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RESUMEN

En la ultima década con el avance continuo de la ciencia se ha logrado evidenciar
varios efectos beneficiosos de los diferentes compuestos fendlicos sobre la salud
humana como potencial antioxidantes, control de procesos metabdlicos, etc. El
consumo continuo de compuestos antioxidantes es relacionado con la prevencién
de enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) como cancer, diabetes,
enfermedades crénicas respiratorias y cardiovasculares, ya que su desarrollo se
asocia con el estrés oxidativo. Por este motivo, se ha buscado productos naturales
gue se consuman normalmente en la dieta y tengan capacidad antioxidante, como
son los frutos, legumbres, tubérculos, entre otros. Ecuador es conocido por ser un
pais con gran diversidad de flora, lo que ha motivado que se desarrollen distintos
tipos de jugos y bebidas basadas en productos vegetales. Este habito puede
producir beneficios para la prevencion de enfermedades que se relacionen con la
edad y el estilo de vida de las personas. Por tal razon, el objetivo general de este
estudio fue determinar el perfil fendlico de los principales frutos, granos y
tubérculos consumidos en la region sierra de Ecuador. Para lo que se realizé una
extraccion con un disolvente organico, como es el metanol (80%). Para la
caracterizacion de los acidos fendlicos se empled la técnica de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con una fase mévil compuesta de acido férmico
(0.1%) y acetonitrilo puro. De este analisis se obtuvo que los frutos son los
productos vegetales con mayor variedad y contenido de acidos fendlicos, siendo el
babaco, cacao y tomate de arbol el fruto con mas variedad y la vainilla el de mayor
concentracion de acidos fendlicos totales (486,45 + 133,28 mg/100g de PS). Sin
embargo, el frejol blanco y la oca pertenecientes a los grupos de granos y
tubérculos respectivamente, también poseen una elevada concentracion de acidos
fendlicos totales. En conclusién, se recomienda realizar un andlisis mas extenso,
con un numero mayor de estandares y muestras homogéneas, con respecto a su

procedencia y etapa de maduracion.



ABSTRACT

In the last decade, with the continuous advance of science, has been possible to
demostrate several beneficial effects of the different phenolic compounds on
human health as potential antioxidants, control of metabolic processes, etc. The
continuous consumption of antioxidant compounds is related to the prevention of
chronic noncommunicable diseases such as cancer, diabetes, chronic respiratory
and cardiovascular diseases, since that as their development is associated with
oxidative stress. For this reason, it has been searched natural products that are
normally consumed in the diet and have antioxidant capacity, such as fruits,
legumes, tubers, among others. Ecuador is known for being a country with a great
diversity of flora and fauna, which has led to the development of different types of
juices and drinks based on vegetable products. This habit can bring benefits for the
prevention of diseases that are related to the age and lifestyle of people. For this
reason, the general objective of this study was to determine the phenolic profile of
the main fruits, grains and tubers consumed in the highlands of Ecuador. For which
an extraction was carried out with an organic solvent, such as methanol (80%). For
the characterization of phenolic acids, the high resolution liquid chromatography
(HPLC) technique was used with a mobile phase composed of formic acid (0.1%)
and pure acetonitrile. From this analysis it was obtained that the fruits are the
vegetal products with greater variety and content of phenolic acids. The babaco,
cocoa and tree tomatoe were the fruits with more variety and the vanilla the one of
greater quantity of total phenolic acids (486,45 + 133,28 mg/100g de PS).
However, the white bean and the goose belonging to the groups of grains and
tubers respectively, also have a high concentration of total phenolic acids. In
conclusion, it is recommended to perform a more extensive analysis, with a greater
number of standards and homogeneous samples, with respect to its origin and
stage of maturation.
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1. Antecedentes

El estrés oxidativo (EO) es el proceso que deteriora a las células, debido a la
formacion de radicales libres y es provocado por un desbalance entre los
compuestos antioxidantes y la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO).
La principal via endbégena para el desarrollo de estas especies se da por la
respiracion celular, producida en las mitocondrias. No obstante, hay otras causas
para que se generen las ERO que son: las relaciones epigenéticas y los factores
externos como los contaminantes ambientales, el estilo de vida, la comida con
bajo indice nutricional (comida rapida) y la radiacién (Ramirez-Garza et al., 2018).
Todo esto en conjunto provoca que se genere el estrés oxidativo, el que produce
una oxidacion de las diferentes biomoléculas (ADN, proteinas y lipidos) alterando
su estructura e inhibiendo su funciéon. Por lo tanto, el EO es considerado como un
factor muy importante en diferentes enfermedades crénicas no transmisibles
(ECNT) como: enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus,
enfermedades respiratorias cronicas, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral

amiotrdfica, etc. (Maslov et al., 2018).

El estrés oxidativo afecta a varios procesos de los organismos como son la
sefnalizacion celular y las distintas funciones que realizan varios tipos de células
como las sanguineas, tumorales y nerviosas (Ramirez-Garza et al., 2018). De
hecho, elevados niveles de ERO se consideran como una de las razones
principales causas para la generacion de ECNT. Por ejemplo, la formacién del
cancer y su progresion se relacionan con el EO, debido al aumento de mutaciones
o dafos en el ADN (Maslov et al., 2018).



