectina se compone de hasta 17 monosacaridos diferentes (Figura 1.1.6 A), organizados
en varios polisacaridos constituyentes distintos. Juntos, estos polimeros forman la red de pectina,
encontrandose tres dominios: HG, RG-I y RG-Il, como se menciond anteriormente (Zdunek et al.,
2021).

El HG, un homopolimero lineal de aproximadamente 100 mondémeros de &cido D-
galacturénico (GalA) ligados en a-1,4 (Figura 1.1.6 B), es la forma mas abundante y constituye
aproximadamente el 65% de la pectina. EI HG esta parcialmente metilesterificado en el carboxilo C-6

y puede acetilarse en el O-2 u 0-3 de los hidroxilos (Zdunek et al., 2021).

La interrupcion de las unidades repetidas GalA en el HG por la L-ramnosa, esto es, unidades
alternadas de GalA y de L-ramnosa (Rha) que forman una cadena (1-4)-0-D-acido galacturénico-
(1,2)-a-L-ramnosa, es la columna vertebral del RG-I. Representa, en general, entre el 20 y 35% de la
pectina que se encuentra en la pared celular. Entre el 20 y el 80% de los residuos ramnosilo en el
esqueleto del RG-I tienen cadenas laterales que contienen residuos de o-L-arabinosa (Ara) y B-D-
galactosa (Gal) individuales, lineales o ramificados (Fig. 1.1.7). Las cadenas laterales incluyen
galactanos y/o arabinanos que pueden llegar a tener grados de polimerizacion de hasta 47 unidades,

y arabinogalactanos (Wang et al., 2018; Freitas et al., 2021).

El RG-II, el xilogalacturonano y el apiogalacturonano forman los galacturonanos sustituidos.
La columna vertebral del RG-Il, contrariamente a lo que el nombre indica, consiste en un polimero
lineal de GalA (HG) sustituido, mediante enlaces o-1,4, por cadenas laterales de 11 a 12 residuos de

monosacaridos (Figura 1.1.7) con méas de 20 enlaces diferentes (Freitas et al., 2021).
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Figura 1.1.7 Principales dominios presentes en la pectina (Freitas et al., 2021).

La reticulacién mediante un boro entre las cadenas de RG-ll de dos moléculas de pectina
adyacentes aumenta la integridad de la red de pectina. Debido a la estructura, el RG-Il tiene la

capacidad de formar dimeros de ésteres de borato (Noreen et al., 2017; Li et al., 2019).

Para el xilogalacturonano o el apiogalacturonano, la b-xilosa o la D-apiosa pueden sustituir en
el C-2 o C-3 de la columna vertebral del HG a través de un enlace B-glucésido (Figura 1.1.7) (Freitas
etal., 2021).

1.1.4.2. Caracterizacion de la pectina

Se han utilizado multiples herramientas analiticas, que van desde la simple determinacion
espectrofotométrica hasta analisis microscopicos mas complejos, para explorar las caracteristicas
fisicoquimicas de la pectina. Comprender los rasgos fisicoquimicos de la pectina es importante para

la determinacion de su funcionalidad y su interaccidn con otras moléculas (Lu et al., 2019).

El GalA y su HG es el principal componente de la estructura de la pectina, por lo cual es de
gran importancia la determinacion cuantitativa del contenido de GalA. Para lograr esto, se utiliza un
analisis espectrofotométrico que involucra el ensayo con tetraborato de sodio/acido sulfurico y m-
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hidroxidifenilo. Este método espectrofotométrico nos permite cuantificar el contenido de GalA. La
determinacion precisa del contenido de GalA también es crucial para evaluar la pureza de la pectina
extraida. De acuerdo con el Codex Alimentario, la pectina debe tener un contenido de GalA de al
menos 65% para ser considerada como tal, y asi utilizada como agente gelificante, espesante,
estabilizador y emulsionante, ya que el HG es responsable de estas funcionalidades (Lu et al.,
2019).

La determinacion del peso molecular de la pectina es importante para la evaluacion de sus
propiedades gelificantes. Por ejemplo, la pectina de la cascara de pitahaya mostrd baja viscosidad y
esto se atribuyo a la baja masa molar de la pectina. Una menor cantidad de zonas de union (anion
carboxilato) esta presente en la pectina de bajo peso molecular, lo que reduce el alcance de la

reticulacion con calcio, afectando la resistencia del gel (Yang et al., 2018).

1.1.4.3. Propiedades quimicas de las pectinas

La pectina disuelta tiene carga negativa. La carga atrae protones y, por lo tanto, las
disociaciones de los grupos é&cidos individuales no son independientes. Los valores de pKa
intrinsecos de las pectinas de alto metoxilo son de 3,1 a 3,3. La solubilidad en agua esté relacionada
con su grado de polimerizacion y el numero y distribucion de grupos metoxilo esterificados. En
general, la solubilidad aumenta con la disminucién del peso molecular y el aumento de los grupos
carboxilo esterificados, aunque el pH de la solucion, la temperatura y la naturaleza y concentracion

del soluto presente tienen un efecto sobre la solubilidad (Nabilah et al., 2021).

La cadena de HG puede estar parcialmente esterificada con grupos metilo y los grupos
carboxilato (anidnico) pueden estar total o parcialmente neutralizados por iones sodio, potasio,
amonio. La proporcién molar de GalA metilesterificado a GalA total se denomina grado de
metilesterificacion (DM). Las pectinas se pueden clasificar, segun su grado de metilesterificacion
(DM) como de alto metoxilo (HM; DM > 50%) y de bajo metoxilo (LM; DM < 50%). Los valores de DM
para las pectinas HM comerciales suelen oscilar entre el 60 y el 75% y los de las pectinas LM oscilan
entre el 20 y el 40%. Estos dos grupos de pectina gelifican por diferentes mecanismos (Chan et al.,
2017; Zdunek et al., 2021).
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1.1.4.4. Propiedades reoldgicas de las pectinas

.1.4.41. Soluciones

Las soluciones de pectina son viscosas, pero la pectina no es particularmente eficiente como
espesante en comparacion con otros polimeros solubles en agua. Las propiedades reologicas de las
soluciones de pectina dependen mucho de la presencia de sales, en particular sales de cationes
divalentes como el calcio o de metales no alcalinos similares, y del pH. Como se menciono
previamente, otros factores para considerar son las propiedades quimicas de la pectina: DM y peso
molecular promedio. La viscosidad de las soluciones de pectina aumenta con la concentracion. Las
soluciones diluidas de pectina (para algunas pectinas de alto metoxilo, hasta aproximadamente
0,5%) son casi Newtonianas y se ven poco afectadas por la presencia de calcio. La viscosidad de
soluciones muy diluidas aumenta al aumentar el pH. Las pectinas con un peso molecular promedio
alto son mas viscosas en solucién que las pectinas comparables de menor peso molecular, en las
mismas circunstancias. Las soluciones con aproximadamente 1% de pectina son pseudoplasticas.
Algunas pectinas, en ausencia de iones calcio, aumentan su viscosidad si el pH se reduce dentro de

los rangos de aplicacion tipicos de pH 2,5-5,5 (Chan et al., 2017; Stubley et al., 2022).

11.44.2. Geles

La gelificacion en las pectinas se ve muy afectada por parametros intrinsecos y extrinsecos,
incluyendo la distribucion de carga a lo largo del HG, el peso molecular promedio de la muestra, la
fuerza idnica, el pH, la temperatura y la presencia de cosolutos. La propiedad mas singular y
destacada de las pectinas es su capacidad para formar geles ya sea en presencia de iones Ca?*
para las pectinas de bajo DM o en presencia de azUcar y acido para las pectinas de alto DM. Es esta
propiedad lo que las convierte en un ingrediente importante de muchos productos alimenticios. Las
caracterizaciones fisicas del gel son la consecuencia de la formacién de una red tridimensional

continua de moléculas poliméricas reticuladas (Picot-Allain et al., 2022; Stubley et al., 2022).

A nivel molecular, un gel acuoso consta de tres elementos, esto es, zonas de union donde
interaccionan las moléculas poliméricas, segmentos de interunidn de polimeros que son

relativamente moviles y agua de solvatacion y también libre atrapada en la red de polimeros
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formada. Una zona de unién puede implicar un enlace covalente simple entre dos cadenas o una
combinacion de enlaces puente de hidrégeno e interacciones hidrofébicas entre dos cadenas de

polimeros que corren una al lado de la otra (Chan et al., 2017; Ishwarya y Nisha, 2022).

La formacion de gel es causada por enlaces puente de hidrogeno entre los grupos carboxilo
libres y también entre los grupos hidroxilo de macromoléculas pécticas vecinas. En una dispersion
neutra o ligeramente acida de macromoléculas de pectina, la mayoria de los grupos carboxilo no
esterificados estan presentes como sales (carboxilato) parcialmente ionizadas (pKa pectina =3,5).
Los aniones carboxilato dan carga negativa a la molécula, que junto con los grupos hidroxilo hace
que atraiga capas de agua. Las fuerzas de repulsion entre carboxilatos pueden ser lo
suficientemente fuertes como para evitar la formaciéon de una red de pectina. Cuando se agrega
acido, los iones carboxilato se protonan, conviertiéndose en acido carboxilico. Esta disminucién en el
numero de cargas negativas no solo reduce la atraccion entre la pectina y las moléculas de agua,
sino que también reduce las fuerzas de repulsidén entre las macromoléculas (Picot-Allain et al.,
2022).

La estructura particular de la pectina impone algunas restricciones especificas. La pectina HM,
a diferencia de la pectina LM, no contiene suficientes grupos carboxilato libres para gelificar o
precipitar con iones de calcio. También la velocidad a la que tiene lugar la formacion del gel se ve
afectada por el DM. Las pectinas HM y LM tienen por ello mecanismos de gelificacion diferentes,
aunque las caracteristicas del gel se rigen por las mismas propiedades macromoleculares como la
composicion, tamafio y conformacion de los polimeros (Chan et al., 2017; Picot-Allain et al., 2022;
Ishwarya y Nisha, 2022).

Para formar geles, la pectina HM requiere una proporcién de sélidos solubles (sacarosa, por
ejemplo) y un pH acido dentro de un rango estrecho, alrededor de 3,0. Los geles son térmicamente
reversibles. En general, las pectinas HM son solubles en agua caliente. Los enlaces puente de
hidrégeno entre las macromoléculas de pectina se ven favorecidos por la conformacion de las
unidades de GalA adyacentes. Los enlaces puente de hidrégeno individuales son relativamente
débiles pero el elevado nimero confiere una estabilidad termodindmica significativa al gel. El enlace

de hidrégeno es la principal interaccion que sostiene la estructura del gel (Liang et al., 2022). Los
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solidos agregados capturan el agua, estando ella menos disponible para hidratar las
macromoléculas de pectina, aumentando asi la interaccidbn macromolecular, lo cual lleva a su

insolubilizacion.

Figura 1.1.8 Formacion de gel de pectinas HM. Las lineas punteadas representan la interaccién de

puente de hidrogeno (Thakur et al., 1997).

Las pectinas LM forman geles por la complejacion de un i6n calcio entre dos grupos
carboxilatos pertenecientes a dos cadenas de HG de macromoléculas pécticas vecinas. Este puente
electrostatico formado por el i6n calcio constituye un entrecruzamiento que se encuentra ademas
estabilizado por puentes de hidrégeno locales y por moléculas de agua asociadas en la unién
(Braccini y Pérez, 2001). Esto se conoce como un modelo analogo a la “caja de huevos” que es
verdadero y propio del alginato (Morris et al., 1982) y se caracteriza como zonas de union formadas
por asociaciones ordenadas lado a lado de HG adyacentes, en las que secuencias especificas de
monomeros de GalA en cadenas adyacentes se unen intermolecularmente a través de enlaces
electrostaticos de grupos carboxilato, formando estructuras como una caja de huevo (Figura 1.1.9).
Braccini y Pérez (2001) establecieron la validez del modelo de “caja de huevo” para la gelificacién
del alginato y presentaron nuevos aspectos estructurales para el caso de la gelificacion por iones
calcio de la pectina a través del HG. Por analogia, las asociaciones antiparalelas méas favorables de

las cadenas de galacturonato pueden ser consideradas como "cajas de huevo desplazadas’. En el
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HG, a partir de la "caja de huevos", el desplazamiento de una cadena de pectina con respecto a la

otra, vecina, es mas pronunciado (1,7A) que en el caso del guluronato de los alginatos.

En todos los sistemas de pectina de LM, la gelificacion se rige por el nivel de calcio/g GalA, el
pH, el contenido de sdlidos solubles y la reactividad inherente de la pectina, esto es, si hay
presentes RG-I y/o RG-II, los cuales obstaculizan la interaccién de los HG para formar la estructura
de caja de huevos. Se requieren al menos 10 a 14 mondmeros de GalA para que se forme dicha
interaccion con iones calcio, y asi gelificar. Estos factores afectan la fuerza del gel producido por una

cantidad estandar de pectina (Wan et al., 2019).

Figura 1.1.9 Formacion del gel de pectinas LM, con la formacidn de la estructura de “caja de huevo”
(Rolin y De Vries, 2012).

.1.4.4.3. Usos de las pectinas

La pectina ha sido ampliamente conocida y utilizada en la industria alimentaria durante
décadas como un agente gelificante y espesante. La capacidad de las pectinas HM para formar
geles en presencia de azlcares a bajos valores de pH ha sido explotada en la fabricacion de
productos como mermeladas, jaleas, yogures. Por otro lado, las pectinas LM, al poder gelificar en
presencia de calcio, son Utiles para la formulacion de mermeladas, jaleas, lacteos y otros productos
con reducido nivel de azlcar, es decir, productos bajos en calorias. Ademas, la pectina se ha
convertido en un componente crucial en la encapsulacion de sabores y aceites esenciales,

mejorando la estabilidad y la liberacidn controlada. También se ha encontrado que las pectinas son
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utiles en otras aplicaciones industriales, por ejemplo, funcionan como un estabilizador de emulsiones

de agua y aceite (Chandel et al., 2022).

Se puede utilizar ademas para la creacién de matrices de liberacion controlada de farmacos.
Su capacidad para formar hidrogeles en presencia de iones o a través de la modificacion quimica

abre una cantidad importante de oportunidades de uso como excipiente (Li et al., 2021).

Muchos estudios evidencian efectos beneficiosos del consumo de pectinas por sus efectos
reductores del colesterol y de la glucosa séricos, reconocidos por la European Food Safety Authority
(2010) y propiedades anticancerigenas (Li et al., 2021). Los beneficios para la salud atribuidos a la
pectina derivan de su composicion quimica y de la presencia de formaciones estructurales
especificas que le confieren propiedades bioactivas. En consecuencia, la composicion estructural de
la pectina se encuentra intrinsecamente ligada a su capacidad como un potencial polisacarido
alimentario bioactivo. Ademas, la pectina actia como una sustancia profilactica natural contra el
envenenamiento por cationes toxicos, gracias a su habilidad para quelar iones. Estudios han
demostrado su eficacia en la eliminacién de metales pesados como el plomo y el mercurio del tracto
gastrointestinal y los drganos respiratorios. Asimismo, se ha informado que la pectina reduce el
tiempo de coagulacion de la sangre extraida, lo que la convierte en una herramienta util para

controlar la hemorragia o el sangrado local (Celus et al., 2018).

1.1.5. Fibra antioxidante

Cuando se extrae fibra dietaria, la misma puede poseer un contenido significativo de
antioxidantes naturales. Este tipo de fibra podria utilizarse como aditivo e ingrediente alimentario
funcional, capaz de prevenir la oxidacién de lipidos y proteinas en los alimentos debido a la
presencia de antioxidantes coextraidos (Subiria-Cueto et al., 2021). Los acidos hidroxicinamicos,
tanto monoméricos como poliméricos (taninos hidrolizables), son uno de los principales compuestos
bioactivos asociados a la fibra dietaria. La formacion de fibra dietaria antioxidante comprende
interacciones covalentes y no covalentes entre compuestos fendlicos vy fibra dietaria (Das et al.,
2020).
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Las principales interacciones covalentes entre los compuestos fenolicos y la fibra dietaria son
a través de enlaces glucosidicos y enlaces éster entre los polisacaridos de la fibra dietaria y los
grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos (Gonzalez Aguilar et al., 2017). Las interacciones no
covalentes incluyen enlaces por puente de hidrégeno (Renard et al., 2017), fuerzas de van der
Waals e interacciones hidrofobicas entre grupos hidroxilo y anillos aromaticos de la fibra dietaria y
los compuestos fendlicos (Jakobek, 2015). Los compuestos fendlicos interaccionando con la fibra
dietaria por union covalente pueden ser liberados por tratamiento alcalino mientras que los
asociados por puente de hidrégeno, esto es, relacionados por interaccién fisica, son los aqui

llamados “compuestos fendlicos extraibles” (Fry, 1986).

1.1.6. Compuestos fendlicos

Los polifenoles son compuestos naturalmente sintetizados por el metabolismo secundario de
las plantas, lo que ha atraido la atencién de la comunidad cientifica debido a sus potenciales efectos
terapéuticos (de Paulo Farias et al., 2020). Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
principalmente frutas y verduras, y se habrian ya identificado mas de 8000 estructuras (Neto et al.,
2018). En general, los compuestos fendlicos estan involucrados en la defensa de las plantas contra
el estrés oxidativo y la radiacion ultravioleta o en atraer polinizadores y animales para dispersar las
semillas (Vuolo et al., 2019). Los polifenoles naturales generalmente se presentan en forma

conjugada con uno 0 mas monomeros de azucar del polisacarido, unido a un grupo hidroxilo.

Los polisacéridos y polifenoles de la pared celular estan presentes juntos en muchos
alimentos de origen vegetal, en los que sus interacciones desempefian un papel importante en la
determinacion de la biodisponibilidad final de los polifenoles, asi como en su capacidad de
extraccion en el procesamiento de alimentos. Por ejemplo, las cantidades de &cidos fendlicos y
proantocianidinas que se encuentran en el vino, el jugo de manzana y el jugo de pera son
generalmente mas bajas de lo que se esperaria de la composicidn de la fruta, y difieren ampliamente
entre las variedades (Shah et al 2018; de Araujo et al., 2021).
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1.1.6.1. Clasificacion de compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos presentan uno o mas grupos hidroxilos directamente unidos a un
anillo aromatico y se clasifican segun el numero de anillos fendlicos presentes en su estructura
(Vuolo et al., 2019).

Los flavonoides se encuentran entre los compuestos fendlicos mas cominmente encontrados
en frutas y verduras, ya que juegan un papel importante en el color y el sabor, la sintesis de enzimas
y vitaminas (Vuolo et al., 2019). Su contenido en la matriz vegetal depende de varios factores,
incluyendo la variedad genética de las especies, las condiciones edafoclimaticas, la parte de la
planta, las condiciones de crecimiento y el grado de madurez (de la Rosa et al., 2019).
Estructuralmente, los flavonoides estdn compuestos por un nicleo flavano con 15 atomos de
carbono dispuestos en 3 anillos como Ce—C3—Cs los cuales tienen un esqueleto de fenilbenzopirano
compuesto por dos anillos aromaticos (A y B) unidos a un anillo tetrahidropirano (C) (Figura 1.1.10).
El anillo de pirano puede presentar diferencias, lo que permite clasificar los flavonoides dentro de
seis grupos, esto es, flavonoles, flavanonas, flavanoles, flavonas, antocianidinas e isoflavonas
(Figura. 1.1.11). Dentro de cada grupo, estos compuestos presentan un patron diferente de

hidroxilacion y de metilacion de los anillos A y B (de la Rosa et al., 2019).

Figura 1.1.10 Esqueleto principal de los flavonoides (de la Rosa et al., 2019).

Los flavonoles representan el tipo mas comun de flavonoides en los alimentos, siendo la
miricetina, el kaempferol y la quercetina los mas abundantes. En frutas y verduras, la concentracion
de flavonas es notablemente mas baja en comparacion con los flavonoles. Dentro de este grupo,
destacan la tangeritina, la luteolina y la apigenina. Las flavanonas son los flavonoides principales en

los citricos, se encuentran principalmente la hesperidina en naranjas, eriodictiol en limones y
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naringenina en pomelos. Estas sustancias suelen estar glicosiladas en la posicion 7 por un
disacarido, lo que contribuye al caracteristico sabor amargo de la piel de algunos citricos. En cuanto
a los flavanoles, estos se presentan en forma de catequinas o proantocianidinas. Aunque las
catequinas pueden encontrarse en diversas frutas, se obtienen principalmente de bebidas como el

vino tinto, los jugos de frutas, el chocolate y el té verde, segun de Araujo et al. (2021).

Flavonas Flavanonas
0.

0}
Flavanoles O
0
O )
OH
Isoflavona

Figura 1.1.11. Esqueleto principal de los diferentes tipos clasificados de los flavonoides (de la Rosa et
al., 2019).

Por ofro lado, las antocianinas son glucdsidos de antocianidinas, solubles en agua. La
aglicona es la antocianidina, la parte de la molécula sin el resto de azucar. Esta clase de
compuestos fendlicos se reconoce como el grupo mas importante de pigmentos en la naturaleza y
contribuyen a los atractivos colores de las frutas. Las antocianinas son pigmentos disueltos en la
savia vacuolar de los tejidos epidérmicos de los frutos, a los que confieren un color rosa, rojo, azul o
purpura, y existen en diferentes formas quimicas, tanto coloreadas como incoloras, segun el pH
(Khoo et al., 2017). Las diferentes antocianinas varian principalmente en varios aspectos, como la
naturaleza y el nimero de azlcares enlazados, carboxilatos alifaticos o aromaticos unidos al azucar
en las moléculas, asi como el numero de grupos hidroxilados en la aglicona. Las caracteristicas
quimicas de las antocianinas dependen de sus estructuras. Las antocianinas son abundantes en
cereales, vino tinto y algunos tubérculos como cebollas, repollo, porotos, entre otros. Ademas,
generalmente se encuentran en ciertas frutas como cerezas, frutos rojos y granadas. Comunmente
se encuentran seis tipos de antocianinas: delfinidina, cianidina, pelargonidina, malvidina, petunidina

y peonidina (Albuquerque et al., 2021).
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Otro tipo de moléculas que pertenecen a la familia de los compuestos fendlicos son los acidos
fendlicos, los cuales se encuentran naturalmente en frutas, verduras y hortalizas (Neto et al., 2018).
Estas sustancias se dividen en dos subgrupos: los acidos hidroxibenzoicos y los hidroxicinamicos. A
diferencia de otros compuestos fendlicos, los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos presentan
un caracter acido debido a la presencia de un grupo carboxilico en la molécula. Los compuestos del
acido hidroxicindmico estan presentes principalmente como derivados, con un esqueleto Ceg-Cs,
donde los mas comunes son los &cidos ferdlicos, el acido p-cumarico y el acido cafeico, mientras
que los &cidos hidroxibenzoicos (Ce-C1) se encuentran en varias frutas y en su mayoria se presentan
como ésteres, destacandose el acido galico, vanilico, elagico y siringico (Figura 1.1.12)
(Albuquerque et al., 2021).

HO HO HO

OH OH

Figura 1.12 De izquierda a derecha, ejemplos de &cidos hidroxicinamicos: acido cafeico y acido

cumarico; de &cidos hidroxibenzoicos: acido galico (Albuquerque et al., 2021).

Los acidos ferulicos rara vez se encuentran en su forma libre. Comunmente aparecen
glicosilados, unidos a pequefios acidos organicos (quinico, maleico o tartarico) o unidos a
componentes estructurales de las células vegetales (pectinas, celulosa, proteinas o lignina). La
hidrélisis acida o alcalina de los tejidos vegetales libera una serie de acidos fendlicos, los cuales
estan asociados con la lignina combinada como grupos éster. Alternativamente, pueden estar
presentes en la fraccion soluble en alcohol, unida simplemente como glucésidos (Albuguerque et al.,
2021).
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1.1.6.2. Métodos de cuantificacion de polifenoles

El papel de los compuestos fenolicos en los alimentos, especialmente en las frutas, ha
llamado la atencion de investigadores de todo el mundo. La investigacion se centra principalmente
en la determinacion del contenido total de compuestos fendlicos y de su composicidn cualitativa, la
evaluacién de diferentes tipos de extraccion, la investigacion de la actividad bioldgica de los
polifenoles frente a enfermedades y microorganismos, la evaluacién de su capacidad antioxidante
total usando varios métodos quimicos diferentes y la cuantificacion e identificacion de polifenoles por
métodos espectrofotométricos y cromatografia liquida de alta performance (HPLC) usando diferentes

detectores como UV-Vis, MS, entre otros) (Cutrim y Cortez, 2018).

Ya se han descripto varios métodos para la cuantificacién de polifenoles en plantas y
alimentos. Antes del proceso de cuantificacién propiamente dicho, es necesario realizar un paso de
extraccion de los compuestos fendlicos. Generalmente, este proceso consiste en su liberacion del
material vegetal. Por lo que se refiere a los compuestos solubles, el primer paso suele consistir en la
utilizacion de un disolvente organico acuoso para la extraccion. Sin embargo, también existen
complejos de polifenoles unidos insolubles que se acoplan a polimeros de la pared celular a través
de enlaces éster y glucosidicos, que no son extraibles por disolventes organicos. Los acidos
fendlicos (ferulato, diferulato, p-cumarato) unidos covalentemente generalmente se liberan por

hidrélisis alcalina, hidrolisis acida 0 ambas (Haminiuk et al., 2012).
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Figura 1.1.13 Espectro de absorcion UV para a) acido galico (Anax 271nm), b) resveratrol (Amax
306.2nm) y ¢) quercetina (Amax 370.6nm) (Haminiuk et al., 2012).

Las principales metodologias utilizadas para cuantificar los compuestos bioactivos en frutas,
ampliamente descriptas en la literatura, son las que incluyen el método colorimétrico. La
cuantificacion de compuestos fendlicos se realiza principalmente mediante analisis
espectrofotométrico. Generalmente, la region visible del espectro se utiliza para cuantificar fenoles
totales, flavonoides y taninos, entre otras sustancias. Los polifenoles tienen una absorbancia maxima
en las regiones ultravioleta o visible y, por lo tanto, la determinacion de la absorbancia dptima para
cada sustancia juega un papel importante en la identificacion, cuantificacion y precision del andlisis.
Los compuestos fendlicos son todos aromaticos, por lo que todos muestran una absorcién intensa

en la region UV del espectro (Alara et al., 2021).

1.1.6.3. Beneficios para la salud de los compuestos fenélicos

Se ha especulado que los compuestos fendlicos, especialmente el grupo de los flavonoides,
contribuyen a disminuir la incidencia de las enfermedades. Sus efectos biologicos se atribuyen
principalmente a la capacidad de secuestrar o inhibir especies oxigeno reactivas (ROS) y nitrogeno
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reactivas (RNS), transferir electrones a los radicales libres, ademas de activar enzimas
antioxidantes, mejorando la respuesta al estrés oxidativo y la inflamacién, demostrando efectos
prometedores en la prevencion de diversas enfermedades como diabetes, obesidad, cancer,
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas, entre otras (de
Araujo et al., 2021). Sin embargo, las propiedades bioldgicas de estos compuestos dependen de
varios factores, entre ellos su concentracién en los alimentos, la bioaccesibilidad tras la ingestion, su
interaccion con otras moléculas, el grado de polimerizacion, entre otros. Ademas de sus propiedades
bioldgicas, los compuestos fendlicos también tienen un gran potencial para ser utilizados en
aplicaciones comerciales relacionadas con colorantes alimentarios, envases bioactivos, productos
cosméticos, produccion de pinturas, fertilizantes, tensioactivos, textiles, caucho, plasticos y agentes
de curado (Mendoza et al., 2018). A pesar del gran potencial tecnoldgico, pocos estudios han

abordado el desarrollo de nuevos productos que utilicen estos compuestos.

El potencial bioldgico de los &cidos fendlicos es tan amplio como su diversidad estructural ya
que pueden actuar como antidepresivos, antihipertensivos, antiinflamatorios, neuroprotectores,
antihiperglucémicos (Agunloye et al., 2019). Simultdneamente, los ensayos preclinicos han
reportado la accion de las antocianinas contra algunas patologias como el cancer, la inflamacion, las

enfermedades cardiovasculares y la obesidad (Saulite et al., 2019).

Originalmente se pensaba que el principal mecanismo de accion de los polifenoles radicaba
en sus efectos antioxidantes directos. Sin embargo, estos efectos ya no se consideran tan relevantes
in vivo, ya que en la mayoria de los tejidos estos compuestos no alcanzan concentraciones que sean
lo suficientemente altas como para tener un efecto significativo en términos de eliminacion de los
radicales libres. Una consideracion relevante son las cantidades de estos compuestos que deben
consumirse para proporcionar efectos positivos para la salud. Cuando las cantidades de polifenoles
necesarias para producir beneficios para la salud estan dentro de los rangos presentes en los
alimentos de consumo comun, es posible concluir que existe una ausencia de peligro toxicolégico.
Un segundo nivel es cuando los efectos potenciales se observan a niveles que requieren un
aumento en el consumo de alimentos que sea tolerable dentro de limites razonables (Fraga et al.,
2019).
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1.1.6.4. Propiedad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar o inhibir la oxidacion de lipidos u otras
moléculas al inhibir el inicio o la propagacion de reacciones en cadena oxidantes. La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que
pueden desempenfar un papel importante en la adsorcion y neutralizacion de los radicales libres, la
extincion del oxigeno singlete y triplete o la descomposicion de los peroxidos. En general, existen
dos categorias basicas de antioxidantes: naturales y sintéticos. Recientemente, ha aumentado
considerablemente el interés por encontrar antioxidantes naturales para su uso en alimentos o
materiales medicinales para reemplazar los antioxidantes sintéticos. En cuanto a sus efectos
bioldgicos (actividades antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antitumoral y antibacteriana), se sabe
que los polifenoles participan en la proteccion contra las acciones nocivas de las ROS. Los
antioxidantes presentes en las frutas, como &cidos fenolicos, flavonoides, antocianinas y taninos,

entre otros, se han asociado frecuentemente con beneficios para la salud (Ganesan y Xu, 2017).

En general, la actividad de los polifenoles depende de la estructura de la matriz alimentaria y
de las interacciones con otros ingredientes alimentarios, por ejemplo, carbohidratos, lipidos y
proteinas. Los efectos sobre la salud son la prevencion de la oxidacion de lipidos y proteinas en el
estdbmago (Lee et al., 2020). Ademas, muchos estudios recientes han demostrado que los complejos

polisacarido de pared celular-polifenoles tienen un efecto positivo en el colon (Liu et al., 2020).

1.1.7. Carotenoides

Los carotenoides son una familia de compuestos pigmentados que son sintetizados por
plantas y microorganismos. Las frutas y hortalizas constituyen las principales fuentes de
carotenoides en la dieta humana. Los carotenoides son compuestos isoprenoides (Figura 1.1.14) y,
por ello, son moléculas extremadamente hidrofébicas, con poca o ninguna solubilidad en agua. Por
lo tanto, se espera que estén restringidos a areas hidrofébicas de la célula como el nucleo interno de
las membranas, excepto cuando la asociacidn con proteinas le permite el acceso a un medio acuoso
(Saini et al., 2022).
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1.1.14 Estructura del isopreno.

Todos los carotenoides poseen una estructura poliisoprenoide, una larga cadena de doble
enlace conjugado y una simetria casi bilateral alrededor del doble enlace central, como
caracteristicas quimicas comunes. Los diferentes carotenoides derivan esencialmente de
modificaciones en la estructura base por ciclacién de los grupos finales y por la introduccion de
funciones de oxigeno que les dan sus colores caracteristicos y propiedades antioxidantes. Las
estructuras de algunos carotenoides comunes se muestran en la Figura 1.1.15. Debido a la
presencia de los dobles enlaces conjugados, los carotenoides pueden sufrir isomerizacién cis-trans
(Sun et al., 2022).
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Figura 1.1.15 Estructura de la mayoria de los carotenoides presentes en la dieta (Sun et al., 2022).

Se ha demostrado que los carotenos estan inversamente relacionados con el riesgo de
contraer enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer, mientras que la luteina esta
relacionada inversamente con los trastornos oculares. Se ha sugerido que las propiedades
antioxidantes de los carotenoides son el principal mecanismo por el cual producen sus efectos
beneficiosos. Por otra parte, también tienen la ventaja afiadida de poder convertirse en vitamina A'y
su papel relacionado en el desarrollo y la prevencion de enfermedades (Stahl y Sies, 2003). No es

necesario establecer un limite maximo para la ingesta de frutas y verduras, ya que parece poco
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probable que incluso la ingesta més alta de frutas y hortalizas pueda suponer un riesgo adverso

desde el punto de vista de los carotenoides (Bohn et al., 2021).

1.1.8. La valorizacion de los residuos vegetales

La valorizacion de los residuos se refiere al proceso de aprovechar y convertir materiales o
subproductos que de otra manera serian considerados desechables, en productos con valor
agregado. La gestion sostenible de los recursos naturales y la reduccion de los residuos se ha
convertido en una preocupacion para las industrias, las cuales deben buscar soluciones sostenibles
para el cuidado del ambiente. Uno de los enfoques mas prometedores en este contexto es la
valorizacion avanzada de los residuos vegetales a través de la extraccion de biocompuestos (Freitas
etal., 2021).

Estos biocompuestos incluyen polisacaridos, polifenoles, aceites esenciales, pigmentos,
proteinas, enzimas, fibra dietaria y otros compuestos de valor en la industria alimentaria,
farmacéutica y/o cosmética por sus caracteristicas funcionales, antimicrobianas o antioxidantes. Los
residuos agroindustriales pueden ser sometidos a procesos de extraccion para la obtenciéon de
dichos compuestos. La eficiencia del proceso de extraccion dependera de las condiciones de este
como la preparacién del sélido, el tamafio de la particula, la temperatura de operacién, el tipo de
solvente, el tiempo de extraccion, la velocidad de agitacion, entre ofras. Se investigan las

condiciones dptimas de extraccion para obtener un mejor rendimiento (Jiménez-Moreno et al., 2020).

La extraccion de estos compuestos a partir de residuos vegetales se ha convertido en un area
de investigacion, con el desarrollo de técnicas avanzadas més amigables con el ambiente como la
extraccion con solventes alternativos, la extraccion asistida por ultrasonido y la extracciéon con
enzimas que permiten una recuperacion eficiente de los biocompuestos. Es asi como la valorizacion
de residuos vegetales no sélo contribuye a la sostenibilidad y a la reduccién de residuos, sino que
también puede generar beneficios econémicos y promover practicas mas amigables con el ambiente
(Freitas et al., 2021; Kumar et al., 2023).
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Al momento de seleccionar la alternativa mas apropiada para el aprovechamiento y posterior
tratamiento de un residuo agroindustrial especifico es necesario conocer su composicion, la calidad
de sus componentes, la cantidad que se genera y tener en cuenta que este proceso produce un
nuevo residuo mas agotado que puede tener otra aplicacion o convertirse en un desecho. A su vez,
es necesario conservar las propiedades de los residuos agroindustriales para obtener resultados
deseados en el desarrollo posterior de productos. Es por esto por lo que los residuos organicos
deben ser secados o deshidratados con el fin de extraer por medios fisicos el agua contenida hasta
que su nivel sea adecuado para la conservacion del residuo por largos periodos (Corredor y Pérez,
2018) e, inclusive, hacer mas eficiente y ambientalmente sostenible la extraccion al utilizar mucho

menor volumen del solvente elegido (Idrovo Encalada et al., 2019a).

La pectina es uno de los polisacaridos comunes, nutricional y econémicamente importantes,
presentes en residuos o subproductos de origen vegetal. La recuperacion de pectina a partir de
estos residuos representa una estrategia prometedora para el desarrollo industrial. Como se
menciond anteriormente, las propiedades estructurales y moleculares de la pectina, son factores
importantes para sus aplicaciones industriales. Por lo tanto, se ha visto un aumento en el niumero de
estudios que informan métodos alternativos para la extraccion de pectina mediante tecnologias
amigables con el ambiente. Ademas, dichos estudios han descubierto el potencial de los residuos
vegetales como fuentes renovables y disponibles de pectina para asi obtener productos con valor

agregado (Zema et al., 2018; Kumar et al., 2023).

Dentro de la industria de procesamiento del mango se tiene a la cascara como un
subproducto que representa el 12-15% de los residuos generados. La misma contiene alrededor de
20 a 35% de pectina, la cual, cuando se la extrae con el método tradicional mediante una solucion
acida seguida de tratamiento con etanol, puede tener un rendimiento de aproximadamente 30%. Se
han desarrollado métodos mas eficientes y rapidos, como extracciones asistidas con enzimas,
ultrasonido o solventes alternativos, para extraer pectina de la cascara del mango. Por ejemplo, en
un estudio realizado por Torres-Gallo et al. (2022) mediante un método de ultrasonido de alta
intensidad se extrajeron pectinas de las cascaras del mango. Para ello utilizaron una solucion de
acido clorhidrico a pH 1,5 en relacién muestra/medio de 1:10. Las muestras fueron colocadas en el

bafio de ultrasonido de alta intensidad a diferentes frecuencias (37kHz y 80kHz) y tiempos de
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extraccion (20min, 25min y 30min), utilizando agua destilada como medio de transmision. Obtuvieron
rendimientos entre 13 y 30% de pectina, donde el mayor se lo obtuvo al mayor tiempo de exposicion
(30min) a la frecuencia mas baja (37kHz). Estos métodos son mas eficientes para el
aprovechamiento de la pectina de la cascara del mango ya que las condiciones de extraccion
requieren temperaturas mas suaves y tiempos mas cortos, lo cuales ayudan al reducir el consumo
de energia, ademas de la menor cantidad de &cidos minerales utilizados para las extracciones (do

Nascimento et al., 2018).

La cascara del melon contiene una alta proporcién de pectina, aproximadamente 30%. La
recuperacion de pectina de las cascaras del melon utilizando diversas técnicas, como la hidrélisis
acida utilizando acido citrico o acido nitrico, la extraccion asistida por microondas en medio acuoso y
la aplicacion de solventes eutécticos (ej. acetato de sodio/urea). En un estudio llevado a cabo por
Golbargi et al. (2021), emplearon extracciones asistidas por microondas para la obtencion de pectina
a partir de las cascaras del melon. Durante el proceso, se variaron la relacion agua:sélido (10-
30mL/g), la potencia de microondas (180-540W) y el tiempo de irradiacion (5-15min), manteniendo
una temperatura constante de 75°C. La maxima eficiencia de extraccion de pectinas se logro con
una relacién agua:solido de 20,94mL/g , una potencia de microondas de 414,4W y un tiempo de
irradiacion de 12,75min, donde obtuvieron un rendimiento del 32,81%, ofreciendo ventajas sobre los
meétodos tradicionales al tener rendimientos altos en tiempos bajos de extraccion. La cascara de
melon posee un elevado contenido de pectina, destacandose por su capacidad de retencion de
agua, y estabilidad térmica. Estas caracteristicas la convierten en una materia prima prometedora
para la produccién de pectina, con un potencial significativo para aplicaciones comerciales en la

industria alimentaria (Glizel y Akpinar, 2019).

La cascara que se origina como subproducto de la industrializacion y del consumo de platanos
contiene una cantidad significativa de pectina, entre 16% y 24%, dependiendo del tipo y la variedad
de platano. Se han empleado diversas técnicas, tanto convencionales como avanzadas, para extraer
pectina de la cascara (Kamble et al., 2017). Algunos estudios han demostrado que la extraccion de
pectina puede realizarse con eficacia utilizando acido citrico. Ademas, la extraccion asistida por
ultrasonido en combinacion con &cido citrico ha demostrado ser un método efectivo para obtener

pectina de la cascara del platano. Khamsucharit et al. (2018) realizaron un estudio donde extrajeron
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pectina de las cascaras de platano pertenecientes a cinco variedades distintas, asi como de
cascaras de citricos y orujo de manzana. Se utilizé una solucién de &cido citrico al 6% p/p, en
relacion solido:liquido de 1:20 p/v. Los rendimientos de extraccion fueron entre 10,91% y 24,08%. La
de cascara de platano de la variedad Kluai Leb Mu Nang dio el rendimiento mas elevado 24,08%.
Las cascaras de platano de las cinco variedades tuvieron rendimientos de extraccion comparables a
las fuentes convencionales de pectina (cascara de citricos y el orujo de manzana). Ademas, las
pectinas extraidas se clasificaron como de alto metoxilo, similar a las de las cascaras de citricos y
orujo de manzana. En términos de pureza, las pectinas extraidas presentaron altos contenidos de
acido urénico, cumpliendo con los criterios para su uso como aditivo alimentario. Esto sugiere el
potencial de la cascara de platano, especialmente, como una fuente alternativa viable para la

produccion comercial de pectina.

La cascara de la granada es un subproducto de la produccion de jugos. Es rica en pectina
(20-25%), compuestos fenolicos (10-20%) y azucares (30-35%). Multiples estudios han investigado
métodos de extraccion de su pectina, incluyendo tanto métodos convencionales &cidos como
alternativas mas sostenibles como es el uso de &cidos orgénicos, particularmente &cido citrico. Los
métodos alternativos, como el uso de ultrasonido, han demostrado mayor eficiencia en la extraccion
de pectina con menor consumo de energia y de solventes en comparaciéon con los métodos
convencionales. Estos avances buscan reducir el impacto ambiental negativo asociado con la

produccion de pectina a partir de la cascara de la granada (Yang et al., 2022).

Nateghi et al. (2022) llevaron a cabo extracciones de pectina utilizando polvo deshidratado de
cascaras de granadas. Se empled una solucién de acido citrico con diferentes valores de pH (1, 2, 3)
y una relacién solido:liquido de 1:30 p/v. La mezcla se agité mediante un agitador magnético en
agua a distintas temperaturas (35, 65, 95°C) y por diversos tiempos de extraccion (40, 120,
200minutos). Los resultados revelaron un rendimiento de entre el 6,96% vy el 8,65%, con un
contenido de GalA entre 60,31 y 84,64%. La optimizacion de las condiciones de extraccién para
maximizar tanto el rendimiento como el contenido de GalA dio una temperatura de 94,39°C, un
tiempo de 200 minutos y un pH de 1,24 como las condiciones Optimas. La pectina extraida de las
cascaras de granada representa un recurso novedoso y econdmico, con potencial aplicacién en

productos alimenticios. Moorthy et al. (2015) llevaron a cabo la extraccion de pectina de la cascara
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de granada mediante el uso de ultrasonidos, logrando un rendimiento méximo de pectina del
23,87%. Este resultado se obtuvo bajo las siguientes condiciones experimentales: una relacion
solido:liquido de 1:18g/mL, utilizando una solucion de &cido citrico como solvente con un pH de 1,27,

un tiempo de extraccion de 28 minutos y una temperatura de 61,90°C.

Es posible que se lleven a cabo mas investigaciones sobre la optimizacion de las variables de
extraccion de la pectina a partir de diversos residuos de la elaboracion de productos
agroalimentarios y alimentarios. La utilizacion de residuos o subproductos del procesamiento de
frutas y hortalizas para la extraccion de pectina es un enfoque sostenible hacia la adicién de valory

la proteccion del medio ambiente (Kumar et al., 2023).

1.1.9. Residuos de la cosecha y el procesamiento de la
berenjena (Solanum melongena L.)

La berenjena (Solanum melongena L.) es un vegetal de la familia Solanaceae a la cual
pertenecen también la papa, el tomate y el morron. Es una planta de estacion célida, originaria de
India y China. Progresivamente, su cultivo se extendié a toda la cuenca mediterranea, Europa
Central, Africa y luego América; actualmente se cultiva a nivel mundial (Frary et al., 2007). La fruta
de la berenjena es una baya alargada o globosa con colores que van desde el blanco, verde,
pasando por grados de pigmento purpura hasta un color casi negro (Figura 1.1.16). En la cascara del
fruto se han identificado antocianinas que le confieren la coloracion. La pulpa es consistente, de
textura esponjosa, de color blanco, tiene cierto sabor amargo y presenta pequefias semillas de color

amarillo (Agricultural Marketing Resource Center, 2021).

Se encuentra disponible en el mercado durante todo el afio ya que generalmente se cultiva
dos o tres veces al afio. Es ademéas muy nutritiva, siendo utilizada con fines medicinales (Naeem y
Ugur, 2019). La composicion basica del fruto se presenta en la Tabla 1.1.1. Es una de las hortalizas
con mas alto contenido de polifenoles, los cuales tienen efectos reductores del nivel de colesterol en
sangre e inhibe los radicales libres, como se menciond previamente. Posee propiedades
antidiabéticas y cardioprotectoras. El fruto de la berenjena tiene muy pocas calorias y un buen
contenido de minerales (hierro, calcio, potasio y magnesio) que son de gran ayuda para la salud. A
su vez, posee una gran diversidad de vitaminas y de compuestos fitoquimicos importantes de los
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cuales se destacan compuestos fendlicos como el acido cafeico, &cidos clorogénicos, delfinidina y

nasunina (Bhaskar y Ramesh Kumar, 2015).
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Figura 1.1.16. Berenjena y su fruto (Solanum melongena L.).

Ademas de ser una rica fuente de diversos compuestos fendlicos, la berenjena también
contiene carotenoides y glicoalcaloides con propiedades anticancerigenas demostradas. Estos
fitocompuestos protegen las membranas celulares y potencian la funcion de la memoria en el
cerebro, manteniendo la salud cerebral a través de la proteccion de sus células frente al efecto
dafiino de los radicales libres. Ademas, el contenido de fibra ayuda también en la digestion al

eliminar toxinas y sustancias nocivas en el estdmago (Fraikue, 2016).

Tabla 1.1.1 Composicién quimica de la berenjena (Naeem y Ugur 2019).

Componentes
Energia (1%) 100 — 104kJ
Carbohidratos (4%) 4,70 — 5,88g
Azlcares 2,35-3,53g
Fibra dietaria (9%) 2,80 - 3,409
Grasas 0,18-0,20g
Proteinas (2%) 2,80 —1,01g
Energia (1%) 100 — 104kJ
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La produccién mundial de berenjena, conforme a datos de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2021), se ubica en los 58,65 millones de
toneladas, donde el 90% de la produccion se concentra en Asia principalmente en China e India,

seguida por Egipto, Turquia, Iran e Indonesia.

La produccion de berenjena en Argentina, si bien se trata de un cultivo menor, esta disponible
a lo largo de todo el afio en el mercado local. No se dispone de datos actualizados, pero segun se
reporta para el Censo Nacional Agropecuario del afio 2002, Argentina cuenta con una superficie
cultivada de 1254,3 hectareas a campo y 28,9 bajo cubierta. Esto permite estimar una produccion
superior a las 30.000 toneladas anuales. Las principales provincias productoras son Buenos Aires
23%, Santa Fe 17%, Salta 17,5%, Cordoba 7,5%, Jujuy 6,8%, Mendoza 6,8% y Formosa 4,3%. Su

cultivo se extiende también al resto de las provincias, aunque en menor medida (SAGPyA, 2007).

Las berenjenas se cosechan a mano. En ocasiones se utilizan guantes de tela de algodén. Se
puede desprender de la planta cortando el pedunculo alrededor de media a una pulgada sobre el
caliz de la fruta. Al ser cosechadas se deben cumplir ciertos parametros de clasificacion,
descartando las frutas consideradas como no comerciables por no cumplir con las exigencias
minimas de calidad del mercado, bien sea por madurez excesiva, deformidades u otros tipos de
dafios o defectos severos, o por descomposicidn. La clasificacion inicial durante la cosecha también
es importante para las frutas que se van a llevar a un centro de clasificacién y empaque, para reducir
la cantidad de frutas transportadas que luego tendrian que ser descartadas en dicho lugar como
frutas no comerciales, generando asi una cantidad importante de residuos vegetales desechados
(Martinez et al., 2006).

1.1.10. Residuos de la cosechay del procesamiento del maiz
(Zea mays L.): aprovechamiento de las bracteas (chalas)

El maiz (Zea mays L.) es una planta graminea alta, anual. Es originario de Mesoamérica y
existe diversidad de la especie a lo largo de la cordillera de los Andes, desde México hasta la Region

Andina de América del Sur.
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El maiz es una fuente de alimento esencial, en particular en zonas rurales, donde el acceso a
la tecnologia y variedades mejoradas es limitado. A fines del siglo XV el maiz fue introducido en
Europa, donde se convirtié en un factor clave de la alimentaciéon humana y animal. Debido a su gran
productividad y adaptabilidad, se extendié rapidamente en todo el planeta, y hoy se desarrolla en
todos los continentes, donde ocupa la tercera posicién en cuanto a produccion total de cereales,
detras del arroz y del trigo. Ademas, se ha ubicado en la base fundamental de la produccion

agropecuaria y de sus subproductos (Ullah et al., 2022).
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Figura 1.1.17 Maiz (Zea mays L)

En la Tabla 1.1.2 puede verse su composicién. Posee un alto valor nutritivo, contiene
aproximadamente un 72% de almidén, un 10% de proteina y un 4% de grasa, lo que proporciona
una densidad energética de 365Kcal/100g. EI maiz proporciona muchas de las vitaminas B y
minerales esenciales junto con la fibra y es, en general, una fuente pobre de calcio, acido félico y
hierro. Los componentes bioactivos presentes son diversos e incluyen carotenoides con efectos
antioxidantes como la luteina y la criptoxantina y, ademas, fitoesteroles con efectos
hipocolesterolemiantes como el -sitoesterol, y componentes con efectos fisioldgicos o nutricionales
contrapuestos, como el acido fitico (Ullah et al., 2022).
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Tabla 1.1.2 Concentracion de componentes mayoritarios de la parte comestible del maiz (Rouf
Shah et al., 2016).

C t Ve
Componentes Cada100g  Componentes oncentracion

(mg/100g)
Humedad 10,23¢ Carotenoides
Hidratos de carbono 71,889 Caroteno 2,2
Proteinas 8,849 Xantofilas 2,07
Grasas 4,579 Luteina 1,9
Fibra 2,15¢ Zeaxantina 0,57
Cenizas 2,339 Compuestos fenélicos
Minerales 1,50g Acidos ferdlicos 174
Fésforo 348mg Antocianinas 1417
Sodio 15,9mg Fitoesteroles 14,83
Azufre 114mg Sitosterol 9,91
Calcio 10mg Estigmasterol 1,52
Hierro 2,3mg Campesterol 3,4
Potasio 286mg
Magnesio 139mg
Cobre 0,14mg
Tiamina 0,42mg
Vitamina C 0,12mg
Riboflavina 0,10mg

Actualmente, la produccion total mundial de maiz es de aproximadamente 1099,6 millones de
toneladas, donde Estados Unidos, China, México, Francia, Brasil, Ucrania, India, Argentina, Canada,
Sudafrica, Italia e Indonesia producen el 79%. En todo el mundo, entre el 60 y el 70% de la
produccién de maiz se utiliza comercialmente como alimento para animales y el otro 30-40% se

utiliza para la produccién de alimentos para el consumo humano (Saeed et al., 2021).

El maiz en Argentina se cultiva principalmente en el norte y sureste de la provincia de Buenos
Aires, sur de Santa Fe, sur de Cordoba y norte de La Pampa. Cabe sefalar que, dado el avance
tecnoldgico sobre la genética del maiz en las ultimas décadas, se logré que éste sea el cultivo con
mayor aumento del rendimiento en los Ultimos 30 afios. La gran variedad de insumos utilizados en
su produccion, contribuyen a que sus rendimientos continien en constante incremento (Figura
1.1.18) (Presello et al., 2022).
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Figura 1.1.18 Mapa de cultivos de maiz en Argentina (Presello et al., 2022).

A partir de la gran cantidad de biomasa que se produce mediante el cultivo del maiz,
aproximadamente el 50% de la misma es cosechada para su consumo en forma de grano. El residuo
corresponde a diversas partes de la planta tales como las bracteas, cuya proporcion dependera

primordialmente de la variedad, nivel de fertilizacion y tipo de cultivar.

Se considera que un cultivo de maiz de grano destinado a la molienda produce entre 20 a 35
toneladas de residuos agroindustriales por hectarea, mientras que el cultivo de maiz dulce para
consumo directo genera entre 16 a 25 toneladas de residuos agroindustriales por hectarea (Ruiz
Diaz et al., 2008), lo que resulta en un gran volumen de residuos tras la remocién de los granos,

estimandose 75 millones de toneladas por afio, a nivel mundial.

Los residuos postcosecha presentan dos problemas fundamentales: la considerable cantidad
de desechos generados y la consiguiente contaminacién ambiental, lo que resulta en la pérdida
significativa de compuestos valiosos para la industria. Ademas, la disposicién y eliminacién de estos
residuos representan costos elevados para los productores. El aprovechamiento de estos desechos
con el fin de obtener productos de valor, como las fibras dietarias y los compuestos antioxidantes, se

presenta como una alternativa de gran interés para productores, industrias y consumidores.
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l.2. Obijetivos de la tesis
Objetivo principal
Cada afio existe una gran generacion de residuos postcosecha que provienen de la produccion del

maiz y de la berenjena, los cuales poseen compuestos quimicos de interés, por lo cual se plantea

como objetivo general de esta tesis:
o El aprovechamiento de los residuos obtenidos del maiz, en particular las bracteas, y
del céliz, cascara y pulpa de la berenjena para la obtencion de biocompuestos funcionales

utiles como aditivos en la formulacion de alimentos.

Capitulo |

Objetivos principales
o Obtencién de polvos a partir de la cascara, caliz y de la pulpa de los frutos de la
berenjena desechados por no cumplir los parametros para su comercializacion.
o Obtencion de polvo a partir de las bracteas del maiz, las cuales son desechos que
genera su consumo.

Objetivos secundarios

o Evaluar las propiedades fisicas y la composicién quimica del polvo de la cascara y

del caliz de la berenjena.

o Evaluar las propiedades fisicas y composicién quimica del polvo de la pulpa de la
berenjena.

o Evaluar propiedades fisicas y composicion quimica del polvo de las bracteas del
maiz.
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Capitulo Il

Objetivos principales

e Extraccién de pectinas a partir de los polvos obtenidos de las bracteas del maiz,
mediante técnicas amigables con el ambiente.
e Extraccidn de pectinas a partir de los polvos obtenidos de la cascara, caliz y pulpa de los

frutos de la berenjena, mediante técnicas amigables con el ambiente.

Objetivos secundarios

o Desarrollar una técnica de extraccion de pectinas que involucre el uso de ultrasonido
de alta potencia (US) como pretratamiento para desintegrar la microestructura de la pared
celular, en combinacion con una posterior extraccion adecuada segun la composicion
quimica de cada tejido.

o Evaluar como posterior extraccion el uso de solucién acuosa de carbonato de sodio
(1M) como extractante de la pectina de la cascara, caliz y pulpa de frutos de berenjena.

o Evaluar como posterior extraccion el uso de solucion acuosa de hidroxido de sodio

(0,1M) seguido de hidrolisis enzimatica con celulasa para obtener la pectina de las bracteas

del maiz.
o Determinar el rendimiento de los procedimientos aplicados.
o Caracterizar quimicamente y determinar los pesos moleculares de las fracciones

pécticas aisladas.

o Caracterizar el comportamiento reoldgico de las fracciones pécticas aisladas.

o Evaluar la capacidad antioxidante y el perfil de compuestos antioxidantes
coextraidos en las fracciones pécticas obtenidas de los polvos de la berenjena.
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Capitulo Il

Objetivo principal

o Evaluar la funcionalidad de los polvos y de las pectinas obtenidos de la berenjena

como aditivos antioxidantes y modificadores de la textura en alimentos.

Objetivos secundarios
o Desarrollar un queso vegano untable de castafias de caju utilizando los polvos de la
berenjena como aditivos, evaluando los cambios en las propiedades reologicas y la

eficiencia antioxidante durante el almacenamiento (30 dias).

o Evaluar las pectinas extraidas de la berenjena como aditivo antioxidante en leche

fluida entera mediante su exposicion a la radiacién UV-C.
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Polvos de fibras a partir de residuos vegetales:

Bracteas de maiz y berenjenas

1.3. Materiales y Métodos

1.3.1. Reactivos

Los reactivos fueron de grado analitico marca Sigma-Aldrich (Saint Louis, EE.UU.) y Merck
Quimica (Argentina). Los estandares de a-caroteno y [B-caroteno, luteina; a-, B- y y-tocoferoles,
retinol, seroalbumina bovina (BSA Protein Standard) y acido p-galacturénico fueron marca Sigma-
Aldrich (EE.UU.). El etanol y metanol grado HPLC y grado analitico fueron provistos por Sintorgan
(Argentina). Se usé agua desionizada (Milli-QTM, EE. UU.).

1.3.2. Preparacion de la muestra

En el presente trabajo se utilizaron bracteas de maiz (Zea mays) y frutos de berenjenas

(Solanum melongena) provistos por verdulerias locales.

Las bracteas del maiz fueron lavadas con agua potable, luego fueron cortadas y secadas
sobre bandejas de acero inoxidable, en una estufa con conveccion forzada de aire a 55°C durante

4h con el fin de lograr un secado completo.

Las berenjenas enteras fueron lavadas con detergente y enjuagadas con agua potable, luego
se separaron el caliz y la cascara del fruto, obteniéndose el resto de la berenjena (pulpa), la cual fue
cortada longitudinalmente en fetas delgadas. El secado de todos estos tejidos se realizd
separadamente sobre bandejas de acero inoxidable cubiertas con tul sintético, en una estufa con

conveccion forzada de aire a 40°C durante 4h con el fin de lograr un secado completo.
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1.3.3. Obtencion de los polvos

1.3.3.1. Obtencién del polvo de las bracteas del maiz (RIA-PB)

Las bracteas secas, quebradizas, del maiz fueron cortadas transversalmente con tijera en
tiras de no mas de 2cm de ancho, aproximadamente, y luego molidas empleando un molino de corte
de alto rendimiento (SM 300, Retsch, Alemania) provisto de un tamiz con malla de 500um. El polvo
resultante fue fraccionado por tamafio de particula. Para ello se utilizd una serie de tamices con
mallas ASTM de 840, 420, 210, 105, 53 y 25um ajustados sobre un soporte vibratorio (Retsch,
Alemania). Cada fraccién recuperada fue colocada en bolsas de Cryovac herméticamente selladas al
vacio y al resguardo de la luz, utilizando para este trabajo la fraccion del polvo que quedd retenida
entre los 210um (PB).

Posteriormente se obtuvo el residuo insoluble en alcohol (RIA) segun Bernhardt et al. (2019).
Para ello, una masa conocida de PB fue extraida con agua desionizada en una proporcién de 1:100
(p/v) a temperatura ambiente (20°C) por 24h con agitacion magnética. Luego, se filtr6, se recuperd el
sobrenadante y el precipitado, separado y secado fue luego pesado para calcular la pérdida de
sustancias solubles en agua. Este precipitado deshidratado fue seguidamente extraido con etanol
80% v/v en una proporcidn de 1:9 (p/v), para lo cual se llevé la mezcla a ebullicion durante 30min
con agitacion magnética bajo campana. Luego se filtrd y se repitié el mismo procedimiento una vez
mas. A continuacion, el residuo soélido finalmente obtenido fue lavado tres veces con abundante
etanol (95% v/v) y se lo dejo secar bajo campana por 24h para la evaporacion total del etanol.
Posteriormente fue congelado en freezer (-20°C) y luego se agreg6 nitrégeno liquido al momento de
entrar al liofilizador (Christ, Alemania; bomba de vacio Pfeiffer, Alemania). El polvo obtenido fue
pesado y denominado RIA-PB, el cual fue envasado en bolsa de Cryovac y sellada al vacio,

manteniéndolo al resguardo de la luz.

1.3.3.2. Obtencion del polvo de la cascara y céliz de la berenjena
(P-CC)

Los trozos secos de la cascara y los célices deshidratados de la berenjena fueron molidos

conjuntamente en un procesador de alimentos (Moulinex FR6001, 700W, Argentina). El polvo
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obtenido fue homogenizado, siendo entonces denominado P-CC, el cual fue envasado en bolsa de

Cryovac y sellada al vacio, manteniéndolo al abrigo de la luz a -20°C hasta su uso.

Para determinar la distribucién del tamafio de particula, un peso dado de P-CC fue
fraccionado mediante una serie de tamices con mallas ASTM de 840, 420, 210, 105, 53 y 25um
ajustadas sobre un soporte vibratorio (Retsch, Alemania). Se pesd la cantidad de polvo retenida

entre dos mallas sucesivas, calculando luego el porciento.

1.3.3.3. Obtencion del polvo de Pulpa de berenjena (P-P)

Las fetas deshidratadas, quebradizas, de la pulpa de la berenjena fueron molidas en un
procesador de alimentos (Moulinex FR6001, 700W, Argentina). El material obtenido fue denominado
P-P, el cual fue envasado en bolsa de Cryovac y sellada al vacio, manteniéndolo al abrigo de la luz a

-20°C hasta su uso.

Para determinar la distribucién del tamafio de particula, un peso dado de P-CC fue
fraccionado mediante una serie de tamices con mallas ASTM de 840, 420, 210, 105, 53 y 25um
ajustadas sobre un soporte vibratorio (Retsch, Alemania). Se peso la cantidad de polvo retenida

entre dos mallas sucesivas, calculando luego el porciento.

1.3.4. Propiedades de Hidratacion

1.3.4.1. Capacidad de hinchamiento (SC) y de atrapamiento de
agua (WHC)

Para determinar la capacidad de hinchamiento (Swelling Capacity, SC), se pesaron
aproximadamente 0,0800g del polvo (RIA-PB, P-CC o P-P) en balanza analitica y se lo coloc6 en un
tubo de ensayo graduado de 10mL. A continuacién, se agregaron 4mL de agua desionizada,
utilizando una pipeta automatica (Eppendorf, Alemania), cuidando de que se hidratara la totalidad del
polvo, siempre en exceso de agua. Se tapd cada tubo con Parafilm (Bemis Co., EE.UU.) y se lo dejé

en reposo por 18h a 25°C. Al cabo de este periodo, se leyd el volumen ocupado por la fibra
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hidratada (mL) (Robertson et al., 2000; Raghavendra et al., 2004). Esto permiti¢ calcular la SC

mediante la siguiente ecuacion:

mL) = (Ecuacion 1.1.1)

sc (=

g ms

Donde Vj es el volumen ocupado por la fibra hidratada y ms es el peso de la muestra seca.

Para la determinacion de la capacidad de absorcion de agua (Water holding capacity, WHC),
el sobrenadante fue removido por decantacion vy filtracién sobre filtro de fibra de vidrio (Schleicher &
Schuell, Alemania). Se registrd el peso del residuo sélido hidratado (HRW) y posteriormente se lo
liofilizé para poder obtener el peso del residuo seco (Robertson et al., 2000). Esto permitié calcular la

WHC segun la siguiente ecuacion.

WHC ( Jague ) — AV ORW (Ecuacion 1.1.2)

Imuestra seca DRW

Donde HRW son los gramos del residuo hidratado y DRW son los gramos del residuo seco.

1.3.4.2. Capacidad de retencién de agua (WRC)

Se realizé el mismo proceso utilizado para la determinacién de SC. Luego de transcurridas
18h a 25°C, se centrifugd a 2000rpm por 30 minutos. El sobrenadante fue separado y el residuo
hidratado fue entonces pesado (W>) y luego, liofilizado y pesado nuevamente (R) (Robertson et al.,

2000; Raghavendra et al., 2004). Se calculé asi la WRC segun la siguiente ecuacion:

WRC( Jagua ) = M2k (Ecuacion 1.1.3)

Imuestra seca R

Donde W- representa los gramos de agua retenida y R los gramos de residuo seco.
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1.3.5. Actividad de agua (aw)

La actividad de agua (aw) de los polvos (RIA-PB, P-CC y P-P) fue evaluada por triplicado a
25°C en un higrémetro Decagon AquaLab (Serie 3, EE.UU.). La actividad de agua real (aw®) fue
determinada por extrapolacion de la curva de calibracién previamente realizada en el equipo,
midiendo para ello la actividad de agua de soluciones saturadas de aw conocida: LiCl (aw°=0,110),
MgCl, (aw®= 0,333) y NaBr (aw°=0,577) a 25°C (Greenspan, 1977).

1.3.6. Determinacion del color:

El color de los polvos (RIA-PB, P-CC y P-P) fue medido con un colorimetro (CM-600D, Minolta
Co, Japon), usando una apertura de 1,5cm de diametro, iluminante D65 y 2° de angulo de
observador. Las muestras fueron colocadas en un recipiente cilindrico (2,5cm de diametro y 1cm de
altura) para evitar efectos de borde. Se registraron los valores de los parametros o coordenadas de
color en el espacio CIELab, esto es, L*, a*y b*, donde L* indica la luminosidad (entre 0%, negro, y
100%, blanco), a* indica la cromaticidad sobre el eje horizontal que va del rojo (+) al verde (-) y b*
indica la cromaticidad sobre el eje horizontal que va desde el amarillo (+) hasta el azul (-). Las

mediciones se realizaron por triplicado para cada muestra.

1.3.7. Microscopia del tejido fresco

Se cortaron muestras de aproximadamente 1 - 2mm?3 de exocarpio (cascara) de la berenjena y
tejidos del mesocarpio (resto del fruto, sin céliz ni cascara). Se fijaron en 2,5% de glutaraldehido en
solucién tampdn de fosfato 0,2M (pH 7,2) y post fijados en 1,5% p/p de OsOs en la misma solucién
buffer, seguido por fijacién y contraste en 5% p/p de acetato de uranilo en agua destilada. La
deshidratacion se realizé en una serie de soluciones de acetona antes de ser incrustada en resina
Durcupan (epoxi). A continuacion, se cortaron secciones ultrafinas de 0,5 micras en un micrétomo
Reichert Jung Ultracut E (Leica, Alemania) y se las tifid con azul de toluidina para su observacién en
el microscopio dptico (Zeiss Axiophot, Carl Zeiss, Alemania; Céamara digital Q-Color 5, Olympus,
Japon; Software QCapture Pro, EE.UU.).
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1.3.8. Caracterizacion quimica del Polvo

Para todas las determinaciones espectrofotométricas realizadas se utilizé un equipo Shimadzu
UV-1800 (Japdn).

.3.8.1. Acidos urénicos

Se pesaron cantidades de los polvos obtenidos (RIA-PB, P-CC o P-P) individualmente en
vasos de precipitado y se les afiadio &cido sulfurico al 72% (p/p) con la ayuda de una varilla de
vidrio. Luego, se ajustd la concentracién a 1M de acido sulfurico mediante la adicion de agua
desionizada. La mezcla se homogeneiz6 con la varilla de vidrio y se la sometié a hidrélisis a 100°C
durante 2,5 horas, siguiendo la metodologia de Ng et al. (1998). Las suspensiones resultantes se
enfriaron y el residuo obtenido fue separado por centrifugacion a 8000rpm durante 10 minutos a
6,0°C utilizando una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810R, Alemania), mientras que, el

sobrenadante fue neutralizado hasta alcanzar un pH de 5-7.

El sobrenadante obtenido se utiliz6 para determinar el contenido de acidos uronicos. El
contenido de acidos uronicos se determind mediante el método espectrofotométrico descrito por
Filisetti-Cozzi y Carpita (1991). Para ello, se tomé6 una alicuota de sobrenadante y se mezclé con
agua desionizada. Se afiadié una solucién de acido sulfamico-sulfamato de potasio 4M (pH 1,6),
seguido de la adiciéon H2SO4 concentrado (98%) con Na2B4O7-10H.0 0,075M. La solucion resultante
se calent6 a 100°C durante 20 minutos en un bafio de agua con los tubos tapados. Posteriormente,
los tubos se colocaron en un bafio de hielo para enfriar rapidamente y se afiadio m-hidroxidifenilo al
0,15% (p/v) disuelto en NaOH al 0,5% (p/v). La mezcla se agité vigorosamente en vértex y se midi6
la absorbancia a 525nm. Para la cuantificacién se realizd la curva de calibracion utilizando acido D-

galacturénico como estandar.

Por otro lado, al residuo obtenido se le realizaron lavados sucesivos mediante la re-
suspension del residuo en un minimo volumen de agua desionizada, seguido de agitacion con un
vortex (IKA, Alemania) y centrifugacion, hasta alcanzar un pH entre 5y 7. El residuo resultante luego
del ultimo lavado fue recuperado, congelado y luego liofilizado. El residuo seco fue entonces pesado
para asi calcular el contenido de celulosa + lignina en cada polvo.
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1.3.8.2. Hidratos de carbono no celulosicos

Se siguid la misma metodologia utilizada en la seccién 1.3.8.1. En el sobrenadante final
neutralizado, el cual contiene las pectinas y las hemicelulosas hidrolizadas, se realiz6 la
determinacion del contenido total de polisacaridos no celulésicos por el método colorimétrico del
fenol-sulfurico segun la técnica de Dubois et al. (1956). Para ello, se tom6 una alicuota del
sobrenadante y se lo mezcld con agua desionizada. Se afiadié una solucion de fenol (80% p/p), se la
homogeneizo y luego se afiadio solucion concentrada de H2SO4 (98%). La solucion fue dejada hasta
que se enfriara a temperatura ambiente y se la homogeneiz6 nuevamente. Finalmente se midié la
absorbancia a 490nm. Para la cuantificacion se realizé una curva de calibracién utilizando D-glucosa

como estandar.

1.3.8.3. Lignina

Para realizar esta determinacion, se siguid el procedimiento previamente mencionado
(seccioén 1.3.8.1) pero con la variacién de que cada polvo (RIA-PB, P-CC y P-P) fue sometido a
hidrélisis inicial mediante la adicién de acido sulfurico al 72% (p/p), homogenizando la mezcla con
una varilla de vidrio y dejando en contacto durante 3 horas a temperatura ambiente. Luego, se
afiadié agua desionizada en cantidad suficiente para alcanzar una concentracion final de 1M de
acido sulfurico, agitando la mezcla con la varilla de vidrio. Inmediatamente después, la suspension
resultante fue calentada en un bafio de agua a 100°C durante 2,5 horas, siguiendo el procedimiento

detallado en la seccion 1.3.8.1 (Ng et al., 1998).

El sobrenadante obtenido al final del proceso fue ajustado a un pH de 5-7 y se toméd una
alicuota para someterla al método colorimétrico de Dubois et al. (1956) y asi determinar el contenido
total de polisacaridos hidrolizados disueltos (carbohidratos totales). El residuo obtenido después
de varios lavados hasta alcanzar un pH de 5-7, fue liofilizado, pesado y corresponde al contenido de
lignina de la fraccion analizada. Restando este contenido de lignina (expresado en %) al contenido
de celulosa + lignina (expresado en %) obtenido al pesar el residuo en la seccion 1.3.8.1, se

determiné el contenido (%) de celulosa en cada polvo.
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1.3.8.4. Determinacion de Proteinas

El contenido de proteinas en cada polvo (RIA-PB, P-CC y P-P) fue determinado mediante el
método de Lowry et al. (1951). Para esta determinacion, se empled seroalbumina bovina (BSA
Protein Standard; Sigma-Aldrich, EE. UU.) como proteina patrén, la cual se disolvié en solucion
salina. A partir de esta solucidn, se prepar6 una curva de calibracion utilizando diversas alicuotas.
Para las muestras, se mezclo una alicuota de la solucién sobrenadante de la hidrdlisis obtenida
durante la determinacion de lignina (seccion 1.3.8.3) con agua y el Reactivo A (Na2COs al 2% en
NaOH 0,1N; CuS04.5H,0 al 1% en H20; KNaC4sH406.4H20 al 1% en H20 en relacion 10:0,1:0,1). La
mezcla se agitd mediante un vortex y se la dejo durante 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se
afiadié el Reactivo B (solucién de Folin-Ciocalteau en agua en una proporcion de 1:1), agitando
nuevamente en vortex. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 660nm. Los resultados se

expresaron en porcentaje (g de proteina por cada 100g de polvo).

1.3.8.5. Azucares Reductores

El contenido de azlcares reductores se determind mediante el método colorimétrico de
Somogyi-Nelson (Nelson, 1944). Para ello, a una alicuota del extracto acuoso de cada uno de los
polvos (RIA-PB, P-CC y P-P) se le afadio el reactivo de Somogyi, (solucién saturada de Na2COs
anhidro, KNaCsH40s, CuSQO4, NaHCO3; y Na>SO4 anhidro en agua desionizada). Los tubos se
colocaron en un bafio de agua a 100°C durante 15 minutos. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se incorporé el reactivo de Nelson (solucion de molibdato de amonio, arsenito de sodio y
H.SO4 en agua desionizada). La mezcla se agité en vortex y se la diluyé con agua desionizada. Las
muestras se analizaron en un espectrofotometro midiendo la absorbancia a 540nm. La cantidad de
carbohidratos solubles reductores presentes fue determinada por dos curvas de calibracion
realizadas con una solucién de p-galactosa (1mg/mL) y con una solucién de p-glucosa (1mg/mL).
Los resultados se expresaron como g de galactosa o de glucosa /100g de polvo.
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1.3.8.6. Determinacion del grado de metilacién (DM)

El DM de los acidos urdnicos contenidos en cada polvo (RIA-PB, P-CC y P-P) fue determinado
evaluando primero el contenido de metanol segun el método colorimétrico reportado por Wood y
Siddiqui (1971). Para ello, se realizd una saponificacion inicial de una masa pesada del polvo con
NaOH 1,5N en tubo de hemolisis con tapa a rosca, vortexeando. Simultdneamente, se prepard un
blanco de muestra con igual volumen de NaOH 1,5N. Luego de 1h, cada muestra contenida en su
tubo respectivo y el blanco fueron acidificados agregando H2SOs4 5,5N, tapado con la tapa a rosca y
homogenizando con vortex. A cada tubo se le agregd solucion de KMnO4 2% (p/v) y, a continuacién,
las muestras fueron agitadas en vortex y enfriadas en un bafio de agua con hielo durante 15
minutos. Luego se agreg6 una alicuota de una solucion de AsOsNas (arsenito de sodio) 0,5M en
acido sulfurico 0,12N, seguido del agregado de agua desionizada; se agitd en vértex y se dejd
reaccionar durante 1h a temperatura ambiente. Luego de este tiempo se agregd solucion de 2,4-
pentadiona 0,02M disuelta en solucion buffer de acetato de amonio. Para la reaccién colorimétrica,
se utilizd un estandar de metanol en H2SO4 1N. Se midié la absorbancia a una longitud de onda de
412nm. EI DM fue calculado como la relacion porcentual entre el nimero de moles de metanol y el

numero de moles de acidos urénicos contenidos (seccion 1.3.8.1) en cada polvo.

1.3.8.7. Determinacion del grado de acetilacion (DA)

El contenido de acetilos de cada polvo (RIA-PB, P-CC y P-P) fue determinado segun el
método colorimétrico reportado por Naumenko y Phillipov (1992). Cada polvo, individualmente, fue
tratado con una mezcla 1:1 de clorhidrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI) 0,125M e NaOH 0,25M,
agitandolo durante 1 hora. A una alicuota de la solucion resultante se le afiadi6 HNO3 0,125M y
Fe(NOs3)s 0,01M, mezclandose por agitacion. La mezcla de reaccion se dejo reposar durante 10
minutos y se centrifugd durante 15 minutos a 6000 x g para separar cualquier gel que pudiera
haberse formado de la solucién. Se midié la absorbancia de la solucion coloreada finalmente
obtenida a 495nm. Para la curva de calibracion se utilizd como estandar pentaacetato de glucosa. El
DA fue calculado como la relacién porcentual del numero de moles de acetilo y el nimero de moles

de &cidos urénicos contenidos en cada polvo (seccion 1.3.8.1).
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1.3.9. Capacidad Antioxidante de los polvos de P-P y P-CC

1.3.9.1. Ensayo del FRAP

La capacidad de la muestra para reducir al Fe(lll) fue determinada mediante el método FRAP.
Para cada polvo de berenjena (P-CC y P-P), se agregd metanol y se mantuvo en agitacién constante
durante 30min, en bafio de agua a 37°C. Posteriormente, la muestra se centrifugd a 5000rpm
durante 20 minutos a 6,0°C, utilizando una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810R, Alemania). Se
agrego el reactivo de FRAP al sobrenadante metandlico separado y se midio el aumento de la
absorbancia a una longitud de onda de 595nm después de 30 minutos de iniciada la reaccion. La
curva de calibracion se elaboro utilizando una solucion de &cido L-(+)-ascorbico (AA) en metanol.

Los resultados se expresaron en miligramos de AA por cada 100 gramos de polvo.

1.3.9.2. Ensayo del DPPH

Se determiné la capacidad para capturar radicales libres de cada polvo de berenjena (P-CC y
P-P), mediante el uso del reactivo DPPH. Se realiz6 la extraccion en las muestras igual que en la
seccion 1.3.9.1 y se agregd una solucion de DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidrazilo) en metanol. Se
mantuvieron los tubos en agitacién constante durante 30min en bafio de agua a 37°C y se midié la
disminucion de la absorbancia a una longitud de onda de 517nm. La curva de calibracion se elabord
utilizando una solucion de AA en metanol. Los resultados se expresaron en miligramos de AA por

cada 100 gramos de polvo.

.3.10. Determinacién de carotenoides y tocoferoles en los
polvos de berenjena P-CC y P-P

Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo iluminacién tenue y a una temperatura
ambiente de 20°C para prevenir la degradacion de los carotenoides y tocoferoles. Inicialmente, se
llevé a cabo una saponificacion de la muestra, para lo cual se pesaron individualmente los polvos de
berenjena (P-CC y P-P) y se colocaron en tubos de vidrio. Posteriormente, se afiadié una solucion
buffer de fosfato de sodio pH 7,7 y se agitd con un ultraturrax hasta obtener una solucion
homogénea. A esta solucién se le agregd una solucién de pirogalol al 1% en etanol absoluto de
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grado HPLC. Los tubos fueron tapados, agitados en vértex y luego incubados a 70°C durante 2min;
una vez finalizado este paso, se colocaron en un bafio de hielo y se afiadi6 una solucién de KOH
12N. Seguidamente, se colocaron en un bafio de agua a 70°C durante 30min con agitacién
constante. Posteriormente, los tubos se enfriaron en un bafio de agua con hielo, se les agreg6 agua

desionizada y hexano de grado HPLC, y se agitaron en vértex durante 5min.

La separacion y cuantificacion se realizé por HPLC en fase reversa. El sistema HPLC (Thermo
Separation Products, EE.UU.) estaba equipado con una bomba cuaternaria (modelo P4000), un
desgasificador de membrana al vacio y un auto muestreador (AS4000), con un inyector con loop de
100uL conectado a una columna Alltima C18 (250mm x 4,6mm), de tamafio de particula de 5um
(Alltech, EE.UU.). Se us6é un detector de arreglo de diodos (UV6000LP Spectrasystem; Thermo
Separation Products, EE.UU.) a 325 y 445nm para la deteccion de carotenoides. La determinacion
de los tocoferoles se llevé a cabo mediante un detector de fluorescencia (FL 3000, EE.UU.) a 296nm
(excitacion) y 330nm (emisién). La fase movil consistié en una mezcla isocratica de etanol:metanol
(60:40) con un flujo de 1mL/min. Las curvas de calibracion se realizaron con estandares externos

preparados en el momento, en etanol absoluto grado HPLC.

1.3.11. Determinacion del contenido de polifenoles en los
polvos de berenjena P-CC y P-P

1.3.11.1. Extraccion y cuantificacion de polifenoles extraibles
mediante HPLC-DAD

Para determinar el contenido de polifenoles extraibles de cada polvo (P-CC y P-P) se
sonicaron (Bafio ultrasénico TESLA, Argentina) separadamente P-P o de P-CC durante 15min en
una solucién de acetona/agua/acido acético, 70/29,5/0,5 (v/vlv). Cada solucién fue centrifugada a
1765 x g durante 10min. Luego la acetona fue evaporada a 35°C bajo vacio. El residuo acuoso se
filtré a través de un cartucho de extraccién en fase sélida activado Sep-Pack C18 (Waters, Milford,
MA, EE.UU.). Se lavé luego la columna repetidamente por elucién de agua y los compuestos
fendlicos retenidos fueron posteriormente eluidos por agregado de metanol. Este extracto metandlico
eluido fue filtrado luego a través de una membrana de nylon de 0,45um e inyectado manualmente
(inyector Rheodyne de 20uL., EE.UU.) en un equipo HPLC Waters 1525 (Milford, EE.UU.) provisto
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de un sistema de bombas binarias (modelo M09DG2 455M, Waters, Milford, EE.UU.), un
desgasificador (modelo M09DG2 455M, Waters, Milford, EE.UU.) y un detector de arreglo de diodos
(DAD) (modelo A10998 660A, Waters, Singapur). Se utilizd una columna Luna C18 (250x4mm, 5um
de tamafio de particula, Phenomenex, Torrace, EE.UU.). Como fase mévil se utilizd una solucion
acuosa de acido férmico al 1% v/v (A) y metanol puro (B), usando un flujo de 0,8mL/min. Se us6 un
gradiente lineal, comenzando con un 10% de B hasta alcanzar el 70% en 75min. Los espectros
fueron registrados en el intervalo de 280 - 560nm y se analiz6 a 280, 320, 360 y 520nm de longitud

de onda correspondientes a los maximos de absorcién de los polifenoles.

1.3.11.2. Identificacion de fenoles mediante HPLC-ESI-
microTOF/MS y HPLC-PAD

Los andlisis HPLC-ESI-microTOF/MS y HPLC-PAD fueron realizados con un equipo Agilent
1200 HPLC (Agilent Technologies, Wilmington, EE. UU.). Los datos espectrales de todos los picos
se acumularon en el rango de 200 a 800nm. El equipo de HPLC se acopld a un espectrometro de
masas de alta resolucion Bruker microTOF-QIl (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EE. UU.) con fuente
de ionizacién por electrospray (ESI). Los datos se adquirieron y procesaron utilizando un Bruker
Compass Data Analysis (version 4.2, Bruker Daltonics, Billerica, MA, EE. UU.). Se utilizd una
columna YMC-Triart C18 (150mm x 2mm, tamafio de particula 3um, YMC, Japdn), con una fase
moévil de acido férmico al 1% v/v en agua (A) y metanol puro (B), 0,14mL/min de caudal y un
volumen de inyeccién de 20uL. Se utilizé un gradiente lineal, comenzando con 10% de B hasta
llegar a 20% después de 260min. Los picos se identificaron por medio de espectros UV, por los
cromatogramas de iones extraidos de la corriente de iones en valores m/z correspondientes a los

iones [M - HJ* de los compuestos individuales investigados y por su fragmentacion.

1.3.11.3. Cuantificacion de Compuestos fenélicos unidos
covalentemente mediante HPLC-DAD

Los compuestos fendlicos esterificados fueron determinados siguiendo el método descripto
por Vaidyanathan y Bunzel (2012). Se liberaron por hidrélisis de cada polvo de berenjena (P-P y P-
CC) con NaOH 2M mediante agitacion al vacio en la oscuridad, a 4°C durante 2h, los compuestos

fendlicos esterificados. Luego, la muestra fue ajustada a pH 1,5 por el agregado de suficiente
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volumen de HCI 6M. A continuacion, se realizaron tres extracciones empleando acetato de etilo cada
vez. Se reunieron las fases organicas y se evaporo el acetato de etilo hasta sequedad bajo presién
reducida. Finalmente, el residuo fue reconstituido en metanol y filtrado a través de una membrana de
0,45 micrones de poro para luego ser analizado utilizando HPLC-DAD de fase reversa y HPLC-ESI-
MS/MS, con un flujo de 0,5mL/min y un gradiente lineal entre acido formico 1% v/v en agua (A) y
metanol puro (B), el cual aumentd durante 90min del 10% al 82% de metanol (B). Los espectros UV
se registraron en el rango de longitud de onda de 200 - 800nm. La cuantificacion se realizé utilizando

acido ferulico como estandar externo. Estos analisis se realizaron por triplicado.

1.3.12. Evaluacion de los efectos citotoxicos de los extractos
polifendlicos de P-P y P-CC en células HepG2

1.3.12.1. Cultivo celular y condiciones de incubaciéon

La linea celular derivada de hepatoblastoma humano (HepG2) fue cultivada en el medio Eagle
modificado por Dulbecco y bajo en glucosa (DMEM) complementado con suero fetal bovino al 10%,
100Ul/mL de penicilina y 100ug/mL de estreptomicina, y se mantuvo en una atmdsfera humidificada
con 5% de COz a 37°C.

Para el ensayo de citotoxicidad, las células fueron sembradas en placas de cultivo de 96
pocillos a una densidad de 2,5x104 células/pocillo. Para las condiciones de incubacion celular, se
disolvieron 1,690mg de fenoles extraibles de P-CC (seccion 1.3.11.1) con 250uL de DMSO vy luego
se diluyeron a una concentracion de 0,676mg/mL con agua. Para el caso de los compuestos
fendlicos extraibles de P-P (secciéon 1.3.11.1), se disolvieron 0,684mg con agua hasta una

concentracion final de 0,2736mg/mL.

Las células se incubaron durante 24h con diferentes concentraciones (5 - 500ppm) de ambas

soluciones del extracto de P-CC o de P-P diluidos en agua.
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1.3.12.2. Ensayo del MTT

La citotoxicidad de los compuestos fendlicos extraibles de P-CC y de P-P (seccion 1.3.11.1)
fue evaluada mediante el ensayo del MTT. Células HepG2 fueron sembradas en placas de 96
pocillos y se cultivaron durante 24h. Luego, se incubaron con dosis que oscilaron entre 5y 500ppm
de los compuestos fendlicos mencionados (P-CC y P-P). Después de 24h, se retir6 el medio de
cultivo y se lavaron las células con solucién salina tamponada de fosfato (PBS). Luego, las células
se incubaron durante 3 horas a 37°C con una soluciéon madre de MTT (5mg/mL en PBS) por 100uL
de medio en cada pocillo. Después de retirar 90uL de medio, se afiadié un volumen de 100uL de
acido - isopropanol y se mezclo para disolver los cristales de formazan. La absorbancia se midi6 en
un lector de placas ELISA de microtitulacion a 595nm. La viabilidad celular se expres6é como el
porcentaje de viabilidad de las células tratadas en comparacion con el control negativo (células no
tratadas). Esto se evalué en tres ensayos independientes y se construyeron curvas de

concentracion-efecto para determinar la concentracion que produce un 50% de citotoxicidad (CCso).

1.3.13. Evaluacion del efecto del ultrasonido sobre los polvos
de berenjena (P-P y P-CC)

Para los tratamientos con US de los polvos de berenjena (P-P y P-CC) se emple6 un
procesador ultrasonico de alta potencia (Vibra-Cell VCX 750, salida de potencia neta: 750W, Sonics
Materials Inc, EE. UU.) acoplado a una sonda de titanio con una punta plana de 13mm de diametro.
El equipo funciona a una frecuencia constante de 20kHz y se utilizé una amplitud del 80%. Se utilizé
un vaso de precipitado de 250mL (vidrio de borosilicato, IVA, Argentina) de 70mm de diametro
interno y 95mm de altura que contenia 200mL de agua desionizada y 5,00g de polvo (P-CC o P-P).
El liquido contenido en el vaso de vidrio alcanzé una altura de 58mm, mientras que la sonda fue
sumergida hasta 20mm desde la superficie libre. Los tratamientos se realizaron por separado en P-
CC y P-P durante 20min, trabajando con pulsos ultrasénicos de 5s “on” y 5s “off’. El vaso fue
colocado dentro de un recipiente de Telgopor para eliminar la dispersidn del calor hacia el ambiente.
La temperatura fue registrada a través de una termocupla de teflén conectada al dispositivo de US'y
fue ubicada a un lado de la pared del vaso de vidrio. Se registraron los valores de energia y de
potencia mostrados por el equipo. La potencia (Ecuacion 1.3.4) y la energia realmente proporcionada
(Ecuacion 1.3.5) fueron calculadas segun las ecuaciones 1.1.4 y 1.3.5. Se calcularon luego la
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intensidad de potencia (Ul; ecuacion 1.3.6) y la densidad de potencia (AED; ecuacion 1.3.7) realmente
provistas en el proceso, las cuales fueron respectivamente expresadas en W por unidad de area de
la superficie emisora o sonda (W/cm2) y en W por unidad de volumen de la muestra sonicada
(W/cm3).

daT
P =m.cp. p Ecuacion (1.3.4)

Donde:
P es la potencia (W), m es la masa de la muestra (g), cp (Jg'C) es la capacidad calorifica del
solvente a presion constante, T es la temperatura (°C) registrada a tiempo f (s) de la sonicacién

efectiva, y dT/dt es la velocidad de cambio de temperatura.

E =m.cp.dT Ecuacion (1.3.5)
Donde:

E es la energia (J), m es la masa sonicada (g), ce (J.g7.C") es la capacidad calorifica del agua, dT

es el diferencial de temperatura (°C) registrada a tiempo t (s) de la sonicacion efectiva.

ur ==

A
P

AED = > Ecuacion (1.3.7)

Ecuacion (1.3.6)

Donde:

P es la potencia en (W), A es el area del transductor (m2), V es el volumen de la muestra (cm3).

1.3.14. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de los polvos
de berenjena (P-P y P-CC)

Para los controles sin tratamiento de US, se colocé cada polvo (P-P o P-CC) en agua (5g de
polvo:200mL agua) con agitacién magnética durante 20min, se filtrd la solucién, el residuo fue
separado, congelado y liofilizado (Christ, Alemania; bomba de vacio Pfeiffer, Alemania). Para los
polvos luego del tratamiento con US de la seccion 1.3.13, se centrifugd y se separ6 el residuo
obtenido, se lo congelé y liofilizé (Christ, Alemania; bomba de vacio Pfeiffer, Alemania).
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Para la caracterizacion morfologica, las muestras resultantes fueron colocadas en un soporte
metalico circular y recubiertas con oro en una camara a alto vacio. Posteriormente las muestras
fueron colocadas en la cdmara del FEI Quanta 250 FEG Scanning Electron Microscope (Thermo
Fischer Scientific, EE.UU.). Las imagenes fueron adquiridas a alto vacio, a un voltaje de aceleracién

de 3kV y utilizando un detector ETD para electrones secundarios.

1.3.15. Analisis estadistico de los resultados

Los experimentos y las determinaciones quimicas fueron realizados por triplicado. Los
resultados se expresan como la media y el desvio estandar DS de n replicados. Las comparaciones
de los resultados se realizaron por la prueba de ANOVA seguida del test de LSD (minimas
diferencias significativas) para las comparaciones mdiltiples. Los valores de CCsy se calcularon a
partir de las curvas dosis — respuesta (concentracion — efecto) obtenidas luego de la transformacion
logaritmica de las concentraciones y posterior regresion lineal. En los analisis se utilizé el software
GraphPad Prism (version 7, 2017, EE.UU.).
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l.4. Resultados y Discusion

1.4.1. Tamaiio de particula de los polvos

La distribucion de tamafios de particula promedio para el polvo RIA-PB que se obtuvo a partir
de las bracteas del maiz (PB) con etanol se puede observar en la Figura 1.4.1. Se obtuvo una
fraccion mayoritaria de 52,5% p/p correspondiente a 210um de didmetro medio, seguido de 29,6%
p/p para 420um de diametro medio. Para los ensayos siguientes en esta investigacion, se trabajé
con la fraccion de polvo de 210um por ser la fraccion mas abundante y, ademas, para tener datos

comparables con los resultados obtenidos por Bernhardt et al. (2019).

Por otro lado, los frutos de la berenjena que fueron descartados debido a su tamafio o
imperfecciones fueron deshidratados a polvos constituidos por la cascara y los calices (P-CC) y por
el resto del fruto (P-P), que incluia mesocarpio, placenta y nucleo. La distribucion de tamarios de
particula promedio de los polvos obtenidos se puede observar en la Figura 1.4.2. Se obtuvo una
fraccion mayoritaria de 29,6% p/p para P-CC correspondiente a 210um de diametro medio, seguido
de 25,1% p/p para 105um de diametro medio y 23,6% p/p para 420um de didmetro medio. Para P-P
se obtuvo una fraccién mayoritaria de 34,87% p/p correspondiente a 105um, seguido de 29,0% p/p
para 420um y de 26,7% p/p para 210um de diametros medios. Ya que se observé una distribucion
proporcional del tamafio de particula en las fracciones de los polvos entre 25% y 34%, se utilizaron

los polvos enteros de P-CC y P-P para todo el trabajo.
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Figura 1.4.1. Composicion en tamafio de particula promedio del polvo RIA-PB (residuo insoluble en

etanol) obtenido de las brécteas del maiz. Las barras de error corresponden al desvio estandar (n=3).
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Figura 1.4.2. Composicidn en tamafio de particula promedio de los polvos obtenidos de la mezcla de
cascara y caliz (P-CC) y del resto del fruto de la berenjena (P-P). Las barras de error corresponden al desvio

estandar (n=3).
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1.4.2. Color

Los parametros de color L*, a* b* en la escala CIE-Lab indican la coordenada vertical de
luminosidad, la coordenada rojo(+)/verde(-) y la coordenada amarillo(+)/azul(-), respectivamente.

RIA-PB presentd una luminosidad alta, del 77%, con valores de a* = -2,56 y de b* = +26,7
(Tabla 1.4.1), correspondiendo a un color amarillo-verdoso (Figura 1.4.3 A). En el caso de P-CC
presentd una luminosidad neutra, del 52,7%, con valores de a* = -0,7 y de b* = +13 (Tabla 1.4.1),
correspondiendo a un color gris-verdoso (Figura 11.3.3 B), mientras que P-P presentd una
luminosidad ligeramente alta de L* 64%, con valores de a* = +4,1 y b* = +24,7, correspondiendo a

un color ocre claro (Figura 1.4.3 C).

C

Figura 1.4.3. Color segun los parametros de CIE-Lab obtenidos: (A) RIA-PB, (B) P-CC, (C) P-P.

1.4.3. Actividad de agua (aw°)

La actividad de agua (aw°) de RIA-PB fue de 0,287. Por otro lado, P-CC mostré una actividad
de agua de 0,319, mientras que para P-P fue de 0,272. (Tabla 1.4.1). Por lo tanto, estos polvos
resultaran estables durante el almacenamiento a temperatura ambiente ya que los valores obtenidos
son suficientemente bajos, y asi evitan el crecimiento microbiano, la hidrélisis quimica, la actividad

enzimatica y las reacciones de pardeamiento (Vilgis, 2015).
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Tabla 1.4.1. Rendimiento?, actividad de agua®, parametros de color CIE-Lab® y composicidn
quimicaP de los polvos obtenidos de cascara y calices (P-CC) y pulpa (P-P) de berenjena, asi como

de las bracteas del maiz, luego de secadas, molidas y extraidas con etanol (RIA-PB).

P-CCb P-P> RIA-PBP
Rendimiento? (%) 9,5+0,67 7,1+0,58 67,0+0,3¢
Actividad de agua (aw°) 0,319 +0,007A 0,272 +£0,0038 0,287 + 0,005¢
L* (%) 52,7+ 0,94 64128 77+0,7¢
a* -0,7+£0,1A +4,140,38 -2,56+0,5C
b* +13 +1A +24,7 + 0,38 26,7+0,2C

/100 g polvo

Proteinas 9,3+0,6A 6,2 +0,58 13,2+ 0,6¢
Az(cares reductores ¢ 12,9+ 0,87 21+38 ND
Carbohidratos totales ¢ 77 + 3A 72 £ 48 66,0 £ 0,6¢
Azucares Neutros (NS) ¢ 13 £ 2A 30,118 31,7+ 0,3¢
Acidos Urénicos (AU)e 23,9+ 0,67 14,1 +0,78 4,5+0,3C
DM (%, molar) 272+0,37 32,3+0,48 8,6 £0,6°
DA (%, molar) 18 £ 1A 10,5+ 0,78 ND
Celulosa 27,2 +0,3A 6,8+0,38 29,8 £0,6¢
Lignina 9,7+0,6A 12,1+£0,18 19,7 £0,3C

aE| rendimiento para P-CC y P-P est4 reportado como g polvo /100g materia fresca, mientras que el rendimiento de RIA-
PB esta reportado como g de RIA-PB / 100g de bracteas secas y molidas.
bSe informan las medias y el desvio estandar para n=3 (o n=10 para los pardmetros de color). Mismas letras mayusculas

de superindice, en una misma fila, indican resultados con diferencias no significativas (p<0,05).

¢Expresado como D-glucosa.

4L os NS se calculan como: NS = Carbohidratos totales - (&cidos urdnicos + azucares reductores)

e Expresado como acido D-galacturénico (peso molecular del &cido D-galacturénico menos un mol de agua = 176g/mol).

DM: grado de metilesterificacion.

DA: grado de acetilacion.
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1.4.4. Composicion quimica

Los rendimientos y la composicién quimica de los polvos se resumen en la Tabla 1.4.1. El
residuo insoluble remanente de la extraccién acuosa del polvo obtenido de las bracteas del maiz,
una vez liofilizado, fue tratado con etanol 80% (v/v) hirviente (seccién 1.3.3.1), obteniéndose de esta
manera el RIA-PB con un rendimiento del 67% (g RIA-PB/100g PB). Dado que RIA-PB es el residuo
insoluble en etanol obtenido de las bracteas secas del maiz, este polvo esta compuesto por los
polimeros de la pared celular, principalmente polisacaridos (66g/100g de RIA-PB) y, en menor
proporcion, proteinas (13,29/100g de RIA-PB). Entre los polisacaridos se incluyen una baja
proporcion de pectinas, reveladas por el contenido de &cidos uronicos (AU) (4,5% respecto a RIA-
PB), con un muy bajo grado de metilesterificacion (8,6% en base molar) y, por otro lado, se observa
un importante contenido de celulosa (29,8%). Dado el alto contenido de carbohidratos totales (66%)
de RIA-PB (Tabla 1.4.1), ello significa que un 31,7% corresponde a azUcares neutros (NS),
principalmente de las hemicelulosas y en menor proporciéon del RG-l y RG-ll de las pectinas.
Bernhardt et al. (2019) determind la composicién de las hemicelulosas de pared celular de las
bracteas del maiz, siendo mayoritariamente arabinoxilanos (26%) entrecruzados por &cido ferdlico
(18,6mg/100g MPH) esterificado.

Otro componente encontrado en significativa proporcion en RIA-PB es la lignina (19,7%;
Tabla 1.4.1), polimero polifendlico hidrofébico, que constituye la pared celular secundaria de células

vasculares y también sintetizado como respuesta de defensa.

Por otro lado, por deshidratacién directa de los tejidos de la berenjena, se obtuvieron los
polvos P-CC y P-P con un rendimiento del 9,59 y 7,1g de polvo por cada 100g de tejido fresco,
respectivamente (Tabla 1.4.1), por lo cual se detectaron azUcares reductores (12,9 y 21% en P-CC y
P-P, respectivamente), esto es, azucares simples provenientes del citoplasma celular. Estos
componentes estan entonces incluidos en el alto contenido de carbohidratos totales determinados en
P-CCy P-P, de 77 y 72%, respectivamente. En consecuencia, por diferencia matematica, alrededor
de 64,1 y 51%, respectivamente, corresponderian principalmente a los carbohidratos totales de los
polisacaridos componentes de la pared celular que abarcan los acidos urénicos de las pectinas, los
azucares neutros de los RG-I y RG-Il y de las hemicelulosas, y la celulosa disuelta (Tabla 1.4.1).
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Se observd un mayor contenido de acidos uronicos (AU) en P-CC, con 23,9g por cada 100g
de polvo, en comparacion con P-P, que tenia 14,1g por cada 100g de polvo. Estos acidos urénicos
corresponden a las cadenas de HGs, los cuales presentaron un bajo DM (27% y 32% molar para P-
CC y P-P, respectivamente), al igual que un bajo DA (18% y 10% molar para P-CC y P-P,
respectivamente). Mientras tanto, el contenido de azucares neutros fue significativamente menor en

P-CC, con 13g/100g de polvo, en comparacion con P-P, que tenia 359/100g de polvo.

El contenido de celulosa fue significativamente mayor (p<0,05) en P-CC, con un 27,2%, en
comparacion con P-P, que tenia un 6,8% (Tabla 1.4.1). Ademas, el contenido de lignina fue
ligeramente menor en P-CC, con un 9,7%, en comparaciéon con P-P, que tenia un 12,1%. Esto
sugiere que P-CC contiene una mayor proporcion de polimeros hidrofilicos como pectinas y celulosa,
mientras que en P-P esta incluida la llamada placenta con las pequefias semillas, lo que result6 en
un mayor contenido de lignina (Tabla 1.4.1). Estos resultados incidiran en las propiedades de

hidratacion de estos polvos, P-CC y P-P.

El contenido de proteinas fue de 9,3 y 6,2g9/100g polvo P-CC y P-P, respectivamente (Tabla
1.4.1). Parte de las proteinas determinadas, junto con los azlcares reductores encontrados (Tabla

1.4.1), son de origen intracelular.

1.4.5. Propiedades de hidratacion

Las propiedades de hidratacion son caracteristicas que se evaluan en los polisacaridos
insolubles. La Capacidad de Hinchamiento (SC) se determina después de sumergir la matriz de fibra
seca en exceso de agua y esperar 18h para alcanzar el equilibrio, lo que indica cuanto se expande la
matriz polimérica o fibra al absorber toda el agua posible. La Capacidad de Atrapamiento de Agua
(WHC) se define como la cantidad de agua retenida por las fibras sin aplicar fuerzas externas,
excluyendo la influencia de la gravedad y la presion atmosférica. Este parametro también abarca la
proporcion de agua débilmente asociada a la fibra. La Capacidad de Retencion de Agua (WRC) se
refiere a la cantidad de agua que permanece en la fibra después de aplicar una fuerza externa como
la centrifuga. Esta capacidad esta relacionada con el agua fuertemente unida (Raghavendra et al.,
2004).
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Se determinaron las propiedades de hidratacién de P-CC y P-P. Los resultados se muestran
en la Figura 1.4.4. La SC del polvo de fibra después de 18h de equilibracién en exceso de agua fue
de 8,1 y 10,6mL por gramo de P-P y P-CC, respectivamente (Figura 1.4.4). Bernhardt et al. (2019)
reportd que la SC del polvo RIA-PB fue de 12,5mL por gramo de polvo. Estos valores son menores
en comparacion con los obtenidos a partir de tejidos vegetales con mayores proporciones de
pectinas y bajos contenidos de lignina como el polvo de zanahoria, con valores de SC entre 27 y
36mL/g (ldrovo Encalada et al., 2016) y las fibras de cereza dulce con una SC de 16,6mL/g
(Aramburu et al., 2020).

Los valores de WHC obtenidos fueron de 8 y 10,29 de agualg de P-P y P-CC
respectivamente, mientras que los valores de WRC fueron de 5,4 y 8,8g de agua/g de P-P y P-CC,

respectivamente (Figura 1.4.4).

Se puede observar que P-CC tuvo valores significativamente (p<0,05) mayores de SC, WHC y
WRC que los de P-P. Esto es coherente con la mayor proporcién de polimeros hidrofilicos
determinada en P-CC, que incluye un menor contenido de lignina (Tabla 1.4.1). Ademas, se destaca
que en P-P, el WHC fue significativamente mayor que el WRC (p<0,05), mientras que en P-CC, se

observo una diferencia no significativa entre estos valores (Figura 1.4.4).
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Figura 1.4.4. Propiedades de hidratacion de los polvos obtenidos de la mezcla de cascara y caliz (P-
CC) y del resto del fruto (P-P) de la berenjena: capacidad de hinchamiento (SC), capacidad de atrapamiento

de agua (WHC) y capacidad de retencion de agua (WRC). Las barras de error son el desvio estandar (n=3).
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Las propiedades de hidratacion desempefian un papel fundamental al evaluar el
comportamiento funcional de una muestra en su uso como aditivo o ingrediente en la industria
alimentaria. Ademas, estos parametros ofrecen informacién sobre la cantidad de agua necesaria
para la hidratacién de la muestra, lo que resulta ser un factor esencial para el proceso extractivo y el
proceso de ultrasonido en particular ya que la SC me indica la minima relacion solvente:sélido que
se podria utilizar, en funcion de la capacidad de hinchamiento del polvo de fibra (Idrovo Encalada et
al., 2016).

1.4.6. Microscopia dptica del tejido fresco

Al examinar las imagenes obtenidas en el microscopio dptico del exocarpio (cascara) (Figura
1.4.5 A) y del mesocarpio (pulpa) (Figura 1.4.5 B) de los frutos de la berenjena cruda, se puede
apreciar que las células, tanto grandes como pequefias, remarcadas por las paredes celulares
tefiidas con azul de toluidina, muestran la presencia de vacuolas que estan adheridas a la
membrana celular y ocupan practicamente todo el volumen intracelular (Figura 1.4.5; flechas
grises). Estas vacuolas contienen diversos compuestos disueltos, como azucares simples y
reductores (Tabla 1.4.1), proteinas especificas (Tabla 1.4.1), aminoacidos, acidos organicos, iones y
otros metabolitos secundarios (Tan et al., 2019). El azul de toluidina tiene una alta afinidad por los
componentes tisulares acidos y tifie los &cidos nucleicos de azul, mientras que los polisacéridos son
tefiidos de color purpura (Cerri et al., 2019), y es este ultimo color el que se observa en las paredes

celulares en las imagenes tomadas con el microscopio optico (Figura 1.4.5).

En la Figura 1.4.5 A se puede notar una delgada capa de células epidérmicas seguida por 4-5
capas de células alargadas. A medida que avanzamos, el tamafio de las células aumenta, con capas
de células muy grandes. Por otro lado, en la Figura 1.4.5 B, en el mesocarpio, se observan células
de mayor tamafio, con un alto contenido de agua en la vacuola intracelular, que rodean a un grupo

de células vasculares de pequefio tamafio.
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Figura 1.4.5. Im&genes tomadas en el microscopio optico de los tejidos frescos del exocarpio (cascara)
en 40X (A) y del mesocarpio en 20X (B) de frutos de berenjena.

1.4.7. Contenido de Carotenoides y tocoferoles

Se determind el perfil de antioxidantes lipofilicos de los polvos de berenjena P-CC y P-P,
cuyos resultados se muestran en la Tabla 1.4.2. La mayor concentraciéon se observo para el a-
tocoferol en ambos polvos, siendo principalmente alto en P-CC (2100ug/100g), seguido de una
cantidad similar de luteina, mientras que para P-P el contenido de luteina fue bajo (210ug/100g). El
contenido de B-caroteno también fue mayor en P-CC (490ug/100g) pero bajo en P-P (37ug/100g). El

isémero y-tocoferol se encontré en cantidades similares en P-CC y P-P.
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Rosa-Martinez et al. (2021) estudiaron los carotenos presentes en la berenjena en la etapa de
madurez comercial. Los frutos recolectados fueron lavados, cortados, molidos y liofilizados. Del
polvo obtenido se realizaron extracciones con etanol:hexano y se cuantificé el B-caroteno mediante
espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda de 452nm y 510nm, obteniendo una
concentracion de 480ug/100g de fruto fresco. Por otra parte, en un estudio realizado por
Kalogeropoulos et al. (2007), se determind, mediante HPLC, la concentracién de tocoferoles
presentes en la berenjena, previamente liofilizada. Se le realizaron extracciones con hexano,

obteniendo una concentracion de a-tocoferol de 180g/100g de fruto fresco.

Los niveles de carotenoides se ven afectados por varios factores, como la etapa de desarrollo
de la planta, condiciones de estrés, condiciones postcosecha o tratamientos de coccion. Los niveles
de carotenoides son mas altos en las primeras etapas de la madurez del fruto de la berenjena,

disminuyendo luego durante la maduracién (Glrblz et al., 2018).

Tabla 1.4.2. Composicidn en antioxidantes lipofilicos que se encuentran en los polvos de la
berenjena P-CC y P-P.2

P-CC (ng/100g polvo) P-P (g/100g polvo)
a-tocoferol 2100 £ 4004 500 + 908
y-tocoferol 230 + 407 249 + 2A
B-caroteno 490 + 504 37+28
Luteina 1800 + 200~ 210 + 408

aSe notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Las mismas letras mayUsculas como
superindice en una fila dada significan diferencias no significativas (p<0,05).

En el caso de las bracteas del maiz, Bernhardt et al. (2019) reporté una concentracién de 8-
caroteno para la fraccién PB de 4,09mg/100g mientras que para la fraccién RIA-PB obtuvo una
concentraciéon de 1,22mg/100g. Esta disminucién del contenido de carotenos se la atribuyé a la
extraccion etandlica en caliente realizada al polvo PB para la obtencion de RIA-PB.
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1.4.8. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos presentes en los polvos de berenjena P-P y P-CC fueron
analizados mediante técnicas cromatograficas HPLC-DAD y HPLC-ESI-EM. Asi se determino el
perfil de compuestos fendlicos extraibles mediante acetona/agua/acido acético (seccion 1.3.11.1).
El analisis cromatografico fue determinado en el rango 280 - 560nm. Se observaron picos a
longitudes de onda de 280nm, 320nm y 520nm (Figura 1.4.6). Los resultados se resumen en la
Tabla 1.4.3 donde se lograron identificar nueve compuestos fendlicos, de los cuales ocho pertenecen
a la familia de los acidos hidroxicinamicos y una antocianina, esta ultima, en P-CC. Las estructuras

quimicas se muestran en la Figura 1.4.7.

El polvo P-CC mostr6 el mayor contenido de compuestos fendlicos extraibles (140,5mg/100g
P-CC), cuyo principal componente fue una antocianina, identificada como delfinidina-3-rutinésido
(71mg/100g P-CC), tal como se observa en el cromatograma (pico 8; Figura 1.4.6; Tabla 1.4.3), la
cual mostr6 una longitud de onda de méxima absorbancia (Amax) @ 525nm y el ion molecular [M+H]* a
m/z 611,1607 con un fragmento caracteristico de masa MS2 a m/z 465,1048, que se forma por la
pérdida de ramnosa del disacarido rutina, y un fragmento de masa MS2 a m/z 303,0508 formado por
la pérdida subsiguiente de glucosa que se encuentra unida en la posicién 3 de la delfinidina, como

se muestra en la Figura 1.4.8.
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Figura 1.4.6. Cromatogramas HPLC-DAD obtenidos a 280, 320 y 520nm para los compuestos fenélicos
extraidos del polvo de berenjena P-CC. Picos: 1, N-cafeoil putrescina; 2, p-cumaroil putrescina; 3, O-metil-N-
cafeoil putrescina; 4, acido cafeoilquinico; 5, isdmero del acido cafeoilquinico; 6, N-cafeoil-N-dihidrocafeoil
espermidina; 7, isomero de N-cafeoil-N-dihidrocafeoil espermidina; 8, delfinidina-3-rutindsido; 9, N,N-dicafeoil

espermidina.
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Tabla 1.4.3. Resultados obtenidos por HPLC-DAD y HPLC-ESI-MS de los compuestos fendlicos extraibles de los polvos de berenjena de
caliz+exocarpio (P-CC) y del resto del fruto (P-P). Hidroxicinamatos expresados como &cido clorogénico y antocianinas como cianidina 3-glucésido?

Compuesto fenolico NUmero tr Amax MS[M-H]* MS/MS [M-H]* lon P-CC P-P
de pico  (min) (nm) (m/z) (m/z) (férmula) (mg/100g  (mg/100g
polvo) polvo)
Hidroxicinamatos
N-cafeoilputrescina 1 26,65 3171292 251,139 234,132/ 163,0408 / C13H19N20s 4,88+0,054  2,37+0,038
145,0296 / 135,0441
p-coumaroilputrescina 2 44,8 291/310 235,1451 218,1173 / 147,0446 C13H1sN20; 513+0,08 -
O-metil-N-caffeoilputrescina 3 77,88 3157292 265,1547 248,1286 / 177,0568 / C14H21N203 6,12+0,95  2,50+0,068
145,0315
Acido cafeoilquinico 4 84,71 324 355,1024 163,0354 / 145,0252 C16H1909 27,041,554 50,12+1,28
Isémero del &cido cafeoilquinico 5 91,62 324 355,1024 163,0354 / 145,0252 C16H1909 10,2+0,68* 6,540,688
N-cafeoil-N-dihidrocafeoil 6 184,1 320/ 287 472,2747 310,2305 / 220,1096 / CasHsaN3Os 558+0,28~  2,49+0,118
espermidina 163,0484
Isémero de la N-cafeoil-N- 7 198,3 318 /287 472,3253 310,2660 / 222,1501 / CasHsaN3Os
) , , ’ 3,48+0,18~ 1,540,078
dihidrocafeoil espermidina 163,0666 Y s
N,N-Dicafeoil espermidina 9 24719 317/293 470,2264 308,1931/220,0950 / CasHs2N30s 7,09+0,72A  6,18+0,318
163,0369
Antocianinas
Delfinidina-3-rutinésido 8 212,3 5251345/ 611,1607 465,1048 / 303,0508 CarH31016 A e
276
Contenido total de fendlicos 140,5 7

aSe notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Mismas letras mayUsculas como superindice en una fila dada indican diferencias no
significativas (p<0,05).
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Figura 1.4.7. Polifenoles identificados en los polvos de berenjena P-CC y P-P.
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Figura 1.4.8. Principales fragmentos obtenidos de la delfinidina 3-rutinésido.

Los colores de los pigmentos de las flores o frutos, por ejemplo, se determinan en funcién de
los colores de las antocianinas. En este sentido, la delfinidina, en la que los grupos hidroxilo estan
unidos en las posiciones 3', 4' y 5' del anillo B (aromético), tiene un color azul-purpura intenso

(lwashina, 2015), similar al del exocarpio del fruto de la berenjena.

En el analisis de antocianinas de cultivares de berenjena se han informado otros derivados de
la delfinidina como antocianina principal. En un estudio analizaron el contenido de antocianinas de la
berenjena bulgara y encontraron como compuesto principal a la delfinidina 3-rutinésido y pequefias
cantidades de delfinidina-3-rutinésido-5-glucosido (Tanchev et al., 1970), mientras que en otro
estudio se identificaron antocianinas de berenjena de los Estados Unidos, especificamente cuatro
derivados de la delfinidina, incluidos delfinidina 3-rutinésido, delfinidina 3-rutindsido-5-glucésido,

delfinidina-3-glucésido y por primera vez delfinidina-3-rutinésido-5-galactdsido (Wu 'y Prior, 2005).

En el presente trabajo, también se identificaron isémeros del &cido cafeoilquinico (27mg/100g
P-CC y 10,2mg/100g P-CC). Se observaron en el cromatograma los picos 4 y 5 (Figura 1.4.9; Tabla
1.4.3) con un ion molecular [M+H]* a m/z 355,1024, con absorbancia maxima a 324nm y un
fragmento caracteristico de MS2 a m/z 163,0354 que se forma por pérdida del acido quinico, tal

como se muestra en la Figura 1.4.9. Los isdmeros estructurales, moléculas que tienen la misma

73



formula quimica, pero con atomos unidos en diferente posicion, son dificiles de identificar mediante
espectrometria de masas. Exhiben espectros de masas indistinguibles cuando son ionizados por
electrones (Alharbi et al., 2018). Debido a esto no se puede discemir entre los diferentes isdmeros

del acido cafeoilquinico.

HO
HO E:O
O
HO HO X
HO HO
C,H.O, C,H,0,
163,0354 Da 163,0354 Da

Figura 1.4.9. Principales fragmentos obtenidos para los dos isémeros del &cido cafeoilquinico.

Por otro lado, el contenido de los compuestos fendlicos extraibles del tipo acidos
hidroxicinamicos determinados en P-P fueron de 71,7mg/100g y no se detectaron antocianinas. El
componente mayoritario identificado fue el acido cafeoilquinico (50,1mg/100g P-P), que se encuentra

en mayor proporcion que en P-CC (Tabla 1.4.3).

Los &cidos fendlicos se clasifican en &cidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos.
Dentro de los &cidos hidroxicindmicos mas comunes en el reino vegetal se tiene al acido cafeico y al
acido ferulico, mientras que los acidos p-cumadrico, sinapico y cindmico son menos comunes
(Scalbert y Williamson, 2000; Robbins, 2003). Estos compuestos no suelen encontrarse en su forma
libre y generalmente forman ésteres, siendo el acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico) el éster de
acido fendlico mas ampliamente distribuido en la berenjena, mientras que sus isémeros, el acido
criptoclorogénico (acido 4-cafeoilquinico) y el acido neoclorogénico (acido 3-cafeoilquinico), se
encuentran en menor proporcion (Clifford, 1999; Clifford, 2000a; Clifford, 2000b).

Un estudio cuantitativo por HPLC de é&cidos hidroxicinamicos en berenjena determind el

contenido de ésteres y glucdsidos de acidos fendlicos en cultivares italianos y espafioles,
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encontrandose una cantidad de 63 y 57mg /100g de &cido 4-cafeoilquinico, respectivamente, para
cada cultivar, que representd alrededor del 96% del total de acidos fendlicos, mientras que
reportaron trazas de los isdmeros de los &cidos 4-cafeoilquinico y 3-cafeoilquinico (Winter y
Herrmann, 1986). El contenido total de compuestos fendlicos en frutos de berenjena depende
fuertemente del cultivo. Los compuestos fendlicos solubles (extraibles) totales variaron de 1350 a
2049mg de equivalentes de acido clorogénico por 100g para un cultivar chino y un cultivar tailandés,

respectivamente (Sharma y Kaushik, 2021).

Otros compuestos fendlicos extraibles identificados en menor proporcion en el polvo P-CC fue
N-cafeoil putrescina; se la observé en el cromatograma como el pico 1 (Figura 1.4.6) con un ion
molecular [M+H]* a m/z 251,139 y fragmentos MS2 a m/z 234,1132 que se forma a partir de la
pérdida del grupo amino terminal, y a m/z 163,0408 proveniente de la pérdida de putrescina, como

se muestra en la Figura 1.4.10.

O -
HO NN NH
2
NH
Cl3H16NO3
CH,0, 234,1132 Da
HO 163,0408 Da ~

Figura 1.4.10. Principales fragmentos obtenidos para la N-cafeoil putrescina.

La p-cumaroil putrescina también fue identificada en el pico 2 (Figura 1.4.6), con un ion
molecular [M+H]* a m/z 235,1451 y un fragmento MS2 a m/z 147,0446, correspondiente a la pérdida
de putrescina (Figura 1.4.11). Por otro lado, la O-metil-N-cafeoil putrescina fue identificada en el pico
3 (Figura 1.4.6), con un ion molecular [M+H]* a m/z 265,1286 y con MS2 a m/z 177,0568,
correspondiente a la pérdida de putrescina y a m/z 145,0315 por la pérdida del grupo metoxilo, tal

como se muestra en la Figura 1.4.11.
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Figura 1.4.11. Principales fragmentos obtenidos de p-cumaroil putrescina y O-metil-N-cafeoil

putrescina.

Asimismo, la N,N-dicafeoilespermidina se identific6 como el pico 9 en el cromatograma
mostrado en la Figura 1.4.6, presentando un ién [M+H]* a m/z 470,2264 y una serie de fragmentos
MS? a m/z 308,1913; 220,0950 y 163,0369, formados por la pérdida de una molécula de acido
cafeico, la ruptura de una parte de la molécula de espermidina y la molécula de acido cafeico simple,
respectivamente, como se muestra en la Figura 1.4.12. Sinanoglou et al. (2019) lograron identificar
N,N-dicafeoilespermidina en frutos de berenjena cultivados en invernaderos con calefaccién

convencional. Este entorno parecio estimular la biosintesis de este compuesto.

HO
(@]
NH NH = OH
HO = N T
(@] C,H6N,0
CoH,0, 7 22522517'\]4%3’/ 3015,1;6133 Da OH
163,0395 Da ’

Figura 1.4.12 Principales fragmentos obtenidos para la N,N-dicafeoilespermidina

También se identificaron N-cafeoil-N-dihidrocafeoil espermidina y su isomero como los picos
6 y 7 en el cromatograma mostrado en la Figura 1.4.6 con un ion molecular [M+H]* a m/z 472,2747
con fragmentos de MS? a m/z 310,2660; 222,1131 y 163,0369, formados a partir de la pérdida de
acido cafeico y de fracciones de la molécula de espermidina, tal como se muestra en la Figura
1.4.13. Wu et al. (2013) encontraron previamente N-cafeoil-N'-dihidrocafeoil espermidina en especies
de berenjena, con maximos de absorcion a 320nm y iones a m/z 472,2441 y formula de iones de

Ca2s5H34N30s igual que los reportados en este estudio (Tabla 1.4.3).
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Figura 1.4.13. Principales fragmentos obtenidos para la N-cafeoil-N-dihidrocafeoil espermidina.

Los compuestos  N-cafeoil-N-dihidrocafeoil ~ espermidina 'y su  isomero,  N,N-
dicafeoilespermidina, N-cafeoilputrescina y los del derivado de O-metil-N-cafeoilputrescina también
fueron identificados y cuantificados en niveles mas bajos en el polvo P-P (Tabla 1.4.3). El compuesto
del pico 2, p-cumaroil putrescina (Figura 1.4.6), no se encuentra presente en P-P ya que es un
compuesto que solamente se encuentra en la cascara de la berenjena (Sulli et al., 2021) (Figura
1.4.14).
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Figura 1.4.14. Cromatogramas HPLC-DAD obtenidos 280nm y 320nm para los compuestos fendlicos
extraidos del polvo de berenjena P-P. Picos: 1, N-cafeoil putrescina; 3, O-metil-N-cafeoil putrescina; 4, acido
cafeoil quinico; 5, isdmero del acido cafeoil quinico; 6, N-cafeoil-N-dihidrocafeoil espermidina; 7, isémero N-

cafeoil-N-dihidrocafeoil espermidina; 9, N,N-dicafeoil espermidina.
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Estos derivados de la putrescina y de la espermidina, denominados fenolamidas, fenilamidas
0 aminas del acido hidroxicinamico, se han encontrado previamente en los frutos de berenjena y son
el resultado de la amidacion de al menos un &cido hidroxicinamico por una monoamina aromatica o
una poliamina alifatica como la putrescina y la espermidina. Las fenolamidas se puede encontrar en
todos los 6rganos de las plantas, especialmente en la superficie de los granos de polen y semillas o

en tejidos dafiados (Roumani et al., 2020).

Sulli et al. (2021) realizaron un estudio a la cascara y pulpa de berenjenas mediante una
extraccién con metanol 75%, donde lograron identificar, mediante HPLC-MS, una variedad de
metabolitos secundarios de los cuales se destacan las fenolamidas (N,N'-dicafeoil espermidina, N-

cafeoil putrescina, N-dihidrocafeoil-N'-cafeoil espermidina y p-cumaroil putrescina).

También los derivados N,N'-dicafeoil espermidina, N-cafeoil putrescina y O-metil-N-cafeoil
putrescina fueron identificados previamente en algunos cultivares de berenjena cultivados en
ambientes organicos y convencionales, asi como en berenjenas cultivadas en diferentes estaciones
climaticas (Garcia-Salas et al., 2014). Las fenolamidas se estan estudiando recientemente en sus
efectos farmacologicos y en la salud. Ademas, han demostrado propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas y antimicrobianas, asi como efectos protectores contra el
sindrome metabdlico y enfermedades neurodegenerativas. La p-cumaroilputrescina actta sobre la o-

glucosidasa controlando el nivel de glucosa en sangre (Roumani et al., 2020).

Colak et al. (2022) analizaron los compuestos fendlicos en berenjenas negras (variedad Aydin
Siyahi), moradas (variedad Kadife Kemer) y blancas (variedad Trabzon Kadife) cultivadas en
Turquia. La variedad negra tiene un aspecto similar a la berenjena utilizada en el presente trabajo de
tesis, que es la variedad mas comercializada en Argentina. En extractos crudos obtenidos de la
cascara y la pulpa de esta variedad se determinaron los contenidos de fenoles totales (17193 y
6552mg equivalentes de &cido galico/kg fruto fresco), de flavonoides (3019 y 1160 equivalentes de
quercetina/kg fruto fresco) y de antocianinas (1686 y 6167g equivalentes de delfinidina-3-O-
glucésido/kg fruto fresco). En la variedad negra, estos autores identificaron acido cafeico en forma

de glucésido (611,9mg/kg) y niveles muy bajos de &cido clorogénico (7,82mg/kg). Ademas,
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encontraron delfinidina-3-O-rutindsido en la cascara de la berenjena negra, y en una concentracion

promedio de 1162mg/kg.

Bernhardt et al. (2019) logré cuantificar los compuestos fendlicos extraibles presentes en el
polvo de bracteas de maiz deshidratadas (PB), de los cuales tres pertenecian al grupo de los acidos
cumaricos y nueve al grupo de los acidos hidroxicinamicos. Los acidos cumaricos estuvieron
presentes en menor proporcién con una concentracion de 2,803mg/100g, expresados como acido p-
cumarico, mientras que los acidos cinamicos, se presentaron en una mayor proporcién con una
concentracion de 10,980mg/100g expresados como acido clorogénico. Por otro lado, se pudo
identificar al acido cafeoil-dimetoxi-cinamoilquinico como el compuesto mayoritario, con una
concentracion de 7,452mg/100g. De acuerdo con lo reportado, se calculd un contenido total de

compuestos fendlicos extraibles en el polvo de las bracteas del maiz (RIA-PB) de 13,782mg/100g.

Los hidroxicinamatos son constituyentes menores de las paredes celulares de las plantas.
Mientras que el acido p-cumérico se une principalmente a la lignina, con sélo cantidades mas bajas
unidas a polisacéaridos, el ferulato esta principalmente unido como ésteres a polisacaridos de la
pared celular tales como arabinoxilanos y pectinas. Los hidroxicinamatos, especialmente los
ferulatos, forman dimeros y oligdmeros (Dobberstein y Bunzel 2010). Estos compuestos fendlicos
fueron liberados en el presente trabajo de tesis por hidrélisis alcalina (seccién 1.3.11.3), para luego
extraerlos y cuantificarlos. Sus cromatogramas se muestran en la Figura 1.4.15 y se reportan los
resultados en la Tabla 1.4.4. Considerando la longitud de onda UV de absorcion y los iones
obtenidos y analizados a través de HPLC-ESI-MS, principalmente se liberé acido ferulico (pico 1),
con una concentracion de 185mg/100g de P-CC y 101mg/100g de P-P. También se cuantificaron
dimeros y trimeros de ferulato en menor proporcién para P-CC y P-P, siendo la concentracién total
de ferulato esterificado de 202mg/100g de P-CC y de 114mg/100g de P-P (Tabla 1.4.4).

Para el polvo de bracteas del maiz, RIA-PB, Bernhardt et al. (2019) report6 un contenido total
de &cido ferulico esterificado a los polisacaridos de la pared celular de 18,64mg/100g polvo, de los
cuales, 8,102mg/100g polvo correspondieron a un dimero de ferulato y 6,139mg/100g polvo
correspondieron a monomeros de ferulato, mientras que se encontraron trimeros en menor

proporcion.
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Figura 1.4.15. Cromatogramas HPLC-DAD obtenidos a 320nm para los compuestos fendlicos

esterificados presentes en los polvos de berenjena (A) P-CC y (B) P-P.

Tabla 1.4.4 Compuestos de &cido ferulico esterificadoab determinados en los polvos de
berenjena P-CC y P-P.

ACidO tr tr Amax Amax MS [M'H]+ P-CC P-P
Ferulico  (min) (min)  (nm) (nm) (miz) (mg/100g)  (mg/100g)
P-CC P-P
Monémero 336 34,1 3212 3212 195 185+ 1A 101 £ 58

Dimero 444 447 3236 3224 387 12,85+0,54 6,7 +0,58

Trimero 66,4 66,5 3272 3272 565 43+0,74 64+0,68

Total 202,15 1141

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Las mismas letras mayusculas como superindice
en una fila dada significan diferencias no significativas (p<0,05).

b Concentraciones expresadas como &cido ferdlico (mg/100g de polvo), utilizado como estandar para la
cuantificacion
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1.4.9. Capacidad Antioxidante

El acido L-(+)-ascorbico y los compuestos fendlicos son conocidos como antioxidantes
hidrofilicos mientras que los carotenoides lo son como antioxidantes lipofilicos. Tal como se
menciond previamente, la berenjena es conocida por ser una buena fuente de antioxidantes

naturales, incluidos los carotenoides, vitaminas, compuestos fendlicos y flavonoides.

La capacidad antioxidante de los polvos de berenjena se determind como la capacidad
secuestrante de radicales DPPH y el poder antioxidante reductor del ién férrico (FRAP). Ambos
fueron expresados en base al &cido L-(+)-ascorbico (AA) y los resultados se muestran en la Tabla
1.4.5. La actividad de eliminacion de radicales DPPH fue equivalente a la de 920mg de AA por 100g
de P-CC y a la de 190mg de AA por 100g de P-P, mientras que la actividad reductora de iones
Fe(lll) fue equivalente a la de 955,4 y 177mg de AA por 100g de P-CC y P-P, respectivamente. La
capacidad antioxidante fue alta, especialmente para el polvo de cascara y célices (P-CC). El mismo
presentd una mayor concentracion de compuestos fendlicos en comparacion con el polvo P-P (Tabla
1.4.3), en particular una alta concentracion de la antocianina delfinidina-3-rutinésido que sélo se la
encontrd presente en la cascara de la berenjena (71mg / 100g polvo). Esto podria explicar la mayor

capacidad antioxidante que presenta el polvo P-CC mediante los analisis de DDPH y FRAP.
Por otro lado, Bernhardt et al. (2019) analiz6é la capacidad antioxidante del polvo RIA-PB

obteniendo una baja actividad mediante el ensayo de DDPH y una actividad nula para el ensayo
FRAP.
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Tabla 1.4.5. Actividad antioxidante determinada como la capacidad secuestrante de radicales

DPPHab y el poder antioxidante reductor del i6n férrico (FRAP)a»,

P-CC P-P
(mg AA/100g polvo)  (mg AA/100g polvo)
DPPH 920 + 11A 190 + 48
FRAP 955 + 20A 177 + 68

aSe notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Las mismas letras mayUsculas como
superindice en una fila dada indican diferencias no significativas (p<0.05).
bAA: acido L-(+)-ascorbico.

Tanto la actividad antioxidante de un flavonoide como la de una antocianina dependen del
numero de sustituciones por grupos hidroxilo en su estructura principal. En general, cuanto mayor es
el nimero de grupos hidroxilo sustituyentes, mas fuertes son las actividades antioxidante y
prooxidante. Los flavonoides que contienen multiples grupos hidroxilo muestran actividades anti-
radicales peroxilo mas fuertes que el Trolox, un analogo del a-tocoferol (Cao et al., 1997). Estudios
realizados han demostrado que las antocianinas agliconas, es decir, sin ninguna sustitucion de
azucares, con sélo un grupo hidroxilo (--OH) en el anillo B (Figura 1.1.11), presentan menor actividad
antioxidante en comparaciéon con la de compuestos que poseen sustituciones 3'4" di-OH o
sustituciones con azucares, como los son los derivados de delfinidina y cianidina (Figura 1.4.7). Los
grupos hidroxilo en las posiciones 3' y 4' del anillo B son de gran importancia con relacién a una

mayor capacidad antioxidante de este tipo de moléculas (Rice-Evans et al., 1996).

Singh et al. (2009) estudiaron la capacidad antioxidante de diferentes cultivos de berenjena,
en ambientes organicos y convencionales. Indicaron que la actividad antioxidante correlacion6
directamente con el contenido de compuestos fendlicos de la berenjena. Ademas, observaron que la
berenjena cultivada convencionalmente presentd un contenido fendlico y una actividad antioxidante

mayores 0 iguales en comparacidn con la berenjena cultivada organicamente.

El consumo de diversas frutas constituye una buena fuente de compuestos polifendlicos
capaces de impactar positivamente en la salud humana. Hay gran evidencia acerca de que los

polifenoles tienen propiedades antioxidantes, anticancerigenas, actividad antidiabética, y asi
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previenen enfermedades cardiovasculares (Cassidy, 2018). Es por esta razén que hay un gran

interés en la utilizacion de este tipo de compuestos en la industria alimentaria (He y Giusti, 2010).

1.4.10. Citotoxicidad de compuestos fenélicos extraibles de P-CC y P-
P en células HepG2

El ensayo MTT se utilizo para medir la actividad metabdlica celular como un indicador de
viabilidad celular. El porciento de viabilidad celular se calcula midiendo la absorbancia del color rosa
del formazan resultante de la reduccion del MTT en solucion por la presencia de la deshidrogenasa

mitocondrial en células viables (Nemudzivhad y Masoko, 2014).

Para los compuestos fendlicos extraibles de P-CC, la viabilidad de la linea celular derivada de
hepatoblastoma humano HepG2 no disminuy6 en el rango de concentracion utilizada (5 - 500 ppm)
(Figura 1.4.16 A). Por lo tanto, no se puede calcular un CCso. En cambio, para los compuestos
fendlicos extraibles de P-P, la viabilidad de las células HepG2 disminuy6 a medida que aumentaba
la concentracion de fenoles (Figura 1.4.16 B). En consecuencia, se puede calcular la CCso, siendo
de 133,2 ppm (R2=0,9941) lo cual demuestra citotoxicidad y, por lo tanto, un efecto antitumoral de
los compuestos fenolicos extraibles de P-P. Estos resultados son consistentes con la presencia de
un 79% de é&cido cafeoilquinico en el contenido total de compuestos fendlicos extraibles de P-P
(Tabla 1.4.3). Este compuesto fendlico, en cambio, fue el 29% de los fenoles extraibles P-CC (Tabla
1.4.3). Yan, Liu, Hou, Yan et al., (2017) han determinado que el acido cafeoilquinico (acido
clorogénico) fue eficaz en la prevencion del carcinoma hepatocelular, uno de los canceres mas
comunes, asociado con la tercera tasa de mortalidad mas alta relacionada con el cancer. El acido
cafeoilquinico inhibi6 la proliferacion de las células HepG2 in vitro, asi como la progresion del tejido
xenoinjerto de HepG2 in vivo de mdltiples formas, que comprendian la inactivacion de ERK1/2 y la

supresion de la expresion de MMP-2 y MMP-9.

A pesar de sus propiedades beneficiosas para la salud, varios estudios han indicado que los
compuestos fendlicos, cuando se consumen en concentraciones elevadas, pueden actuar como
prooxidantes y, en consecuencia, generar efectos perjudiciales. Estas actividades se deben a la
posible produccion de ROS que podrian perturbar las células. No obstante, es importante destacar
que su naturaleza prooxidativa no puede definirse de manera dafiina, ya que los riesgos y beneficios
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dependen de la situacion y de la concentracion utilizada (Murakami, 2014).

Estas evidencias sugieren que el potencial toxicoldgico de los compuestos fendlicos depende
tanto del tipo de compuesto como de la concentracion utilizada. Por lo tanto, su administracion debe
llevarse a cabo con precaucién, con el fin de evitar posibles efectos nocivos para la salud. Ademas,
es importante destacar que se deben realizar estudios clinicos adicionales con el fin de establecer

margenes de concentracion seguros para la ingestion de estos compuestos (de Araujo et al., 2021).
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Figura 1.4.16. Porcentaje de viabilidad en funcién de la concentracién de compuestos fendlicos

solubles o extraibles de los polvos de berenjena (A) P-CC y (B) P-P.
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1.4.11. Evaluacioén del ultrasonido de alta potencia (US) como
pretratamiento: Efecto sobre el tejido de los polvos P-CC y P-P

Con el objetivo de optimizar la extraccidén de compuestos de interés de los polvos del fruto de
la berenjena (P-CC y P-P), previamente obtenidos en este capitulo, se estudio el efecto del uso de
US como pretratamiento donde se examinaron los efectos resultantes en la estructura de los polvos

mediante microscopia electronica de barrido.

Tabla 1.4.6. Valores de energia y potencia mostrados por el dispositivo ultrasonico y valores
calculados a partir de los registros de temperatura-tiempo determinados en las dispersiones P-CC y

P-P aisladas adiabaticamente.

20kHz, 80% amplitud, 10min de procesamiento de tiempo neto

Rango de temperatura registrado durante los ensayos (°C) 17 - 66
Rango de temperatura registrado adiabaticamente (°C) 20 - 66
Energia calculada para el tratamiento (J) 40633
Calculo de potencia para el tratamiento(W) 67,7
Intensidad de potencia calculada (W/cm?2) 12,76
Densidad de potencia calculada (W/cm3) 0,30
Eficiencia calculada (%) 95
Energia mostrada por el dispositivo (J) 32410
Potencia mostrada por el dispositivo (W) 64
210 g polvo/200mL agua.

b Calculado segun Mamvura et al. (2018) para una sonda de punta de ultrasonido de 13mm de diametro, y las
dimensiones del contenedor de muestra reportadas, usando las temperaturas registradas a los 20min del
tratamiento US total (10min de tiempo neto) en condiciones adiabaticas.

¢Calculado segiin Mamvura et al. (2018).
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En la Tabla 1.4.6 se reportan la energia verdadera (40633J) y la potencia (67,7W)
correspondiente determinadas y calculadas segun lo explicado por Mamvura et al. (2018) (ecuacion
1.3.4 y ecuacion 1.3.5) para el procedimiento de US utilizado sobre los polvos de berenjena P-CC y P-
P en proporcién 10g:200mL polvo:agua por 20min de procesamiento neto con US. De acuerdo con
la energia mostrada por el equipo de US (32410J), se puede suponer una eficiencia superior al 90%.
También, considerando la sonda de titanio con una punta de 13mm de diametro utilizada en el
equipo, se calculé una intensidad de potencia de 12,76W/cm?2 (ecuacién 1.4.6 y ecuacion 1.4.7) para
el procesamiento de US realizado, valores de intensidad de potencia cercanos y superiores a
10W/cmz2, los que son suficientes para formar burbujas de cavitacién que funcionan como micro
reactores, siendo responsables del efecto quimico y mecanico de los equipos de ultrasonido de alta

potencia (Santos et al., 2009).

Se evalud el efecto del pretratamiento con ultrasonido (12,27W/cm2) en los polvos P-CC y PP

dispersados en agua (59:200mL) mediante microscopia SEM.

En la Figura 1.4.17 A, la ultraestructura de P-CC sin tratamiento con US revela una superficie
porosa con huecos originalmente ocupados por el contenido celular, asi como escamas formadas
por las paredes celulares. En cambio, en la Figura 1.4.17 B se observa que el pretratamiento con US
generd una superficie altamente porosa, atribuible a la destruccion de las paredes celulares y la
pérdida del contenido celular. Por otro lado, en la Figura 1.4.18 A se observa, para P-P sin
tratamiento con US estructuras de escamas altamente porosas constituidas por las paredes
celulares. Sin embargo, al someter el polvo P-P a ultrasonido, no se observaron cambios

significativos en la estructura de la pared celular, como se muestra en la Figura 1.4.18 B.

Umania et al. (2022) evalud el efecto de la aplicacion de US en la microestructura de vegetales
crudos con diferentes tejidos y porosidad. Los resultados indican que el US tiene diferentes efectos
dependiendo de la microestructura inicial de la materia prima. La aplicacién de ultrasonido estimuld
la penetracién del solvente en las células vegetales, aumentando su tamafio y/o rompiendo las
paredes celulares. Pero este efecto fue menos apreciable en una materia prima de alta porosidad,
como es el caso de la berenjena. La berenjena se considera un material altamente poroso (Garcia-
Perez et al., 2010).
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Figura 1.4.17. Imagenes obtenidas por SEM del polvo de berenjena P-CC sin ultrasonido (A) y con
ultrasonido (B). La barra horizontal inferior izquierda corresponde a la escala de 50um.

Puig et al. (2012) evaluaron el efecto del US en la microestructura del tejido de berenjena
deshidratado. Las imagenes de SEM mostraron que las células del endocarpio mantuvieron su
individualidad y la pared celular intacta después del tratamiento de US a 45W mientras que, al
aumentar la potencia del US a 90W, se observé un tejido con algunos espacios ocupados por aire.

Las expansiones y contracciones alternadas, provocadas por la onda ultrasénica cuando viaja en un
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medio, deberian promover no solamente la salida del agua sino también la degradacion de las
células del endocarpio. El efecto sobre la estructura de las células dependeria de la potencia
ultrasénica aplicada. Cuanto mayor sea la intensidad acustica utilizada, se produciran compresiones
y expansiones mas intensas producidas por el US y mayor sera el efecto sobre la microestructura

interna de la matriz tisular.

20 yrm EHT = 500 kV Signal A= InLens Mag= 500X A LAMARX
’ WD= 37 mm Aperture Size = 20.00 ym  Width = 228.7 um B e e e

50 pm EMT= 5.00kV Signe! A = InLens Mag= 200 X \’n LAMARX
WD= 3.7mm Aperture Size = 20.00 ym  Width= 571.6 um | s e A

Figura 1.4.18. Imagenes obtenidas por SEM del polvo de berenjena P-P sin ultrasonido (A) y con
ultrasonido (B). La barra horizontal inferior izquierda corresponde a una escala de 20pm (A) y de 50um (B).
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Idrovo Encalada et al. (2019a) estudiaron el efecto del ultrasonido de alta potencia (20kHz,
750W) en la extraccion de compuestos del polvo de zanahoria. Realizd una suspension del polvo en
agua (309:200mL de agua), aplicando una intensidad de potencia de US de 10W/cm2. Se determiné
que el nivel de &cidos urdnicos extraidos, correspondientes a la pectina liberada e indice de la
destruccion de la pared celular, se increment6 con la amplitud (20% a 80%) y linealmente con el
tiempo de proceso (de Smin a 25min) a amplitud constante. Al comparar los perfiles de liberacion de
los acidos urénicos (pectinas), concluyeron que el dafio en la pared celular aumenta con el tiempo

de proceso y con la amplitud del US.

El uso de ultrasonido (US) se recomienda cominmente como pretratamiento en la extraccion
de compuestos organicos de muestras sélidas. El uso de US como método de preparacion de
muestras para la extraccion de sélidos-liquidos esta muy extendido en muchos laboratorios y puede
considerarse rapido y eficaz. Las extracciones basadas en US se emplean para aislar compuestos
organicos débilmente unidos a partir de muestras sélidas, mostrando eficacia de extraccién
comparable a métodos mas intensivos, pero con tiempos de extraccion mas rapidos y reduccion del
consumo de reactivos. En comparacion con la digestion acida, los procesos con US son mas
seguros, ya que no implican altas temperaturas ni presion durante la extraccion. Ademas, se evita el
uso de acidos corrosivos concentrados. Este enfoque simplifica el procedimiento al requerir un
menor numero de operaciones, lo que minimiza los riesgos de contaminacién (Filgueiras et al.,
2000).
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I.5. Conclusiones

o Entre los polvos de berenjenas elaborados, P-CC presenté mayores contenidos de
pectina (23,9% AU) y de celulosa (27,2%) junto con menor contenido de lignina (9,7%) que
P-P (14,1% AU, 6,8% celulosa, 12,1% lignina). Esta composicién explica las mejores

propiedades de hidratacion de P-CC.

o RIA-PB, al ser el polvo obtenido por deshidratacion del residuo insoluble en etanol
de las bracteas del maiz, estaba formado por los polimeros de la pared celular, presentando
una baja cantidad de las pectinas (4,5%) y un alto contenido de arabinoxilanos (< 31,7%) y
de celulosa (29,8%).

o Tanto P-CC como P-P mostraron actividades antioxidantes muy altas (capacidad de
eliminacién de radicales libres DPPH y de reduccién del Fe3* o FRAP), en particular P-CC.
Estos resultados se pueden atribuir a los mayores contenidos de compuestos fenolicos

extraibles (solubles) asi como de a-tocoferol, f-caroteno y luteina encontrados en P-CC.

o P-CC mostr6 el mayor contenido de compuestos fenolicos extraibles
(140,5mg/100g), cuyo principal componente identificado fue la delfinidina-3-rutinsido
(71mg/100g).

o De los compuestos fendlicos extraibles, P-P mostrd mayor contenido (79% del total)
de acido cafeoilquinico (50,1mg/100g) que P-CC (27mg/100g), este Ultimo corresponde al
29% del total hallado en P-CC.

o El ferulato esterificado también estuvo presente en los polvos de berenjena, donde
P-CC (185mg/100g) presenté mayor concentracion que P-P (101mg/100g), encontrandose
también dimeros (12,85 y 6,7mg/100g) y trimeros (4,3 y 6,4mg/100g) de ferulato
entrecruzante.

Segun Bernhardt et al. (2019), el residuo insoluble en etanol de las bracteas del maiz,
deshidratado, RIA-PB, contiene también &cido ferulico (18,64mg/100g polvo), de los cuales,
8,102mg/100g polvo correspondieron al dimero de ferulato y 6,139mg/100g polvo
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correspondieron a mondémeros de ferulato, mientras que se encontraron trimeros en menor

proporcion.

o En el rango de concentracién de 5 — 500 ppm estudiado, los compuestos fendlicos
extraibles obtenidos de P-CC no mostraron citotoxicidad, mientras que los compuestos
fendlicos extraibles de P-P dieron una disminucién de la viabilidad de células HepG2 y
efecto antitumoral con un CCso de 133,2 ppm. Esto podria explicarse por el alto porcentaje
(79%) de acido cafeoilquinico presente en los compuestos fendlicos extraibles de P-P, cuya
citotoxicidad se ha reportado en bibliografia en relacién a su potencia anticancerigena, en
comparacién con un 29% de acido cafeoilquinico presente en los compuestos fenolicos
extraibles de P-CC, que ademés contiene mayoritariamente delfinidina 3-rutinésido (71%),

sin citotoxicidad reportada.

o Bajo el pretratamiento con ultrasonido de alta potencia (US), se observo un mayor
dafio en la estructura de la pared celular para el polvo P-CC que para P-P. Los mismos
podrian someterse a tratamiento de US para facilitar la obtenciéon de biocompuestos de
interés, utilizando menor proporcion de solvente extractivo y tiempos reducidos de

extraccion.

o Los polvos de la pulpa (P-P) y de las cascaras y célices (P-CC) de la berenjena

podrian valorizarse como aditivos alimentarios naturales y como fuentes de pectinas.

. El residuo insoluble en etanol de las bracteas del maiz, deshidratado, RIA-PB,
obtenido con un rendimiento del 67% a partir de las bracteas secas, podria aplicarse a
recuperar las pectinas (4,5% AU) como paso previo en la extraccion secuencial de los
biopolimeros mayoritarios (arabinoxilanos y celulosa) para la valorizacién de este residuo

agroindustrial.

. Debido al contenido de &cido ferdlico esterificado, tanto en P-CC, P-P como en RIA-
PB, los métodos de extraccion de pectinas que se apliquen en el presente trabajo de tesis
deberan tener una etapa de hidrolisis alcalina de estos ésteres para liberar las respectivas
pectinas, ademas de aquéllas solubles en agua y entrecruzadas por ion calcio.
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Capitulo Il

Parte |. Extraccion de fracciones enriquecidas
en pectina a partir de las bracteas del maiz

Parte Il. Extraccion de fracciones

enriquecidas en pectina y polifenoles a partir
de los residuos del fruto de la berenjena

93



II.1. Introduccion

Como se menciond en el Capitulo |, la pectina es un componente obtenido principalmente a
partir de frutas y sus subproductos del procesamiento, en particular de la cascara y el orujo de frutas
(Kumar et al., 2023). Para la extraccion de la pectina desde la matriz de la pared celular, es
necesario enumerar los tipos de unioén quimica que la mantienen unida a la pared celular. Ademas
de los enlaces mediados por iones calcio formados entre los dominios del HG de las
macromoléculas de pectina vecinas, enlaces que son de naturaleza fisica entre cabezas anionicas
de carboxilato (fuerzas electrostaticas y puente de hidrégeno en una union cooperativa) (Braccini y
Perez, 2001), se puede encontrar un mecanismo de entrecruzamiento quimico adicional. Los
enlaces covalentes que se pueden encontrar en las pectinas incluyen productos de acoplamiento
fendlicos, ésteres y amidas de uronoil y diésteres de borato del RG-II (Fry, 2011). Algunas especies
como la remolacha azucarera (Beta vulgaris) y la espinaca (Spinacia oleracea), de la familia
Amaranthaceae, implican la formacion, catalizada por peroxidasa, de ésteres diméricos de feruloil
(puentes ferulatos) entre las cadenas laterales de la pectina (Ara y Gal del RG-I) (Moore et al.,
2008). Estas uniones covalentes se concentran en la laminilla media, especialmente en las esquinas
tricelulares, estabilizando las células contra la separacion intercelular (Waldron et al., 1997; Jarvis et
al., 2003). Esto incide en la resistencia del tejido a la coccién (Parr et al., 1997; Marry et al., 2006).
Los puentes ionicos de Ca?* se rompen mediante el tratamiento con agentes quelantes especificos
como el CDTA y no especificos como el EDTA, oxalato. Los puentes éster de ferulato se hidrolizan
mediante tratamiento alcalino (Na2CO3, NaOH, KOH) (Fry, 1986) o con feruloilesterasa (Fry, 1986;
Micard et al., 1994).

El proceso de extraccion de pectina es continuo y comprende la hidrdlisis de polisacaridos de
la pared celular y/o de enlaces covalentes y fisicos que relacionan distintas macromoléculas de
pectina, seguido del aislamiento de la pectina del tejido vegetal por su disolucion en el disolvente,
mediante un procedimiento fisico-quimico que consta de multiples etapas, donde factores como la
temperatura, el pH, las propiedades del disolvente, las caracteristicas de la fuente y la duracién de la
extraccion influyen en la solubilizacion de la pectina, asi como en su hidrolisis y extraccion. Estas

condiciones requieren altas proporciones de liquido a sélido, grandes cantidades de solventes,
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tiempos largos, incluida una alta utilizacién de energia y de agua, todo lo cual resulta en un impacto
ambiental (Kumar et al., 2023).

Se han desarrollado multiples métodos, tanto simples como alternativos, para extraer pectina.
Los métodos individuales generalmente involucran extracciones acidas o alcalinas. Por otro lado, los
métodos alternativos hacen referencia al empleo de extraccion enzimatica o US para mejorar el
rendimiento y/o reducir el tiempo de extraccion de la pectina en comparacion con los métodos

simples que utilizan agua y medio acido o alcalino (Cui et al., 2021).

En el caso de los biopolimeros de gran tamafio y complejidad estructural como la pectina, los
métodos de extraccion ejercen una influencia significativa en la composicion, las propiedades
estructurales, fisicoquimicas y bioactivas de las pectinas, que determinan su aplicabilidad y valor en
el mercado. Tradicionalmente, el grado de esterificacion y el contenido de GalA, como ya fuera
mencionado, influyen en las aplicaciones de la pectina como agente gelificante y espesante debido a
su diferente influencia en el mecanismo de formacion del gel de pectinas (Mari¢ et al., 2018). Los
productos comerciales de pectina como se menciono anteriormente requieren un alto contenido de
GalA (mayor al 65%) y un grado especifico de metilesterificacién (DM), mayor o igual al 50% para
las pectinas altamente metiladas (HM) y menor al 50% para las de bajo DM (LM) (Chandel et al.,
2022).

I1.1.1. Métodos Tradicionales de extraccion

1.1.1.1. Extraccion con agua

Los polisacaridos son macromoléculas polares que pueden extraerse mediante agua y otros
disolventes polares. El método de agua caliente consiste en triturar las materias primas en agua
caliente y extraerlas a una temperatura y por un tiempo determinados para realizar la separacion de
los polisacaridos solubles (Huang y Huang, 2020). Este método presenta varias ventajas, tales como
su bajo costo y seguridad en la operacion, asi como la ausencia de contaminacion con reactivos.
Cabe destacar que también facilita la disolucién conjunta de pigmentos, proteinas y otras sustancias,
lo cual puede aumentar la dificultad en la separacién si se busca obtener un producto puro. Por ello
a menudo requiere multiples extracciones y, como resultado, un tiempo de operacion prolongado.
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Es importante tener en cuenta que las altas temperaturas causan dafios en la estructura
original de los polisacéaridos, especialmente, en el caso de las pectinas, incluyendo peeling (hidrdlisis
de cadenas laterales del RG-I y RG-Il) y reacciones de B-eliminacién (Fry, 1986). La B-eliminacidn
quimica es uno de los mecanismos de degradacion no enzimatica de las pectinas. Esta reaccion se
acelera con el aumento del DM de la pectina, de la temperatura y del pH (4-6). Esta reaccion de
trans-eliminacion entre unidades de GalA metilesterificado da como resultado la eliminacién del
atomo de H en C-5 y del residuo glicosidico en el C-4 del monémero de GalA, lo que lleva a la
formacion de un compuesto insaturado que absorbe a 235nm (Diaz et al., 2007). Por otro lado, el
calentamiento a pHs menores a 4 6 3 produce la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos que mantienen
unidos los mondémeros componentes del HG y del RG, disminuyendo el peso molecular de las
pectinas (Ishii, 2015).

Los factores que influyen en la velocidad de extraccién de los polisacaridos incluyen la
temperatura de extraccion, la cantidad de agua utilizada, la relacion entre solidos y liquidos (solvente
extractivo), el tiempo y el numero de ciclos de extraccion, entre otros (Mao et al., 2019; Huang y
Huang, 2020).

11.1.1.2. Extraccion en medio acido

El método de extraccion &cida implica la inmersién del material vegetal en una solucion de
acido mineral fuerte, en condiciones tipicas que incluyen un pH de 1 a 3, una temperatura de 80-
100°C y un tiempo de 0,5-6 horas con agitacion continua (Khedmat et al., 2020). Este proceso tiene
como objetivo destruir la pared celular de las materias primas. La elevada temperatura contribuye
aun mas a la alteracion de la pared celular, lo que facilita la difusion del &cido y la liberacién de la
pectina de la matriz vegetal. En condiciones &cidas, las células vegetales se hinchan y las paredes

celulares se desintegran, liberando asi los polisacéridos vegetales (Cui et al., 2021).

Este método ofrece la ventaja de lograr una alta tasa de extraccién. Sin embargo, presenta
desventajas, como la hidrdlisis del polisacarido y cambios en su estructura original. Una
concentracion excesiva de acido puede romper facilmente los enlaces glicosidicos y dafiar la

estructura del polisacarido. La temperatura de extraccion es elevada, lo que implica requisitos
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operativos exigentes, y el tiempo de extraccion no debria ser excesivamente largo (Kumar et al.,
2023). Como se mencioné anteriormente, la alta temperatura favorece las reacciones de f-
eliminacién, mientras que el medio acido fuerte, por hidrolisis, favorece el peeling y también la

hidrélisis de los enlaces glicosidicos del HG (Fry, 1986).

Es importante destacar que los acidos organicos suelen ser menos destructivos y provocan
una menor despolimerizacion catalizada por protones en la estructura de la pectina. En resumen,
factores como el tipo de acido, la temperatura de extraccion, la relacion liquido-solido, el tiempo de
extraccién y la concentracion de acido (pH) influyen en el rendimiento de extraccion de la pectina
(Wandee et al., 2019).

11.1.1.3. Extraccion en medio alcalino

La pectina también puede ser extraida de la pared celular utilizando soluciones alcalinas con
un rango de pH de 9-13 y temperaturas entre 20 y 80°C, acompafiadas de agitacion continua (Zhang
et al., 2018). Los iones hidroxido presentes en soluciones alcalinas inducen la hinchazén de la pared
celular, interrumpiendo los enlaces puente de hidrégeno intermoleculares que median la interaccion
de la celulosa y otros polisacaridos y, ademas, hidrolizan los enlaces éster que conectan los

polisacaridos de la pared celular entre si y con la lignina (Wandee et al., 2019).

Los enlaces covalentes que se pueden encontrar en las pectinas (acoplamiento fendlicos,
ésteres y amidas de uronoil y diésteres de borato) pueden ser hidrolizados en medio alcalino (Fry,
2011). El tratamiento alcalino en frio (< 20°C) (Na2CO3 1M, NaOH 0,5M, KOH 1,5M) hidroliza sélo
los enlaces éster mientras que suprime la posibilidad de que ocurra la reaccién de B-eliminacién y
ademas se evita el peeling si es que la extraccion se realiza en presencia de un agente reductor o
bajo nitrogeno. En estas condiciones de temperatura, el NaOH o KOH 4M y 6M actian ademas
como solventes caotrépicos, rompiendo asi, especificamente, los puentes de hidrogeno multiples por
los cuales interaccionan la celulosa con la hemicelulosa en la pared celular. Por el contrario, en
combinacion con temperaturas méas altas y en presencia de aire, un medio alcalino fuerte (NaOH,

KOH) no solamente hidroliza los enlaces éster, como los puentes ferulato, sino que también rompe
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los enlaces fisicos puente de hidrogeno e hidroliza los enlaces glicosidicos, mientras que también

ocurre el efecto peeling (Fry, 1986; Gerschenson et al., 2021).

Bajo condiciones alcalinas, las cadenas de pectina pueden también degradarse a través de
reacciones de [-eliminacion que especificamente rompen los enlaces glicosidicos adyacentes a las
unidades de GalA metilesterificado (Mao et al., 2019). En comparacion con la extraccion acida, la
extraccion alcalina libera la pectina al solubilizar redes poliméricas, especialmente aquellas de
materiales hemiceluldsicos. Ademas, la pectina adsorbida en la superficie de las microfibrillas de
celulosa se extrae mas facilmente, lo que mejora los rendimientos (Broxterman y Schols, 2018).
Asimismo, la extraccion alcalina tiende a producir pectina con un bajo grado de metoxilacion,
derivado de la hidrélisis de los ésteres carboxilato de metilo del HG, y conserva las cadenas laterales

de azucares neutros (Cui et al., 2021).

El método alcalino guarda similitud con el método acido, ya que implica la destruccion de la
pared celular de la planta para extraer polisacaridos, pero en condiciones alcalinas. En particular, los
polisacaridos que contienen acidos urénicos (GalA y acido D-glucurdnico) son mas solubles en
soluciones alcalinas. Las ventajas de la extraccion alcalina incluyen condiciones de reaccion suaves,
altos rendimientos, un tiempo de extraccion reducido, aplicabilidad a materias primas con baja
viscosidad y con menor contenido de pectina en comparacion con la extraccién en medio acido. Sin
embargo, presenta desventajas, como la hidrélisis de los polisacaridos y la posibilidad de que una
concentracion excesiva de alcali a las temperaturas usualmente aplicadas (> 20°C) rompa los
enlaces glicosidicos, destruya la estructura de los polisacaridos, genere impurezas y aumente la

viscosidad, dificultando la filtracion (Cui et al., 2021; Kumar et al., 2023).

A las temperaturas usualmente aplicadas (> 20°C) para la extraccion, el tratamiento con KOH
conduce a una menor degradacién de las cadenas laterales de Ara y Gal, y la desramificacion
(peeling) de las cadenas laterales de Ara es mas significativa en comparaciéon con las cadenas
laterales de Gal, lo que sugiere que los residuos de Ara son mas susceptibles a las condiciones
alcalinas que los residuos de Gal. La pectina extraida alcalinamente suele tener un peso molecular
mas bajo y su contenido de RG-I tiende a ser de 2 a 5 veces mayor en comparacion con las pectinas

extraidas mediante otros métodos convencionales de extraccidn. La reduccion del peso molecular se
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debe a la reaccion de B-eliminacion, que escinde los enlaces glicosidicos entre las unidades de GalA

metilesterificado (Mao et al., 2019).

1.1.1.4. Extraccion con agentes quelantes

Las extracciones de agentes quelantes se ven influenciadas por el nimero de enlaces ionicos
presentes en la pectina del tejido vegetal, los cuales estan relacionados con el contenido de Ca2*y la
distribucion de grupos acidos libres en el dominio HG de la pectina. Los agentes quelantes como el
oxalato tienen la capacidad de solubilizar la pectina que presenta un bajo DM y un elevado peso
molecular. Cuando se utilizan agentes quelantes en la extraccion de pectina, estos pueden influir en
la funcionalidad de la pectina, ya que pueden quedar remanentes del reactivo en la pectina extraida
(Mao et al., 2019).

Cuando se desea determinar la composicién original de la pared celular de un vegetal en
estudio, el acido ciclohexanodiaminotetraacético (CDTA) es el agente quelante mas utilizado por ser
especifico para los complejos mediados por iones Ca2* entre macromoléculas de pectina, es decir, si
se obtuvo una fraccién soluble en CDTA (temperatura < 20°C) significa que solamente se extrajeron
las pectinas originalmente entrecruzadas por Ca2*. Cuando se recurre a otros agentes quelantes
(acido etilendiaminotetraacético, oxalato de sodio, hexametafosfato) también se produce la
extraccion inespecifica de aquellas pectinas con interacciones ionicas diferentes a las mediadas por
Ca?*, y como a menudo se combinan con calentamiento (70-120°C) y pH (3,5-7,5), los resultados no
proporcionan evidencia real de pectinas interaccionantes por iones calcio, ya que el calentamiento
también rompera las cadenas principales pécticas, independientemente del pH. También pueden
ocurrir reacciones de B-eliminacion debido a las temperaturas utilizadas combinadas con pH,
afectando enlaces glicosidicos, y en menor medida hidrélisis de ésteres y ruptura de puentes de
hidrégeno (Fry, 1986).
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I1.1.2. Métodos alternativos

11.1.2.1. Extraccion con Ultrasonido de alta potencia (US)

El ultrasonido se refiere a las ondas sonoras con frecuencias superiores a 20kHz, mas alla del

umbral de deteccion auditiva humana, de 16Hz a 16kHz. Teniendo en cuenta el rango de

frecuencias, las aplicaciones del ultrasonido pueden dividirse en ultrasonido de baja y alta energia.

Para el caso del ultrasonido de alta energia se utilizan frecuencias entre 20 y 100kHz y posee

efectos sobre las propiedades fisicas, mecanicas, quimicas y/o bioquimicas del material o proceso

en el que se aplican. Por esta razon posee una amplia variedad de aplicaciones tanto industriales

como a nivel de laboratorio. La transmision de ultrasonidos depende del medio en el que se

propagan, ya sea solido, liquido o gaseoso. El proceso de transmision incluye ciclos de expansion

(separacion de moléculas) y compresion (union de moléculas). En medios liquidos, se producen

cavidades que se expanden y colapsan cuando la presion negativa ejercida supera la resistencia

parcial a la traccion del liquido. Este fendmeno se conoce como cavitacion (Figura 11.1.1) (Bhargava
etal., 2021; Picot-Allain et al., 2022).

Presién acustica
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Figura I1.1.1. Formacién de las burbujas de cavitacion (Lavilla y Bendicho, 2017).
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Cuando las particulas sdlidas estan en el medio liquido, el colapso de las burbujas de
cavitacion puede ser simétrico o asimétrico, dependiendo de la proximidad de las burbujas a los
solidos. La cavitacion simétrica provoca microturbulencias en las proximidades del solido, lo que
aumenta la tasa de transferencia de masa, mientras que cavitaciéon asimétrica provoca microchorros

del medio liquido hacia la superficie sélida, provocando rupturas y erosion en las superficies.

Estos efectos se ven reforzados por la presencia de defectos en el material, sélidos atrapados
0 incluso impurezas. La cavitacion asimétrica es responsable de la disrupcion de particulas vy la
destruccién de las paredes celulares (Bendicho y Lavilla, 2013). Ademas, el ultrasonido provoca una

intensa agitacion a nivel macroscdpico que contribuye a la extraccion asistida con ultrasonido.

Gas atrapado Colapso cerca al solido Fragmentacion
\
Fase
Particula solida Liquida Golpe a la superficie
T
I
1
[ A N
4 Microjet \
i '.
\ Burbuja de ¢

", Sueerficle  cavitacion

Figura 11.1.2. Efectos de la cavitacidn sobre la superficie de un solido (Lavilla y Bendicho, 2017).

Las burbujas de cavitacion son clasificadas en dos tipos: estables y transientes. Las estables
se someten a muchos ciclos de expansion (presion minima) y compresion (presion maxima), tienen
un tiempo de vida relativamente largo y oscilan no linealmente alrededor de un tamario de equilibrio.
Las burbujas transientes existen para periodos acusticos muy cortos (a veces menos de un ciclo),

durante los cuales se expanden muy rapidamente hasta al menos el doble de su tamafio inicial antes
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de colapsar violentamente en burbujas mas pequefias. La implosion supone liberacion de toda la
energia acumulada, generando condiciones determinadas de temperatura y presion capaces de
acelerar la reactividad quimica del medio. La energia liberada, asi como el chogue mecanico
asociados al fendmeno de implosion afectan la estructura de los materiales situados en el

microentorno (Figura 11.1.2) (Lavilla y Bendicho, 2017).

Dentro de los efectos fisicos del ultrasonido causados en los materiales vegetales se han
identificado la fragmentacion, la erosién de las estructuras del vegetal, el aumento de la penetracion
de solventes en los canales y poros del material vegetal, la formacion de poros en la membrana
celular que liberan el contenido celular al medio liquido, efectos de flujo y destruccién de estructuras
(Chemat et al., 2017).
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Figura I1.1.3. Equipo de ultrasonido con sonda (Lavilla y Bendicho, 2017).

El ultrasonido de alta potencia (US) (Figura 11.1.3) puede ser aplicado usando sondas de
inmersion ultrasonicas con diferentes longitudes, didmetros y geometrias, segun la aplicacién (Picot-
Allain et al., 2022). Se reconoce que las sondas dan lugar a un mejor rendimiento porque se
transmite mas energia al medio. Esto conduce a una reduccion de los tiempos de extraccion en
condiciones suaves, asi como a un aumento de la reproducibilidad. Sin embargo, pueden surgir
diferentes problemas al utilizar sondas ultrasonicas para la extraccion de compuestos bioactivos. Las

sondas generalmente dan como resultado una menor productividad si se procesa una sola muestra
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a la vez. Ademas, la extraccion ultrasénica con sonda es propensa a pérdidas de compuestos
volatiles debido al efecto de desgasificacion mejorado. La sonicacién con una sonda conduce al
calentamiento del medio debido al calor generado. En ultima instancia, puede causar cambios en las
caracteristicas del medio y luego la cavitacion. Por lo general, es necesario enfriar el recipiente de
sonicacion o, como alternativa, el uso del modo pulsado. Dado que puede ocurrir degradacion de
compuestos bioactivos, se debe realizar un control de las condiciones de sonicacion (Lavilla y
Bendicho, 2017).

Las vibraciones de alta frecuencia, la cavitacién y los efectos térmicos, pueden acelerar la
deformacion y fractura de los tejidos, estructuras y células vegetales, y acelerar ain mas la
penetracion de los disolventes en los tejidos, a fin de dispersar mejor los componentes activos de las
células vegetales en el extractante, aumentando asi el rendimiento. Los factores que influyen en la
extraccién mediante ultrasonido incluyen el tiempo ultrasénico, la frecuencia ultrasénica (por lo
general, mayor eficacia de extraccion a bajas frecuencias, aunque hay excepciones), la relacion

entre las masas de sélidos y liquidos, y la temperatura (Huang y Huang, 2020).

La extraccidn asistida por ultrasonido podria jugar un papel importante para la obtencién de
bioactivos de plantas, frutas, algas, tanto a escala de laboratorio como industrial; se ha identificado
como una tecnologia limpia que tiene gran potencial en una gran cantidad de procesos en la
industria quimica y alimentaria. Tiene una gran aplicacion para la extraccion de diversos compuestos
y biomateriales provenientes de la pared celular, aceites esenciales, proteinas, péptidos y moléculas
bioactivas de importancia comercial como la pectina (Tiwari, 2015). Los productos naturales, que
normalmente necesitan tiempos de extraccion de varias horas o dias por los métodos clasicos de
extraccion solido-liquido, se pueden aislar con éxito por la extraccion asistida por ultrasonido en

cuestion de minutos (Lavilla y Bendicho, 2017).

No obstante, es importante destacar que una alta intensidad de potencia puede tener un
efecto contrario, es decir, una disminucion en el rendimiento. Esto se relaciona con altas
concentraciones de volumen de burbujas que reducen la actividad de cavitacidn y con el efecto de
saturacion que se produce cuando el numero de burbujas de cavitacidn alrededor de la punta de la

sonda disminuye la transmision de energia al medio de reaccion. Ademas, la deformacion no
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esférica de las burbujas y su colapso pueden disminuir la eficiencia energética de las burbujas que
colapsan. Un menor rendimiento podria estar relacionado con la degradacion de la pectina extraida
debido al efecto del US. Es fundamental diferenciar entre la densidad de potencia ultrasénica y la
intensidad. En ambos casos, es esencial optimizar la potencia, ya que no se produce un aumento
adicional en la velocidad de reaccién mas alla de las condiciones dptimas de potencia (Delmas et al.,
2015; Wang et al., 2015).

I1.1.2.2. Extraccion con Enzimas (EAE)

La extraccion de compuestos bioactivos se basa en la difusion molecular utilizando
generalmente solventes organicos o, en el caso de las pectinas, se utilizan acidos minerales, los
cuales no son deseables, especialmente en la industria alimentaria, debido a sus efectos nocivos
para la salud humana y el medio ambiente. La extraccion asistida por enzimas evita el uso de estos

medios extractivos, ademas de utilizar temperaturas de extraccion mas bajas (Zlabur et al., 2018).

Las enzimas se pueden obtener a partir de microorganismos, plantas y células de mamiferos.
Se pueden utilizar en diversos procesos industriales, tanto en forma libre como inmovilizada.
Algunas enzimas comunes utilizadas para la extraccion de bioactivos incluyen celulasa, a-amilasa,
B-glucosidasa, xilanasa, B-glucanasa, pectinasa y otras enzimas relacionadas. El tipo de enzima a

utilizar dependeré del bioactivo a extraer y de la materia prima (Fleurence et al., 1995).

Una extraccion enzimatica eficaz depende principalmente de la interaccion enzima-sustrato,
altamente especifica. La enzima y el sustrato forman un complejo intermediario enzima-sustrato en
el cual los enlaces en las moléculas del sustrato se rompen para finalmente dar lugar a la formacién
del producto. La adicién de enzima aumenta la velocidad de reaccién hasta que la concentracion de
sustrato se vuelve limitante. La interaccion enzima-sustrato se ve afectada por pardmetros como el
tamafio de particula del material vegetal, la concentracion de la enzima, el tiempo de reaccién, la
temperatura, el pH y la relacion sélido-liquido (Cheng et al., 2015). Para facilitar la maxima
interaccion de la enzima con el sustrato, estos parametros deben establecerse en sus valores

dptimos. A temperaturas por debajo a las dptimas, las enzimas muestran menos actividad, mientras
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que a temperaturas mas altas conducen a la degradacién de las enzimas por desnaturalizacion, lo

que reduce la eficacia en la extraccion de los compuestos bioactivos (Nadar et al., 2018).

Temperatura
Tiempo
» - Cancentracion
-1 de enzima
"': Tamarfio de particula
yd \ del material
| M O
4 v
" Aplicacidn de la extraccion enzimatica O D
-~ A
—d / O
Biocompuestos
B extraidos

Biocompuestos en la pared celular

(O Biocompuestos

Figura I1.1.3. Diagrama general para la extraccion asistida por enzimas (Marathe et al., 2019).

En el Capitulo | se analizb la estructura de la pared celular vegetal y la variedad de
polisacaridos complejos que la constituyen, tales como celulosa, hemicelulosas y pectina, asi como
también biopolimeros como la lignina y proteinas. Esta estructura es la que otorga estabilidad a las
células vegetales y resistencia a la extraccién de los componentes intracelulares. Por lo tanto, en la
EAE se utilizan las enzimas con propiedades hidroliticas especificas para romper o desagregar esta
matriz, con el fin de tener acceso a los componentes bioactivos desde los espacios citosolicos e

inclusive a aquellos polimeros deseados de las paredes celulares (Cosgrove, 2022).

Las enzimas degradan estos componentes de la pared celular y permiten la liberacion del
compuesto de interés. La interaccion entre la enzima y el sustrato decide el grado de hidrdlisis de
estas barreras. El pretratamiento enzimatico de la materia prima generalmente reduce el tiempo de
extraccion y el volumen de solventes, aumenta el rendimiento y mejora la calidad del producto. Para
el caso de EAE de la pectina, se pueden distinguir dos enfoques posibles: (a) el uso de enzimas que
degradan la pectina y ayudan a aislar fragmentos de ésta y (b) el uso de enzimas capaces de

deconstruir la pared celular y de esta manera aislar la pectina (Marathe et al, 2019).
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Dentro del grupo de las enzimas utilizadas para deconstruir la pared celular y facilitar la
extraccion de pectinas se encuentran las celulasas, responsables de la degradacion de la celulosa al
hidrolizar los enlaces B-1,4-glucosidicos. Existen celulasas industriales que son ampliamente
utilizadas y que estan disponibles comercialmente desde hace mas de 30 afios. Estas son enzimas
inducibles, sintetizadas por varios microorganismos, incluidas bacterias y hongos, durante su
crecimiento en materiales celuldsicos. La celulasa consta de tres enzimas: B-glucosidasa, endo-1,4-
B-D-glucanasa (endoglucanasa) y exo-1,4-B-D-glucanasa (exoglucanasa). Estas tres enzimas estan
involucradas en la hidrolisis de la celulosa por accién sinérgica (Ejaz et al., 2021). Dado que la
accién enzimatica depende del pH, se usan soluciones buffer en lugar de acidos. Sin embargo, la
especificidad enzimatica de diferentes enzimas podria influir en el rendimiento de pectina. Ademas,
los metabolitos secundarios, como los compuestos fendlicos, los flavonoides y los alcaloides,
presentes en los materiales vegetales, podrian interferir con las enzimas durante la extraccion de

pectina, reduciendo su actividad (Picot-Allain et al., 2021).

I1.1.3. Combinacién de tecnologias no convencionales

Cada vez se utiliza mas la combinaciéon de tecnologias innovadoras para extraer pectina,
como el ultrasonido-enzimas (US-EAE). Esta combinacion potencia la extraccion enzimatica, ya que
la energia ultrasénica rompe las matrices y facilita las reacciones enzimaticas para liberar
componentes especificos. A diferencia de esto, la extraccion solo con enzimas no mejora el
transporte de solventes, particulas objetivo y enzimas dentro o fuera de los medios, por eso, en la
extraccion enzimatica se pueden usar otras operaciones, como la agitacion, para favorecer la
transferencia de masa. Entre estas operaciones, el US-EAE es una opcion ideal, ya que actla tanto
sobre el medio que rodea a las particulas vegetales como sobre el interior de las matrices (Yang et
al., 2018).

Aparte de esto, la energia ultrasénica con US-EAE incrementa las areas de contacto entre
etapas contribuyendo a la exposicion de mas lugares donde las enzimas podrian realizar la
hidrélisis. La eficiencia de los US-EAE esta influenciada por muchos parametros, como el tipo de
enzima, las concentraciones de enzimas con relacion a la masa de material vegetal, la composicion
del solvente, la proporcién de solvente a sdlido, la temperatura y el tiempo de reaccion (Castillo-
Zamudio et al., 2021).
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I.2. Objetivos

Objetivos principales

o Extraccion de pectinas a partir de los polvos obtenidos de las bracteas del maiz,
mediante técnicas amigables con el ambiente.
o Extraccion de pectinas a partir de los polvos obtenidos de la cascara, céliz y pulpa

de los frutos de la berenjena, mediante técnicas amigables con el ambiente.
Objetivos secundarios

o Desarrollar una técnica de extraccion de pectinas que involucre el uso de ultrasonido
de alta potencia (US) como pretratamiento para desintegrar la microestructura de la pared
celular, en combinacion con una posterior extraccion adecuada segun la composicion
quimica de cada tejido.

o Evaluar como posterior extraccion el uso de solucién acuosa de carbonato de sodio
(1M) como extractante de la pectina de la cascara, caliz y pulpa de frutos de berenjena.

o Evaluar como posterior extraccion el uso de solucion acuosa de hidroxido de sodio

(0,1M) seguido de hidrolisis enzimatica con celulasa para obtener la pectina de las bracteas

del maiz.
o Determinar el rendimiento de los procedimientos aplicados.
o Caracterizar quimicamente y determinar los pesos moleculares de las fracciones

pécticas aisladas.

o Caracterizar el comportamiento reoldgico de las fracciones pécticas aisladas.

o Evaluar la capacidad antioxidante y el perfil de compuestos antioxidantes
coextraidos en las fracciones pécticas obtenidas de los polvos de la berenjena.
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I.3. Materiales y Métodos

I.3.1. Reactivos

Se utilizd agua desionizada (Milli-Q™, EE.UU.). Los productos quimicos fueron de grado
analitico. Acido D-galacturénico, D-glucosa, L-arabinosa, L-ramnosa, L-fucosa, D-xilosa, la D-manosa,
la D-galactosa, estandar de seroalbumina bovina, a-caroteno, B-caroteno, luteina, retinol, asi como
estandares de a-, -, y- y 0-tocoferol, &cido clorogénico (acido 5-O-caffeoylquinico) y acido ferulico,
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH), 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) y 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), el cloruro de calcio dihidratado, y la celulasa de Trichoderma viride
(C9442) fueron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, EE.UU.). Los demas reactivos utilizados fueron de

Merck de Argentina.

1.3.2. Extracciones a partir del polvo RIA-PB del maiz

Al polvo RIA-PB, residuo insoluble en etanol de las bracteas del maiz deshidratadas, se le
aplicd un proceso de extraccion de pectinas a traves de los siguientes pasos:
o Proceso sin US
a) Pretratamiento con NaOH 0,1M. b) Neutralizacion con buffer citrato. ¢) Tratamiento
enzimatico con celulasa en buffer citrato de sodio 0,05M (pH 5,20).
e  Proceso con US
a) Tratamiento con US en agua. b) Pretratamiento con 0,1M NaOH. c¢) Neutralizacién con
buffer citrato. d) Tratamiento US en buffer citrato de sodio 0,05M (pH 5,20). e) Adicion de la enzima
celulasa en buffer citrato de sodio 0,05M (pH 5,20).

I1.3.2.1. Extraccion con buffer citrato de sodio — enzimas

El pretratamiento con solucién acuosa de NaOH 0,1M se realizé a temperatura ambiente bajo
agitacion magnética durante 30min (1g polvo:100mL solucion). El residuo se separé por filtracion y
fue lavado con la solucién buffer de citrato de sodio 0,05M por repetida dispersion en esta solucién

seguida de filtracién, para ser el residuo neutralizado hasta pH 5,20.
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El residuo fue separadamente suspendido en 500mL, 700mL, 850mL y 1000mL de una
solucién buffer citrato sédico 0,05M (pH 5,20) con la finalidad de evaluar la mejor relacion
solido:solvente. Seguidamente se afadio celulasa (5mg:1g polvo) y la dispersién se mantuvo bajo
agitacién magnética durante 4h a 40°C constante. Posteriormente, se filtrd la dispersion (filtro de
fibra de vidrio Schleicher & Schuell, Alemania), el sobrenadante fue separado en un vaso de
precipitados de vidrio y luego se agregd etanol al 96% viv (1:2 v /v) para insolubilizar la pectina. Se
dejé durante la noche a 8°C para la precipitacion de la fraccidn enriquecida con pectina, la que luego
se recuperd mediante filtracién al vacio. La fraccion aislada fue lavada con etanol, filtrada y
finalmente liofilizada (Christ Alpha; Bomba de vacio Pfeiffer, Alemania), molida en un molino de
cuchillas doméstico (DeLonghi, Argentina), y envasada en una bolsa Cryovac (Sealed Air, EE.UU.)

con sellado al vacio, y almacenada a -30°C hasta su uso.

1.3.2.2. Tratamiento con Ultrasonido (US)

El tratamiento con US se realizé con un procesador de ultrasonido de 20kHz (Vibracell®,
750W, Sonics Materials Inc., EE.UU.) provisto de una sonda de punta plana de titanio de 13mm de
didmetro. Para realizar el tratamiento de US, el RIA-PB (5,00g) fue dispersado en 500mL de agua
antes del tratamiento alcalino o en buffer de citrato de sodio 0,05M (pH 5,20) después del
tratamiento alcalino, con previo filtrado, lavado y neutralizacion, como se describié anteriormente. Se
utilizé como contenedor un vaso de precipitados con un didametro interno de 90mm y 125mm de
altura (vidrio borosilicato, IVA, Argentina). El liquido alcanzé una altura de 95mm en el vaso de
precipitados de vidrio, mientras que la sonda US se sumergié 20mm. La dispersion se sonico a una
amplitud de onda del 80% durante un tiempo neto de 20min con 5s "encendido" seguido de pulsos
de 5s "apagado”. La temperatura se determin6 en funcién del tiempo a través de una termocupla
conectada al US. También se registraron la energia y la potencia mostradas por el equipo, mientras
que las realmente proporcionadas por el equipo US se calcularon como se explicd en el Capitulo |

seccion 1.3.13.
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11.3.3. Extracciones a partir de los polvos P-CC y P-P de
berenjena

11.3.3.1. Extraccion de las fracciones enriquecidas en pectinas

El tratamiento con US se realizd con un procesador de ultrasonido de 20kHz (Vibracell®,
750W, Sonics Materials Inc., EE.UU.) provisto de una sonda de punta plana de titanio de 13mm de
didmetro, usando una amplitud del 80%. El polvo P-CC o P-P (5g o 10g) se dispersé en 200mL de
agua desionizada contenida en un vaso de precipitados de 250mL (vidrio borosilicato, Duran Super
Duty, forma baja, Alemania) de 70mm de diametro interno y 95mm de altura. En este vaso de
precipitados, el volumen total de dispersion alcanzoé una altura de 58mm, mientras que la sonda de
ultrasonido fue sumergida 20mm en el centro de la superficie del liquido. La dispersion fue dejada en
contacto por 1h antes del tratamiento con US. El tiempo neto de procesamiento fue de 7, 10, 13 o
20min para 59 de P-CC o P-P, y de 10 o 13min para 10g de P-CC o P-P, trabajando con pulsos
ultrasénicos de 5s "encendido” y 5s "apagado”. Por lo tanto, se utilizaron 14, 20, 26 0 40 minutos de
tiempo ultrasénico total, respectivamente. La temperatura se registr a través de una termocupla
conectada al dispositivo de US y se lo sumergié 20mm en la dispersion acuosa junto a la pared del
vaso de precipitados de vidrio. Se registraron los valores de energia y potencia mostrados por el

equipo y la evolucion de la temperatura con el tiempo de proceso (seccion 1.3.13).

11.3.3.2. Extraccion con carbonato de sodio

Después del tratamiento con US, se retird del equipo el vaso de precipitados con la dispersion
acuosa y se afadieron 100mL de una soluciéon acuosa de NaxCOz 0,3M para obtener una
concentracion final 0,1M. El sistema fue agitado durante 1h en un agitador magnético (Velp, ltalia) a
temperatura ambiente (23°C). A continuacion, se filtré al vacio (filtro de fibra de vidrio Schleicher &
Schuell, Alemania) para separar el residuo insoluble. Luego se neutralizd la solucién filtrada
utilizando una solucion de acido clorhidrico 1My se le agregd etanol al 96% (relacién sobrenadante /
etanol 1:2 v/v), manteniendo el sistema a 4°C durante 12h hasta la precipitacion completa de
pectinas. Finalmente, la fraccion de pectina obtenida por separado a partir de P-CC y P-P fue
recolectada mediante filtracion al vacio (filtro de fibra de vidrio, Schleicher & Schuell, Alemania), se

lavo el residuo tres veces con etanol 96% v/v por resuspension seguida de filtracion, para finalmente
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el residuo ser liofilizado, molido y envasado al vacio en bolsa de Cryovac (Sealed Air, EE.UU.). Por
otro lado, para comparar, se obtuvieron por separado las respectivas pectinas de P-CC y P-P pero
sin aplicar el pretratamiento de US. El rendimiento se calculd como gramos de pectina obtenidos por

cada 100g de polvo de P-CC o P-P. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

I1.3.4. Determinacion del color de las fracciones extraidas

El color de las pectinas extraidas, liofilizadas y molidas fue determinado siguiendo la

metodologia mencionada anteriormente en la seccién 1.3.6.

I1.3.5. Caracteristicas Quimicas de las fracciones extraidas

Para todas las determinaciones espectrofotométricas realizadas en el presente trabajo se
utilizé un equipo Shimadzu UV-1800 (Japon). Una cantidad de cada una de las fracciones extraidas
fueron disueltas en agua desionizada, agitadas hasta la disolucion completa, obteniendo una
solucion homogénea. Se tomaron alicuotas de cada solucion acuosa para realizar cada una de las

siguientes determinaciones quimicas.

11.3.5.1. Acidos Urénicos

El contenido de &cido urdnico (AU) se determind mediante el método espectrofotométrico de
Filisetti-Cozzi y Carpita (1991) con &cido D-galacturdnico como estandar, tal como se explico en el

Capitulo I, seccién 1.3.8.1.

I1.3.5.2. Determinacion de Proteinas

Las proteinas se determinaron de acuerdo con el ensayo espectrofotométrico de Lowry et al.
(1951) utilizando seroalbumina bovina como estandar, siguiendo el proceso experimental explicado

anteriormente en el Capitulo I, seccion 1.3.8.4.
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I1.3.5.3. Determinacion de Carbohidratos Totales

El contenido de carbohidratos totales fue realizado mediante el método espectrofotométrico
del fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956), utilizando é&cido D-galacturénico para la curva de

calibracion, siguiendo el proceso experimental explicado en el Capitulo |, seccion 1.3.8.2.

11.3.5.4. Determinacion del Grado de Metilacion (DM)

El contenido de metanol se determiné a través del método espectrofotométrico de Wood y
Siddiqui (1971) y el grado de metilesterificacion (DM) fue calculado como la relacién porcentual entre
los moles de metanol y los moles de AU en la muestra, siguiendo el proceso experimental explicado

anteriormente en el Capitulo I, seccion 1.3.8.6.

1.3.5.5. Determinacion del Grado de Acetilacion (DA)

Tal como se explicd en el Capitulo I, seccion 1.3.8.7 el contenido de acetato se determiné a
través del método espectrofotométrico de Naumenko y Phillipoff (1992). El grado de acetilacion (DA)
fue calculado como la relacién porcentual entre moles de acetato y moles de AU en una muestra
dada (Broxterman y Schols 2017).

1.3.6. Determinacién del perfil de Azticares Neutros mediante
cromatografia gaseosa (GC)

La muestra fue colocada en un vial con tapa de teflén y disuelta en &cido tricloroacético puro.
El vial fue colocado en una estufa a 37°C durante 1h. Posteriormente se agregé agua destilada a fin
de alcanzar una concentracion 2M de TFA y se realizd la hidrélisis en una estufa a 120°C durante
90min. A continuacion, el contenido del vial fue llevado a sequedad mediante el uso de corriente de
aire, eliminando el &cido mediante lavados sucesivos con agua desionizada, seguidos de su

evaporacion. Los hidrolizados secos fueron dejados en un desecador al vacio durante toda la noche.

Para obtener los alditoles peracetilados se sigui6 la metodologia descripta por Shea y Carpita
(1988). La muestra seca hidrolizada se disolvié en hidréxido de amonio 1M, y se le afiadié
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borohidruro de sodio. Se dejo reposar a temperatura ambiente por 2h y, a continuacion, se
agregaron gotas de acido acético, para eliminar el exceso de borohidruro. Posteriormente, las
muestras se descationizaron mediante la adicion de resina Amberlite IR-120 (H+) o Dowex 50 (H+).
La muestra fue filtrada y evaporada a sequedad. A continuacion, se realizaron 5 lavados con
metanol a fin de eliminar, en forma de borato de metilo, el acido bérico generado. La muestra fue
dejada en un desecador al vacio durante una noche. A continuacion, las mezclas de alditoles fueron
peracetiladas en viales cerrados con una solucién de anhidrido acético:piridina (1:1), en estufa a
100°C por 45min. Después de enfriarse, los derivados se extrajeron con cloroformo:agua (1:1). Los
extractos cloroférmicos se lavaron tres veces con solucién saturada de bicarbonato de sodio y dos
veces con agua destilada. Finalmente, se eliminé el agua residual mediante filtracién con sulfato de
sodio anhidro y se llevd a sequedad bajo corriente de aire. Los residuos resultantes se redisolvieron

en 20uL de cloroformo antes de ser inyectados en el cromatdgrafo de gases (CG).

Se utilizé un cromatdgrafo Hewlett Packard 5890A (EE.UU.) equipado con un detector de
ionizacion de llama (FID) y un integrador HP3395. Se trabajo con una relacion de split entre 45:1 'y
90:1. Se empled nitrogeno como gas portador y se utilizd una columna capilar SP-2330 (Supelco) de
30m x 0,25um x 0,20um. El flujo del nitrégeno fue de 1mL/min y una relacion de split 90:1 con una
presion en cabeza de columna de 104kPa (1,02atm o 15PSI). Los monosacaridos derivatizados
como alditoles peracetilados fueron separados en una corrida isotérmica a 220°C, mientras que el

inyector y el detector fueron fijados a 220°C.

11.3.7. Pesos moleculares determinados por Cromatografia de
Permeacion en Geles (GPC)

La distribucién de pesos moleculares de cada fraccion extraida fue determinada por GPC (Gel
Permeation Chromatography). Las muestras se disolvieron al 0,25% pl/p, separadamente, en
solucién acuosa de NaNOs 0,1M y se dejaron agitar durante la noche a temperatura ambiente,
después de lo cual todas las muestras se filtraron (filtro de nylon de 0,22um) e inyectaron al sistema
GPC (Waters, MA, EE.UU.). El equipo usado para esta determinacion fue un cromatégrafo HPLC
Waters System (Suecia) equipado con un horno calefactor (TCM 5 CH, Singapur), un sistema de
bombas (modelo M09DG2 455M, Waters, Milford, EE.UU.), un detector de indice de refraccion
(Waters 2414, Suecia) y un detector de arreglo de diodos DAD (Waters 2998, Suecia), contando
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ademas con un loop de 100uL conectado a una pre-columna Ultrahydrogel (6x40mm) de tamafio de
particula de 10um, una columna Ultrahydrogel 500 de tamafio de particula de 10um y una segunda
columna Ultrahydrogel 1000 (7,8 x 300mm) de tamafio de particula de 12um (Waters, Japdn),
dispuestas en serie. La fase mévil fue NaNO3 0,1M a un flujo de 0,6mL/min. La temperatura fue
mantenida constante a 40°C. Los estandares utilizados para la calibracién de la columna fueron
dextranos con masas moleculares entre 5200 y 668000Da (kit PSS, Waters, Alemania). Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los datos fueron procesados mediante el software
Breeze Empower 2 (Suecia). Se calcularon el peso molecular promedio (Mn), el peso molecular
promedio ponderado (Mw) y la distribucién del peso molecular (Mw/Mn). Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

I.3.8. Espectroscopia FT-IR

Las determinaciones fueron realizadas en un espectrofotdmetro FTIR Nicolet 8700 (Thermo
Scientific Nicolet, MA, EE.UU.) equipado con un detector DTGS TEC. Para la preparacién de la
muestra se utilizé una pastilla de KBr anhidro. Se trabajo en el rango espectral entre 4000 y 400cm-1.
Se realizaron 64 barridos de porcentaje de transmitancia para cada espectro, con una resolucion de
4cm!, ganancia 1y apertura 100. La adquisicion de los espectros y su procesado se realizé con el
software OMNIC version 7.3 (Thermo Electron Corp, EE.UU.).

11.3.9. Determinacién de carotenoides y tocoferoles de las
fracciones extraidas

Los contenidos de carotenoides, retinoides y de los isémeros del tocoferol fueron
determinados de acuerdo con la metodologia experimental mencionada en el Capitulo I, seccion
1.3.10.
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11.3.10. Determinacion del contenido de compuestos fendlicos
de las fracciones extraidas a partir de los polvos de berenjena
(P-CCy P-P)

11.3.10.1. Extraccion y cuantificacion mediante HPLC-DAD

El contenido de compuestos fendlicos de las fracciones extraidas de los polvos P-CC y P-P,
se determiné mediante la metodologia experimental mencionada anteriormente en el Capitulo |
(seccion 1.3.11.1). Los espectros fueron registrados en el intervalo de 280-560nm, y se analiz6 a
280, 320, 360 y 520nm de longitudes de onda correspondientes a los maximos de absorcion de los
compuestos fendlicos. Los acidos fenolicos se cuantificaron como acido clorogénico (acido 5-O-

cafeoilquinico) a 320nm. Los resultados se expresaron como mg por 100g de fraccion de pectina.

11.3.10.2. Identificacion de fenoles mediante HPLC-ESI-
microTOF/MS

Los andlisis HPLC-ESI-microTOF/MS y HPLC-PAD se realizaron siguiendo la metodologia
experimental mencionada anteriormente en la seccion 1.3.11.2. Los picos se identificaron por medio
de espectros UV, por los cromatogramas de iones extraidos de la corriente de iones en valores m/z
correspondientes a los iones [M + H]* de los compuestos individuales investigados y por su

fragmentacion.

11.3.10.3. Cuantificacion de Compuestos fenoélicos enlazados
covalentemente mediante HPLC-DAD

Los compuestos fendlicos esterificados se obtuvieron mediante la hidrélisis de cada una de
las fracciones extraidas de los polvos P-CC y P-P siguiendo la metodologia experimental
mencionada anteriormente en la seccion 1.3.11.3, para luego ser analizados utilizando HPLC-DAD
de fase reversa y HPLC-ESI-MS/MS. La cuantificaciéon se realizé utilizando acido ferdlico como

estandar externo. Todos los analisis quimicos se realizaron por triplicado.
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11.3.10.4. Determinaciéon y cuantificacion de proantocianidinas
mediante HPLC-DAD

Las proantocianidinas fueron determinadas usando la reacciéon de floroglucindlisis con
catélisis acida segun lo reportan Basanta et al. (2016). Para ello se prepar6 una solucién metandlica
de HCI 0,1M, que contenia 50g/L de floroglucinol y 10g/L de acido L-(+)-ascorbico, llamado reactivo

de floroglucindlisis.

La muestra se la hizo reaccionar con dicho reactivo durante 20min en un bafio de agua a
50°C. La reaccion se detuvo colocando los viales en un bafio de hielo y diluyendo el medio de
reaccion con una solucion de acetato de sodio 40mM. Los aductos de floroglucinol se separaron
cromatograficamente en una columna Luna C18 (250x4,0mm, tamafio de particula de Sum;
Phenomenex, EE.UU.). El método utilizé un gradiente binario con &cido acético acuoso al 2,5% v/v
(fase movil A) y acetonitrilo (fase movil B), a un caudal de 1mL/min. El gradiente lineal comenzé con
3% B, a los 5min 5% B, a los 15min 16% B, a los 45min 50% B y a los 52min 3% B y se mantuvo en
condicion isocratica hasta 57min. Los productos de flavan-3-ol se estimaron utilizando sus factores

de respuesta en relacion con la catequina, que se la utilizé como estandar cuantitativo.

1.3.11. Capacidad Antioxidante de las fracciones extraidas

1.3.11.1. Ensayo del FRAP

La capacidad de cada muestra para reducir al Fe(lll) se determiné mediante el método FRAP,
siguiendo la metodologia experimental descripta en el Capitulo I, seccién 1.3.9.1. Los resultados se

expresaron en mg de acido L-(+)-ascorbico (AA) por cada 100g de fraccién extraida.

11.3.11.2. Ensayo del DPPH

Se determin6 la capacidad para capturar radicales libres de cada una de las fracciones
extraidas mediante el método del DPPH, siguiendo la metodologia experimental descripta en el
Capitulo |, seccidn 1.3.9.2. Los resultados se expresaron en mg de &cido L-(+)-ascdrbico (AA) por

cada 100g de fraccion extraida.
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11.3.12. Caracterizacion Reoldgica de las fracciones pécticas de
berenjena

Se prepararon sistemas acuosos de 1,50 0 2,0% p/v de las fracciones extraidas de berenjena.
Para ello, se disolvieron en agua desionizada con la ayuda de un vortex las cantidades
correspondientes de cada fraccién, previamente pesadas en una balanza analitica, seguido de
calentamiento en bafio de agua a 85°C con agitacion y enfriamiento hasta temperatura ambiente. El
volumen final se completé con la adicién de suficiente cantidad de agua desionizada, seguido de
homogeneizacion en vortex. Los sistemas acuosos obtenidos se dejaron reposar durante 24h antes

de proceder a las mediciones reoldgicas.

11.3.12.1. Efecto de iones calcio

Para determinar el efecto de la concentracion de iones de calcio, se desarrollaron sistemas
acuosos que contenian 1,50% p/iv de la fraccion extraida de berenjena como se explico
anteriormente, pero el volumen final (V1) fue completado a Vr — 100uL. A continuacién, se calenté el
sistema acuoso en bafio de agua a 85°C, y luego se afiadio, agitando, un volumen de 100uL de una
solucion de calcio (CaCl2.10 H20) de concentracidn suficiente para alcanzar la cantidad de ion calcio
requerida en el sistema final de cada fraccion péctica extraida (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 45, 50mg de
calcio/lg UA). Inmediatamente, estando a 85°C, se dispenso cada sistema acuoso en un molde
plastico horizontal del mismo didmetro que el de la geometria que se utilizara en el rebmetro. Se

dejé reposar por 24h antes de la medicion.

11.3.12.2. Ensayos de flujo

Los sistemas acuosos al 1,50% p/v 0 2,0% p/v de fracciones pécticas aisladas de berenjena
fueron sometidos a un estudio de flujo, usando el modo rotacional del reémetro. Las curvas de flujo
(esfuerzo de corte versus velocidad de corte: 0,01-300s™") se registraron durante 50min en un
reémetro de cizalla Paar Physica (modelo MCR300, Anton Paar, Austria) utilizando una geometria
de cono y plato (40mm diametro; 2° angulo). La temperatura se mantuvo constante a 8°C 0 20°C a
través de un sistema Peltier (Viscotherm VT2 Physica, Austria). Cada punto experimental fue

registrado una vez alcanzado el estado estacionario. Se establecié un tamafio de gap de 500 a
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1000um. Los anélisis se llevaron a cabo por triplicado. La ley de la Potencia o de Ostwald (Ecuacion
1.3.4) y el modelo de Herschel-Bulkley (Ecuacion 11.3.5) fueron considerados para el ajuste de datos

registrados:

Ecuacion 11.3.4
T=K-y" 417y  Ecuaciénll35

donde T es el esfuerzo de corte (Pa), y es la velocidad de corte (s1), K es el coeficiente de

consistencia (Pa s"), n es el indice de flujo (adimensional) y 7, es el umbral de fluencia (Pa).

11.3.12.3. Ensayos dinamicos u oscilatorios

Los sistemas acuosos al 1,50% o 2,0% p/v se ensayaron en modo oscilatorio o dindmico a
8°C y 20°C constantes. Los sistemas al 1,50% p/v que contenian calcio en las concentraciones
indicadas anteriormente (seccion 11.3.12.1) se midieron a una temperatura constante de 20°C. En el
redmetro y con la geometria antes mencionada, se realizaron ensayos dinamicos de cizallamiento en
cada muestra. Se registro el espectro mecanico respectivo a deformacion relativa (strain) constante,
esto es, el mddulo de almacenamiento o elastico (G'), el moédulo de pérdida o viscoso (G") y la tan

delta (G"/G'") o tangente del angulo de desfasaje (delta) en funcién de la frecuencia angular (rad/s).

Para esto, se realizd un ensayo previo de barrido de amplitud (esfuerzo versus deformacion
relativa o strain) a una frecuencia constante de 0,5Hz para seleccionar el valor de deformacion
relativa (strain) constante en la region viscoelastica lineal (relacién lineal entre el esfuerzo o stress'y
la deformacion relativa o strain) con la que trabajar para obtener luego el espectro mecanico. Cada
punto experimental se registré después de que se alcanzé el estado estacionario. Se establecié un

tamafio de gap de 500 a 1000um. Los registros se realizaron por triplicado.
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I1.3.13. Caracterizacion Reoldgica de las fracciones
enriquecidas en pectinas extraidas de las bracteas del maiz

La caracterizacion reologica se llevd a cabo a través de ensayos de flujo o rotatorios y
ensayos oscilatorios o dinamicos utilizando el reémetro mencionado en las secciones anteriores. Se

establecio un tamafio de gap de 1000um. Los datos fueron registrados en estado estacionario.

Para el estudio reolégico se trabajo con una solucion acuosa conteniendo 2,0% p/v de cada
fraccion péctica extraida de RIA-PB, a la que se le agregd 5mg de Ca2* o el nimero equivalente de
moles de Fe2* (1,25x10-4) por gramo de AU. En un tubo de vidrio graduado de 10mL, la alicuota
pesada de cada fraccion péctica extraida de RIA-PB fue dispersada en un volumen de agua
desionizada alternando agitacién en vértex y calentamiento (70°C) en un bafio de agua (Julabo,
Alemania). En caliente y bajo vortexeado intenso, se agregaron 100uL de la solucion acuosa con
suficiente concentracion de CaCl2-2H20 o de FeSO4-7H20 (pH 6,0) para alcanzar la concentracion
de iones Ca?* o de Fe(ll) requerida para el estudio de gelificacion. Finalmente, el volumen total de la
solucion se completd mediante la adicion de agua desionizada a 70°C seguida de agitacion en
vortex. Una alicuota de cada soluciéon se transfirid inmediatamente a la plataforma horizontal
estacionaria del reometro a temperatura de 85°C, donde se utilizb una geometria de platos paralelos
dentados de 25mm de diametro (PP25/S). La temperatura se control6 a través de una unidad Peltier
y se evitd la evaporacion mediante el uso de una camara. Los médulos elastico (G') y viscoso (G")
se midieron en funcion de la temperatura, el tiempo y la frecuencia para cada fraccion de pectina, de

acuerdo con los siguientes pasos:

a) un periodo isotérmico (85°C) de 10s a 0,5Hz de frecuencia constante;

b) una rampa de enfriamiento desde 85,0 hasta 10,0°C a una velocidad de 5,0°C/min (0,5Hz de
frecuencia y 0,02% de deformacion relativa o strain constantes);

c) un periodo isotérmico (10°C) de 900s (0,5Hz de frecuencia y 0,02% de deformacién relativa o
strain constantes);

d) un barrido de frecuencia desde 0,1 hasta 10Hz en la condicion viscoelastica lineal (deformacion
constante del 0,02%) a 10°C;

e) una rampa de calentamiento desde 10,0 hasta 85,0°C a una velocidad de 5,0°C/min (0,5Hz de
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frecuencia y 0,02% de deformacion relativa o strain constantes).

Las temperaturas de gelificacion y de fusion se determinaron, respectivamente, en los pasos
(b) y (e). Durante la rampa de enfriamiento (paso b), la temperatura de gelificaciéon corresponde al
punto donde los valores de G" cruzan por debajo de los de G', después de lo cual el médulo eléstico
estd por encima de G". Por el contrario, la temperatura de fusion corresponde al punto donde los
valores de G' se cruzan por debajo de los de G" determinados a partir de la rampa de calentamiento

(paso e).

El rango viscoelastico lineal se encontrd previamente a través de ensayos de barrido de
amplitud (esfuerzo versus deformacion relativa o strain) separadamente realizados a una frecuencia
constante de 0,1; 1y 10Hz, respectivamente, para cada fraccion péctica ensayada con la menory la

mayor concentracion de Ca%*y Fe(ll).

11.3.14. Analisis de las fibras por microscopia de fuerza atémica
(AFM) de las fracciones enriquecidas en pectinas extraidas de
las bracteas del maiz

Las imagenes de AFM se adquirieron en “tapping mode”, utilizando puntas de silicio con una
constante del resorte de 42N/m y una frecuencia de resonancia de 32kHz. Se utilizé6 un Bruker
Multimode 8 SPM (Santa Bérbara, CA, EE.UU.) y un controlador NanoScope V (Santa Barbara, CA,
EE.UU.). Para preparar la muestra para la imagen de AFM, se depositd un volumen de 5uL de cada
solucién de muestra con una concentracion entre 2,5ug/mL y 1ug/mL, debido a la diferente
solubilidad de las muestras, sobre discos de mica moscovita grado V1 (Ted Pella, Inc.) de 10mm de
didmetro, previamente escindidos con cinta adhesiva y pegados a discos de acero. Luego, los discos
se secaron a condiciones de ambiente durante 24h para lograr la sequedad total. Los experimentos
se llevaron a cabo en una sala de temperatura controlada a 25°C, con aislamiento de campana

acustica y amortiguacion activa de vibraciones.

Las imagenes fueron procesadas utilizando el software Gwyddion (Brno, Republica Checa).
Las imagenes se aplanaron aplicando las siguientes herramientas: alinear filas, eliminar cicatrices y

aplanar la base. Los granos se detectaron mediante umbrales vy filtrados. Se excluyeron los granos
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de menos de 6 pixeles de area o que tocaban el borde de la imagen. Para objetos esféricos, se
determiné el diametro de disco equivalente de cada particula, que es el diametro de un disco con la
misma area proyectada que el grano. Las fibras como objeto fueron caracterizadas por la longitud
del contorno. Estos conjuntos de valores se utilizaron como parametros para un analisis estadistico
para realizar los gréficos de diagramas de caja (boxplot graphs). Para este propésito, se adquiri6 y

proces6 un numero suficiente de imagenes para analizar mas de 150 particulas.

I1.3.15. Potencial zeta y diametro hidrodinamico medio de las
fracciones extraidas de las bracteas del maiz

El potencial zeta y el didmetro hidrodindmico medio fueron determinados en las soluciones
respectivas (0,02% p/v) de cada fraccidn péctica extraida de RIA-PB disuelta en agua desionizada y
filtrada por 0,22um. Se utilizd un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) provisto
de un laser "rojo" de 632,8nm de gas He-Ne de 4mW y un &ngulo de deteccion de 175°. Se utiliz6
una celda zeta capilar plegada con una escobilla lateral de cobre. Se realizaron diez mediciones

para cada muestra, y las muestras se evaluaron por triplicado a una temperatura constante de 23°C.

I1.3.16. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se informaron como la media aritmética y el desvio estandar para n replicados.
Fueron analizados a través de ANOVA (<0,05) seguido del test de comparaciones mdltiples de la
diferencia menos significativa (LSD, Least significant difference). Se utilizo el software GraphPad
Prism (version 8, 2019, EE.UU.).
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Il.4. Resultados y Discusion

Parte |. Extraccion de fracciones enriquecidas en pectina a

partir de las bracteas del maiz

I1.4.1. Rendimientos

El residuo insoluble en etanol de las bracteas del maiz, deshidratado (RIA-PB), obtenido con
un rendimiento del 67% a partir de las bracteas secadas, se utilizd para la recuperacion de pectinas
(4,5% AU; Tabla 1.4.1) durante la extraccion secuencial de los biopolimeros mayoritarios

(arabinoxilanos y celulosa; Tabla 1.4.1) para la valorizacion de este residuo agroindustrial.

Debido al contenido de acido ferulico esterificado en RIA-PB (Bernhardt et al., 2019), los
métodos de extraccion de pectinas que se apliquen en este material deberan tener una etapa de
hidrélisis alcalina de estos ésteres para liberarlas. Es por ello que, para la extraccion de fracciones
enriquecidas en pectina de las bracteas del maiz, a partir de RIA-PB obtenido en el Capitulo |

(seccioén 1.3.3.1), se realiz6 un pretratamiento alcalino (0,1M NaOH; 30min; temperatura ambiente).

Bernhardt et al. (2019) determind que las cascaras del maiz deshidratadas y molidas (PB)
estaban compuestas por un 70% de material insoluble en agua y que este residuo, por ser todo
ademas insoluble en etanol, estaba entonces formado por los polimeros de la pared celular,
rendimientos que coincidieron con los obtenidos en la presente tesis al obtener RIA-PB a partir de
PB. Se encontr6 un contenido de AU del 4,5% (Tabla 1.4.1), el cual estuvo constituido por las
fracciones solubles en CDTA y en 0,1M de NaCOs (Bernhardt et al., 2019). EI CDTA extrajo
pectinas reticuladas con iones calcio mientras que la solucién acuosa de Na;COs; permitio el
aislamiento de pectinas ancladas en la matriz de la pared celular mediante enlaces covalentes tipo
puentes diéster de ferulato (Bernhardt et al., 2019) y, posiblemente también, uronoil ésteres (Fry,
2011). Ademas, también se encontraron algunas pectinas residuales con los AU liberados con las
fracciones solubilizadas en KOH al 4% y al 24% (hemicelulosas) extraidas posteriormente. Este

solvente alcalino fuerte es un solvente caotrdpico que, por lo tanto, rompe los puentes de hidrégeno
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entre las hemicelulosas y la celulosa (Fry, 1986). Ademas, el KOH también hidroliza los puentes
éster (uronoil, ferulato) que mantiene asociadas las macromoléculas (Bernhardt et al., 2019). Por
todo lo mencionado, fue necesario un pretratamiento alcalino con NaOH para hidrolizar los ésteres
ferulato del RIA-PB para liberar la pectina, incluida la residual que se encontro retenida en la red de

hemicelulosa-celulosa.

Posteriormente al pretratamiento con NaOH del RIA-PB, el residuo insoluble remanente fue
colocado en agitacion a 40°C durante 4h con celulasa (5mg/1g de RIA-PB). A periodos mas largos

de extraccion (24h) no se produjeron mayores rendimientos.

Se estudio la relacién polvo/solvente dptima para la extraccion. Se aumentd el volumen de
acido citrico/citrato de sodio (pH 5,2) desde 500mL hasta 1000mL, donde los rendimientos de
extraccion de compuestos enriquecidos en pectinas obtenidos se ven en la Tabla 1.4.1. A medida
que se aumentaba el volumen de extraccion se obtenian rendimientos més bajos, lo cual podria
deberse a que, al aumentar el volumen, existia una mayor dispersién del polvo en el liquido,
disminuyendo la eficiencia del US y de la enzima. Se usaron volimenes de solvente por encima de
los 100mL por gramo de RIA-PB ya que, segun lo indica el valor de SC (capacidad de hinchamiento:
SC = 12,5mL seccion 1.4.5) reportado por Bernhardt et al. (2019) se necesitan volumenes
significativos de solucién extractante para mantener el sistema lo suficientemente fluido durante la
agitacion y asi asegurar una homogeénea actividad enzimatica en la matriz del RIA-PB. EI mayor
rendimiento se obtuvo para una relacion 5g RIA-PB/500mL buffer citrico/citrato, la cual fue utilizada
para el estudio de la extraccion de fracciones enriquecidas en pectinas utilizando US, aplicado antes

y después del pretratamiento alcalino del RIA-PB.

El uso de US sobre la muestra se realizo en un sistema abierto mediante la aplicacion de un
pretratamiento a una frecuencia constante de 20kHz y a una amplitud del 80% con pulsos de 5
segundos "encendido" seguido de 5 segundos de "apagado" durante 20min de tiempo neto (seccidn
1.3.2.2). Este tratamiento fue realizado antes y después del tratamiento alcalino, para garantizar una
alteracion o destruccion de la matriz de la pared celular del polvo RIA-PB generado por el
tratamiento con US.
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Tabla 11.4.1. Rendimientos obtenidos en la extraccion de fracciones enriquecidas en pectinas,

a partir del residuo insoluble en etanol de las bracteas deshidratadas del maiz (RIA-PB).

Tratamiento? Pectina (%)
MP 59/500mL 24
MP 5g/700mL 2,0
MP 5g/850mL 18
P 59/1000mL 1,5
MP-US 5g/500mL 4,0

a@ gramos de RIA-PB / V mL de solucién buffer de citrico/citrato de sodio (pH 5,2).

El siguiente paso para realizar la extraccion fue tratar la muestra con la enzima celulasa en
buffer citrico/citrato de sodio (pH 5,2), como se menciond anteriormente. Las fracciones enriquecidas
en pectinas obtenidas finalmente por precipitacion con etanol, filtracion y deshidratacion fueron
denominadas MP para aquellas extraidas sin tratamiento con US y MP-US. Teniendo en cuenta el
rendimiento obtenido de MP-US (4%) y el contenido de AU determinado en MP-US (67%) (Tabla
11.4.2), se calculd una extraccién de 2,7% de AU contenidos en RIA-PB mediante el tratamiento
combinado de US + Celulasa, el cual representa un 60% del contenido total de AU de RIA-PB (4,5%;
Tabla 1.4.1). Por el contrario, teniendo en cuenta el rendimiento de MP (2,4%) y su contenido de AU
(63%) (Tabla 11.4.2), se obtuvo una extracciéon de 1,5% de AU contenidos en RIA-PB (Tabla 1.4.1)
mediante el tratamiento sin US con buffer citrato + Celulasa, representando un 33% del contenido
total de AU de RIA-PB (4,5%; Tabla 1.4.1). Por lo tanto, el pretratamiento de US fue imprescindible
para duplicar el rendimiento de extraccién (33% a 60% de AU) en RIA-PB. Se observd un efecto
positivo de la accién combinada de US y la enzima celulasa, luego del pretratamiento alcalino con
NaOH. La degradacion de la celulosa conduce al desenredo de la red de hemicelulosa-celulosa en la

pared celular, lo que facilita la extraccion de pectina.

124



Tabla 11.4.2. Composiciona y peso molecular de las fracciones de pectina (MP y MP-US)
extraidas de RIA-PB.

MPa.b MP-USab

Rendimiento de extraccion (g pectina/100g RIA-PB) 2,4 4,0
Carbonhidratos totales (% p/p) 80 +1 93+1,2
Contenido de acidos urénicos (AU) (% p/p) 63+2 67 + 1
Grado de metilacion, DM (% molar) ND 8,8+0,6
Grado de acetilacién, DA (% molar) 7,7+0,19 9,3+0,11
Contenido de azucares neutros (NS) (% p/p) 17 25,8
Relacién molar NS/AU 0,3 0,4
Proteinas (% p/p) 42+04 45+0,2
Mw  (kDa) 166,0 2,5 108,6 + 10,2
Mn  (kDa) 39,2412 31,5+1/1
Mw/Mn 4,24 3,45
Tamafio hidrodindmico (nm) a pH 6,0 350 +12 122 £7
Ancho (nm) 97 43

Monodisperso Monodisperso
Potencial zeta (mV) a pH 6,0 -24+0,2 -32+0,3

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3.

b| os azlcares neutros (NS) se calculan como la diferencia aritmética entre el contenido de carbohidratos totales
y &cidos urénicos (AU).

Mw: peso molecular medio ponderado.

Mn: peso molecular promedio en nimero.

Mw | Mn: distribucion del peso molecular o polidispersidad.
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Fissore et al. (2007, 2011) realizaron el aislamiento de las fracciones enriquecidas en
pectinas sin el pretratamiento de US a partir de polvos de calabaza o de raiz de remolacha, los
cuales necesitaron tiempos de extraccion prolongados (20h a 30°C) después del tratamiento con
diferentes concentraciones de celulasa. Por otro lado, Idrovo Encalada et al. (2019b) realizaron
extracciones asistidas con US + celulasa de 4h a 40°C a partir del polvo de raices de zanahoria libre
de azucares simples. Extrajo un 12,2% de AU, mientras que solamente 2,91; 3,85 y 5,47% de AU
fueron extraidos del polvo de raices de zanahoria sin US en buffer citrato sin enzima, con
hemicelulasa y celulasa, respectivamente. La combinacién US-enzima mejoraro los rendimientos de

extraccion.

I.4.2. Caracterizacion quimica de las fracciones MP y MP-US

Los resultados de la caracterizaciéon quimica de las fracciones aisladas de las bracteas del
maiz (RIA-PB) se muestran en la Tabla I1.4.2. Las fracciones extraidas fueron pectinas debido a que
el #65% estuvo constituido por acidos urénicos (AU), de acuerdo con la definicion de pectina del

Food Codex reportada por Ciriminna et al. (2016).

Las pectinas MP y MP-US mostraron bajo DM y bajo DA (Tabla I1.4.2) tal como era de esperar
después del pretratamiento alcalino con NaOH, el cual produce la hidrélisis de los metilésteres

presentes en los AU (saponificacion). Ademas, presentaron un bajo contenido de proteinas (~4,5%).

El contenido total de carbohidratos, que incluye los AU y los azucares neutros (NS), fue de 80
y 93% para las pectinas extraidas sin (MP) y con US (MP-US), respectivamente. Como
consecuencia, se calcularon los contenidos de NS presentes en las pectinas de las bracteas del
maiz, siendo de 17 y 25% para MP y MP-US, respectivamente (Tabla 11.4.2). Asi, las relaciones
molares NS/AU calculadas para las pectinas extraidas fueron bajas, 0,3 y 0,4 para MP y MP-US,
respectivamente (Tabla 11.4.2). Ello significa que estas pectinas estaban formadas prevalentemente
por cadenas de homogalacturonano (HG). Esto se confirma por las altas relaciones molares AU/Rha
(Rha: L-ramnosa) calculadas para ambas pectinas extraidas del RIA-PB, lo que indica una muy baja

proporcion de RG-| (Figura 11.4.1).
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Figura 11.4.1. Relacion molar calculada para acidos urénicos/ramnosa (AU/Rha).
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Como se muestra en la Figura 11.4.2, en la composicién de los azucares neutros (NS) se

encontraron los monosacaridos tipicos de las pectinas, del RG-I: Rha (0,4-0,59/100g de pectina), Ara

(8-9,7g/100g de pectina) y Gal (2,1-2,69/100g de pectina). Sorprendentemente, también se encontr6

un nivel significativo de xilosa (Xil) (6,2 y 12g/100g de MP y MP-US, respectivamente) entre los NS.

De acuerdo con la extraccion secuencial de los polimeros de la pared celular de las bracteas del

maiz realizada en Bernhardt et al. (2019), la presencia de Xil puede atribuirse en el presente trabajo

a la coextraccion de arabinoxilanos debido al pretratamiento alcalino realizado. Asi, una proporcion

de la Ara encontrada puede corresponder a la sustitucion lateral de la cadena principal de xilanos de

los arabinoxilanos y no al RG-| de las pectinas. Considerando una relacion molar Ara/Xil de 0,78

para las cadenas de arabinoxilano (Kofod et al., 1995; Bernhardt et al., 2019), el contenido restante

de Ara atribuido al RG-I de las macromoléculas de pectina seria 4,5 y 0,59/100g de MP y MP-US,

respectivamente.
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Figura 11.4.2. Composicion en monosacaridos de los azucares neutros (NS) de las pectinas MP y MP-

US aisladas a partir del residuo insoluble en alcohol de las bracteas del maiz (RIA-PB). L-Ramnosa (Rha), L-

fucosa (Fuc), L-arabinosa (Ara), D-xilosa (Xil), D-manosa (Man), D-galactosa (Gal), D-glucosa (Glc). Diferentes
letras para un monosacarido dado indican diferencias significativas (n = 3) (p < 0,05).

Como se muestra en la Figura 11.4.3, la relacién molar de Ara/Gal fue de 1,9 y 0,2 para MP y
MP-US, respectivamente. Por otro lado, las relaciones molares de Ara/Rha y Gal/Rha para MP
fueron 7 y 3,8 respectivamente, mientras que para MP-US la relacion Ara/Rha disminuy6 a 0,9 y la
de Gal/Rha aumenté a 5,8.

El menor grado de ramificacion o relacion molar del RG-I, (Ara + Gal)/Rha, fue el de la pectina
MP-US, que también present6 la mayor relacién molar AU/Rha, como se menciond anteriormente
(Figura 11.4.1). Aunque las proporciones en peso de Xil fueron significativas (Figura 11.4.2), la
relacion molar Xil (arabinoxilanos) a AU (pectinas) en MP y MP-US no lo fueron (Figura 11.4.3), lo

que indica que ambas fracciones, MP y MP-US, estaban constituidas esencialmente por pectinas.

Khodaei y Karbourne (2013) utilizaron la pared celular (material libre de almidon y proteinas)
de la pulpa de la papa para la extraccion de polisacaridos enriquecidos en RG-l usando métodos
alcalinos (NaOH y KOH 0,5; 1 0 2M) y enzimaticos (galacturonasa, 24h a 35°C). El rendimiento de la
pectina obtenida con el tratamiento enzimatico fue del 38%, similar a los obtenidos con las
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soluciones alcalinas 1M. Por otra parte, el contenido de AU de las fracciones obtenidas con el
método alcalino fue de 9,7 a 18,1%; mientras que para las pectinas obtenidas con el método
enzimatico el contenido de AU fue del 38,3%, logrando extraer la mayor cantidad de pectinas de la

pulpa de papa.

Considerando todas las relaciones molares calculadas, se puede inferir para la pectina MP
que cada 118 residuos de GalA (esqueleto HG), aparece insertado un residuo de Rha, el cual es
sustituido lateralmente por 4 residuos de Gal y 18 residuos de Ara, mientras que 14 residuos de Xil
podrian unirse lateralmente a no mas de 14 residuos de GalA del esqueleto de HG, constituyendo
algunas regiones cortas de xilogalacturonano. Por otro lado, para la pectina MP-US, cada 153
residuos de GalA (esqueleto de HG), se encuentra un residuo de Rha, el cual esta lateralmente
sustituido por 6 residuos de Gal y 26 residuos de Ara, mientras que 30 residuos de Xil estan unidos

lateralmente a no mas de 30 residuos de GalA del HG, constituyendo regiones de xilogalacturonano.

12
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Relacion mol/mol
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MP-US
B Ara/Rha mGal/lRha t=Ara/Gal @(AratGal)/Rha  mXil/AU

Figura I1.4.3. Relacion molar de Ara/Rha, Gal/Rha, Ara/Gal, Xil/AU. L-Ramnosa (Rha), L-arabinosa
(Ara), D-galactosa (Gal), D-xilosa (Xil), acidos urénicos (AU). Diferentes letras para un monosacarido dado
indican diferencias significativas (n = 3) (p < 0,05).
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I.4.3. Peso Molecular de las fracciones MP y MP-US

Aunque conocer la composicion quimica de las pectinas es esencial en relacion con sus
posibles aplicaciones, el comportamiento reoldgico es critico para conocer el desempefio de las
pectinas, y el analisis de la distribucion del peso molecular puede ayudar a predecir el
comportamiento reoldgico (Dangi et al. 2020). Los pesos moleculares promedio (Mw) determinados
para MP y MP-US fueron 166 y 108,6kDa, respectivamente (Tabla 11.4.2), valores que son del orden
de los encontrados para muchas pectinas comunmente extraidas como las del pelén (von
Mollendorff et al., 1993), de los citricos (Hotchkiss et al., 2002) y de la zanahoria por agitacion o
pretratamiento con US seguido de celulasa (Idrovo Encalada et al., 2019b) y mediante agitacién o
pretratamiento con US seguido de Na>COs (Idrovo Encalada et al., 2019a). El peso molecular

promedio en nimero (Mn) de las pectinas fue de 39,2kDa para MP y 31,5kDa para MP-US.

El efecto del US sobre la masa molecular ha sido estudiado por diferentes investigadores. Shi
et al. (2022) estudiaron el efecto del US sobre la masa molecular de pectina aislada de Premna
microphylla. Se utilizé una potencia de salida maxima de 1000W y una sonda de 6mm y la extraccion
se realizd con una solucion de oxalato de amonio 0,1M a 70°C durante 30min. Estos autores
informaron que el peso molecular disminuy6 de 133,60 a 90,04kDa con un tratamiento por 30min
debido a que el rapido colapso de las burbujas de cavitacién generadas por US produjo fuerzas de
friccion y cizallamiento que degradaron los polimeros. También informaron que el tratamiento con

US disminuyd el comportamiento tixotropico del producto, mejorando su calidad de procesamiento.

Sun et al. (2004) determinaron los pesos moleculares (Mw y Mn) al igual que la
polidispersidad (Mw/Mn) de fracciones de hemicelulosas extraidas con US, donde obtuvieron una
disminucion significativa en los pesos moleculares relativos. Los resultados confirmaron que el
tratamiento ultrasénico no soélo ataco la integridad de las paredes celulares haciendo que sus
componentes sean mas accesibles para la extraccion, sino que también rompid los enlaces
hemiceluldsicos intermoleculares e intramoleculares, lo que resulté en una despolimerizacion de las

macromoléculas en fragmentos solubles en agua.
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La polidispersidad, que proporciona una indicacion del rango de masas moleculares de la
pectina, calculada como la relacion Mw/Mn, fue de 4,24 para MP y 3,45 para MP-US (Tabla 11.4.2).
Estos valores estan alejados de 1,0, lo que significa que la longitud de las cadenas formadas son
diferentes y divergentes entre si para ambas muestras (Zanella y Taranto, 2015), ademas se
observa que el indice de polidispersidad fue mayor para MP que para MP-US. En un estudio
realizado por Shi et al. (2022) observaron que el indice de polidispersidad de las pectinas citricas
extraidas sin degradacion con US alcanzd un valor maximo de 1,577, mientras que, las pectinas
extraidas después del tratamiento con US fueron menor, lo que sugiere que el tratamiento
ultrasénico causé una distribucidn estrecha del peso molecular. Esto puede estar relacionado con la

transferencia de la region molecular en mayor peso molecular a la region de menor peso molecular.

Zhang et al. (2019) extrajeron y purificaron un polisacarido rico en GalA (14,7% p/p) y con
cantidades menores de Ara (1,24% p/p), Gal (0,87% p/p), Glc (3,92% p/p), asi como de Man (0,67%
p/p), Fuc (0,44% plp) y Xil (0,47% plp). Este polimero mostrd un peso molecular promedio (Mw) de
3,301kDa y una polidispersidad importante (Mw/Mn = 8,14), a pesar de la purificacién. Esto ltimo

indico una proporcion mucho mayor de moléculas pequefas del polisacérido.

I.4.4. Analisis de espectros FT-IR de las fracciones MP y MP-US

Los espectros FTIR correspondientes a MP y MP-US se muestran en la Figura 11.4.4. En
principio revelan que se trata de pectinas esencialmente enriquecidas en acido poligalacturénico. El
ancho de absorcion a 3450cm-! se atribuye a la vibracidn de estiramiento O-H debido a la formacién
de puentes de hidrdgeno. La débil banda de absorcién a 2935¢cm-! corresponde a la vibracion de

estiramiento del enlace C-H (saturado) de los grupos —CH> del esqueleto de la pectina.

Para ambas pectinas MP y MP-US, la banda correspondiente al grupo carboxilato esterificado
a = 1730cm-' esta casi ausente, lo cual es coherente con un DM muy bajo (Tabla 11.4.2). Como se
menciono anteriormente, las pectinas extraidas en condiciones alcalinas se caracterizan por poseer
bajo DM (seccién 1.3.2).
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Figura 11.4.4. Espectros de FT-IR de las pectinas MP y MP-US extraidas de las bracteas del maiz.

Dranca y Oroian et al. (2019) realizaron extracciones de pectina de manzana utilizando
tratamientos enzimaticos en condiciones 6ptimas. La banda a 1743cm-1 indica el estiramiento del
carbonilo (C = O) del carboxilato esterificado, mientras que la banda a 1606cm-" se atribuyd al
estiramiento de iones carboxilato. La relacion entre estos picos puede utilizarse para la cuantificacion
del grado de esterificacion. La muestra de pectina de manzana extraida con enzimas fue altamente
esterificada y se encontrd que era mas similar a la pectina citrica comercial que a la pectina de
manzana comercial, en términos del grado de esterificacion. Purcell y Fishman (1987) determinaron
que la banda a 1604cm-' es atribuible a la vibracién del estiramiento asimétrico de los grupos
carboxilato ionizado, y que el incremento en el area es atribuido a la disociacién de los contraiones

de pectina, simultanea a la disociacion de los agregados de pectina.

Se observaron bandas entre 1271-1000cm-', caracteristicas de las vibraciones C-O,
vibracion que se atribuye al C-O-H y al enlace glicosidico C-O-C del anillo piranosa. Se observan
los picos de absorcion entre 1100cm=1y 1012cm-" caracteristicos de la zona de la huella digital de
los &cidos galacturonicos, mientras que los picos de absorcion a 834 y 894cm-" indican la existencia
de enlaces glicosidicos de tipos a 'y B (Coimbra et al.,1998; Coimbra et al., 1999).
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I.4.5. Microscopia de fuerza atdmica (AFM) de pectinas MP y
MP-US

La caracterizacion por AFM de las fracciones extraidas del polvo RIA-PB se muestra en la
Figura 11.4.5. Las macromoléculas MP se observaron como nanoestructuras gruesas esféricas u
ovoides no ramificadas a una concentracion de 2,5ug/L de la solucién de muestra depositada en los
discos de mica (Figura 11.4.5 A). Se caracterizaron a través de didmetros de disco equivalentes que
variaron ampliamente entre 80 y 250nm, con una media de 160nm (Figura 11.4.6 A). Por otro lado,
las macromoléculas MP-US eran fibras delgadas y pequefias nanoestructuras esféricas cuando las
imagenes se registraron a 1,0ug/L de la solucién de muestra depositada (Figura 11.4.5 B). Estas
macromoléculas son cadenas lineales extendidas y rigidas, y en general no se observaron
ramificaciones. Las estructuras rigidas y extendidas sugieren que las moléculas de pectina adoptan
una estructura helicoidal cuando se adsorben en el sustrato de mica (Kirby et al., 2008). La
caracterizacion de las pequefias nanoestructuras esféricas presentes en MP-US a través de
didmetros de disco equivalentes mostro que variaban entre 20 y 30nm (media = 25nm) (Figura 11.4.6
A). La distribucién total de la longitud del contorno de las fibras MP-US se muestra en la Figura
11.4.6 B. Se encontrd que las longitudes de contorno promedio en peso (Lw) y promedio numérico
(Ln) eran 77nmy 71nm, respectivamente, con Lw/Ln = 1,09. El didmetro hidrodindmico de MP y MP-
US en agua (pH = 6,0) fue de 350nm y 122nm, con un rango de anchura de 97 y 43nm,
respectivamente (Tabla 11.4.2). Los resultados de AFM confirmaron macromoléculas lineales y no

agregadas para MP-US (Figura 11.4.5 B).
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Figura 11.4.5. Imagenes topograficas de AFM obtenidas de MP (A) y MP-US (B) en concentraciones de
2,5y 1,0pg/mL, respectivamente; las barras blancas indican 1um (A) y 200nm (B).
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Figura 11.4.6. Distribuciones de tamafio, expresadas en didmetro de disco equivalente, de MP y MP-
US: cada caja contiene el 50% del valor de los datos y el 80% de los datos estan entre los bigotes, y la linea
continua dentro de la caja representa el valor medio de cada distribucion (A). Longitud de fibra de MP-US
como histograma de frecuencia de la longitud del contorno de la fibra (B).

Los analisis por AFM confirmaron que MP-US se presenta como macromoléculas lineales y no
agregadas, lo que puede explicar la alta solubilidad en agua de esta pectina a temperatura ambiente,
solubilizandose inmediatamente, lo cual no ocurre habitualmente con las pectinas. Asi, la pectina MP
mostré nanoestructuras agregadas y con una solubilidad en agua a temperaturas altas (85°C), al
agitar intensamente y dejar hidratar luego por 24h. Por lo tanto, el uso de US evitaria la agregacion

de las macromoléculas extraidas.
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Li al. (2022) extrajeron diferentes pectinas citricas y encontraron que una de ellas tenia una
estructura de conglomerados irregulares. Este fendémeno lo atribuyeron a la naturaleza neutra de la
pectina y a la existencia de puentes de hidrégeno intramoleculares e intermoleculares formados por
los grupos hidroxilo en las macromoléculas. Las fuerzas de van der Waals y estos enlaces de
hidrdgeno hacen que las cadenas de polisacaridos se agreguen para formar una estructura
aglomerada. En cambio, otra de las pectinas extraidas poseia tanto una estructura lineal como
agregados esféricos irregulares, lo que posiblemente se debi6 a cadenas laterales relativamente
mas largas y a su naturaleza de hallarse cargada negativamente. La pectina generalmente exhibe

autoagreacion en soluciones acuosas debido a las interacciones intermoleculares.

1.4.6. Ensayos reolégicos para las fracciones MP y MP-US

1.4.6.1. Caracterizacion termo-reoldgica: sensibilidad al Ca?* y al Fe?*

Las temperaturas de gelificacion y de fusién, asi como el comportamiento viscoelastico en
agua de las pectinas MP y MP-US fueron reoldgicamente evaluados en sistemas al 2,0% p/v de MP
0 MP-US en funcién de la temperatura (10-85°C; 5°C/min constante), del tiempo de reposo a 10°C

durante 900s y de la frecuencia a viscoelasticidad lineal (espectros mecanicos) a 10°C.

Dado que MP y MP-US mostraron bajo DM (Tabla 11.4.2), esta caracterizacién reoldgica se
realiz6 en presencia de Ca?* (Figura 11.4.7) o de Fe?* (Figura 11.4.8), que son minerales esenciales
para la salud humana (Lopresti, 2020), por lo cual estan presentes en alimentos procesados o se

agregan para suplementos nutricionales especificos (Das et al., 2020).

El pH de los sistemas acuosos MP y MP-US fue de 6,0, lo que significa que las pectinas se
cargaron negativamente si se considera un valor de 4,50 para el pKa (Torkova et al., 2018). El
potencial zeta, que se determind por separado en MP y MP-US disuelto en agua (0,02% p/v), sin
adicion de Ca?* o de Fe?*, fue negativo y con valores de -24 y -32mV, respectivamente (Tabla
1.4.2).
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11.4.6.2. Efecto de iones calcio

A pH 6,0, las rampas de enfriamiento de MP y MP-US en presencia de iones calcio (5mg
Ca?*/g de contenido de AU) (Figura 11.4.7A), mostraron un ligero comportamiento viscoelastico “simil
solido” (solid-like) ya que, a 85°C, el mddulo elastico (G') estaba por encima del mddulo viscoso
(G"), aunque muy cerca entre si (G' = 20Pa y G" = 14Pa para MP; G' = 14Pa y G" = 6Pa para MP-
us).

Para el sistema acuoso MP, a medida que la temperatura fue disminuyendo hasta 10°C, los
valores G' fueron continuamente aumentando hasta alcanzar 100Pa, mientras que los valores G"
aumentaron hasta 20Pa a 10°C y permaneciendo después constantes. El sistema acuoso MP-US
mostré un comportamiento similar, alcanzando valores mas bajos de G' (70Pa) y de G" (15Pa) que
MP cuando la temperatura disminuy6é a 10°C. Por ello, a 10°C la rampa de enfriamiento permitid
alcanzar valores de G' y G" que diferian entre si en menos de un orden de magnitud. Como G'
siempre estuvo por encima de G" durante el enfriamiento (Figura 11.4.7A), no se observaron
temperaturas de gelificacion para MP y MP-US en el rango de temperatura de 85-10°C, y se observé
un creciente comportamiento viscoelastico de simil-solido (solid-like) conforme disminuia la
temperatura. Este perfil de temperatura evidencié que un nimero creciente de puentes de hidrégeno
estaba involucrado en el desarrollo de la red macromolecular del gel en paralelo a la disminucién de
la temperatura. Al mismo tiempo, el comportamiento viscoelastico de simil-sélido (solid-like)
observado ya a las temperaturas mas altas evaluadas (85-80°C) indicé que la interaccién
electrostatica de las macromoléculas de pectina a través de iones de calcio prevalecié sobre el

enlace de hidrégeno ya a las mas altas temperaturas evaluadas.
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Figura I1.4.7. Rampa de enfriamiento a 0,5Hz y 5,0°C/min constantes (A), periodo isotérmico a 10,0°C (0,5Hz constante) (B), barrido de frecuencia a

10,0°C en viscoelasticidad lineal (A A ; tan delta) (linea roja continua: modelo de Ley de la Potencia) (C), rampa de calentamiento a 0,5 Hz y 5,0°C/min

constantes (D) para 2,0% p/v de MP (@ O; black) y MP-US (@ O), pH 6,0, con iones calcio (5mg/g acidos urénicos). Simbolos llenos: G'; simbolos vacios: G".
Las barras de la desviacion estandar (n = 3) estan dentro del tamafio del simbolo.
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Durante el periodo de reposo de 900s a 10°C (Figura 11.4.7 B), los valores de G' y G" no
cambiaron significativamente, lo que indica que la red de gel formada durante el periodo de
enfriamiento (Figura 11.4.7 A) se constituyé completamente a la temperatura mas baja alcanzada.
Posteriormente, los espectros mecanicos obtenidos a 10°C constante (Figura 11.4.7 C) demostraron
que, al 2,0% plv, MP y MP-US desarrollaron redes de gel con Ca?* ya que G' estd siempre por
encima de G", aunque con los mddulos separados por menos de un ciclo logaritmico. Segun lkeda y
Nishinari (2001), los geles del "tipo gel débil" son aquellos con tan(d) (relacién G"/G') superior a 0,1,
que es el caso observado en la Figura 11.4.7 C, donde tan(d) también va aumentado con la
frecuencia. Una ligera dependencia de G' con la frecuencia en todo el rango de frecuencia se
observa en la Figura 11.4.7 C, la cual es comun en geles fisicos (Doublier et al., 1992). En cambio,
G" fue especialmente dependiente de la frecuencia hasta casi alcanzar G' a los valores de
frecuencia mas altos (tiempos cortos) (Figura 1.4.7 C). Segun Rizzi (2017), el comportamiento de
los biomateriales es un comportamiento viscoelastico bien conocido de materiales “simil-gel”, que se
caracteriza por un régimen de plateau donde G'=Geq (Geq = 100Pa para MP; Geq = 70Pa para MP-
US) a frecuencias inferiores a la frecuencia umbral w* (w* = 6,6rad/s para los valores de G'
registrados tanto desde MP como desde MP-US) (Figura 11.4.7 C). Probablemente, la ligera
diferencia en el modulo elastico (G'=Geq) entre los espectros MP y MP-US podria estar relacionada
con la pequefa diferencia entre los pesos moleculares (Tabla 11.4.2). Por encima de w*, ocurre el
power-law stiffening regime, dado por G'(w) ~ wN (Ecuacién 11.4.1), donde el exponente N indica la
dependencia de G' con la frecuencia, siendo N = 0,288 (+0,009) para MP y 0,197 (+0,007) para MP-
US (Rizzi, 2017). La dependencia de G “ con la frecuencia es también descripta usando la relacion

de Ley de la Potencia (Ecuacion 11.4.2):

G'(w) = a.wV Ecuacion I1.4.1

G"(w) = b.wM Ecuacion I1.4.2

donde w es la frecuencia angular (rad/s), N y M son exponentes y los valores de la pendiente de una
gréfica logaritmica de G'y G" versus w, mientras que a y b son constantes. El ajuste de la Ley de la

Potencia se puede observar en la Figura 11.4.7 D como lineas continuas en rojo.
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Al 1% p/v y en presencia de iones calcio, Urias-Orona et al. (2010) obtuvieron geles ionicos
con un G' de 40Pa para la pectina (67% de contenido de AU; DM = 10%) extraida de las cascaras de
garbanzos con HCI 0,05N a 80°C, mientras que al 2% p/v, el G' fue de 131Pa. El espectro mecanico
de esta pectina al 2% p/v mostré a G' y G" separados en menos de un ciclo de logaritmo (tan & >

0,1). Urias-Orona et al. (2010) observaron que G' no se vio muy afectado por la temperatura.

También es importante sefialar que las pectinas MP y MP-US necesitaron una concentracién
muy baja de Ca?* (5mg Ca?*/g de contenido de UA) para desarrollar este tipo de gel (Figura 11.4.7
C), lo que permitié inferir que son altamente sensibles al ion calcio. Esta caracteristica puede
explicarse en parte por el muy bajo DM de MP y MP-US. Ademas, el muy bajo contenido de regiones
de RG-I (Tabla 11.4.2; Figura 11.4.2) implica un bajo impedimento estérico para la generacion de
interacciones cadena-cadena antiparalelas de poligalacturonato (‘regiones lisas” o smooth regions
del HG). Como consecuencia, las cadenas encajan eficientemente entre si mediante numerosas
interacciones del tipo fuerzas de van der Waals, subcavidades simétricas de tamafio apropiado para
unir un ion calcio y una eficiente red periddica de enlaces de puente de hidrégeno intermoleculares
que contribuye a la fuerza del gel pectato (Braccini y Pérez, 2001). Se ha informado que el grado
critico de polimerizacién necesario para la unién cooperativa de iones calcio para inducir la
gelificacion es de =15-20 para el poligalacturonato. La unién cooperativa de iones calcio también
involucra puentes de hidrégeno intermoleculares en los grupos hidroxilo en C2 y/o C3 en las caras
interiores de la estructura dimérica formada (Braccini y Pérez, 2001). Se espera que cualquier
sustitucion en estos sitios dificulte el empaquetamiento eficiente de las cadenas contiguas de HG v,
por lo tanto, disminuya la capacidad de gelificacion, tal como se observa con la acetilacién en las
pectinas extraidas de la remolacha azucarera. Un exceso de concentracion de iones de calcio con
respecto al poligalacturonato promueve la agregacion de los dimeros formados, lo cual se evidencia
con frecuencia por el fendmeno de la sinéresis. Esta agregacion dimero-dimero no es especifica,
mientras que la asociacion cadena-cadena (HG-HG) por dimerizacion es fuertemente especifica,

como se describié anteriormente (Braccini y Pérez, 2001).
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Durante el calentamiento (5°C /min), las redes de gel de calcio (tipo “gel débil”) de MP y MP-
US mostraron los mismos perfiles térmicos: no se fundieron, al menos hasta 85°C (Figura 11.4.7 D),
como se observa por el hecho de que G' siempre estuvo claramente por encima de G". Ademas, a
85°C, los valores G' respectivamente alcanzados por geles formados por MP y MP-US fueron de 42
y 23Pa, mientras que los valores de G" fueron de =9Pa. Estos modulos obtenidos después del
calentamiento (Figura 11.4.7 D) fueron notablemente superiores a aquellos mostrados por los
mismos sistemas al inicio de la rampa de enfriamiento, a 85°C (Figura 11.4.7 A). Esto puede
demostrar la histéresis que ocurre entre las rampas de enfriamiento (Figura I1.4.7 A) y calentamiento
(Figura 11.4.7 D). G' disminuyd con el aumento de la temperatura durante la rampa de calentamiento
(Figura 11.4.7 D), indicando que los enlaces hidrégeno entre macromoléculas fueron interacciones
importantes que contribuyen a la constitucién y mantenimiento de la red del gel. Simultaneamente, la
irreversibilidad térmica final del gel demostr6 que la reticulacion entre cadenas mediante iones calcio
prevalecio en la formacion y estabilizacion de la red del gel. Segun Flutto (2003), las propiedades de
los geles de pectina muy poco metilesterificada son muy dependientes del tipo de pectina utilizada
junto con el procedimiento y la formulacion utilizados para hacer el gel. Tipicamente, son termo-
reversibles con calcio y muestran un alto grado de tixotropia. Sin embargo, en condiciones
especificas, es posible obtener geles termo-resistentes o geles muy quebradizos sin reversibilidad al

cizallamiento.

Segun Ralet et al. (2001) y Lofgren et al. (2005), cuanto menor es el DM y mayor es el nimero
de unidades sucesivas de AU desesterificado en el HG, mas sensibles son las cadenas de pectina a
la reticulacién con Ca?*, lo que resulta en la formacion de geles mas rigidos. Kyomugasho et al.
(2016) determinaron que el valor G' registrado en los espectros mecanicos de los geles de pectina
obtenidos de pectinas comerciales de citricos (73% GalA) y de remolacha azucarera (55% GalA) en
presencia de iones calcio (2mol Ca2*/mol carboxilato) disminuyd a medida que aumentaba el DM. No
obstante, las interacciones de pectina con cationes divalentes no se establecen necesariamente a
través de grupos carboxilicos cargados negativamente, sino a través de puentes de hidrégeno
(Braccini y Pérez, 2001). El tipo de interaccién entre cationes y pectina es también cation-
dependiente (Celus et al., 2018). Por otro lado, el uso de hidrolisis quimica de los grupos metil-éster,
la que incluye un tratamiento de pectina con alcali, genera unidades de GalA desesterificado

distribuidas aleatoriamente, mientras que la desesterificacion por via enzimatica produce pectinas

140



con determinados patrones de bloques de GalA no metilesterificado (Willats et al., 2006; Owen et al.,
2017).

Las pectinas poco metilesterificadas con un comportamiento de gel termo-irreversible, en la
presencia de iones de calcio tal como aquellas extraidas de las bracteas del maiz, pueden ser utiles
como espesantes (May, 1990; Mortensen et al., 2017). Pectinas con bajo DM, termo-irreversibles,
seleccionadas segun el nivel de sélidos, pueden utilizarse de manera muy eficaz, evitando el uso de
pectinas amidadas o de almidones, quienes pueden enmascarar flavours frutales delicados y
producir una textura harinosa (May, 1990). Se ha mostrado que pectinas resistentes al agua,
enzimaticamente degradables, preparadas por entrecruzamiento con Ca?t, son candidatas
potenciales para acarrear drogas con liberacion especifica en el colon (Nasrollahzadeh et al., 2019).
La fermentacion de la fibra dietaria en el colon, incluyendo pectinas, puede liberar minerales,
haciéndolos biodisponibles en el intestino. Los acidos grasos de cadena corta (SCFA) resultantes de
la fermentacion como el acetato y el propionato pueden mejorar la absorcion de calcio en el colon. El
secuestro o complejacion de iones calcio por fibra dietaria anionica tal como la pectina puede
también afectar la digestion y absorcion de los lipidos, considerando también que el ion calcio es un

importante cofactor de la lipasa pancreética (Capuano, 2017).

11.4.6.3. Efecto de iones hierro

Frente al mismo numero de moles de Fe2* que el usado de Ca?* (1,25 x 104 moles) por
gramo de AU, las pectinas MP y MP-US formaron geles termo-reversibles ya que éstos fundieron
entre 55 y 85°C (Figura 11.4.8 A,D). Los valores de G' alcanzados después de enfriar hasta 10°C
(Figura 11.4.8 A) y calentar hasta 85°C (Figura 11.4.8 D) fueron un orden de magnitud més bajos que
aquellos respectivamente observados para las pectinas MP y MP-US en presencia de Ca?* (Figuras
11.4.7 AD). G' aumentaba a medida que disminuia la temperatura (Figura 1.4.8 A) y viceversa
(Figura 11.4.8 D), lo que evidenci6 que el enlace de tipo puente de hidrégeno prevalecié sobre las
interacciones electrostaticas e hidrofébicas en la red de gel. Se observd nuevamente histéresis al
comparar las rampas de enfriamiento (Figura 11.4.8 A) y de calentamiento (Figura 11.4.8 D). Durante
el periodo de reposo de 900s a 10°C, G' mostré un aumento muy leve con el tiempo (Figura 11.4.8
B).
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Figura 11.4.8. Rampa de enfriamiento a 0,5Hz y 5,0°C/min constantes (A), periodo isotérmico a 10,0°C (0,5Hz constante) (B), barrido de frecuencia a 10°C
en viscoelasticidad lineal (A A ; tan delta) (linea continua: modelo Ley de la Potencia) (C), y rampa de calentamiento a 0,5Hz y 5,0°C/min constantes (D) para
2,0% p/iv MP (@O; marrén) y MP-US (@ O; azul), pH 6,0, con iones Fe (Il) (numero de moles equivalente a los presentes en 5mg de Ca?* / g de acidos
urdnicos). Simbolos llenos: G'; simbolos vacios: G". Las barras de la desviacion estandar (n = 3) estan dentro del tamafio del simbolo.
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Los espectros mecanicos de MP y MP-US a 10°C con Fe?* (Figura 11.4.8 C) revelaron la
formacion de una red del tipo "gel débil" cuando se evalué durante los periodos mas largos, por
debajo de 10rad/s de frecuencia angular. En esta region, G' estaba por encima de G" pero separado
por menos de un ciclo logaritmico (tan & > 0,1) y ambos mddulos dependian de la frecuencia,
especialmente G", quien alcanz6 a G' a = 10rad/s de frecuencia angular. EI power-law stiffening
regime, dado por G'(w) ~ wN (Ecuacion 11.4.1), se observd en todo el rango de frecuencia en
presencia de Fe?* (Figura 11.4.8 C, linea continua), donde N = 0,23 (+0,01) para MP y 0,53 (£0,01)
para MP-US, lo que indica una notable dependencia de frecuencia de G' (Rizzi, 2017). A 6,5rad/s,
los valores de G' fueron similares para MP (=6Pa) y MP-US (=8Pa) (Figura 11.4.8 C) y fueron
notablemente bajos en comparacién con los valores de G' observados para los geles reticulados por
iones calcio (Figura 11.4.7 C). Kyomugasho et al. (2016) obtuvieron geles con ion Fe2* a pH 6,2 con
pectinas comerciales de citricos (73% p/p GalA) y remolacha azucarera (55% p/p GalA) a 1,0 y
2,5mol ion/mol carboxilato, con valores G' de alrededor de 100 y 1000Pa, respectivamente, en los

espectros mecanicos.

Se ha determinado que la capacidad de la pectina para unir iones calcio y hierro es
dependiente del pH. A valores de pH mas bajos, la capacidad de unién es menor, como es
esperable ya que una mayor proporcidén de grupos carboxilato estan protonados (pKa = 4,50 para
pectinas) (Celus et al., 2018; Torkova et al., 2018). MP y MP-US pueden entonces formar geles en el
tracto intestinal, donde el pH puede cambiar desde 6,6 en el intestino proximal hasta 6,4 en el
caecum, tal como antes se informé. Ya en el ileon, donde es probable que las bacterias prefieran
fibras mas solubles y facilmente digeribles como las pectinas (Briggs et al., 2020), pueden ellas alli

liberar los iones calcio y Fe(ll).

Jaramillo et al. (2015) determinaron que la pectina citrica con 55-70% de DM, en dosis de
250mg, ya sea en presencia 0 ausencia de 800mg de Ca?*, no afectd significativamente la
biodisponibilidad en ayunas de 5mg de hierro no heminico (FeSOs4). Aunque las pectinas pueden
unirse al hierro y al calcio, estos resultados podrian ser explicados por el efecto del pH sobre la
interaccion de las pectinas con estos iones y el alto grado de digestion y metabolismo en los seres

humanos.
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También se ha explorado el uso de pectina para la eliminacion de iones metalicos toxicos del
organismo humano o metales pesados de las aguas residuales. Ademas, algunos estudios han
explorado la interaccion entre la pectina y el Fe?*, principalmente en el contexto de la
bioaccesibilidad (Padayachee et al., 2017; Celus et al., 2018). La pectina efectivamente reduce el
hierro de la forma férrica a la forma ferrosa. En ratas alimentadas con una dieta conteniendo pectina,
donde el Fe(ll) unido a la pectina fue la unica fuente de hierro, el nivel final de hemoglobina
alcanzado con esta dieta conteniendo concentraciones crecientes de Fe(ll) fue igual al nivel de
hemoglobina encontrado en ratas alimentadas con dietas conteniendo las mismas cantidades de
Fe(ll) provistas como FeS04.7H,0 (Miyada et al., 2011). Esto es destacable, dado que el ion Fe(ll)
puede promover la oxidacion lipidica en una variedad de productos a base de lipidos, y que la
complejacion del Fe(ll) por la pectina podria efectivamente reducir la oxidacion de lipidos
(Minzanova et al., 2018).
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Parte Il. Extraccion de fracciones enriquecidas en pectina y

polifenoles a partir de residuos de la berenjena

I.4.7. Rendimientos de extraccion de los polvos de berenjena P-
CCyP-P

Las partes de los frutos de berenjena descartadas después de la seleccidn por tamario, forma
y defectos superficiales fueron estabilizados mediante secado, seguido luego por molienda a polvos,
llamados P-CC (cascaras y célices) y P-P (Pulpa: mesocarpio, placenta y nucleo), tal como fuera

descripto (seccioén 1.3.3.2).

En el presente capitulo, estos polvos se utilizaron como fuentes para la extraccion de
productos quimicos de interés como lo son las pectinas. La utilizacion de una solucién acuosa de
Na2CO3 0,1M permite hidrolizar los enlaces covalentes presentes en la pared celular del material,
especificamente los enlaces éster de ferulato o de p-cumarato y éster diferuloil formados entre los
acidos urdnicos de pectinas y azlcares neutros, enlaces del tipo pectina-uronil-glucosil-celulosa, lo
cual permite la liberacion de las pectinas covalentemente unidas en la pared celular (Fry, 1986).
Pero también hidroliza la union éster del galacturonato metilesterificado del HG de las pectinas. Por
otro lado, por ser el Na,COs una sal, asi como por su pH (>7,0) hacen que también se puedan
extraer, de forma inespecifica, las pectinas que interactuan iénicamente, como por ejemplo las
pectinas reticuladas por iones calcio (Fry, 1986). Dado que se extrajo a temperatura ambiente, 23°C,
no deberia haber ocurrido una hidrélisis significativa de enlaces glicosidicos durante la extraccion de
las pectinas a partir de P-CC y P-P (Fry, 1986).

Tal como se viene mencionando, aqui también se ensay6 un pretratamiento con ultrasonido
de alta potencia (US) (20kHz, 80% de amplitud) con el polvo (P-CC o P-P) dispersado en 200mL de
agua desionizada a temperatura ambiente (23°C). Primero se considerd una cantidad de 5g de polvo
(P-CC o P-P). El rendimiento de la fraccion de pectina extraida fue determinado después de ensayar
el aumento de los tiempos netos de pretratamiento con US, seguido de agitacion con solucion 0,1M

de Na2COs3 durante 1h a temperatura ambiente. Los resultados se representan en la Figura 11.4.8 (A)
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para fracciones de pectina obtenidas a partir de P-P. Se puede observar que el rendimiento aument6
linealmente del 17,7% al 22,7% plp, ya que el tiempo neto aplicado con US aumentd de 7min a
13min, pero no se observé ningln aumento significativo del rendimiento de pectina (23% p/p) para
20min de pretratamiento neto con US. Sin pretratamiento con US (Omin), el rendimiento en la
fraccion de pectina obtenido del polvo P-P fue del 16,3% p/p, lo que remarcé el efecto positivo del
uso de US.

Cuando se considerd el rendimiento expresado como AU (Figura 11.4.8 B) en lugar del
rendimiento en peso de la fraccién de pectina extraida, los resultados obtenidos para tiempos netos
con US entre 7 y 20min fueron muy similares entre ellos (=62% p/p). Posteriormente, se analizé la
posibilidad de utilizar una mayor cantidad de P-CC o P-P, 10g, por cada 200mL de agua durante el
pretratamiento de US, antes de la agitacion con 0,1M Na.COs durante 1h. Este ensayo fue posible
porque la capacidad de hinchamiento (SC) determinada (Figura 1.4.4) fue de 10,6 y 8,1mL de agua
por gramo de P-CC y P-P, respectivamente. La capacidad de hinchamiento (SC) esta determinada
por la cantidad de liquido que pueden absorber el polvo y de como se hinchan los polimeros que
componen estos tejidos en un exceso de agua, ocupando un volumen mayor, lo que determina la
cantidad minima de solvente de extraccion por gramo de polvo de P-CC o P-P, que debe afadirse
para conseguir un sistema suficientemente fluido para la agitacion y facil difusion de la pectina en el
solvente. Ademas, para un tratamiento eficiente que permita lograr la maxima cavitacion, también es
necesario contar con un sistema fluido (polvo + disolvente). Polvos con alta capacidad de
hinchamiento como los obtenidos de zanahorias (36mL/g polvo; Idrovo Encalada et al., 2016) no
permitieron el uso de mayores proporciones de sélido a agua (5g: 500mL) para las extracciones,

especialmente durante el pretratamiento con US (Idrovo Encalada et al., 2019a).
De aqui en mas, las pectinas obtenidas del polvo P-CC, sin y con pretratamiento de US,

fueron denominadas, respectivamente, PC y PCUS, mientras que las pectinas obtenidas del polvo P-

P, sin y con pretratamiento de US, fueron denominadas, respectivamente, Mes y MesUS.
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Figura 11.4.8. Rendimiento de pectina (A) y rendimiento de &cido urdnicos (AU) (B) obtenidos en funcién del tiempo neto de pretratamiento con ultrasonido
de alta potencia (US) aplicado para la extraccidn de 10g (circulos llenos rojos) o de 5g (circulos llenos negros) de polvo P-P disperso en 200mL de agua, previo a

la agitacién en carbonato de sodio 0,1M durante 1h a temperatura ambiente.
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Al observar los resultados obtenidos anteriormente, se realizaron las extracciones a la mitad
del tiempo neto de procesamiento de US, esto es 10 y 13min (Figura 11.4.8; color rojo). Se obtuvo un
rendimiento del 19% p/p de la fraccidn de pectina para un pretratamiento neto de US de 10min y una
relacion 10g:200mL (P-P:agua) (Figura 11.4.8A; color rojo). Fue el mismo rendimiento obtenido para
una relacion 5g:200mL (P-P:agua) y 10min de tiempo neto de procesamiento con US (Figura 11.4.8
A; color negro). Cuando se expresd como AU, se obtuvieron mayores rendimientos (=70% p/p) para
10 y 13min de pretratamiento neto US (Figura 11.4.8 B; color rojo) (relacién 10g:200mL P-P:agua)
que para tiempos netos US entre 7 y 20min y 5g:200mL relacion polvo:agua (Figura 11.4.8 B; color
negro). Para las fracciones de pectina extraidas con 5g de polvo de P-P en 200mL de agua, el
mayor rendimiento (29% p/p) se obtuvo con 20min de pretratamiento neto US, mientras que 23% fue
el rendimiento con 10 y 13min de pretratamiento neto con US y 10g:200mL de relacién polvo:agua.
Sin embargo, cuando se expresa como AU, el rendimiento méas alto (80,2% p/p) se obtuvo en este
ultimo caso, y para 10min de US, mientras que el rendimiento expresado como AU fue del 76% para
13min de US. Los tiempos netos mas cortos de pretratamiento de US (10min) y una mayor
proporcion de sélidos (10g) a agua (200mL) conducen a un menor consumo de energia por gramo
de pectina seca finalmente producida, después del tratamiento final con solucién de Na,CO3 0,1M
por 1h. Por lo tanto, se eligié este procedimiento para la extraccion de pectinas a partir de los tejidos
de berenjena, P-CC y P-P, secos y molidos. Como se calculé previamente en este Capitulo Il
(seccion 11.3.3.2), y de acuerdo a la energia de 32410J mostrada por el equipo de US, se pudo
determinar una eficiencia del proceso de US aplicado mayor al 90% para el sistema polvo-solvente
(109:200mL polvo:agua; 10min de tiempo neto de US) utilizado, con una energia real consumida de
40633J y una potencia real de 67,7W experimentalmente determinada y calculada de acuerdo a
Mamvura et al. (2018). Ademas, considerando la punta de US utilizada (seccion 11.3.4), de 13mm de
diametro, se calculd una intensidad de potencia de 12,76W/cmz2. Valores de intensidad de potencia
cercanos o arriba de 10W/cm2 son ya suficientes para formar burbujas transientes que funcionan
como micro-reactores, responsables del efecto quimico y mecanico del US aqui aplicado (Santos et
al., 2009).
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1.4.8. Color de las pectinas extraidas de los polvos P-CC y P-P

Las coordenadas de color del espacio CIE-Lab de las pectinas secas extraidas de P-CC o P-
P, sin y con pretratamiento con US, se reportan en la Tabla 11.4.3. El parametro L* estuvo entre 19y
42%, siendo mayor la luminosidad L* para las pectinas extraidas con pretratamiento de US. Los
valores de a* estuvieron entre +3,4 y +4,12, mientras que los valores de b* estuvieron entre +6,2 y
+14,2. La mayor luminosidad (L*) de las pectinas aisladas por pretratamiento de US puede atribuirse
al aislamiento de pigmentos después de la cavitacion que, después de la precipitacion de la pectina

con etanol, permanecieron en el sobrenadante etandlico y posteriormente se perdieron al filtrar.

De acuerdo con los parametros a*y b* (Tabla 11.4.3), las pectinas obtenidas fueron de color
marrén sepia (Figura 11.4.9). Cabe destacar que, aunque hubo diferencias significativas (p < 0,05)
entre los valores de a* y entre los valores de b* determinados en las pectinas obtenidas por cada

método extractivo (Figura 11.4.9), estas diferencias no se aprecian visualmente.

Tabla 11.4.3. Coordenadasa de color CIE-Lab de las pectinas extraidas (PC, PCUS, Mes y MesUS)
de los polvos de berenjena P-CC (cascara + caliz) o P-P (pulpa: mesocarpio, placenta y nucleo), sin

y con pretratamiento de ultrasonido de alta potencia (US).

P-CC P-P
PC PCUS Mes MesUS
L* (%) 19 £ 3A 33+ 18 22,3+0,3¢ 42 +20
a* 3,6 £0,4A 3,92 + 0,058 4,12+0,07¢ 3,40+ 0,030
b* 6,2 £ 0,54 8,6+0,28 10,8 £ 0,2¢ 14,2 £0,4D

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 10. Diferentes letras mayUsculas como superindices en
una fila dada indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados.

Figura 11.4.9. Colores de las pectinas extraidas (A) PC, (B) PCUS, (C) Mes, (D) MesUS.
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1.4.9. Caracterizacion quimica de las fracciones extraidas de los
polvos de berenjena P-CC y P-P

Los resultados de la caracterizacién quimica de las fracciones enriquecidas en pectinas
aisladas de los polvos de berenjena P-CC y P-P después de 1h de agitacién en 0,1M Na.COs a
temperatura ambiente, sin (PC o Mes) o con pretratamiento de US (PCUS o MesUS), se reportan en
la Tabla 11.4.4.

Tabla 11.4.4. Rendimiento? y composiciéon quimica@ de cada fraccion de pectina obtenida de los polvos de
berenjena P-CC y P-P sin o con pretratamiento de ultrasonido de alta potencia (US) (intensidad de potencia:
12,76W/cmZ; 10g polvo/200mL agua) seguido de 1h de agitacion en solucién acuosa de carbonato de sodio
0,1M (10g polvo/300mL solucion) a 23°C.

P-CC P-P

PC PCUS Mes MesUS
Rendimiento 15,0+0,8A 23,3+048 11,3+0,2C 20,0+0,8P
(9/100g polvo P-CC o P-P)
Proteinas (g/100g pectina) 21,310,1A 14,4+0,38 20,6+0,2¢ 11,740,3P
Carbohidratos totales 76,4+0,7A 82,2+0,58 T7+H1A 84,2+0,6°
(9/100g pectina)
Azucares reductores 0,940,1A 0,97+0,08A 1,440,1¢ 1,640,1¢
(9/100g pectina)
Acidos urénicos (AU) 72,2+0,4A 7618 65,8+0,2¢ 69,8+0,5P
(9/100g pectina)
DM (%, molar) 6,5+0,2A 5,3740,058 8,7+0,1C 7,1340,04P
DA (%, molar) 10,3+0,2A 9,4+0,38 8,3+0,2¢ 7,9+0,5¢
Azucares neutros (NS) b 3,3 52 9,8 12,8
(9/100g pectina)
NS/AUe (relacién molar) 0,05 0,07 0,15 0,22
Porcentaje recuperado de 54,11 80,25 82,01 93,8
acidos uronicos a partir de
P-CC o P-P (%)

2 Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3 (o n = 10 para los parametros de color). Diferentes letras
mayusculas como superindices en una fila dada indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados.

bLos NS se calculan como: NS = Carbohidratos totales - (acidos urdnicos + azlicares reductores)

¢ Los moles de NS se calcularon con una masa molar media de monosacaridos ponderada de 166,73 g/mol
considerando la composicién tipica de monosacaridos de las pectinas (Basanta et al., 2013).
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Es evidente el aumento significativo (p< 0,05) en el rendimiento (15 a 23,3g/100g P-CC; 11,3
a 20,0g/100g P-P) cuando se incluyé el pretratamiento con US. El contenido de proteinas de las
fracciones extraidas vario entre 11,7 y 21,3%, disminuyendo del 21,3-20,6% al 14,4% u 11,7%

cuando se aplico el pretratamiento de US.

Las fracciones estaban constituidas principalmente por carbohidratos (76,4-84,2%), con sélo
una proporciéon muy baja de azucares reductores (0,9-1,6%), por lo cual, estaban constituidas por
polisacaridos. Estos polisacaridos incluian los AU, cuyo contenido fue superior a 65% (Tabla 11.4.4),
lo que significa que estas fracciones estaban constituidas por pectinas, tal como se definen
comercialmente (Ciriminna et al., 2016), siendo esencialmente HG. Por lo tanto, el contenido de NS
fue relativamente bajo (3,3-12,8 g/100g), después de ser calculado como la diferencia entre el

contenido carbohidratos totales y el de AU mas el contenido de azucares reductores (Tabla 11.4.4).

=5

g/ 100g pectina
O R, N W b 01 O N

Ej

Mes MesUS PC PCUS

BRha ®Fuc ®Ara ®EXil EMan mEGal ©HGlc

Figura 11.4.10. Composicion de los azlcares neutros de las pectinas extraidas de la berenjena,
denominadas PC, PCUS, Mes y MesUS, tal y como se obtuvieron de cascara + célices (P-CC) y del resto del
fruto (P-P) por agitacion en carbonato de sodio 0,1M (1h), ya sea sin o con pretratamiento por ultrasonido de

alta potencia (US). Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n = 3).
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Se determiné la composicion en monosacéridos de los NS, la cual se muestra en la Figura
11.4.10. La Ara y la Gal fueron los componentes mayoritarios, presentes a niveles entre 1,42 y
7,49/100g de pectina aislada, y corresponden a las regiones ramificadas o RG-l de las pectinas,
siendo la Rha (0,36-1,059/100g de pectina) el monémero al que se unen covalentemente las
cadenas laterales de arabinogalactanos y arabinanos. La Rha se alterna entre cadenas de HG,
formando los nucleos de RG-I. Como se observa en la Figura 11.4.10, las PC y PCUS mostraron los

contenidos mas bajos de componentes del RG-I.

Las pectinas Mes y MesUS mostraron también menores cantidades de Glc, 1,34-1,52g / 100g
de fraccion de pectina aislada (Figura 11.4.10). Después del tratamiento alcalino suave (Na2COs
0,1M) de los tejidos deshidratados (P-P) para la extraccion de las fracciones pécticas Mes y MesUS,
la Glc sdlo podria ser atribuida al almidon residual proveniente del contenido celular del mesocarpio,
placenta y nucleo (semillas) en P-P. Sin embargo, el contenido de almidén que ha sido reportado

para la berenjena es bajo, 1,4-4,9g / 100g de fruto (San José et al., 2014; Sharma y Kaushik, 2021).

Las relaciones molares NS/AU, calculadas sobre la composicién en monosacaridos de los NS
(Figura 11.4.10) de las pectinas extraidas fueron muy bajas, entre 0,05 y 0,22, lo que indica que las
pectinas extraidas eran esencialmente HG como se menciond anteriormente, con sélo RG-l
residuales. A su vez, las relaciones NS/AU para PC (0,05) y PCUS (0,07) fueron mas bajas que para
Mes (0,15) y MesUS (0,22), debido ello al contenido algo menor en AU de Mes y MesUS (Tabla
1.4.4). El analisis de las proporciones de NS de la pectina permite obtener informacion valiosa sobre
las regiones del RG y del HG. La relacién molar NS a AU da una idea general de la proporcién de
ramificacion en RG-I; una relacion NS / AU baja indica pectinas ligeramente ramificadas, con bajo
contenido de RG (Basanta et al., 2014).

El grado de metilacion (DM) de las pectinas extraidas fue bajo, entre 5,3 a 8,7% molar, en
concordancia con el pH alcalino de extraccion, que genera la hidrélisis de los ésteres metilicos
presentes en los AU. Sin embargo, teniendo en cuenta este hecho, el DA de los HG (10,3-7,9%
molar; Tabla 11.4.4) siguié siendo significativo. EI DA de las pectinas contenidas en los polvos P-CC y
P-P fue del 18% y 10,5% (molar), respectivamente, mientras que el DM de los AU contenidos en los

polvos fue del 27,2 'y 32,3% (molar), respectivamente (Tabla 1.4.1).
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Los polvos de P-CC y P-P estaban constituidos por 23,9 y 14,1% de AU, respectivamente
(Tabla 1.4.1). Si ademas se consideran los rendimientos de pectina obtenidos después de la
extraccién y los respectivos contenidos de AU de estas pectinas (Tabla 11.4.4), los mayores
rendimientos de extraccion en AU fueron los de las pectinas obtenidas mediante la aplicacion del
pretratamiento con US, 80,25% y 93,8%, a partir de P-CC y P-P, respectivamente (Tabla 11.4.4).

1.4.10. Peso molecular de las pectinas extraidas de los polvos
de berenjena P-CC y P-P

El comportamiento reologico es critico para el desempefio de las pectinas como aditivo
alimentario, y la distribuciéon del peso molecular puede contribuir a predecir el comportamiento
reoldgico (Dangi et al., 2020). Los pesos moleculares promedio en peso (Mw) determinados para las
pectinas extraidas estuvieron entre 90,2kDa y 138,2kDa, mientras que los pesos moleculares
promedio numéricos (Mn) estuvieron entre 72,6 y 98,8kDa. Los valores de Mw y Mn mas bajos se
obtuvieron para aquellas pectinas extraidas aplicando el pretratamiento de US (Tabla 11.4.5). El
tratamiento por US provoca la fractura de las cadenas laterales y los enlaces glicosidicos que
constituyen los polisacaridos. Se ha informado que el desplazamiento del polimero y el disolvente
durante el colapso de la burbuja de cavitacion generan fuerzas de friccion y cizallamiento que
producen la degradacion y fractura de los polimeros. Los polimeros grandes con cadenas mas
largas son mas sensibles a la cavitacion. El aumento de la intensidad ultrasénica mejora la energia
de cavitacion y aumentara el numero de burbujas de cavitacion, aumentando asi la velocidad vy el

grado de degradacion (Li et al., 2022).

La polidispersidad, que proporciona una indicacion del rango de pesos moleculares que
constituye la pectina, calculada como la relacion Mw/Mn, fue 1,32-1,40 (Tabla 11.4.5). Esta
polidispersidad es sorprendentemente cercana a 1,0, lo que significa que las longitudes de las
cadenas casi no difieren entre si. Esto no se observa comunmente en las pectinas. Inclusive,
pectinas purificadas y del mismo origen tienen generalmente una amplia polidispersidad. Las
caracteristicas moleculares y la composicidn se ven afectadas por la especie vegetal y el método de

extraccion (Zhang et al., 2019).
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Tabla 11.4.5. Valores de pesos moleculares promedio en peso (Mw) y numéricos (Mn) y
polidispersidad (Mw/Mn) de las pectinas extraidas (PC, PCUS, Mes y MesUS) de los polvos de

berenjena P-CC y P-P, con y sin pretratamiento de ultrasonido (US).

P-CC P-P
PC PCUS Mes MesUS
Mw (kDa) 138,2 108,8 119,7 90,2
Mn (kDa) 98,8 81,6 90,8 72,6
MwiMn 1,40 1,33 1,32 1,36

I.4.11. Espectros FT-IR de las pectinas extraidas de los polvos
de berenjena P-CC y P-P

Los espectros FTIR correspondientes a las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS se muestran en
la Figura 11.4.11. Ellos muestran una alta similitud con los espectros registrados de las pectinas
extraidas del polvo de zanahorias de descarte mediante Na2CO3 0,1M sin y con pretratamiento de
US por Idrovo Encalada et al. (2019a).

La banda ancha de absorcion que se encuentra a 3392cm-! para las pectinas extraidas de la
berenjena se atribuye a la vibracion de estiramiento O-H, banda ensanchada debido a la formacion
de puentes de hidrégeno de los grupos hidroxilo. La débil banda de absorcién observada a 2907 -
2925cm! corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace C-H de los grupos —CH: del

esqueleto de la macromolécula de pectina.

Se observa una banda intensa a 1602cm-! de oscilaciones simétricas y asimétricas que es
caracteristica de los grupos carboxilo libre ionizados, mientras que la banda a = 1730cm-! de los
grupos carboxilato esterificados esta casi ausente. Por otro lado, se observo que, para las pectinas
extraidas de los polvos de berenjena, la banda de vibracién de estiramiento del grupo C=0 del
carboxilato metilesterificado, a aproximadamente 1730cm-!, se encuentra ausente, lo cual es tipico
de las pectinas con muy bajo DM, que es el caso de estas pectinas (Tabla 11.4.4). Como se
menciona anteriormente, las pectinas se extrajeron en medio alcalino, provocando la saponificacion

de los esteres metilicos.
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Figura I1.4.11. Espectro de FT-IR de las pectinas extraidas de berenjena.

Wandee et al. (2019) realizaron extracciones de pectina de cascara de pomelo en medio
alcalino fuerte a diferentes concentraciones. Las pectinas extraidas en solucion de NaOH 25mM
presentaron una pequefia banda del grupo C=0 del carboxilato metilesterificado a 1733cm-1, la cual
desaparecid después de la extraccion con concentraciones alcalinas mas altas (50 - 200mM). El par
de bandas de estiramiento carbonilico de carboxilato se desplazaron a 1595 y 1408cm-'
(estiramientos COQ ~asimétricos y simétricos) en comparacion con la extraccion en agua (1603 y
1438cm-1, respectivamente). EI cambio de las bandas de estiramiento del carboxilato péctico a un

numero de onda mas bajo puede atribuirse a su complejacién con iones de la sal.

Las sefiales a 1398, 1321 y 1232cm~! son propias de la zona de huellas digitales del espectro,
bandas caracteristicas de absorcion para los enlaces del tipo C-H y correspondientes a los grupos
glicosidicos C-O-C del anillo de piranosa, asi como las bandas a 1118, 1091, 1008 y 948cm™,
tipicas de la cadena de acido poligalacturonico (HG), de acuerdo con lo determinado por Lee et al.
(2005) y Coimbra et al. (1999). Los picos de absorciéon a 835 y 890cm-" indican la existencia de

enlaces glicosidicos de tipo a y tipo  en estos componentes de la pectina (Coimbra et al., 1998).
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I1.4.12. Funcionalidad antioxidante

1.4.12.1. Antioxidantes lipofilicos

Se determiné la composicion en antioxidantes lipofilicos coextraidos con las pectinas y los
resultados se muestran en la Tabla 11.4.6. Los tocoferoles no fueron detectables en ninguna de las
pectinas extraidas. En cambio, se identificaron B-caroteno y luteina en aquellas pectinas aisladas
con el pretratamiento de US, siendo también significativamente (p < 0,05) mayor en las pectinas

extraidas del polvo de cascaras y calices (P-CC).

Jaeschke et al. (2016) obtuvieron la mayor recuperacion de carotenoides (80%) de la
microalga Heterochlorella luteoviridis utilizando una intensidad de US del 50% (potencia total:
664W), a 30°C y etanol 75%. Los autores observaron una disminucion significativa (59%) en el
rendimiento de extraccion a una amplitud de US del 100%. El uso de un rango optimizado de
intensidad de US es un parametro crucial para obtener el mayor rendimiento de carotenoides en las
extracciones. Por encima del rango optimo, la mayor intensidad de US puede conducir a la
formacion y acumulacion de radicales H® e HO* durante el proceso de cavitacion, lo que puede
conducir a una degradacion significativa de los compuestos antioxidantes, incluidos los carotenoides
(Pingret et al., 2013).

Tabla 11.4.6. Composiciéna en antioxidantes lipofilicos coextraidos con las pectinas (PC, PCUS, Mes

y MesUS) obtenidas de los polvos de berenjena P-CC y P-P, sin y con pretratamiento de US.

P-CC P-P
ug/100g pectina PC PCUS Mes MesUS
a-tocoferol ND ND ND ND
y-tocoferol ND ND ND ND
[3-caroteno ND 8,1+0,28 ND 2,1+04P
Luteina 3,2+0,2A 25+ 8B ND 34+0,3°

2 Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Misma letra maytscula como superindices en

una fila dada significan diferencias no significativas (p<0,05).
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Por otro lado, Idrovo Encalada et al. (2019a, 2019b) encontraron a y B-caroteno, luteina y a-
tocoferol como antioxidantes lipofilicos co-extraidos en las pectinas aisladas de zanahoria mediante
Na2CO3 0,1M donde, con el tratamiento previo de US, el contenido de antioxidantes fue menor,

obteniéndose un producto "mas purificado" en estos antioxidantes co-extraidos.

1.4.12.2. Compuestos Fenélicos

Los compuestos fendlicos co-extraidos presentes en las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS
fueron analizados mediante técnicas cromatogréaficas. En primer lugar, se determiné el perfil de los
llamados “compuestos fendlicos extraibles” con acetona/agua/acido acético (70:29,5:0,5 viviv)
(seccion 11.3.11.1), los cuales fueron finalmente concentrados en fase sélida como extracto
metanolico y analizado mediante HPLC-DAD y HPLC-ESI-EM. El anélisis cromatogréfico fue a
longitudes de onda de 280, 320, 360 y 520nm (seccién 1.3.11.2). En la Figura 1.4.12 se muestran los
cromatogramas resultantes, observandose picos mayoritarios a 320nm y los resultados se resumen
en las Tablas 11.4.7 y 11.4.8. Se identificaron cinco compuestos fendlicos extraibles en las pectinas
obtenidas del exocarpio o cascara y calices (PC y PCUS) y seis en las pectinas obtenidas del resto
del fruto (Mes y MesUS).

En la Tabla 1.4.3 se observa la composicidn encontrada en compuestos fendlicos extraibles
hallados en los polvos P-CC y P-P, habiéndose determinado un contenido total de 140,5 y
71,7mg/100g polvo, respectivamente. Las condiciones utilizadas para la extraccion de pectinas
permitieron la co-extraccion de algunos de los compuestos fendlicos (Tabla 11.4.7 y Tabla 11.4.8)
previamente identificados en P-CC y P-P (Tabla 1.4.3). Al comparar los resultados, se encontraron
contenidos mas bajos de compuestos fendlicos extraibles en las pectinas (Tabla 11.4.8), en especial
para aquellas obtenidas a través del pretratamiento de US (0,819 y 0,706mg / 100g para PCUS y
MesUS, respectivamente) en relacidn con las pectinas extraidas directamente con Na2COs (1,615 y
1,296mg / 100g PCUS y MesUS, respectivamente) (Tabla 1.4.8). La diferencia en las
concentraciones de los compuestos fenolicos debida al tratamiento de extraccion podria deberse a

dos posibilidades:
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Figura 11.4.12. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD a 320nm de los compuestos fendlicos

extraidos de (A) las pectinas PC y PCUS (picos: 1, N-cafeoilputrescina; 3, O-metil-N-cafeoilputrescina; 4,

acido cafeoilquinico; 5, isémero del acido cafeoilquinico); (B) las pectinas Mes y MesUS (picos: 1, N-

cafeoilputrescina; 3, O-metil-N-cafeoilputrescina; 4, acido cafeoilquinico; 5, isémero del acido cafeoilquinico;

6, N-cafeoil-N-dihidrocafeoilespermidina; 7, N, N-dicafeoilspermidina.
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1) podria atribuirse a la degradacion de compuestos fendlicos por el aporte excesivo de
energia mediante US (Liao et al., 2015). Ademas, un gran nimero de radicales libres generados
podria acelerar o desencadenar reacciones quimicas en el medio de extraccion e inducir la
degradacion de los compuestos fendlicos. También los tiempos de tratamiento adecuado son
importantes para la extraccion de compuestos bioactivos; la duracion prolongada del US puede

conducir a la degradacion de flavonoides y acidos fendlicos y, asi, a la disminucién del rendimiento.

2) el fendmeno de cavitacion acUstica causado por la propagacién de ondas de presion de US
promueve la formacién e implosién de microburbujas en la superficie de la matriz, lo que resulta en
microchorros que generan diversos efectos en las estructuras vegetales. Ademas, la implosién de
microburbujas de cavitacion en un medio liquido conduce a macroturbulencias y micromezcla. Estos
efectos combinados resultan en el colapso de la matriz vegetal, permitiendo la penetraciéon del
solvente en el material vegetal y mejorando la liberacidn de sustancias intracelulares en el solvente,
aumentando asi las tasas de extraccion (Chemat et al., 2017). También la generacion de ciertos
lugares con ligeros aumentos de temperatura que pueden contribuir a una mayor recuperacion de
compuestos fendlicos por el ablandamiento y el hinchamiento o swelling de los tejidos vegetales, el
debilitamiento de las interacciones compuesto fendlico-macromoléculas, el aumento de la solubilidad
de los compuestos en el sistema de extraccion, la reduccidn de la viscosidad y la tension superficial
del disolvente, y el aumento de la movilidad molecular. Estos efectos combinados hacen que la
matriz vegetal sea mas permeable y facilitan la penetracién del solvente extractivo en la matriz,
acelerando la velocidad de transferencia de masa (Arruda et al., 2017). Por lo tanto, los compuestos
fendlicos quedan disueltos en la solucién acuosa y son separados de la pectina al realizar la

precipitacidn con etanol.

159



Tabla 11.4.7. Resultados del analisis por HPLC-DAD y HPLC-ESI-MS de los compuestos fendlicos
extraibles identificados en las pectinas de berenjena (PC y PCUS, Mes y MesUS) aisladas sin y con

pretratamiento de ultrasonido (US) seguido de agitacion por 1h en Na,COs 0,1M.

Compuesto fendlico Pico tr Amax  MS[M-HJ* MS/MS [M-HJ* lon
(min) (nm) (m/z) (m/z) Férmula
N-cafeoilputrescina 1 33,6 317 251,139  234,1132/163,0408 /  C1sH19N20s
145,0296 / 135,0441

p-coumaroilputrescina 2 38,42 291 235,1451 218,1173/147,0446  C13H19N202

O-metil-N-cafeoilputrescina 3 46,5 315 265,1547  248,1286/177,0568/  C14H21N203
145,0315

Acido cafeoilquinico 4 49,0 324 3551024  163,0354/145,0252  CisH1909

Isémero del acido 5 51,6 324 355,1024  163,0354 / 145,0252 C16H1909

cafeoilquinico

N-cafeoil-N- 6 60,2° 318 472,3253  310,2660/222,1501/  CzsHs4N3Os

dihidrocafeoilespermidina 163,0666

N,N-Dicafeoilespermidina 7 68,0 317 470,2264  308,1931/220,0950/  C2sH32N3sOs
163,0369

aSolamente fue identificado para las pectinas PC y PUS.

b Solamente fue identificado para las pectinas Mes y MesUS.

Al observar los perfiles cromatograficos HPLC-DAD registrados a 320nm en conjunto con los
cromatogramas obtenidos HPLC-MS/MS de las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS, y al realizar la
comparacion con los resultados previamente obtenidos (Tabla 11.3.3), el principal compuesto fendlico
extraido para todas las pectinas fue el acido cafeoilquinico y su isomero (picos 4 y 5 en Figura
11.4.12; Tabla 11.4.7). Ambos componentes mostraron un ion [M+H]* a m/z 355,1024 con las
fragmentaciones caracteristicas MS? en m/z 163,0354, formado por la pérdida de un residuo de

acido quinico. (Figura 1.4.8).
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Tabla 11.4.8. Composiciona de compuestos fendlicos extraibles identificados en las pectinas de

berenjena (PC y PCUS, Mes y MesUS) aisladas sin y con pretratamiento de ultrasonido (US),

seguido de agitacion en Na2CO3 0,1M de los tejidos deshidratados de berenjena P-CC y P-P.

P-CC P-P

PC PCUS Mes MesUS

Compuestos fenoélicos extraibles (mg/100g)

N-cafeoilputrescina 0,24 + 0,024 0,204 + 0,0098 0,086 + 0,003¢ 0,127 + 0,007P
p-coumaroilputrescina 0,155+ 0,008~ 0,105+ 0,0078 ND ND
O-metill-N- 0,17 +0,01A 0,064 + 0,0078 0,064 +0,0048 0,086 + 0,006°
cafeoilputrescina
Acido cafeoilquinico 0,47 +0,07A 0,29+ 0,038 0,86 +0,05¢ 0,288 + 0,0098
Isomero &cido 0,58 +0,09* 0,156 + 0,0048 0,129 +0,007¢ 0,096 + 0,008°
cafeoilquinico
N-cafeoil-N- ND ND 0,068 +0,005¢ 0,039 + 0,003°
dihidrocafeoilespermidina
N,N Dicafeoilespermidina ND ND 0,089 + 0,004¢ 0,07 £0,01P
Fendlicos Totales 1,615 0,819 1,296 0,706

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar (n = 3). Letras mayusculas diferentes como superindices en una fila
dada indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los resultados.

También se identificd N-cafeoilputrescina (pico 1 en Figura 1.4.12), la cual mostré un ion
pseudo-molecular [M+H]* a m/z 251,139 y fragmentos MS2 en m/z 234,1132 y 163,0408, formados
por la pérdida de ion amonio y de un residuo de putrescina, respectivamente. El compuesto siguiente
fue la p-cumaroilputrescina (pico 2 en Figura 11.3.12; Tabla 11.4.7; [M+H]* a m/z 235,1451 y el
fragmento MS? a m/z 147,0446), formado por la pérdida de residuos de putrescina. La O-metil-N-
cafeoilputrescina (pico 3 en Figura 11.4.12) presentd un ién [M+H]* a m/z 265,1286 con fragmentos
MS? a m/z 177,0568 y 145,0315 por la pérdida de putrescina y un residuo metoxilo, respectivamente
(Tabla 11.4.7). N-cafeoilputrescina (pico 1 en Figura 11.4.12) y O-metil-N-cafeoilputrescina (pico 3 en
Figura 11.4.12) estuvieron presentes en todas las pectinas extraidas de los polvos de berenjena,

donde la mayor concentracién se obtuvo para las pectinas PC y PCUS. (Tabla 11.4.8).
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Por otro lado, sélo se encontr6 el compuesto p-cumaroilputrescina en las pectinas obtenidas
del polvo P-CC (pico 2, en Figura 11.4.12 A), con concentraciones de 0,105 y 0,155mg/100g de
PCUS y PC, respectivamente, siendo el compuesto fendlico minoritario. En un estudio realizado en
cascaras y pulpa de berenjena por Sulli et al. (2021), se detectd este compuesto solamente en la
cascara. Tanto el i6n molecular como las fragmentaciones de éste se reportan en la Tabla 11.4.7,
presentando un fragmento MS2 en m/z 147,0446, formado por la pérdida de putrescina (Figura
11.4.12). En cambio, s6lo se encontraron N-cafeoil-N-dihidrocafeocilespermidina (pico 6, en Figura
1.4.12B; Tabla 11.4.7) y N,N-dicafeoilespermidina (pico 7 en Figura 11.4.12B; Tabla 11.4.7) en las
pectinas extraidas del polvo P-P, y en bajas concentraciones, siendo la N-cafeoil-N-
dihidrocafeoilespermidina el compuesto fenolico minoritario presente con una concentracion de
0,068 y 0,039mg/100g de Mes y MesUS, respectivamente. Para este Ultimo compuesto fendlico, se
hall6 un ién pseudo-molecular [M+H]* a m/z 472,3253, con un fragmento MS2 en m/z 310,2660;
222,1501 y 163,0369, formado por la pérdida de residuos de acido dihidrocafeico y de espermidina,

respectivamente.

La N,N-dicafeoilespermidina mostré un ion [M+H]* a m/z 470,2264, con un fragmento MS? a
m/z 308,19131; 220,0950 y 163,0369, formados por la pérdida de residuos de acido cafeico y
espermidina, respectivamente (Table 11.4.7). Todos estos derivados de putrescina y espermidina,
llamados fenolamidas, fueron ya previamente encontrados en frutos de berenjena (Roumani et al.,
2020). Las fenolamidas son el resultado de la reaccion de al menos un acido hidroxicinamico como
el acido cafeico con una monoamina o una poliamina alifaticas tal como putrescina y espermidina,

produciendo la amida derivada (Meyer et al., 2015).

En el presente trabajo se analizaron también las proantocianidinas mediante reaccién con
catélisis acida en exceso de floroglucinol, en acople con la determinacién por HPLC-MS-MS en fase
reversa (seccion 11.3.10.4). En las pectinas extraidas PC, PCUS, Mes y MesUS, las

proantocianidinas no fueron detectables.

Después del tratamiento con solucién de NaOH, se determinaron los “compuestos fenolicos
no extraibles”, es decir, covalentemente unidos, especificamente esterificados a las pectinas

(seccion 11.3.10.3). EI componente principal fue el mondmero ferulato (2,09-2,9mg/100g de pectina)
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(Tabla 11.4.9). Se observo un ligero aumento en la concentracion del ferulato monémero para
aquellas pectinas extraidas utilizando un pretratamiento de US (Figura 1.4.13 Ay Figura 11.4.14 A).
Se ha reportado el monémero de ferulato esterificado a las cadenas laterales de Ara del RG-I de las
pectinas (Fry, 1986). Por otra parte, se encontraron menores niveles de diferulato (0,656-1,70mg/
100g de pectina) (Tabla 11.4.9), donde se observa una disminucion en la concentracién en las
pectinas extraidas utilizando un pretratamiento de US (Figuras 1.4.13 B y 11.4.14 B). El producto
mas simple de acoplamiento del ferulato es el diferulato. Puentes diferulato relacionan cadenas

vecinas de pectina en la pared celular (Fry, 1986).

Dobberstein y Bunzel, (2010) demostraron que los acidos ferulico y p-cumarico liberados por
tratamiento alcalino estan principalmente esterificados a polisacaridos de la pared celular vegetal
como arabinoxilanos y pectinas. También las moléculas de pectina pueden encontrarse unidas
covalentemente por acoplamiento oxidativo de sus sustituyentes fendlicos de los acidos ferdlico y p-

cumarico. Se han encontrado pequefias cantidades de sinapato, enlazados con polisacaridos.

Tabla 11.4.9. Composiciéna en compuestos fendlicos unidos covalentemente identificados en las
pectinas de berenjena (PC, PCUS, Mes y MesUS) aisladas a partir de los tejidos deshidratados de
berenjena P-CC y P-P, sin y con pretratamiento de ultrasonido (US) y agitacion en Na,COs 0,1M.

P-CC P-P
PC PCUS Mes MesUS
Acido ferulico esterificado? (mg/100g pectina)
Mondémero 2,09 + 0,04A 29+0,18 2,2+0,2A 2,7+0,18
Dimero 1,70 £ 0,06~ 0,66 + 0,078 1,39+£0,05¢ 0,77 £0,078
Total 3,79 3,56 3,59 3,47

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Diferentes letras mayusculas como superindices en una

fila dada indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los resultados.
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Figura 11.4.13. Cromatogramas HPLC-DAD obtenidos a 320nm para compuestos ferdlicos

esterificados determinados en las pectinas de berenjena: (A) Mes, pico: 1, mondmero; 2, dimero. (B) MesUS,

pico: 1, mondmero; 2, dimero.
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Figura I1.4.14. Cromatogramas HPLC-DAD obtenidos a 320nm para compuestos ferulicos

esterificados determinados en la pectina de berenjena: (A) PC, pico: 1, mondmero; 2, dimero. (B) PCUS, pico:

1, mondémero; 2, dimero.
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La naturaleza del solvente y la temperatura demostraron ser factores importantes para
determinar la reaccion de degradacion de los acidos hidroxicinamicos. La intensidad ultrasénica y el
ciclo de trabajo de la exposiciéon al US afectaron solamente la velocidad de degradacién. Las
reacciones de descomposicién ocurrieron principalmente en acidos cafeico y sinapico bajo US (Qiao
etal., 2013).

Sun et al. (2004) realizaron un estudio sobre la degradacion de la lignina. ElI cambio en la
frecuencia ultrasénica de 58kHz a 190kHz genero un aumento en la degradacién. Esto se debe a
que las bajas frecuencias de US (20-80kHz) sélo conducen a efectos fisicos como la
microconveccion, mientras que las frecuencias mas altas (>100kHz) conducen a un aumento en la
produccion de especies radicalarias HO® que son responsables de la degradacién quimica de la
lignina. Es bien sabido que la lignina esta estrechamente ligada a los polisacaridos en las paredes
celulares secundarias de las plantas por varios tipos de enlace y, mas comunmente el enlace
covalente es el éter del grupo hidroxilo en la posicién a de la cadena lateral de lignina con el grupo

hidroxilo de los polisacaridos (Giummarella et al., 2019).

1.4.12.3. Capacidad antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante de las pectinas extraidas de los polvos P-CC y P-P y
los resultados son los resumidos en la Tabla 11.4.10. La actividad de eliminacion de radicales DPPH
fue en general algo mayor para las pectinas PC y PCUS, siendo equivalentes a la de 38 y 33,9mg de
acido L-(+)-ascérbico (AA) por 100g de pectina, mientras que para Mes y MesUS, la actividad fue
equivalente a la de 26 y 31mg de AA por 100g de pectina obtenida sin y con pretratamiento de US,
respectivamente. La capacidad de reduccion del Fe(lll), ensayo de FRAP, fue mayor para las
pectinas extraidas de P-CC, siendo equivalente a la capacidad reductora de 55 y 36mg de AA por
100g de pectina obtenida, respectivamente, sin y con pretratamiento de US, mientras que para Mes
y MesUS fue de 20,9 y 26mg AA/100g de pectina, respectivamente (Tabla 11.4.10).

Estos resultados obtenidos (Tabla 11.4.8) concuerdan con las concentraciones de compuestos
fendlicos totales coextraidos con las pectinas, donde aquellas actividades antioxidantes

165



determinadas en las pectinas provenientes del polvo P-CC presentan la mayor cantidad de

compuestos fendlicos co-extraidos. (Tabla 11.4.9).

Karimi et al. (2021) reportaron que el fruto de la berenjena es uno de los vegetales
comestibles con mayor capacidad antioxidante, mostrando efectos antidiabéticos e hipotensivos asi

como efectos saludables, cardio y hepato-protectores.

Tabla 11.4.10. Actividad antioxidante2, determinada como la capacidad de captacién de
radicales DPPH y el poder reductor férrico (FRAP), de las pectinas (PC, PCUS, Mes y MesUS)

extraidas de los polvos de berenjena (P-CC y P-P).

P-CC P-P
mg AA/100g de PC PCUS Mes MesUS
pectina
DPPHa 38 £2A 33,9+0,68 26 £ 2C 31£1P
FRAP2 55 + 2A 36 £ 28 20,9 £ 0,5€ 22+ 3C

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Mismas letras mayusculas de superindice en una fila
dada significan diferencias no significativas (p<0,05).

AA: acido L-(+)-ascorbico.

I.4.13. Funcionalidad reoldgica

11.4.13.1. Contenido de calcio

El contenido de calcio total encontrado en las fracciones de pectina PC, PCUS, Mes y MesUS
varié entre 1726 (£177) y 2878 (+268) mg/kg pectina, valores que correspondieron respectivamente
a2,62y4,12mg de calcio/g AU.

En un estudio realizado por Combo et al. (2020) determinaron contenidos de calcio entre
13,70 y 32,26mg/100g en base al material seco en frutos de berenjena de diferentes variedades

vegetales, mientras que Al Nachar et al. (2019) encontraron cantidades de 505,6mg de calcio/100g
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de céliz seco de berenjena. Ademas, Combo et al. (2020) determinaron que parte del calcio de la
berenjena se encontraba unido principalmente al oxalato (129,53 - 311,32mg/100g de base seca), y
en un rango de relacién molar oxalato/Ca de 2,03-7,19, por encima del nivel critico de 1,0, lo que
indicaba calcio no biodisponible. En menor proporcion, el calcio también se unié mediante enlaces
fitato (41,78-143,30mg/100g de base seca), y con relaciones molares fitato/Ca en general entre 0,11
y 0,56 en los frutos de berenjena estudiados, que estuvieron por debajo del valor critico de 0,5 que

se sabe que afecta la biodisponibilidad del calcio.

Los iones calcio libres pueden reaccionar con los aniones carbonato de la solucion de
carbonato de sodio 0,1M para formar carbonato de calcio, poco soluble en agua (Kps = 2,8x10°%;
25°C), durante 1h agitacion para la extraccion de pectina, el cual es posteriormente separado con el

residuo remanente, insoluble (Garcia et al., 2020) (seccién 11.3.4)

Considerando un contenido de calcio de 32,26mg/100g de berenjena en polvo (Combo et al.,
2020), y suponiendo que todo este calcio fue arrastrado en la fraccion de pectina durante su
precipitacion con etanol, se deberia alcanzar un contenido final de calcio de 9,24-9,80mg de calcio/g
de AU en las fracciones de pectina PC, PCUS, Mes y MesUS, valores superiores a los realmente
determinados (2,62 y 4,12mg de calcio/g UA). Estos niveles de calcio encontrados podrian
corresponder a Ca?* probablemente reticulado en las fracciones de pectina PC, PCUS, Mes y

MesUS extraidas.

Tabla 11.4.11. Contenido2 de Calcio, Hierro y Cobre determinado en las pectinas PC, PCUS,
Mes, MesUS.

PC (mgl/kg) PCUS (mg/kg) Mes(mg/kg) MesUS (mg/kg)
Ca 1726 +£173A 2878 + 2888 2006 + 201 1731 £ 173A
Fe 52+5A 65 + 68 110 £ 11 838D
Cu 18+0,2A 4,2+048 3,7+0,48 1,8 £ 0,24

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 3. Mismas letras mayusculas de superindice en

una fila dada significan diferencias no significativas (p<0,05).
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1.4.13.2. pH y color de las soluciones acuosas de los sistemas
preparados para estudios reolégicos

Stoddart et al. (1969) estudiaron las propiedades de la solucién de un &cido poligalacturonico
con cantidades no detectables de NS, trazas de Rha y sin grupos metiléster, estando Unicamente
constituido por monémeros de acido b-galacturonico. A través de la curva de titulacion acido-base de
una solucién al 0,5% p/v a 18°C, se determin6 un valor de pKa de 3,7. Por otro lado, Zhang et al.

(2015) reportaron valores de pKa entre 3,5 y 4,5 para las pectinas.

El pH de los sistemas acuosos de PC, PCUS, Mes y MesUS al 1,50% y 2,0% p/v estuvo entre
6,42 y 6,85. En esta condicién, en comparacion con los valores de pKa recién mencionados, las
pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS presentaron sus grupos carboxilicos principalmente como
aniones carboxilatos, provocando la repulsién de cargas negativas en el agua, con la consecuente
expansion de la red macromolecular hidratada en el sistema, lo cual resulta en mayor viscosidad o

esfuerzo tangencial o modulo elastico, influyendo asi en la reologia (Knott et al., 2022).

Las coordenadas CIELab de las pectinas en agua al 2,0% p/v se informan en la Tabla 11.4.12.
La luminosidad L* estuvo entre 27,5 y 40,6%, siendo mayor para PC y Mes, las cuales presentan
mayor cantidad de compuestos fendlicos, a parte de los cuales se les atribuye la coloracion de las
pectinas. Por otro lado, los valores de los parametros de color a* estuvieron entre +6,7 y +9,6,
mientras que los de b* estuvieron entre +19,8 y +31,1. De acuerdo con estos parametros

mencionados, las soluciones acuosas presentaron diferentes tonalidades de marron (Figura 11.4.15).

Tabla 11.4.12. Coordenadas de color en el espacio CIELab de las pectinas (PC, PCUS, Mes, MesUS)

en agua al 2,00% p/v, que fueron extraidas de los tejidos deshidratados de berenjena P-CC y P-P.

P-CC P-P
PC PCUS Mes MesUS
L*a 275+04~  36,1+048 31,7£0,5C 40,6 +0,3P
a*a 83+02¢8  7,75+0,18 9,6 + 1A 6,7 £0,20
b*a 219+04~  311+0,88 19,8 £0,1€ 24,7+0,6°

a Se notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 10. Diferentes letras mayusculas como superindices en
una fila dada indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados.
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Figura 11.4.15. Colores de las pectinas extraidas de los polvos de berenjena en agua al 2,00% p/v: (A)
PC (B) PCUS, (C) Mes, (D) MesUS.

1.4.13.3. Ensayo de flujo en agua

Se registraron las curvas de esfuerzo de corte (t) frente a la velocidad de cizallamiento
creciente (0,01-300s) para los sistemas acuosos preparados con PC, PCUS, Mes y MesUS a
concentraciones de 1,50% y 2,0% p/v y a temperaturas de 8°C (refrigeracion) y 20°C. El esfuerzo de
corte (Pa) mostré en general una dependencia no lineal con la velocidad de cizallamiento. Los
puntos experimentales ajustaron al modelo de Herschel-Bulkley (ecuacién 11.3.5), el cual incluye la
existencia de un umbral de fluencia (o) 0 esfuerzo de cizallamiento minimo requerido para iniciar el
flujo del sistema acuoso. Los parametros obtenidos del ajuste se resumen en la Tabla 11.4.13,
remarcando que los valores de la consistencia (K) y del umbral de fluencia (to) estan expresados,
respectivamente, en mPa sV y mPa. Este comportamiento con umbral de fluencia indica que, a las
concentraciones evaluadas, las macromoléculas de pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS, de bajo DM,
esencialmente HGs, en agua y sin agregado de idn calcio, interaccionaron fisicamente formando una
red transiente hidratada cuando el sistema acuoso estaba en reposo (to < 0), modificando el
comportamiento de flujo propio del agua. La repulsion entre los grupos aniénicos carboxilato,
existentes debido a que el pH fue superior al pKa de los acidos poligalacturonicos, pudo haber
contribuido a la existencia del to en agua, sin iones calcio. Parte de estos grupos carboxilato de
cadenas vecinas o contiguas de HG (PC, PCUS, Mes y MesUS) pudieron estar idnicamente
entrecruzados por calcio que naturalmente contenian estas fracciones aisladas de los tejidos
deshidratados de la berenjena, tal como previamente se describié (2,62 y 4,12mg calcio/g AU) y, por

ello, algunas estructuras de gelificacion simil “caja de huevo” podrian haberse llegado a formar.
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Tabla 11.4.13. Pardmetros@ del modelo de Herschel-Bulkley determinados a partir de los ensayos de
flujo de sistemas acuosos de pectina de berenjena (PC, PCUS, Mes, MesUS)? al 1,50 y 2,0% p/v a
8,0°C y 20,0°C.

K N T0 R2
Sistema (mPa sN) (mPa)
1,50% plv
Mes 132 + 3A 0,414 + 0,043A 107 + 42A 0,895
MesUS 45 + 68 0,649 +0,1028 50 + 88 0,837
PC 8°C 5,6 0,5 0,961 + 0,058CFH 77 +4C 0,798
PCUS 8410 0,997 + 0,019¢E 96 + 8P 0,837
Mes 11 + 5EG 0,965 +0,079CFH 119,31 +£0,04A 0,886
MesUS 19 + OFF 0,821+0,0926 106,23 +0,04* 0,833
pPce  20°C g4+090 0999+0,051C - 0,860
PCUS 8 + 50 0,821 + 0,0926 64 + 6F 0,852
2,00% plv
Mes 24 + OF 0,965 +0,113CH 1080 + 1207 0,814
MesUS 41+ 88 0,753 + 0,0610 1250 £ 281F1 0,716
PC 8°C  105+0,9¢ 0,998 + 0,007E 1560 + 1106 0,890
PCUS 23 + 6F 0,998 + 0,016E 3610 £ 2004 0,829
Mes 25 + OF 0,938 + 0,052" 1330 + 140 0,877
MesUS 14 + 66 0,992 + 0,073E 1550 + 806 0,904
PC 20°C 39478 0,832 40,0616 1178 + 95/ 0,839
PCUS 24 + 5F 0,994 +0,040C6F 2045+ 145€ 0,825

@ Se muestran la media y la desviacion estandar (n = 3). La misma letra mayUscula como superindice de los resultados
reportados en la misma columna implica diferencia no significativa (p < 0,05).
b Pectinas (PC, PCUS, Mes, MesUS) obtenidas del mesocarpio (P-P) y cascara o exocarpio + calices (P-CC).

¢ Fluido Newtoniano. Por lo tanto, K es, en este caso, la viscosidad del fluido.
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El valor de to aumento con la concentracion y con la disminucion de la temperatura (20°C a
8°C) (Tabla 11.4.13), lo que concuerda con lo reportado en otras investigaciones (Yuceer et al., 2016;
Razavi e Irani, 2019). El umbral de fluencia (to) es la manifestacion macroscépica de los
componentes microestructurales de los sistemas alimenticios (Katsaros et al., 2020; Serial et al.,
2022) y es una propiedad util de algunas gomas o hidrocoloides de uso en alimentos para mantener
los ingredientes de las formulaciones alimenticias en su espacio o lugar, siendo un parametro
reoldgico de importancia como estabilizador en productos como mayonesa y aderezos para
ensaladas (Razavi e Irani, 2019). A valores de t superiores a to, al aumentar el cizallamiento, las
fuerzas hidrodindmicas inician la ruptura de la red macromolecular en reposo, mostrando en general
un indice de fluyp N <1 (Tabla 11.4.13) y, en consecuencia, un comportamiento de flujo
pseudoplastico para polisacaridos hidratados en alimentos (YUceer et al., 2016). En ausencia de
iones calcio, sélo las soluciones 1,5% p/v de Mes (N=0,414) y 1,50% y 2,0% p/v de MesUS
(N=0,649-0,753) a 8°C mostraron comportamiento pseudoplasico después de superar el umbral de
fluencia to o limite elastico, y también mostraron los valores mas altos del coeficiente de
consistencia (K), 132-45,1 y 41mPasN (Tabla 11.4.13). En cambio, los valores de indice de flujo N
obtenidos fueron en general préximos a 1, lo que significa que los sistemas acuosos de pectinas sin
calcio agregado fueron Newtonianos después de superar el valor respectivo de 1o (Tabla 11.4.13).
Esto significa que la red macromolecular formada en reposo, que interactuaba fisicamente a t < 1o,
fue desenredada por las crecientes fuerzas de cizallamiento a valores de t > 7o, y las
macromoléculas de pectina finalmente se alinearon en la direccidn del flujo. Ademas, conforme la
solucién de 1,50% p/v de PC en agua a 20°C no mostré umbral de fluencia, el sistema fue un fluido
Newtoniano y, por lo tanto, el coeficiente de consistencia (K) fue la viscosidad del fluido (8,4mPa.s)
(Tabla 11.4.13). Para el resto de los sistemas con comportamiento Newtoniano después de 1o (1,50 y
2,0% plv; 8°y 20°C), la K o viscosidad aparente vari6 entre 5,55 y 25mPa.sV. Para la comparacién
del orden de magnitud de los resultados resumidos en la Tabla 11.4.13, un jugo de tomate (5,4°Brix;
5,96% plp de solidos totales) presentd un esfuerzo de fluencia pequefio pero significativo de
940mPa, sobre el cual el producto fluia como un material pseudoplastico (N =0,56) en este caso, y
con un K de 190mPa.sV a 20°C, después de la eliminacién de la tixotropia del producto por
cizallamiento a 250s~" durante 250s (Augusto et al., 2012).
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Como una conclusion, la contribucion del Ca2* naturalmente presente en las pectinas
extraidas (PC, PCUS, Mes, MesUS) a la formacién en agua de estructuras pécticas de HG
entrecruzadas por iones calcio parece no ser relevante, excepto para algunos sistemas en la
condiciéon de reposo (t < 7o), aunque también puede contribuir principalmente a esto el efecto

repulsivo electrostatico entre los grupos carboxilato.

1.4.13.4. Ensayos dinamicos

1.4.13.4.1. Enagua

Sin agregado de iones calcio, los espectros mecanicos revelaron que los sistemas acuosos de
PC, PCUS, Mes y MesUS al 1,50% pl/v, a 8°C y 20°C, fueron "soluciones diluidas", conforme el
modulo de pérdida o mddulo viscoso (G") estuvo por encima del mddulo de almacenamiento o
elastico (G') y con ambos modulos bien dependientes de la frecuencia (tan delta = G"/G' variando de

1,7 a 12-25) en el barrido completo de frecuencia angular (tres ciclos logaritmicos) (Figura 11.4.16).

Por otro lado, los espectros mecéanicos de los sistemas acuosos de PC, PCUS, Mes y MesUS
al 2,0% plv, a 8°C y 20°C, mostraron la formacién de redes macromoleculares hidratadas tipo "gel
débil" ya que G' estuvo por encima de G", ambos mddulos dependientes de la frecuencia
(especialmente G") (Figura 11.4.17 A, C), y separados en menos de un ciclo logaritmico (tan delta >

0,1) (Ikeda y Nishinari, 2001) en el barrido completo de frecuencia angular (Figura 11.4.17 B, D).

Tal como se observa para los sistemas Mes (Figura 11.4.17 A) y PCUS (Figura 11.4.17 C), los
valores de G' en general aumentaron con la disminucion de la temperatura, mientras que los valores
correspondientes de tan delta fueron respectivamente mas bajos a la temperatura mas baja (Figura
1.4.17 B, D), lo cual indica un sistema mas estructurado conforme existia una mayor separacion
entre los valores de G'y G" registrados en el espectro mecanico correspondiente (Figura 11.4.17 A,
C).

Los valores de G'y G" registrados del sistema acuoso de MesUS a 8°C y 20°C fueron

cercanos entre si (Figura 11.4.17 A) con valores de tan delta similares y, al mismo tiempo, los méas
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altos (Figura 11.4.17 B). Esto indico que MesUS formo en agua las redes macromoleculares menos
estructuradas. Por lo contrario, PCUS formé en agua las redes de "gel débil" mas estructuradas,
tanto a 8°C como a 20°C, ya que los valores de tan delta fueron los méas bajos (Figura 11.4.17 D) y
los valores de G' fueron los mas altos (28Pa; 15Pa) de todos los registrados (Figura 11.4.17 C),
conforme la temperatura era menor. En cambio, los valores de G' registrados de PC a 8° y 20°C
fueron cercanos entre si (Figura 1.4.17 C) y estuvieron menos separados con respecto al valor
respectivo de G" registrado, tal como se observa de los valores mas altos de tan delta determinados
(=0,402 para 8°C y~ 0,628 para 20°C) (Figura 11.4.17 D).
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Figura 11.4.16. Espectros mecénicos de las pectinas de berenjena al 1,50% p/v en agua (Omg calcio/g acidos urénicos), denominadas Mes (A), MesUS (B),
PC (C) y PCUS (D), 8°C y 20°C. Simbolos rellenos: G'; simbolos vacios: G". La barra del desvio estandar (n = 3) cae dentro de cada simbolo.
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A 0,03rad/s, los valores de G' estuvieron entre 2,6 y 12Pa para sistemas acuosos de Mes y
MesUS al 2,0% p/v (Figura 11.4.17 A), y entre 11 y 30Pa para sistemas acuosos de PC y PCUS al
2,0% plv (Figura 11.4.17 C), siendo estas ultimas las redes de tipo "gel débil" mas estructuradas.
Previamente, se encontré un peso molecular (Mw) ligeramente mayor para los HGs PC (138184Da)
y PCUS (108805Da) que para Mes (119753Da) y MesUS (90214Da), todos ellos con muy baja
polidispersidad (Mw/Mn = 1,32-1,42 ~ 1) (Tabla 11.4.5), inusual en pectinas extraidas de fuentes no
convencionales tales como los residuos agroindustriales (Zhang et al., 2019). Pesos moleculares
mayores para PC y PCUS, con baja polidispersidad, podrian conducir a redes macromoleculares
mas estructuradas (Figura 11.4.17 C). Ademas, las relaciones molares NS/AU de PC (0,05) y PCUS
(0,07) fueron menores que aquellas de Mes (0,15) y MesUS (0,22) debido a un menor contenido de
AU de Mes (65,8%) y MesUS (69,8%) para el mismo contenido total de carbohidratos (76% para
Mes y PC; 82,2-84,2% para MesUS y PCUS) (Tabla 11.4.4). Relaciones molares NS/AU menores
implica un menor numero de ramificaciones (RG-I) por cadena de HG en PC y PCUS lo cual puede
favorecer las interacciones cadena-cadena a través de puentes de hidrdgeno en agua y
entrecruzamientos electrostaticos con iones calcio a través del calcio naturalmente contenido en las

fracciones pécticas extraidas (Tabla 11.4.11).
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1.4.13.4.2. En agua con agregado de iones calcio

Como PC, PCUS, Mes y MesUS estaban constituidas esencialmente por HG con bajo DM
(5,37-8,7%) (Tabla 11.4.4) se estudié el efecto de iones divalentes agregados como el calcio a

concentraciones crecientes (0-50mg de calcio/g AU) sobre sistemas acuosos de 1,50% p/v a 20°C.

Sin adicion de ion calcio, esto es, a Omg de calcio/g AU, los espectros mecanicos resultantes
a 20°C se muestran en la Figura 11.4.16 y revelan una "solucion diluida”. Se obtuvieron espectros de
"soluciones semidiluidas” para los sistemas acuosos conteniendo entre 5 y 10mg de calcio

agregado/g AU, donde G" estaba por encima de G' hasta un cruce de G' a ~46rad/s.

Para 15mg de calcio agregado/g AU, se obtuvieron espectros mecanicos que revelan una red
macromolecular tipo "gel débil", especialmente para los sistemas acuosos Mes y MesUS, con una
importante dependencia de G'y, especialmente, de G" con la frecuencia angular, lo que condujo a
un cruce de G" a 27,6rad/s para Mes (Figura 11.4.18 A). Los mddulos estuvieron cerca uno del otro
en cada espectro, lo que produjo valores de tan delta por encima de 0,1, variando notablemente de
~0,229 a 2,993 para Mes, pero de ~0,229 a 0,520 para MesUS, por lo tanto, se forma una red mas
estructurada en MesUS que en Mes (Figura 11.4.18 A). Para 15mg de calcio agregado/g AU, las
redes tipo “gel débil” de PC y PCUS tuvieron valores de G' mas altos (Figura 11.4.18 B) que aquellos
de Mes y MesUS (Figura 1.4.18 A).

Los sistemas acuosos de PC y PCUS también formaron redes mas estructuradas de tipo “gel
débil" con 30mg de calcio agregado/ g de AU, ya que los valores de tan delta fueron ligeramente o
muy superiores a 0,1 (lkeda y Nishinari, 2001) para PC y PCUS, respectivamente. Los respectivos
valores de G' fueron casi no dependientes de la frecuencia tanto para PC como para PCUS,
mientras que G" fue dependiente de la frecuencia y separado de G' en casi un ciclo logaritmico, lo
que llevaba a valores de tan delta alrededor de 0,1 (Figura 11.4.18 D). En cambio, MesUS y
especialmente Mes fueron "geles débiles" menos estructurados, ya que mostraron un
comportamiento mas dependiente de la frecuencia y con una menor separacion entre G'y G", lo que

llevé a valores de tan delta por encima de 0,1 (Figura 11.4.18 C).
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Figura 11.4.18. Espectros mecanicos de las pectinas de berenjena al 1,50% p/v en agua denominadas
PC, PCUS, Mes y MesUS, con 15 (A,B), 30 (C,D) y 40 (E,F) mg calcio agregado/g acidos uronicos (AU), a
20°C. Circulos rellenos: G'; circulos vacios: G"; triangulos vacios: tan delta (G"/G'"). La barra del desvio

estandar (n = 3) cae dentro de cada simbolo.
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Segun lo revelan los respectivos espectros mecanicos, se obtuvieron microestructuras del tipo
"gel verdadero" en los sistemas acuosos de PC y PCUS con 40mg de calcio agregado /g AU, ya que
G'y G" no dependian de la frecuencia y estuvieron separados en mas de un ciclo logaritmico, lo que
dio valores de tan delta por debajo de 0,1 (Figura 11.4.18 F). Los sistemas acuosos Mes y MesUS
con 40mg calcio agregado / g AU también fueron redes del tipo "gel verdadero" pero con un

comportamiento mas dependiente de la frecuencia (Figura 11.4.18 D).

No fue posible evaluar concentraciones de calcio mas altas (45, 50, 60mg/g AU) para los
sistemas acuosos de PC, PCUS, Mes y MesUS al 1,50% p/v debido a la formacion de un gel local en
el punto donde se afiadié la solucion de calcio a 85-90°C bajo agitacion intensa en vortex. Por lo
tanto, no se obtuvieron geles homogéneos debido a la insolubilizacion localizada del pectato de

calcio (homogalacturonatos de calcio).

1.4.13.5. Sensibilidad al calcio de las pectinas extraidas de los
polvos de berenjena

El valor de G' determinado a 5rad/s de frecuencia angular en cada espectro mecéanico
registrado a partir de los sistemas acuosos al 1,50% p/v de PC, PCUS, Mes y MesUS, a 20°C
(Figura 11.4.16; Figura 11.4.18), fue representado graficamente en funcion de la concentracion de

calcio agregado, como se muestra en la Figura 11.4.19.

Dado que las fracciones pécticas de HGs PC, PCUS, Mes y MesUS evaluadas en este trabajo
se obtuvieron a través de una solucion de Na2COsz 0,1M, el medio alcalino suave alcanzé para
hidrolizar ésteres tales como los carboxilatos metilesterificados (Fry, 1986), dando lugar a pectinas
con DM muy bajo (5,37-8,7% molar; Tabla 11.4.4).

Como se puede observar, PCUS fue la pectina mas sensible al Ca?*, que coincidié con su
mas bajo DM (5,37%), seguido en disminucién de sensibilidad al calcio por PC (DM 6,5%) y MesUS
(DM 7,13%). Mes, cuyo DM fue 8,7% (Tabla 11.4.4), fue la pectina con la menor sensibilidad al ion
calcio (Figura 11.4.19). Aunque la sensibilidad al calcio parece estar inversamente relacionada al DM,
hay que mencionar que PC, PCUS, Mes y MesUS son todos HGs con muy bajo DM, en realidad
poligalacturonatos o pectatos, de los cuales se espera una sensibilidad similar a los iones de calcio.
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Segun la Mortensen (2017), las llamadas “pectinas”, por tener un contenido de AU > 65%, y con un
DM inferior al 10% son denominadas “acido péctico” o “pectato”. Tempranamente, Powell et al.
(1982) encontraron que la fuerza del gel de pectato de calcio se redujo drasticamente por la
incorporacion de segmentos de cadena de HG con interrupciones (kinks) de L-ramnosa cuando
estos segmentos estuvieron desesterificados, pero no cuando estuvieron esterificados. En el
presente caso, las relaciones molares NS/AU fueron notablemente menores en PC (0,05) y PCUS
(0,07) que en Mes (0,15) y MesUS (0,22). Ademas, Mes y MesUS presentaron relaciones molares
de AU/Rha de 143 y 62, respectivamente, y el grado de ramificacion de los monémeros de Rha,
expresado como la relacion molar [(Ara+Gal)/Rha] fue de 19,6 y 10,8, respectivamente. Powell et al.
(1982) también determiné que el umbral de DM necesario para la formacion de geles a partir del
pectato por entrecruzamiento con iones calcio, con un umbral de fluencia (to) detectable, fue del
50% para muestras aleatoriamente desesterificadas mediante saponificacion suave (Na2COs 0,1M
en esta tesis), y que este pectato mostré una sensibilidad mucho mayor a la disminucién del DM por

debajo de 50% frente el calcio.
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Figura 11.4.19. Sensibilidad al ion calcio de sistemas acuosos de pectina de berenjena (Mes, MesUS,
PC y PCUS) al 1,50% p/v: modulo dinamico de almacenamiento o elastico (G') registrado a 5rad/s en cada
espectro mecanico (20°C). AU: &cidos urdnicos. La barra del desvio estandar (n = 3) cae dentro de cada
simbolo.
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II.L5. Conclusiones

Parte |

o A partir del polvo RIA-PB (residuo insoluble en etanol de las bracteas deshidratadas
del maiz), mediante tratamiento con US antes y después del tratamiento alcalino (NaOH
0,1M; 30min) seguido de agitaciéon en presencia de celulasa (pH 5,2; &cido citrico), se
obtuvo una novedosa pectina, especificamente un HG (MP-US; 67% AU) con bajo DMy una
excepcional solubilidad en agua debido a la no agregacion de las macromoléculas, tal como

se observd mediante AFM.

. MP, obtenida sin tratamiento de US, y MP-US, fueron altamente sensibles al ion
calcio, constituyendo redes tipo “gel débil” termo-irreversibles ya con sélo 5mg de Ca?* por
gramo de AU. Este comportamiento hace que las pectinas de las bracteas del maiz sean
potenciales candidatos a su uso como modificadores de la textura de los alimentos y como

matrices portadoras de farmacos para la liberacion especifica en el colon.

o Tanto MP-US como MP complejaron iones Fe(ll) pero con formacion de una red tipo
"gel débil" termo-reversible. La complejacion de Fe(ll) por la pectina también puede

contribuir a reducir la oxidacién lipidica.

o Estos resultados permiten concluir que se pueden recuperar pectinas muy utiles

durante la extraccion secuencial de los principales biopolimeros de las bracteas del maiz.

. Se necesitaran mas estudios sobre la bioaccesibilidad de los minerales esenciales
para la salud humana transportados por los geles MP-US para determinar su efectividad

bioldgica para aplicaciones alimentarias y farmacéuticas.
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Parte Il

o Los polvos P-CC y P-P constituidos por los tejidos de la berenjena (fruto y caliz)
fueron utilizados para la extraccion de pectinas. Se determiné que 10min de tiempo neto de
pretratamiento con US de 10g P-CC o P-P:200mL agua, condujo a la mayor eficiencia
debida al menor consumo de energia y al mayor rendimiento en pectina (contenido de
acidos urdnicos) obtenido (80,25% y 93,8%) después de la posterior agitacion con solucidn
de Na2CO3 0,1M por 1h.

o Las pectinas (AU > 65% p/p) obtenidas (PC, PCUS, Mes o MesUS) fueron
esencialmente HGs con bajo DM y con muy baja proporcién de RG-l (NS/AU = 0,05 - 0,22).
El peso molecular de las pectinas (90214 - 138184Da) fue menor para aquellas obtenidas
con pretratamiento de US (108805Da y 90214Da). Ademas, todas ellas presentaron baja
polidispersidad (Mw / Mn = 1,32-1,40), cercana a 1,0, lo cual generalmente no se observa

en las pectinas extraidas de fuentes no convencionales.

o Las pectinas PC, PCUS, Mes o MesUS mostraron capacidad antioxidante (ensayos
DPPH y FRAP) debido principalmente a los compuestos fenolicos coextraidos (acido
cafeoilquinico y fenolamidas de putrescina y espermidina) y bajas cantidades de B-caroteno

y luteina.

o A partir de frutos de berenjena desechados, el pretratamiento con US permiti6 la
extraccion eficiente de HGs con propiedades antioxidantes que podrian ser utilizados como

aditivos funcionales en alimentos.

o A niveles de 1,50 y 2,0% p/v en agua, PC, PCUS, Mes y MesUS mostraron umbral
de fluencia (to) seguido, en general, de comportamiento Newtoniano, mientras que los
espectros mecanicos dinamicos mostraron "soluciones diluidas" al 1,50% p/v, y redes de tipo
"gel débil" al 2,0% plv, sin adicion de calcio. La repulsion entre grupos carboxilato negativos
podria contribuir a la existencia de una red estructurada de macromoléculas cuando los

sistemas acuosos de las pectinas al 1,50% y 2,0% p/v se encuentran en reposo. Ademas,
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pectinas de mayor peso molecular como PC y PCUS, con muy baja polidispersidad, podrian
dar lugar a redes mas estructuradas, en comparacion con las de 1,50% y 2,0% p/v de Mes y
MesUS.

o Las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS, todas con bajo DM, demostraron ser
capaces de actuar como espesantes inclusive en ausencia de iones calcio, especialmente a
2,0% p/v en agua, a 8°C y 20°C, al presentar umbral de fluencia (to) con el sistema en

reposo.

o En presencia de calcio agregado, a 20°C, las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS al
1,50% pl/v formaron redes de tipo "gel débil" para concentraciones de calcio superiores a
10mg/g AU, y redes de tipo "gel verdadero" para concentraciones de calcio superiores a
30mg/g AU. Por encima de 40mg calcio/g AU, no se obtuvieron geles homogéneos debido a

la gelificacion local en el punto de adicion de calcio.

o La sensibilidad al calcio de los HGs PC, PCUS, Mes y MesUS extraidos de los
tejidos de berenjena se relacioné inversamente con el DM y con las relaciones molares
NS/UA y Rha/AU. Por lo tanto, el orden decreciente de sensibilidad al calcio fue PCUS > PC
> MesUS > Mes. La incorporaciéon de segmentos de cadena formados por mondmeros
alternados de L-ramnosa en la cadena de HG reduce drasticamente la fuerza del gel de
pectato cuando estos segmentos de HG estan desesterificados, como en los HG de

berenjena aqui evaluados.
o Los tejidos desechados de la fruta de la berenjena (cascara, calices y pulpa)

demostraron ser fuentes naturales de HGs Utiles para espesar y gelificar y para actuar

simultaneamente como antioxidantes en la formulacion de alimentos.
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Capitulo llI

Polvos y pectinas extraidas a partir de residuos
de la berenjena: uso como aditivos alimentarios
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lll.1. Introduccion

l1.1.1. Oxidacion de lipidos

Los acidos grasos y los aceites se oxidan a diferentes velocidades, lo que resulta en su
deterioro nutricional y sensorial. La estabilidad oxidativa es un parametro importante para la
evaluacién de la calidad de grasas y aceites. Uno de los parametros mas importantes que influyen
en la oxidacion lipidica es el grado de insaturacion de los acidos grasos implicados. La autooxidacion
se ve afectada por el oxigeno atmosférico y el proceso de oxidacion procede a través de reacciones
de radicales libres que involucran acidos grasos insaturados. Los productos primarios formados son
hidroperoxidos, que posteriormente se descomponen, por una serie de reacciones complejas, en
productos secundarios que incluyen alcoholes y compuestos carbonilicos. Estos pueden oxidarse
aun mas a &cidos carboxilicos (Kaseke et al., 2020). La autooxidacion de &cidos grasos es una
reaccion en cadena de radicales libres, la cual incluye pasos de iniciaciéon, propagacion y

terminacion. Los mismos pueden explicarse en cinco pasos de reaccion (Figura lll.1.1).

Iniciacion RH —> R-+H. (1)

iz R- + ‘;Oz — ROO- (2)

Propagacion ROO-+RH — ROOH+R- ©)

Terminacion ROO-+R- — ROOR Eg;
R- +R. — RR

R: Grupo alquilo del lipido

— CH=CH—CHy~CH=Cli— ——» —CH=CH—CH—CH=CH—

Figura I11.1.1. Mecanismo de autooxidacion de los acidos grasos: iniciacion, propagacion y
terminacion. Eliminacion de un &tomo de hidrégeno del carbono adyacente a dobles enlaces C-C, generando
un radical alquilo (Kaseke et al., 2020).

Paso numero (1): La autooxidacion de los aceites requiere que los acidos grasos estén en forma de
radicales libres. Un atomo de hidrogeno en los &cidos grasos se elimina y se producen radicales
alquilo en el paso de iniciacién. La energia requerida para eliminar ese atomo de hidrégeno depende

de su posicion en la molécula. Los atomos de hidrogeno adyacentes a dobles enlaces,
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especialmente el hidrégeno unido al carbono a, entre los dos enlaces dobles conjugados, se elimina
facimente. Paso nimero (2): La reaccion entre el radical alquilo lipidico y el oxigeno ocurre muy
rapidamente y, en consecuencia, la concentracion de radical alquilo lipidico es mucho menor que la
del radical peroxilipidico. Pasos niimero (3) y niimero (4): El radical peroxilipidico extrae hidrégeno
de otras moléculas lipidicas y reacciona con el hidrégeno para formar hidroperdxido y otro radical
alquilo lipidico. Estos radicales catalizan la reaccion de oxidacion, y la autooxidacion se denomina
reaccion en cadena de radicales libres. Las tasas de formacion de radicales peroxilipidicos e
hidroperoxidos dependen unicamente de la disponibilidad de oxigeno y de la temperatura. Paso
numero (5): Cuando los radicales reaccionan entre si, se producen especies no radicales y la

reaccion se detiene (Dominguez et al., 2019).

Las reacciones de oxidacién se ven favorecidas por factores que aceleren la formacion de
radicales libres, entre los cuales se pueden mencionar la naturaleza del &cido graso, el calor, la luz

ultravioleta y visible, y la cantidad de oxigeno (Amaral et al., 2018).

La autooxidacion de los acidos grasos y la descomposicion de los hidroperdxidos tienden a
aumentar con el incremento de la temperatura. En contraste, la formacion de productos de
autooxidacion durante la etapa de iniciacion se desarrolla lentamente a temperaturas méas bajas. En
presencia de luz, los acidos grasos también pueden generar hidroperdxidos al reaccionar con
oxigeno singlete, producido por otra reaccion diferente llamada fotooxidacion sensibilizada. La
oxidacion de los acidos grasos exhibe un incremento proporcional a la cantidad de oxigeno disuelto,
siendo la solubilidad del oxigeno en los aceites vegetales hasta cinco veces mayor que en el agua, a
25°C (Cuvelier et al., 2017). Ademas, la superficie del recipiente puede actuar como catalizador de
reaccion, y se ha demostrado que su efecto es directamente proporcional al area del recipiente en

contacto con los aceites (Brimberg y Kamal, 2003).

Los aceites que estan mas insaturados se oxidan mas rapidamente que los aceites menos
insaturados. A medida que aumenta el grado de instauracién, aumentan tanto la tasa de formacion
como la cantidad de compuestos de oxidacion primaria acumulados al final del periodo de induccién
(Kaseke et al., 2020).
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Los productos primarios de oxidacion, los hidroperdxidos lipidicos (Figura 11.1.1), son
relativamente estables a temperatura ambiente. Sin embargo, a altas temperaturas, se
descomponen facilmente en radicales alcoxilo y luego forman aldehidos, cetonas, acidos, ésteres,
alcoholes e hidrocarburos de cadena corta, con aromas particulares. La peroxidacion de lipidos
conduce a menudo a la formacion de especies tdxicas alquenales reactivos, tales como 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE), (2-propano-1-al) acroleina y malondialdehido (MDA) (Figura 1Il.1.2) (Castillo et al.,
2019).

0 > "X0 \/\O

Malondialdehido Acroleina
/\/\‘/\/\O
OH
HNE

Figura 1l1.1.2. Compuestos de oxidacion de las recciones de peroxidacion (Dalle-Donne et al., 2006).
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Figura IIl.1.3. Formacién de alquil hidroperdxido en el acido oleico (Choe y Min, 2006).

l11.1.2. Oxidacion de aminoacidos y proteinas

Las proteinas en alimentos son propensas a reacciones de oxidacion. Se produce oxidacion
de los aminoé&cidos y de las proteinas por medio de la reaccién con radicales libres generados como

subproductos de los procesos normales, o por factores externos tales como reacciones fotoquimicas
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0 la interaccion con compuestos quimicos. Los radicales libres pueden reaccionar directamente con
la proteina o pueden reaccionar con otras moléculas tales como lipidos y carbohidratos, formando

productos que reaccionaran luego con las proteinas (Hellwig, 2019).

Las cadenas laterales de los aminoacidos son los sitios de oxidacion de las proteinas, lo cual
provoca la fragmentacion de la cadena polipeptidica, la formacion de agregados proteina-proteina y
la formacion de entrecruzamientos, que a menudo cambian la conformacion, incluyendo la

desnaturalizacién de la proteina (Hellwig, 2019).

La carbonilacion es una modificacion irreversible a través de la cual se forman y/o introducen
grupos de carbonilo en las proteinas. Esta reaccion tiene lugar bajo varios mecanismos de diversa
naturaleza, aunque generalmente se acepta que la carbonilacion tiene lugar tipicamente en un
ambiente proxidativo y como resultado del estrés oxidativo. Su formacién puede darse:

1) por ruptura oxidativa de la cadena de aminoacidos por el mecanismo de reaccion de la a-
amidacion, o por la ruptura asociada con la oxidacion de residuos glutdmicos;

2) por reacciones secundarias de las cadenas laterales de los aminoacidos con productos de
oxidacion lipidica (por ejemplo: MDA y HNE; Figura 1l.1.2), por medio de reacciones de adicion de
Michael con aminoacidos lisina, histidina y cisteina, y por reacciones de glicacién/glicosilacion de los
grupos amino de aminoacidos basicos (ej. lisina) con azlcares reductores, formando productos

finales de glicosilacion avanzada (Estévez et al., 2022).

o)
o CONHR
N HN
| |

COR COR’

2-pirrolidona Semialdehido glutamico
H,C (o}
o
CONHR
HN COR’
RHN
COR’ Acido 2-amino-3-cetobutirico

Semialdehido aminoadipico

Figura 111.1.4. Productos de oxidacion de las proteinas (Dalle-Donne et al., 2006).
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Dentro de los carbonilos principales generados por la oxidacidn de las cadenas laterales de
los aminoacidos se encuentra la 2-pirrolidona, obtenida a partir de la oxidacion directa de residuos
prolina, semialdehido glutamico a partir de prolina y arginina, semialdehido aminoadipico a partir de
lisina, el acido 2-amino-3-cetobutirico resultante de la oxidacion directa de residuos treonina, y 2-
oxohistidina a partir de histidina (Figura l1l.1.4) (Dalle-Donne et al., 2006).

Por otro lado, los aminoacidos que absorben la radiacién UV como la tirosina, el triptofano o la
histidina son objetivos importantes de los procesos fotooxidativos de las proteinas. Las reacciones
pueden ocurrir sin la participacion del oxigeno por formacion directa de radicales o por formacion
intermedia de oxigeno singlete ('02) que reacciona sobre la proteina. La fotooxidaciéon se vuelve
importante cuando los alimentos se exponen a la luz ultravioleta directa en recipientes inadecuados,

como botellas de vidrio blanco (Pattison et al., 2012; Gayan et al., 2014).

La fotooxidacion directa del triptofano (Figura 111.1.5) ocurre con la reaccion inicial del oxigeno
singlete en el nitrégeno indol que conduce a la formacién de un radical triptofanilo, el cual permite la
formacion de un intermediario dioxetano. Por ruptura del anillo de dioxetano se forma N-formil

quinurenina (NFK), la cual a su vez se descompone en quinurenina (Bellmaine et al., 2020).

o)
NH 1 Nd m NH, @
2 NH O
/ — /O — - NH2
NH
NH, O NH, 2
HO o]
HO HO

Triptofano Intermediario Dioxetano N-formilquinurenina Quinurenina

Figura Il1.1.5. Formacion de la N-formilquinurenina a partir del triptofano (Bellmaine et al., 2020).

Otro producto de oxidacién de las proteinas es la ditirosina, que se forma a partir de radicales
tirosilo (Figura 111.1.6), responsable de disminuir la digestibilidad de las proteinas y, asi, el suministro
nutricional. Se trata de la union covalente orto-orto entre los carbonos de los anillos fendlicos de dos
monomeros de tirosina de la proteina (estructuras A y B; Figura 11.1.6). El grado de formacion de la
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ditirosina a partir de las proteinas de la leche varia en funcién de la estructura de dichas proteinas,
siendo la caseina el principal precursor, ya que es una de las proteinas con mayor cantidad relativa
de tirosina. Por lo tanto, la formacion de ditirosina en las caseinas es un tema importante en el
estudio de la oxidacion de las proteinas lacteas. La generacion de enlaces ditirosina se produce in
vitro por distintos agentes tales como la irradiacion ultravioleta y los radicales libres. La formacion de
ditirosina aumenta como consecuencia de los tratamientos térmicos o la fotoxidacién en muestras de
leche expuestas a radiacién UV o la luz fluorescente (Fuentes-Lemus et al., 2018). La o,0'-ditirosina
(B, Figura 111.1.6) es el producto final cuando los radicales hidroxilo reaccionan entre si formando

una union entre dos tirosinas (Figura ll1.1.6).

A B
Prot2
=5 Ne Prot2
OH o)
Z N O OH
4 | —2> 4 — %9 6 +2H,0
A (o]
| OH
Prot Prot |
~ “ Prot1

Prot1

Figura l1.1.6. Mecanismo de formacion de la ditirosina a partir de radicales tirosilo de la proteina (Prot)
(Ludvikova et al., 2018).

l11.1.3. Mecanismo de accion de los antioxidantes fendlicos

El potencial antioxidante de los compuestos fendlicos depende del nimero y disposicion de
los grupos hidroxilo en las moléculas. Los antioxidantes fendlicos (AH) (Figura llI.1.7 A) pueden
donar atomos de hidrogeno a los radicales lipidicos y producir derivados lipidicos moleculares y
radicales antioxidantes (A®) (Figura Ill.1.7 A), que son mas estables (mayor vida media) y estan
menos disponibles para promover la autooxidacién. El radical libre antioxidante puede interferir ain
mas con las reacciones de propagacion en cadena (Figura l11.1.7 B y C). A medida que disminuye la
energia de enlace del hidrogeno en un eliminador de radicales libres (A-H), la transferencia de
hidrégeno al radical libre alquilo (R®), alcoxilo (RO®) e hidroxiperoxilo (ROO®) es energéticamente
mas favorable y, por lo tanto, mas rapida (Zeb, 2020).

Cualquier compuesto que tenga un potencial de reduccion menor que el de un radical libre (0
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una especie oxidada) es capaz de donar su atomo de hidrogeno al radical libre a menos que la
reaccion sea cinéticamente inviable. El efecto de la concentracion de antioxidantes en las tasas de
autooxidacion depende de muchos factores, incluida la estructura del antioxidante, las condiciones

de oxidacion y la naturaleza de la muestra que se oxida (Shahidi y Ambigaipalan., 2015).
R*/RO*/ROO* + AH — A* + RH/ROH/ROOH (A)
RO’/ROO’ + A* - ROA/ROOA (B)

ROO* +RH —- ROOH +R* (C)

Figura 111.1.7. Mecanismo de captura de radicales libres por los antioxidantes fendlicos (Zeb, 2020).

A menudo, los antioxidantes fendlicos pierden su actividad a altas concentraciones y se
comportan como prooxidantes al participar en las reacciones de iniciacién. Son mas efectivos para
extender el periodo de induccion cuando se agregan a cualquier aceite que no se haya deteriorado
en gran medida. Sin embargo, son ineficaces para retardar la descomposicion de lipidos ya
deteriorados. Por lo tanto, los antioxidantes deben agregarse a los alimentos lo antes posible

durante el procesamiento y el almacenamiento para lograr la maxima proteccion (Zeb, 2020).

l11.1.4. Mecanismo de accion de los carotenoides y tocoferoles

Los carotenoides son esenciales para la proteccion contra el dafio fotooxidativo. Los mismos
funcionan como quenchers de oxigeno singlete y eliminadores de los radicales peroxilo. El
quenching fisico del oxigeno singlete se lleva a cabo mediante la transferencia de energia de
excitacion del oxigeno singlete a la molécula del carotenoide, para generar B-caroteno en estado
triplete excitado y oxigeno en estado fundamental (Figura 11.1.8 A). Posteriormente, la energia se
disipa entre el B-caroteno excitado (®Caroteno®) y el entorno para producir un estado de energia
normal del carotenoide y energia térmica. EI quenching quimico del oxigeno singlete se lleva a cabo
mediante oxigenacion del B-caroteno con la formacion de endoperdxidos de B-caroteno (Figura
l111.8 B) (Pérez-Galvez et al., 2020).
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Figura I11.1.8. Mecanismos de la accidn antioxidante ejercida por los carotenoides en diferentes
procesos. Quenching fisico del oxigeno singlete (A). Transferencia de electrones, abstraccion de hidrégeno y

adicion de radicales en la actividad antioxidante frente a los radicales peroxilo (B) (Pérez-Géalvez et al., 2020).

Por otro lado, los tocoferoles son antioxidantes que acttan durante la peroxidacion lipidica en
las membranas celulares. El a-tocoferol termina las reacciones en cadena de peroxidacion lipidica
donando su atomo de hidrégeno fendlico a un radical peroxilo lipidico (LOO®), lo que conduce a la
formacion del hidroperoxido lipidico (LOOH) y del radical a-tocoferoxilo. El radical a-tocoferoxilo
formado, insuficientemente reactivo para iniciar la peroxidacion lipidica, puede reaccionar con otro
radical peroxilo lipidico (LOO®) para producir un producto no radical, la a-tocoferilquinona. El radical
a-tocoferoxilo también puede regenerarse a a-tocoferol mediante la reduccién por ascorbato y

glutation, como se muestra en la Figura I11.1.9 (Miazek et al., 2022).
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Figura l11.1.9. Mecanismos de la accién antioxidante ejercida por los tocoferoles en diferentes
procesos (Miazek et al., 2022).

l11.1.5. Queso crema vegano a partir de frutos secos

Los frutos secos, en su mayoria, presentan un elevado contenido de &cidos grasos, variando
desde el 31,6% en las castafias de caju hasta el 62,4% en la nuez de pecan. Se caracterizan por ser
bajos en acidos grasos saturados y ricos en acidos grasos insaturados, especialmente
monoinsaturados, ademas de contener pequefias cantidades de acidos grasos poliinsaturados. Esta
diversidad nutricional los posiciona como una opcion saludable para integrar en una dieta equilibrada
(Shakerardekani et al., 2013).
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Los é&cidos grasos insaturados presentes en los frutos secos los hacen vulnerables a la
oxidacion, lo que lleva al deterioro de la calidad nutricional y sensorial si se almacenan mal o durante
periodos prolongados. La rancidez oxidativa, una de las principales causas de deterioro de la calidad
de los alimentos, es ocasionada por la oxidacién de los lipidos debido al oxigeno atmosférico. El
cambio mas evidente es el desarrollo de olores rancios y sabores desagradables, aunque también
pueden ocurrir cambios en el color, pérdida de volatiles de sabor deseables y alteraciones nutritivas,

como la destruccion de acidos grasos esenciales y de vitaminas liposolubles (Maestri et al., 2020).

La oxidacién tiene lugar en diferentes etapas, dependiendo de las condiciones de
procesamiento, envasado y almacenamiento. Los factores que afectan el desarrollo de rancidez
oxidativa en los frutos secos pueden clasificarse en externos, como la concentracion de oxigeno, la
temperatura, la luz y la humedad relativa, entre otros, y factores intrinsecos como la composicion
lipidica, el grado de insaturacion, los acidos grasos libres, los metales traza y los antioxidantes. La
reaccion entre los lipidos de los frutos secos y el oxigeno forma perdxidos que se descomponen en
aldehidos, cetonas, alcoholes y acidos, generando flavors desagradables (Miraliakbari y Shahidi,
2008).

El queso crema vegano es un producto untable hecho de frutos secos molidos en pasta. Se
puede producir a partir de almendras, castafias de caju, entre otros. EI queso crema vegano puede
ser utilizado como aderezos para galletas, panificados o verduras. Es popular y ampliamente
aceptado por los consumidores debido a su sabor y buenos valores nutricionales (Shakerardekani et
al., 2013). El tamafio del mercado mundial de queso vegano se estimé en 9160 millones de dolares
en 2022, y se proyecta que crezca un 10,22% para alcanzar los 14938 millones para 2027. Las
partes secas y molidas de berenjena desechadas, como la cascara y los célices (P-CC) y el
mesocarpio, la placenta y nucleo (P-P), pueden ser Utiles como fibra natural y aditivos/ingredientes
para la formulacidn y preservacion de alimentos de origen vegetal como el queso crema vegano de
castafias de caju, satisfaciendo la creciente demanda de una alimentacion saludable que desalienta
el consumo de todos los alimentos refinados y procesados, especialmente con aditivos sintéticos
(Tuso et al., 2013).
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l1I.2. Objetivos

Debido a la alta actividad antioxidante observada en los polvos de berenjena obtenidos en el

Capitulo | y de las pectinas extraidas en el Capitulo Il se propone:
Objetivo principal

o Evaluar la funcionalidad de los polvos y de las pectinas obtenidos de la berenjena

como aditivos antioxidantes y modificadores de la textura en alimentos.

Objetivos secundarios
o Desarrollar un queso vegano untable de castafas de caju utilizando los polvos de la
berenjena como aditivos, evaluando los cambios en las propiedades reoldgicas y la

eficiencia antioxidante durante el almacenamiento (30 dias).

o Evaluar las pectinas extraidas de la berenjena como aditivo antioxidante en leche

fluida entera mediante su exposicion a la radiacion UV-C.
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lIl.3. Materiales y Métodos

l11.3.1. Reactivos

Se utilizé agua desionizada (Milli-Q, EE.UU.). Los reativos fueron de grado analitico, provistos
ya sea por Sigma-Aldrich (Saint Louis, EE.UU.) como el 5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB),

la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y el acido tiobarbitrico, como por Merck Quimica (Argentina).

Se utilizd leche descremada fluida (La Serenisima®, Buenos Aires, Argentina) cuya
composicién fue 1,0% p/v de grasa total; 0,6% de grasas saturadas; 3,0% p/v de proteinas; 4,8% p/v
de hidratos de carbono; 0% p/v de fibra dietaria; 105mg de calcio/100mL; 49mg de sodio/100mL;
64pug de vitamina A/100mL; 1,0ug de vitamina D/100mL.

l11.3.2. Preparacion de queso vegano untable de castaiias de
caju con polvos de berenjena (P-CC y P-P) como aditivos
antioxidantes

El queso untable de castafias de caju se formulé de acuerdo con recetas comerciales. Las
castafas fueron procesadas en una licuadora (Faciclic Glass, Moulinex, Francia) junto con una
solucion acuosa que contenia vinagre, sacarosa y acido citrico, para lograr la disgregacion y
homogeneizacién (Tabla 1ll.3.1). Se afiadié uno u otro polvo de berenjena, P-CC o P-P (seccion
1.3.3), hasta un contenido de 5,0% p/p en la formulacion total (Tabla 1ll.3.1). Cada polvo fue
hidratado previamente por 12h utilizando parte del agua (30-40mL) contabilizada en la formulacién.

También se produjo un sistema control sin polvo de berenjena agregado (Tabla l1l.2.1).
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Tabla Il1.3.1. Composicion del queso vegano untable de castafias de caju.

Componentes Cantidad
Control P-P P-CC
Castafia de caju (g) 300 300 300
Vinagre (mL) 18 18 18
Sacarosa (g) 8.5 8.5 8.5
Agua (mL) 165 135 125
Acido citrico 5,0% p/v (mL) 36 36 36
P-P(g) — 5 —
P-CC (9) — — 5b

a Luego fue hidratado en 30mL de agua.

b Luego fue hidratado en 40mL de agua.

[1.3.2.1. Determinaciones de propiedades fisicas

Las muestras de los quesos veganos untables control, P-CC y P-P (1g) se vertieron en placas
de vidrio de 40mm de didmetro, fueron cubiertas con una tapa y almacenadas bajo refrigeracion
(8,0°C £ 0,5°C). Alos 0, 15 y 30 dias de almacenamiento se tomaron tres placas de vidrio de cada

tipo de muestra para la medicion de cada una de las propiedades que a continuacion se detallan.

I11.3.2.1.1. Medicion del pH

El pH se midid con un electrodo combinado de vidrio/Ag®-AgCl (Mettler Inlab Viscous Pro,
Alemania) conectado al pH-imetro (Mettler S220 Kit, Alemania). Para la calibracién se utilizaron

soluciones tampdn estandar de pH 4,00 y 7,02.

l1.3.2.1.2. Actividad de Agua

La actividad de agua de cada muestra de queso untable de castafias de caju se realizd

siguiendo la metodologia mencionada anteriormente en la seccién 1.3.5.
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1.3.2.1.3. Color

Los parametros de color (espacio CIELab) de cada muestra de queso vegano untable de
castafas de caju se determinaron siguiendo la metodologia mencionada anteriormente en la

seccion 1.3.6.

l1.3.2.1.4. Caracterizacion reoldgica

Los espectros mecanicos (G, G”, tan delta vs frecuencia) se registraron a la deformacién
constante elegida del rango viscoelastico lineal previamente determinado a través de un barrido de
amplitud oscilatoria (esfuerzo tangencial vs. deformacion relativa) a frecuencia constante de 0,5Hz
(seccion 11.3.12.3). Se utilizdé un redmetro MCR300 Paar Physica (Austria) después de un periodo
de 10 minutos de reposo de la muestra en la placa estacionaria a temperatura constante de 20,0°C
(unidad Peltier Viscotherm VT2 Physica, Austria), con una geometria de platos paralelos dentados
de 25mm de didametro (PP25/S) con un gap de 1000um.

111.3.2.2. Estabilidad quimica a la oxidacion del queso vegano
untable de castafas de caju

Las muestras de los quesos untables control, P-CC y P-P (1g), se vertieron en placas de vidrio
de 40mm de didmetro, fueron cubiertas con una tapa y almacenadas bajo refrigeracion (8°C +
0,5°C). A'los 0, 15 y 30 dias de almacenamiento se tomaron tres placas de vidrio de cada tipo de

muestra para la medicion de cada una de las siguientes propiedades:

ll.3.2.2.1. indice de peréxidos (PI)

Se pesd 1g de cada muestra en tubos de centrifuga, se afiadieron 10mL de cloroformo, se
agito vigorosamente en vortex y luego se centrifugd por 10min a 8000rpm. Una alicuota de 1mL del
sobrenadante fue colocada en un tubo y se afiadieron 0,2mL de Kl dejandose reposar durante 1min,
agregando luego 2mL de agua destilada. Se agitd y se tituld6 con una solucion de Na2S203 0,01N
hasta la desaparicion del color amarillo. Luego se agregaron 0,2mL de una solucién de almidén

(19/100mL) y se continué titulando con hasta la desaparicion del color azul. Se calculé el PI,
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expresados en miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de la fase oleosa de la emulsion, mediante

la siguiente relacion:

PI

(meq.peréxido) __ (M-B).N.f1000

Ecuacién 111.3.1
kg muestra m

Donde:
M = mL de Na>S»03 gastados en la titulacion de la muestra.

B = mL de Na»S.03 gastados en la titulacion del blanco.
N = normalidad de la solucion de Na2S,03
f = factor de la solucion de Na2S,03

m = masa de muestra (g)

1.3.2.2.2. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS)

Se pesd 1g de cada muestra en tubos de centrifuga, se afiadieron 10mL de cloroformo, se
agito vigorosamente y luego se centrifugd por 10min a 8000rpm. Se tomaron alicuotas de 20uL del
sobrenadante y se mezclaron con 730uL de etanol absoluto. Se agregaron 1500uL de una mezcla
de acido tiobarbiturico 0,01M en &cido tricloroacético al 10% (p/v) y se agité en vortex. Las muestras
se incubaron a 70°C durante 1h hasta el desarrollo de color rosa. Luego de este tiempo, se dejaron
enfriar las muestras a temperatura ambiente y fueron centrifugadas a 6000rpm durante 15min a 4°C.
Se leyé la absorbancia a una longitud de onda de 530nm. Las concentraciones de TBARS fueron

calculadas a partir de una curva de calibracion utilizando 1,1,3,3-tetra-etoxipropano como estandar.

l11.3.3. Preparacion de sistemas de leche descremada con pectina de
berenjena

Las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS, extraidas anteriormente (seccion 11.3.4), fueron
separadamente disueltas en leche descremada a una concentracién de 0,5% p/v con el uso de una
procesadora de alimentos. Posteriormente, se dispensaron SmL de cada una de estas muestras o de
leche descremada (0% p/v pectina) en placas de vidrio de 40mm de diametro. Luego, las placas
fueron colocadas en la linea central de la bandeja ubicada dentro de la camara (25°C) y se las
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expuso a radiacion UV de onda corta en el rango de 200 - 280nm (UV-C) durante 0, 3 o 6h, como lo
describen Scheidegger et al. (2010). Las muestras fueron luego congeladas (-20°C) hasta su

posterior analisis. El experimento se realiz6 por triplicado para cada fraccion de pectina.

111.3.3.1. Determinaciones de propiedades fisicas

11.3.3.1.1. Color

Los parametros de color (espacio CIELab) de los sistemas de leche-pectina y leche
descremada se determinaron siguiendo la metodologia mencionada anteriormente en la seccion

seccion 1.3.6.

l1.3.3.1.2. Caracterizacion reoldgica

El comportamiento del flujo se determiné en las muestras a través de experimentos
rotacionales mediante el registro de la viscosidad (n) en funcién de la velocidad de cizallamiento (y)
(0,001-300s7") durante 50min en un redémetro tangencial MCR300 Paar Physica (Anton Paar,
Austria) equipado con un cono de 25mm de didmetro y 2° de angulo. La temperatura se mantuvo
constante a 8,0°C o a 20°C a través del sistema Peltier. Cada punto se registrd en estado

estacionario. Los datos se ajustaron segun el modelo de Carreau:

ny) = Ne + (o ~ Meo) Ecuacién I11.3.2

[1+ (tey)?2 M

Donde:

No (Pa-s) es la viscosidad Newtoniana o registrada en condiciones at rest,
N~ (Pa-s) es la viscosidad limite (tiempo t—<),
Tc (S) es la constante de tiempo caracteristica,

M es una constante adimensional.
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111.3.3.2. Estabilidad quimica a la oxidacion de los sistemas
leche-pectina bajo luz UV-C

A cada una de las muestras de leche-pectina y leche descremada, luego de ser
expuestos a radiacién UV de onda corta de 200 a 280nm (UV-C) durante 0, 3 o 6h, se le

realizaron las siguientes determinaciones:

11.3.3.2.1. Determinacion de grupos carbonilo en las
proteinas

El contenido de grupos carbonilo generados en las proteinas en cada muestra de los sistemas
leche-pectina y control (leche descremada) se determind con un espectrofotometro (UV-1800,
Shimadzu, Japdn) a 370nm por su reaccion con DNPH, y utilizando un coeficiente de extincidon de

2,2 x 104 M-1cm1, para su cuantificacion.

Para ello, se tomaron alicuotas de las muestras de leche preparadas (1mg de proteina, ~30uL
de leche) fueron incubadas con 10mM de 2,4-DNPH en HCI 2M por 30min a temperatura ambiente.
Las proteinas fueron precipitadas con acido tricloroacético (TCA) 10% (concentracion final) y luego
recuperadas por centrifugacion. Los precipitados fueron lavados tres veces con de etanol/acetato de
etilo 1:1 vlv, y finalmente disueltos en 1mL de hidrocloruro de guanidina 6M (pH 2,3). Los resultados

fueron expresados como nmoles de grupos carbonilo/mg de proteinas.

111.3.3.2.2. Determinacion de la oxidacioén de grupos
sulfhidrilos

El contenido de grupos sulfhidrilo de las proteinas en cada muestra de los sistemas leche-
pectina se determin6 a 412nm con un espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Japon) utilizando el
procedimiento de Ellman con el reactivo DTNB utilizando un coeficiente de extincion de 1,37x104

M-1cm-1 para su cuantificacion.

Para ello, se tomaron alicuotas de las muestras de leche preparadas (1mg de proteina, ~30uL

de leche) fueron precipitadas con TCA 10% (concentracion final) y recuperadas por centrifugacion.
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Los precipitados fueron lavados tres veces con etanol/acetato de etilo 1:1 v/v, y finalmente disueltos
en hidrocloruro de guanidina 6M (pH 6,0). Posteriormente se agregd una solucion al 0,5% del
reactivo de Ellman y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 15min. Los resultados

fueron expresados como nanomoles de sulfhidrilos/mg de proteina.

111.3.3.2.3. Determinacién de ditirosina y N'-
formilquinurenina

El contenido de ditirosina de las proteinas generadas en cada muestra de leche se determind
mediante el aumento de la fluorescencia (espectrofluorémetro AMINCO-Bowman Serie 2, Thermo
Electron Corp., EE.UU.) utilizando longitudes de onda de excitacion y de emision de 325 y 410nm,
respectivamente. La ditirosina tiene un espectro de emision caracteristico de estandar auténtico con
un maximo a 410nm. El contenido de N-formilquinurenina (Y = AFU o unidades de fluorescencia
arbitrarias) se determin utilizando una longitud de onda de excitacion de 325nm y una longitud de
onda de emision de 435nm. La leche fue precipitada con TCA al 10% (5% concentracion final) y
centrifugada. El precipitado fue lavado con etanol/acetato de etilo 1:1 v/v y se lo resuspendié en 1mL
de clorhidrato de guanidina 6M (pH 6,0), quedando en solucidn la proteina. Las soluciones anteriores
(1mg/mL) fueron analizadas para determinar la presencia de ditirosina por fluorometria. La expresion
de los resultados de ditirosina se realizé como la relaciéon entre la intensidad emitida a 410nm y

350nm, la cual fue expresada como Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (AFU).

I11.3.4. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se reportan como la media aritmética y el desvio estandar para n replicados.
Los resultados fueron analizados a través de ANOVA (<0,05) seguido del test de comparaciones
multiples LSD (Least significant difference). Se utilizé el software GraphPad Prism (version 8, 2019,
EE.UU.).
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lIl.4. Resultados y Discusion

l1.4.1. Aplicacién de los polvos de berenjena P-P y P-CC

l1.4.1.1. P-CC y P-P como aditivos antioxidantes de queso
vegano untable de castafas de caju

Los quesos veganos untables o cremas de castafias de caju fueron preparados de acuerdo
con la formulaciéon resumida en la Tabla Ill.3.1 utilizando los polvos de berenjena P-P y P-CC
obtenidos segun se explica en 1.3.3.2 y 1.3.3.3. Las muestras fueron almacenadas durante 30 dias en
recipientes cerrados, protegidos de la luz y a 8°C. La actividad de agua fue de aproximadamente
0,962 para el sistema control y para la crema de castafias de caju conteniendo P-P, y de 0,978 para
el sistema conteniendo P-CC (Figura 1ll.4.1). Durante el almacenamiento refrigerado no se observo
un cambio significativo de la actividad de agua para los quesos de castafias de caju control y P-CC,
mientras que aumenté ligeramente para el sistema P-P (Figura 1l.4.1). La acidificacion del queso
con acido citrico para mayor estabilidad y requerimientos sensoriales dio un pH inicial de 4,75, y
disminuy6 significativamente a 4,32-4,35 a 30 dias de almacenamiento refrigerado debido a la

difusién y homogenizacion del acido citrico.

Tiempo (d)

Figura Ill.4.1. Actividad de agua y pH en funcién del tiempo de almacenamiento a 8°C de los quesos de

castafias de caju control (—), asi como con el polvo de berenjena agregado P-CC (—) o P-P (—) al 5%

203



80.0 - 4.50
70.0 - 4.00
+ 3.50
60.0
x 3.00
o
50.0 250
< x
S 400 200 ®©
x
| 1.50
30.0
1.00
20.0 0.50
10.0 + 0.00
Tiempo (d)
—8o—L* (%) (Control) —4—b* (Control) —o—L* (%) (PC)
—&—b* (PC) —0—L* (%) (Mes) —A—b* (Mes)
-m=2a* (Control) -8 a* (PC) == a* (Mes)

Control

Figura lll.4.2. Coordenadas de color del espacio CIELab (L*, a* y b*) en funcién del tiempo de
almacenamiento a 8°C (A) de los quesos veganos untables de castafias de caju control y conteniendo el
polvo de berenjena P-CC o P-P agregados al 5% p/p, asi como los correspondientes colores visualmente

observados (B).

La presencia de 5,0% de PC o Mes en el queso vegano de castafias de caju disminuy6 leve
pero significativamente la luminosidad (L*) del 73,5% (control) al 60% para el queso PC (Figura
l11.4.2), y el valor b* de + 19,27 a +15,65 para el queso PC, mientras que el parametro de color a* fue
+1,37 para el queso control, aumentando a +2,27 y +2,63 para los quesos Mes y PC (Figura 111.4.2).
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111.4.1.2. Efectos antioxidantes de los polvos de berenjena

Los frutos secos se utilizan regularmente para la preparacion de analogos de quesos para
veganos, siendo especialmente saludables por sus altos niveles en acidos grasos poliinsaturados,
pero por ello inestables a la oxidacion. La grasa es reportada como el componente principal de las
castafias de caju, con 48,3% del peso total, 79,7% de los cuales son &cidos grasos insaturados,
incluyendo el &cido oleico, que es el mas abundante (60,7%), seguido de linoleico (17,8%) y una
baja cantidad de acido linolénico (0,13%) (Rico et al., 2016).

El estado oxidativo de las muestras de queso untable de castafia de caju control, P-P y P-CC
(5,0% plp) se evaluaron durante el almacenamiento refrigerado (8°C) por 30 dias mediante la
determinacion del indice de peroxidos (Pl) y de las TBARS. Para el sistema control, se observa un
aumento del PI (Figura 111.4.3) con valor inicial de 0,080meq oxigeno/kg a valores de 2,3 y 3,7meq
oxigeno/kg después de 15y 30d de almacenamiento, respectivamente. P-P y especialmente P-CC
retrasaron el aumento de indice de peroxidos con respecto a la muestra control. Esta Ultima contiene
los antioxidantes naturales propios de las castafias de caju como los tocoferoles (Rico et al., 2016).
La misma conclusion puede obtenerse del muy alto aumento del MDA determinado a través del
ensayo de TBARS (Figura 111.4.4) para el sistema control durante el almacenamiento por 30d (desde
3,7 hasta 52,7 y 94,7mg MDA/kg queso untable) y el efecto antioxidante relevante mostrado por P-P
y especialmente por P-CC. El aporte de antioxidantes lipofilicos, tocoferoles, luteina y B-caroteno
(Tabla 1.4.2), y de compuestos fendlicos extraibles (Tabla 1.4.3) propios de P-CC y de P-P
evidentemente sumaron actividad antioxidante a las muestras de queso vegano untable. Por lo tanto,
los polvos de berenjena se comportaron como preservadores antioxidantes eficientes del queso
crema de castafias de caju cuando se usaron al 5,0% p/p. Estos resultados tienen también una
correlacién con la alta actividad antioxidante obtenida para los polvos de berenjena (Tabla 1.4.5),
siendo la actividad antioxidante de P-CC mayor que la de P-P, debido al mayor contenido de
antioxidantes lipofilicos (Tabla 1.4.2) y de compuestos fendlicos extraibles (Tabla 1.4.3) en P-CC.
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Pl (meq O,/kg queso

Tiempo=30d

Tiempo=15d

Tiempo=0d

mControl mP-P @P-CC

Figura lIl.4.3. indice de peréxidos para los quesos de castafias de caju control, los preparados con los polvos
de berenjena P-P y P-CC al 5% p/p.

Tiempo=30d

Tiempo=15d

TBARs (mg MDA/ Kg queso
vegano)

m Control mP-P mP-CC

Figura 1.4.4. Especies reactivas al TBARs para los quesos de castafias de caju control, y los preparados con
los polvos de berenjena P-P y P-CC al 5% p/p. Letras iguales sobre las barras indica diferencia no
significativa.
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En el momento en que muchos alimentos entran en almacenamiento, hay suficientes
perdxidos presentes para la iniciacion de reacciones via radical libre. Una multitud de productos
saturados podrian formarse a temperaturas normales de almacenamiento, como en la oxidacion de
lipidos. Una vez que se produce un radical libre, su alta reactividad al oxigeno provoca una rapida
conversion a un peroxido o hidroperoxido radicalario de los acidos grasos insaturados, los cuales
son bastante inestables y pueden descomponerse para producir mas radicales libres, iniciando asi
una reaccion en cadena. Es este mecanismo de descomposicion el responsable de los sabores y
aromas (flavors) rancios que se producen, asi como de la cantidad de otras reacciones que reducen
la vida util y el valor nutricional de los alimentos. En muchos casos, los alimentos se mantienen en
condiciones en las que se vuelven nutricionalmente inadecuados o inseguros debido a la formacion
de compuestos toxicos (Labuza et al., 1971). Los acidos grasos insaturados oxidados pueden a su
vez descomponerse en productos de oxidacion secundaria como el 4-hidroxinonenal (HN) y el
malondialdehido (MDA). EI MDA puede formarse a partir de los acidos grasos poliinsaturados, y es
uno de varios productos finales formados a través de la descomposicion de productos de
peroxidacion lipidica. EI método TBARS no es especifico para MDA. Los productos de degradacion
de peroxidos grasos distintos del MDA también son positivos para la reaccion con el &cido
tiobarbitarico (TBA) (Catalén et al., 2018). Zacheo et al. (2000) estudiaron los cambios en la
composicion de los aceites de avellanas y almendras, los cuales presentan contenidos altos de acido
oleico y é&cido linoleico. Los datos que reportan demuestran que, en las almendras, durante el
envejecimiento natural, hay una reduccién en la concentracién de lipidos, la formacion de HP y la
acumulacion de MDA. La evidencia adicional de que la oxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados ocurre en el almacenamiento a largo plazo surge de la disminucion de los de acidos
grasos. Como resultado, no solamente se destruyen los lipidos, sino que también se desencadenan
reacciones complejas que generan una variedad de productos con sabores desagradables y

potencialmente toxicos.

207



111.4.1.3. Estudio reolégico del queso vegano untable de castafias
de caju

Las mediciones reoldgicas son importantes en la industria alimentaria como herramienta para
la caracterizacion fisica de los alimentos. Su comportamiento reolégico depende de sus
componentes quimicos, estructuras moleculares, interaccion intra e intermolecular y dispersion
(Jiang et al., 2015). La reologia de productos alimenticios complejos juega un papel importante en el
control de calidad, en muchos casos determinando la aceptacion del consumidor (Diaz-Ocampo et
al., 2014). Desde el punto de vista de la ingenieria, las propiedades viscoelasticas son muy utiles en
el disefio y prediccion de la estabilidad del producto (Augusto et al., 2013) y son muy sensibles a la

composicion quimica y a las interacciones entre los componentes.

Se puede observar en la Figura 1l.4.5 los espectros mecanicos de los diferentes quesos
untables en el momento inicial del almacenamiento. Los valores de G' fueron superiores a los de G"
en todo el rango de frecuencia estudiado y separados en menos de un ciclo logaritmico, indicativo de
la existencia de una red tipo “gel débil” formada por agregados de particulas. G” es dependiente de
la frecuencia en todo el rango de frecuencia angular. G' estd directamente relacionado con la
densidad de enlaces o entrecruzamientos, fisicos o quimicos, en la red constituyente del gel (Alvarez
et al., 2017). Se reportd el mismo comportamiento reologico para formulaciones de tahini de girasol
industrial (Muresan et al., 2014) y para geles de garbanzo desarrollados con diferentes

formulaciones (Canet et al., 2015).
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Figura lll.4.5. Espectros mecanicos del queso vegano untable de castafia de caju control y con la adicién de

5% p/p de polvo de berenjena P-CC o P-P a tiempo cero de almacenamiento a 8°C.

En el caso de P-P, sus fibras no modificaron el espectro mecanico al ser comparado con el
queso analogo control, mientras que la presencia de las fibras de P-CC aument6 los médulos
elastico (G') y viscoso (G") del queso vegano untable, aunque en la misma proporcion (tan 6 =~
0,228) que en los otros sistemas (tan & ~ 0,233). Este efecto puede deberse al mayor contenido de
pectina y celulosa de P-CC (Tabla 1.4.1). Por otro lado, los mddulos G'y G" no cambiaron durante el
almacenamiento de 15 y 30 dias para el control (Figura lll.4.6 A) ni para P-CC (Figura lll.4.4 B),
mientras que los mdédulos G'y G" disminuyeron, y en la misma proporcién (tan 6 =0,215), después
de 30 dias de almacenamiento para el queso untable con P-P (Figura. 11l.4.6 C). Este dltimo
resultado podria deberse probablemente al aumento de la actividad del agua después de 30 d de
almacenamiento. Se pudo observar que, en el tiempo de almacenamiento, no hubo una variacion
significativa en los espectros mecanicos de los sistemas (Figura 11.4.6), lo cual indica que la
formulacion del queso untable de castafias de caji conteniendo P-CC es reolégicamente estable
bajo las condiciones de almacenamiento y por el tiempo estudiado.
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Figura 111.4.6. Espectros mecanicos del queso vegano untable de castafia de caju control (A) y con la
adicién de 5% p/p de polvo de berenjena P-CC (B) o P-P (C) a 0, 15y 30 dias de almacenamiento a 8°C.
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l11.4.2. Pectinas extraidas de los polvos de berenjena P-P y P-CC

l1.4.2.1. Pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS en leche descremada

Se prepararon sistemas de leche descremada con cada pectina de bajo DM (PC, PCUS, Mes
y MesUS), a una concentracion de 0,5% plv, pectinas que fueron extraidas de los polvos de
berenjena (seccién 11.3.3). La composicion de la leche descremada utilizada fue, resumidamente, de
1,0% p/v de grasa total con 0,6% de grasas saturadas; 3,0% p/v proteinas y 105mg de calcio/100mL
de leche (seccioén II1.3.1). Se us6 la mayor concentracidn posible de pectina sin que se observara la
formacion de agregados, obteniendo soluciones homogéneas, con la finalidad de tener la mayor

cantidad de compuestos fendlicos extraibles posible disueltos en el suero de la leche.

Tabla l.4.1. Coordenadas CIE-Lab de color de los sistemas de leche sin y con 0,5% p/v de pectina

PC, PCUS, Mes o MesUS agregada, antes de la exposicion con luz UV-C.

Leche Leche Leche Leche +
+PC + PCUS + Mes MesUS

Leche

L*a 85,54 + 0,03 67,58 + 0,01 64,3¢ £ 0,04 68,70 + 0,02 70,1E+0,2
g -3,54+ 0,01 0,88 £ 0,01 1,3¢ + 0,01 -0,60 £ 0,01 -1,1E+ 0,02
b*a 6,42 £ 0,01 10,28 + 0,02 10,38 + 0,01 9,4¢ £ 0,1 10,68 + 0,03

aSe notifican las medias y las desviaciones estandar para n = 10. Diferentes letras mayusculas como

superindices en una fila dada indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados.

Las coordenadas de color de las soluciones preparadas con la leche, sin y con agregado de
0,5% p/v de pectina se informan en la Tabla Ill.4.1. El parametro L* estuvo entre el 64,3 y el 70,1%,
siendo menor para los sistemas PC y PCUS, con mayor contenido de compuestos fendlicos
extraibles (Tabla 1.4.3). Por otro lado, los valores a* estuvieron entre -1,1y +1,1, mientras que los de
b* variaron entre +9,4 y +10,6. De acuerdo con estos resultados, las soluciones lacteas presentaron
diferentes tonalidades de marron (Figura 111.4.7).
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Se midieron los parametros de color de los sistemas de leche preparados antes de ser
expuestos a UV-C. Al comparar los cuatro sistemas de pectina + leche descremada con el sistema
control (leche), se observa una disminucién significativa (p<0,05) del parametro L* debido a la
coloracién aportada por los compuestos fendlicos presentes en las pectinas. El parametro a*
aumentd, desplazandose hacia tonalidades violetas, mientras que el pardmetro b* también aumento,
desplazandose hacia tonos amarillos. Por otro lado, no se detectaron cambios significativos en la
coloracion al exponer los sistemas de leche + pectina y la leche descremada control a las 6 horas de

exposicion a la luz UV-C.

Leche Leche + Mes Leche + MesUS Leche + PC Leche + PCUS

Figura l11.4.7. Color de los diferentes sistemas de leche sin y con agregado de la pectina (0,5% p/v) de
bajo grado de metilesterificacién aislada de la berenjena.

Las interacciones entre las proteinas y los polisacaridos se pueden clasificar ampliamente en
dos situaciones, repulsivas y atractivas, dependiendo de la naturaleza de los biopolimeros, sus
concentraciones, asi como las condiciones de la solucion. Cuando la proteina y el polisacarido llevan
carga opuesta pueden formar un complejo o agregado soluble (un sistema monofasico) o
precipitados insolubles (un sistema bifasico). Cuando la proteina y el polisacarido llevan la misma
carga, se consideran biopolimeros que no interactian. En tales circunstancias, pueden formar una
sola fase si los dos biopolimeros se distribuyen uniformemente a lo largo del medio o dos fases
distintas con cada biopolimero, distribuyéndose principalmente en una fase. Generalmente, el primer
fendmeno ocurre cuando ambos biopolimeros estan a baja concentracion, diluida, mientras que el
segundo fendmeno ocurre cuando ambos estan altamente concentrados. Se ha demostrado que la
pectina se adsorbe a través de las interacciones electrostaticas entre grupos carboxilato de la
pectina y los grupos catidnicos (-NH4*) de los aminoacidos de la caseina en sistemas de leche
acidificada diluida, donde la adsorcién tiene lugar a pH 5 o inferior. El pH, la fuerza idnica, la

densidad de carga en los polisacaridos y la concentracién de los polisacaridos, asi como factores de
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procesamiento, se consideran variables importantes para influir en las interacciones pectina-caseina
(Liang y Luo., 2020). Dado que la adsorcién de pectina sobre micelas de caseina es un
comportamiento interfacial, también esta fuertemente dictada por la concentracion de pectina. En
general, el porcentaje en peso de micelas de caseina en la leche descremada es de
aproximadamente 2,5%. La pectina no se adsorbe sobre las micelas de caseina en la leche
descremada a su pH natural de 6,7. A una concentracion de pectina mas baja (< 0,5%), la mezcla
sera cosoluble y formara una solucidon estable. La adicion excesiva de pectina podria, en
consecuencia, resultar en incompatibilidad termodinamica, lo que llevaria a una floculacion por
agotamiento con una fase rica en particulas de proteinas y una fase rica en el exceso de

polisacarido (Maroziene y De Kruif, 2000).

l1.4.2.2. Comportamientos reoldgicos de los sistemas Leche-
Pectina

El contenido de calcio propio de la leche descremada (seccién 1l.3.1) y el contenido de
acidos urdnicos de las pectinas analizadas (Tabla 11.4.4) implican que habia disponible entre 13,8 y
16,0mg de ion calcio/g &cidos uronicos en las muestras de leche y pectina agregada (5mL
leche/placa conteniendo 0,5% p/v de cada pectina) (seccién l11.3.3). Por lo tanto, el contenido de ion

calcio de las muestras de leche no resultaba suficiente para que gelificara la pectina agregada.

En curvas de flujo, esto es, de viscosidad versus velocidad de corte (Figura 111.4.8), la leche
descremada (pH 6,65 £ 0,02) mostré un comportamiento de fluido Newtoniano a 8,0°C, con una
viscosidad constante, independiente de la velocidad de corte, de 0,0012Pa-s o 0,012Poise. En
cambio, la adicién de pectina PC, PCUS, Mes o MesUS modifico el comportamiento reolégico de la
leche al de fluido pseudoplastico, con caida de la viscosidad al aumentar la velocidad de corte por
encima de 0,003s (Figura 111.4.8). Esto seria debido a la formacién de una red a través de la
interaccion electrostatica entre al menos 14 grupos carboxilato contiguos (pKa de la pectina = 3,5-
4,5; Zhang et al., 2015) pertenecientes a cadenas de pectina vecinas y iones calcio en una
conformacién simil caja de huevos, la cual seria degradada por cizalla a velocidades de corte
encima de 0,003s™. El ajuste (R?2 = 0,975-0,988) (Figura 111.4.8; lineas continuas) de los datos
experimentales al modelo de Carreau (Ecuacioén 111.3.2) mostrd valores de viscosidad Newtoniana
(no) entre 60 y 275Pa-s, valores de viscosidad infinita (n~) de = 0,016Pa-s a velocidades de
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cizallamiento terminal, tiempos de relajacion caracteristicos (1c) entre 215y 300s, y un exponente M
de = 0,54.
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Figura 11.4.8. Curvas de flujo a 8°C de los diferentes sistemas de leche descremada y de leche +

pectina de berenjena al 0,5% (p/v).

La formacién de gel depende principalmente de la interaccidn calcio-pectina con micelas de
caseina que sblo reducen el agua libre disponible para la gelificacion. Al pH de la leche, la k-caseina
actlia como una barrera electrostatica y fisica hacia la agregacion de micelas de caseina adyacentes
(de Kruif, 1999) y las pectinas de bajo metoxilo permanece dispersa en la fase acuosa del suero de

leche.

Harte et al. (2007) estudiaron el comportamiento reoldgico de pectinas de bajo DM y leche
descremada. Observaron que la migracién ionica de calcio de las micelas de caseina al suero lacteo
durante la acidificacion promueve la interaccién entre las pectinas de bajo metoxilo antes de que
ocurra la agregacion isoeléctrica de las micelas de caseina. Los resultados indicaron que a medida
que el pH disminuye de 5,0 a 4,9, las propiedades reoldgicas de las mezclas de micela de caseina -
pectina de bajo DM dependen principalmente de la concentracion de calcio idnico en el suero. La

interaccion pectina-caseina en productos lacteos es un proceso de 2 pasos: primero la interaccion
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pectina-caseina micelar, dependiente del calcio, solubilizada a medida que el pH se acerca de 5,0 a
4,9, y segundo la interaccion pectina-caseina en el rango de pH 4,9 a 4,0. A medida que el pH se
acerca a 6 los iones calcio migran de la micela de caseina a la fase acuosa del suero y promueven
el entrecruzamiento entre las cadenas de pectina de bajo DM. Cerca de pH 5,0, las micelas se
vacian de calcio idnico, la k-caseina colapsa y se produce una agregacion maximizada de pectina
inducida por calcio. Una disminucion adicional en el pH a ~4,6, promueve la agregacion isoeléctrica

de micelas de caseina y contribuye a la formacion de complejos caseina-pectina.

Zidi et al. (2019) realizaron estudios de pectina de bajo DM en leche de camello. Observaron
que la presencia de pectina de bajo DM tuvo un impacto no solo en la viscosidad aparente sino
también en el tamafio de las particulas de caseina, y una influencia importante en sus propiedades
reoldgicas durante la formacién de geles acidos de leche. La adicion de pectina aumentd la
viscosidad de todos los sistemas y las propiedades reoldgicas dependian de la concentracion de la

pectina de bajo DM agregada.

Aunque la caseina y la pectina han recibido su interés respectivo como ingredientes
alimentarios bioactivos, a menudo también se estudian juntas para mejorar las propiedades
fisicoquimicas a fin de complementar la funcionalidad de cada una y dar lugar a nuevas aplicaciones

tanto en la industria farmacéutica como en la alimentaria (Liang y Luo, 2020).

l1.4.2.3. Efecto antioxidante de las pectinas

El efecto antioxidante de las pectinas PC, PCUS, Mes y MesUS fue evaluado a través de su
potencial para evitar que las proteinas de la leche descremada (1,0% de grasa lactea; 0,6% p/v
grasas saturadas; 3,0% p/v proteinas; seccion lI1.3.1) se fotooxidaran (radiacion UV-C: 200-280nm)

en el aire a 25°C.
Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar o inhibir la oxidacién de proteinas al

inhibir el inicio o la propagacidn de las reacciones de oxidacion en cadena. La actividad antioxidante

de los compuestos fendlicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que pueden
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desempefiar un papel importante en la fijacién y neutralizacion de radicales libres, la extincion del

oxigeno singlete y triplete, o la descomposicion de los perdxidos (Zheng y Wang, 2001).

Se sabe que los compuestos fendlicos tipicos que poseen actividad antioxidante son
principalmente acidos fenolicos y flavonoides. Los &cidos fendlicos han sido repetidamente
implicados como antioxidantes naturales en verduras, hortalizas y frutas como la berenjena. Por
ejemplo, el &cido cafeico y el acido ferulico y sus respectivos derivados estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Como se reportd en el Capitulo I, el polvo de berenjena esta
constituido principalmente por derivados de acidos hidroxicinamicos (Tabla 1.4.3), al igual que las
pectinas extraidas en el Capitulo Il (Tabla 11.3.7). Se ha encontrado que el acido cafeico y derivados

tienen una alta actividad, comparable a la del flavonoide quercetina (Larson, 1988).

La oxidacidn es el resultado de procesos metabdlicos naturales, pero la formacién excesiva de
especies reactivas como los radicales libres puede dafiar biomoléculas importantes en el organismo
vivo. La oxidacion de proteinas se define como la modificacién covalente de una proteina inducida
directamente por ROS (*O2 , *OH, RO;*, RO*, HO; ). El dafio oxidativo a las proteinas puede

afectar sus funciones estructurales, como receptores, enzimas, transporte (Celi y Gabai, 2015).

La fotooxidacion de la caseina ocurre comunmente durante el procesamiento y
almacenamiento de la leche (Rossi et al., 2022). Principalmente la riboflavina (vitamina B2 = 5uM en
la leche) pero también las porfirinas (protoporfirina IX) son los fotosensibilizadores naturalmente
presentes que inducen la formacion de ROS en estado excitado bajo la luz, incluido el oxigeno

singlete.

Después de la exposicion a la radiacién de longitud de onda corta, en el rango UV-C (200 a
280nm), a 25°C, en presencia del oxigeno molecular (O2) del aire, se produjo la fotooxidacion de las
proteinas de la leche descremada como se infiere de la disminucién mas rapida de su contenido de
grupos sulfhidrilo o tiol (-SH) (Figura 111.4.9 A) y, especialmente, en la generacion mas rapida de
grupos carbonilo (-C=0) (Figura 111.4.9 B), de N-formilquinurenina (Figura 1.4.10 A) y de ditirosina

(Figura 111.4.10 B). El entrecruzamiento de las proteinas en la caseina y su agregacion es una
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consecuencia importante de la exposicion de las proteinas de la leche a la luz en presencia de aire
(Rossi et al., 2022).
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Figura 111.4.9. Cinética de pérdida del grupo sulfhidrilo (A) y de formacion del grupo carbonilo (B) en leche
descremada para los tiempos de exposicion a radiacion UV-C (25°C) trazados en las abscisas. Las barras de

error indican la desviacion estandar (n = 3).
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desviacion estandar (n = 3).
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Para la leche descremada, el contenido de sulfhidrilo (Y) decae en el momento de la
exposicion (t), con respecto a su contenido inicial (Yo), ajustandose a una cinética de primer orden
(Ecuacion 111.4.1) (Figura 11.4.9 A; linea continua) con una constante cinética de velocidad (k) de
0,079h-" (Tabla ll.4.2). La misma cinética se determind para muestras de leche descremada con
pectina agregada, aunque con valores significativamente (p < 0,05) menores de k, entre 0,053h-1y
0,064h-1. Por otro lado, la generacién de carbonilo también se ajusta, estadisticamente, al mismo
orden cinético (Figura 111.4.9 B; linea continua), y con un valor k de 0,24h-" para la leche
descremada (Tabla 11l.4.2). La adicion de pectinas ralentizé las constantes de velocidad hasta
0,136-0,17h-".

Y =Y, e e ®  (Ecuacion IIl.4.1)

La formacién de grupos carbonilo en las proteinas es la transformacion irreversible mas
frecuente y también la mas estudiada. La acumulacion de carbonilos se ha observado en varias
enfermedades humanas. Las proteinas pueden oxidarse de mas de 35 maneras, y muchas de estas
modificaciones implican alguna forma de carbonilo (Celi y Gabai, 2015). Los grupos carbonilo
(Figura 111.4.9 B) resultan de la oxidacion (mediada por radicales libres) de las cadenas laterales

alifaticas de los aminoacidos componentes de las proteinas (Hawkins y Davies, 2019).

La cisteina de la caseina y la metionina, amino&cidos que contienen atomos de azufre (Figura
11.4.9 A), son particularmente propensas al dafio por estrés oxidativo. En el caso de la cisteina, la
oxidacion conduce a la formacion de enlaces disulfuro, disulfuros mixtos y radicales tihilo, mientras
que el sulféxido es el principal producto de oxidacion de la metionina (Celi y Gabai, 2015). Las
reacciones secundarias que ocurren entre las cadenas laterales de las proteinas oxidadas y el -SH
de los mondmeros de cisteina de la caseina, a través de la adicion de Michael a las quinonas que se
forman de la tirosina, producen especies glutationiladas o aductos de proteinas covalentes. Por lo
tanto, la a-caseina oxidada reacciona con la k-caseina nativa para generar agregados de alta masa
molecular (Rossi et al., 2022). Otros entrecruzamientos novedosos pueden formarse mediante una
reaccion similar a la adicion de Michael que involucra otros aminoacidos oxidados en proteinas

componentes de la caseina (Rossi et al., 2022).
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El grupo tiol libre de la cisteina sufre facilmente una oxidacion reversible para formar un
puente disulfuro (-S-S-) que puede ser "reparado” en presencia de un donante de tiol como el
glutation. Pero también son susceptibles a dafios irreversibles por condiciones oxidativas. En
ausencia de una proteccion antioxidante adecuada, estos sitios reactivos pueden volverse indtiles
debido a este dafio irreversible (Griffiths, 2000).

Por otro lado, la formacién de N-formilquinurenina (Figura 111.4.10 A; linea continua) y de
ditirosina (Figura 111.4.10 B; linea continua) en leche descremada se ajusta estadisticamente a una
cinética de primer orden, pero los productos se generan por separado mediante reacciones
competitivas (Ecuacion 11.4.2). Por lo tanto, se alcanza una concentracion de equilibrio ( Ymax) en el
tiempo t—< que fue mayor para la formacion de N-formilquinurenina (10,52AUF) que para la de
ditirosina (2,6 1AUF) (Tabla I11.4.2).

Y = Ypax® (1 — e %) (Ecuacion 111.4.2)

Los valores de k determinados para la generacion separada de N-formilquinurenina (0,069h-1)
y de ditirosina (0,58h-") (Tabla 11l.4.2) mostraron una generacién mas rapida de ditirosina. En
cambio, las muestras de leche con pectina agregada mostraron valores mas bajos de Ymax, entre
2,6AUF y 3,1AUF para N-formilquinurenina, y entre 1,66AUF y 2,1AUF para la ditirosina (Tabla
111.4.2).

La N-formilquinurenina (Figura 111.4.10. A) es un producto de carbonilacion de la oxidacion del
triptofano (Scheidegger et al., 2010). La energia emitida por la radiacién UV puede ser absorbida
directamente por el triptofano, produciendo un intermediario excitado. El radical puede disiparse a
través de la transferencia a oxigeno disuelto, produciendo *O; , por antioxidantes o mediante la
transferencia de carga. En ausencia de transferencia de carga, el triptofano sufre una abertura del
anillo después del ataque por radicales hidroxilo (*OH) para producir predominantemente N-
formilquinurenina y quinurenina (Griffiths, 2000).

Segun Rossi et al. (2022), la mayoria de los trabajos anteriores se han centrado en detectar y

cuantificar la ditirosina (Figura 111.4.10 B) que se forma en la dimerizacién de dos radicales fenoxilo
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derivados de la tirosina. Las reacciones secundarias que ocurren entre las cadenas laterales de las
proteinas oxidadas y el grupo —SH de las cisteina de la caseina via adicién de Michael a las
quinonas formadas a partir de las tirosinas, producen especies glutationiladas o aductos covalentes
de proteinas. La ditirosina es una molécula fluorescente que representa una de las modificaciones
normales de las proteinas, lo que implica un entrecruzamiento proteina-proteina a través de la union
tirosina-tirosina (ditirosina). Ademas, la ditirosina se puede encontrar como el producto del estrés
oxidativo o nitrativo en una serie de enfermedades como en la placa aterosclerdtica, el tejido

cerebral del Alzheimer, el plasma sanguineo humano y la orina (Baptista et al., 2017).

Yildirim et al. (2018) estudiaron los efectos de una variedad de compuestos fendlicos en la
estabilidad de la leche y encontraron una mayor estabilidad de la leche descremada después de la
adicion de extractos de té verde. Ademas, reportaron una mayor estabilidad de la leche cuando se la
fortifica con café, cacao, té, vino tinto, cascara de coco, hojas de roble. Se informé que la oxidacion
de compuestos fendlicos a o-quinonas y una mayor interaccion con los residuos de aminoacidos

podria ser la razon de una mayor estabilizacion de las micelas de caseina.

Las pectinas PC y PCUS parecieron ser mas efectivas (k = 0,053h-") para ralentizar la pérdida
de cisteina (grupos -SH) de las proteinas lacteas (Figura I11.4.9 A) que las pectinas Mes y MesUS (k
= 0,064h-1 para ambas pectinas). Este resultado coincidié con una mayor capacidad antioxidante
(ensayos DPPH y FRAP) de PC y PCUS pectina (Tabla 1.4.10), que puede reflejar mayores
contenidos de tocoferoles, B-caroteno y luteina (Tabla 11.4.6), y el mayor contenido de algunos
compuestos fendlicos (Tabla 11.4.8). Se cree que el oxigeno singlete es responsable de la oxidacién
de la metionina a metional (reaccion de tipo Il), mientras que la formacion de ditirosina es
principalmente el resultado del mecanismo de tipo | sin ningun papel significativo del oxigeno

singlete (Scheidegger et al., 2010; Baptista et al., 2017).
Zheng y Wang (2001) observaron que hubo una correlacion lineal positiva entre el contenido

de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de una serie de hierbas las cuales, mediante su

estudio, resultaron ser una fuente potencial eficaz de antioxidantes naturales.
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Tabla 111.4.2. Pardmetros cinéticos de degradacion fotooxidativa de grupos sulfhidrilo y de formacion
de carbonilo, ditirosina y N-formilquinurenina a partir de leche descremada tal cual o con agregado
de 0,5% p/v de pectina extraida de la berenjena (PC, PCUS, Mes y MesUS) luego de expuesta a
radiacion UV-C en aire a 25°C.

Leche Leche-PC Leche-PCUS Leche-Mes Leche-MesUS
Y=Y, ekt (cinética de primer orden)
Sulfhidrilo

Yo (h) 19,3540,15 19,70+0,17 19,46+0,21 19,15+0,18 19,64+0,20

k (h)? 0,079+0,002  0,054+0,003  0,053+0,003  0,064+0,003  0,064+0,003

ti2 ()1 8,80 12,81 13,1 10,82 10,80
R? 0,9937 0,9843 0,9743 0,9859 0,9846
Y=Y, ekt (cinética de primer orden)
Carbonilo
Yo (h) 0,77+0,05 0,7410,07 0,60+0,04 0,7110,04 0,77+0,04
k (h)" 0,24+0,01 0,1410,02 0,1740,01 0,16+0,01 0,136+0,009
ty2 (h)2 2,91 5,00 4,02 4,31 5,08
R? 0,9897 0,8956 0,9658 0,9728 0,9727
Y(AFU) = Yyax (1 — e"”) (cinética de asociacion de pseudo-primer orden)
Ditirosina
Yuax(AFU)  2,61+0,08 1,8240,12 1,66+0,06 1,79£0,09 2,140,2
k (h)" 0,59+0,08 0,37+0,06 0,31£0,02 0,35+0,04 0,230,04
tiz (h) P 1,18 1,87 2,26 2,00 3,00
R? 0,9944 0,9893 0,9983 0,9953 0,9927

Y(AFU) = Yy (1 - e‘k't) (cinética de asociacién de pseudo-primer orden)

N-formilquinurenina

Yuax(AFU)  10,52+7,08 2,87+0,72 3,12+0,60 2,99+0,69 2,66+0,15

k (h)! 0,069+0,056 0,20+0,08 0,15+0,04 0,21+0,08 0,26+0,03

ty2 (h) 2 10,04 3,49 4,55 3,38 2,63

R? 0,9814 0,9669 0,9894 0,9691 0,9965

aTiempo de vida media (t1z): ti2= Ln(2)/k
bTiempo de vida media (t1z): Y= 0.5-Yuax cuando t= Ln(2)k  (ti)
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lll.5. Conclusiones

o Tanto el polvo de berenjena P-P como el polvo P-CC fueron antioxidantes naturales
eficientes en el queso vegano untable de castafias de caju durante el almacenamiento por
30 dias a 8°C (aw > 0,9600, pH = 4,75) cuando se usaron al 5,0% p/p.

o La adicion de polvo P-P al 5% p/p en el queso vegano untable de castafias de caju
no modificé el espectro mecanico en el momento inicial del almacenamiento en comparacion
con el sistema de control, mientras que el agregado de P-CC aumentd ligeramente los
maodulos elasticos (G') y viscoso (G"), aunque manteniendo la relacion entre ellos (tan 0).
Los mddulos G'y G" no cambiaron en el queso vegano untable conteniendo PC durante los
30 dias de almacenamiento a 8°C, mientras que ambos modulos disminuyeron ligeramente

para el queso con 5% p/p de P-P agregado.

o Los antioxidantes coextraidos en las pectinas de berenjena (PC, PCUS, MES y
MesUS) dieron un valor adicional a las pectinas desde un punto de vista tecnoldgico ya que
mostraron actividad antioxidante sobre las proteinas de la leche descremada al protegerlas
de la fotooxidacion por radiacién UV-C (200 a 280nm), especialmente a través de la
preservacion del triptofano, de la tirosina, de los aminoacidos con cadenas laterales

alifaticas y de los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina.

o El polvo de berenjena (céliz, exocarpio y mesocarpio-placenta-nucleo) y las pectinas
extraidas de los mismos mostraron ser buenos aditivos en alimentos, los cuales podrian ser
agregados en formulaciones para mejorar las propiedades reoldgicas, organolépticas y

nutricionales.
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Conclusiones Generales

Se realizaron estudios conducentes a la recuperacién de la biomasa residual de la cosecha,
industrializacion y comercializacion del maiz (Zea mays) y de la berenjena (Solanum melongena L),
agregandole valor al convertirla en pectinas antioxidantes y polvos con fibra dietariay antioxidantes,

utiles como nutrientes y aditivos alimentarios.

El polvo RIA-PB, obtenido por deshidratacion del residuo insoluble en etanol de las bracteas
del maiz, estaba compuesto principalmente de polimeros de la pared celular, con bajo contenido de
pectina (4,5%), alto contenido de arabinoxilanos (<31,7%) y celulosa (29,8%), ademas de estar
constituido por acidos ferulicos. Dada su composicion, el RIA-PB fue utilizado para la obtencion de
pectinas, donde se incluyd una etapa de hidrdlisis alcalina por la presencia de los esteres de &cido
ferulico para asi lograr la liberacion de las pectinas. A partir del polvo RIA-PB se logrd obtener
pectinas (MP y MP-US). A través del tratamiento con ultrasonido (US) y alcalino, seguido de
agitacién en presencia de la enzima celulasa, se logré obtener MP-US, la cual se caracterizo por
tener bajo grado de metilesterificacion y una excepcional solubilidad en agua, sin agregacion de
macromoléculas, segun lo observado mediante microscopia de fuerza atomica (AFM). Tanto la
pectina MP-US como la pectina MP (obtenida sin tratamiento de US) mostraron alta sensibilidad al
ion calcio, formando redes tipo "gel débil" termo-irreversibles incluso con bajos niveles de Ca?*
(5mg/g AU). Por otro lado demostraron capacidad para formar quelatos con iones Fe(ll), formando
redes tipo "gel débil" termo-reversibles. Estas propiedades sugieren la aplicacion potencial de estas

pectinas como modificadores de textura en alimentos y matrices portadoras de farmacos.

Los polvos preparados a partir de la cascara y calices (P-CC) y del resto del fruto de la
berenjena (P-P) fueron caracterizados quimicamente donde: P-CC exhibié mayores contenidos de
pectina y celulosa, asi como menor contenido de lignina en comparacién con P-P. Esta composicion
explicaria las mejores propiedades de hidratacién de P-CC. Ambos polvos, demostraron
propiedades antioxidantes significativas debido a su composicion alta en compuestos fenolicos
extraibles, carotenoides y luteina. P-CC se destaco por su mayor contenido de compuestos fendlicos
extraibles, mientras que P-P mostrd un alto contenido de acido cafeoilquinico, relacionado con

citotoxicidad. P-CC presentd una antocianina, delfinidina-3-rutinésido, sin citotoxicidad en el rango
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de concentracion estudiado. Tanto P-P como P-CC demostraron ser eficientes antioxidantes
naturales y podrian valorizarse como aditivos alimentarios, mejorando las propiedades reoldgicas,
organolépticas y nutricionales en productos veganos como el anélogos de queso, desarrollados a

base de frutos secos.

El pretratamiento con ultrasonido de alta potencia caus6 un mayor dafio en la estructura de la
pared celular de P-CC en comparacion con P-P. Debido al contenido de acido ferulico esterificado,
los métodos de extraccién de pectinas incluyeron una etapa de hidrélisis alcalina (fuerte como el
NaOH o suave, con Na,COs) para liberar las pectinas. El pretratamiento con ultrasonido durante 10
minutos para una relacion de 10g P-CC o P-P:200mL agua mostrd ser la condicién mas eficiente
para la extraccién de pectina, logrando un alto rendimiento y bajo consumo de energia. Las pectinas
obtenidas fueron principalmente homogalacturénanos (HGs) con bajo grado de metilesterificacion y
baja proporcion de RG-I. El pretratamiento con ultrasonido resulté en pectinas con menor peso
molecular y menor polidispersidad. Las pectinas, obtenidas con o sin pretratamiento con ultrasonido,
mostraron capacidad antioxidante debido a los compuestos fendlicos coextraidos, junto con niveles
bajos de [-caroteno y luteina. Sin agregado de calcio, las pectinas de la berenjena, a
concentraciones de 1,50 y 2,0% plv, exhibieron comportamientos de flujo con umbral de fluencia
seguido, en general, de flujo Newtoniano, habiendo formado redes estructuradas en reposo. En
presencia de calcio agregado, las pectinas de berenjena se entrecruzaron con calcio, actuando
como espesantes inclusive en ausencia de iones calcio. Los antioxidantes coextraidos hicieron que
las pectinas mostraran actividad antioxidante sobre las proteinas de la leche descremada,

protegiéndolas de la fotooxidacion por radiaciéon UV-C.

Las bracteas del maiz y los tejidos desechados de la berenjena pueden ser valorizados
eficientemente para la obtencion de polvos ricos en fibras y antioxidantes y pectinas antioxidantes
utiles que podrian mejorar las caracteristicas reologicas y nutricionales de los alimentos, destacando

su potencial como aditivos alimentarios naturales.
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