Hoy en dia existen terapias para las enfermedades crénicas no transmisibles con
dietas basadas en alimentos ricos en antioxidantes (Medina, Gil-lzquierdo,
Durand, Ferreres, & Dominguez-Perles, 2018). Los antioxidantes son
biomoléculas que se encuentran de forma natural en la dieta (frutas y verduras) o
a través de compuestos sintéticos y previenen la oxidacion de otras moléculas
(Ghaffari & Roshanravan, 2019). Estos se encargan de neutralizar el dafio
causado por los radicales libres. Hoy en dia, entre los antioxidantes de mayor
interés encontramos los compuestos fendlicos (grupo al que pertenecen los acidos
fendlicos), vitamina C, vitamina E, B-carotenos, antocianinas, licopenos y taninos
(Medina et al., 2018).

Entre los compuestos mencionados, encontramos a los acidos fendlicos que son
fitoquimicos antioxidantes producidos como metabolitos secundarios en las
plantas y constituyen uno de los grupos mas abundantes de compuestos
organicos del reino vegetal. Inclusive se ha determinado un aproximado de 8000

diferentes compuestos fendlicos (Al Jitan, Alkhoori, & Yousef, 2018).

En la actualidad existen estudios que comprueban los efectos beneficiosos que
tienen los acidos fendlicos de fuentes naturales sobre la salud humana. Inclusive
se ha logrado asociar el consumo de alimentos ricos en acidos fendlicos con la
prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles como los trastornos
cardiovasculares, el cancer y la diabetes, debido a su relacion con el estrés
oxidativo (De la Rosa, Moreno-Escamilla, Rodrigo-Garcia, & Alvarez-Parrilla,
2018).

Estudios previos sugieren que existe una relacion entre el consumo de acidos

fendlicos y el cancer. Al evaluar la actividad antioxidante y la influencia de los



acidos sobre la viabilidad celular, la progresiéon celular y la tasa de apoptosis en
células de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) se han obtenido resultados
que demuestran que los acidos 3,4-dihidroxifenilacético, p-cumarico, vanilico y
ferulico reducen la viabilidad celular en el cancer de colon humano, siendo el acido
3,4-dihidroxifenilacético la sustancia con mayor potencial para estudios in vivo
(Rosa et al., 2018).

En la actualidad se ha incrementado la demanda sobre informacion de alimentos
naturales ricos en compuestos antioxidantes a nivel mundial y se conocer de
forma general que los cereales, los frutos, las hojas, los granos, las semillas, los
tubérculos son alimentos con alta concentracion de estos (De la Rosa et al., 2018).
Sin embargo, cabe mencionar que la sierra ecuatoriana posee como peculiaridad
sus condiciones ambientales (clima, presion, etc.), las que someten a la planta a
un estrés abidtico, lo que puede modificar la concentracion de acidos fendlicos en

los productos vegetales.

En Ecuador se han realizado reportes sobre los antioxidantes de algunos frutos
donde se ha comprobado que el taxo y la mora de castilla tienen una elevada
concentracion de acidos fendlicos totales (Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin, 2008).
Inclusive se ha identificado que la oca posee elevada concentracién de acidos

fendlicos (a. vanilico, a. cafeico y a. cinamico) (Chirinos et al., 2009).

1.2. Planteamiento del problema

A nivel mundial existe necesidad de fuentes naturales para la prevencion de
enfermedades cronicas no transmisibles provocadas por el estrés oxidativo, la que

tienen un elevado indice de mortalidad. Hoy en dia, se conoce que las



enfermedades cardiovasculares tienen la mayor tasa de mortalidad (17,9 millones
por afio), seguida de cancer (9 millones por afo), enfermedades respiratorias (3,9
millones por afio) y la diabetes (1,6 millones por afio) (OMS, 2014). EI gran

numero de muertes ha motivado a que se busquen alternativas.

En Ecuador un tercio de frutos, granos o tubérculos han sido estudiado, lo que
indica que existe gran desconocimiento en la sociedad sobre sus propiedades
nutricionales y el aporte de compuestos bioactivos. Un claro ejemplo, es el bajo
numero de estudios que existe sobre un tubérculo en particular la oca, la que
posee elevadas capacidades antinflamatorias debido a que tiene alta

concentracion de acidos fendlicos (Chirinos et al., 2009).

1.3. Objetivo general y objetivos especificos

1.3.1. Objetivo general:

- Determinar el perfil fendlico de los principales frutos, granos y tubérculos

consumidos en la region sierra de Ecuador

1.3.2. Objetivos especificos:

- ldentificar el perfil de acidos fendlicos en los principales frutos, granos y
tubérculos consumidos en la region sierra de Ecuador.
- Cuantificar el contenido de acidos fendlicos en los principales frutos, granos

y tubérculos consumidos en la region sierra de Ecuador



- Comparar el contenido total de acidos fendlicos entre los diferentes frutos,

granos y tubérculos consumidos en la region sierra de Ecuador.

1.4. Justificacién

Hoy en dia existe poco conocimiento sobre perfiles fendlicos en los principales
frutos, granos y tubérculos consumidos en Ecuador, lo que conlleva a una elevada
demanda de investigaciones en esta area. Por todo lo antes planteado, el presente
estudio propone identificar los principales acidos fendlicos, asi como su
concentracion, en las principales fuentes naturales (frutos, granos y tubérculos)
consumidas en la region sierra de Ecuador. Los resultados aqui obtenidos serviran
de base para proponer un mayor consumo de este tipo de alimentos como fuente
natural de compuestos bioactivos con efectos beneficiosos para la salud y en la
prevencion de ECNT, en la produccion y extraccion de estos compuestos, y en la

elaboracion de posibles nutracéuticos y otros productos.

2. Capitulo Il. Marco teorico

2.1. Caracteristicas de los frutos, granos y tubérculos

2.1.1. Frutos

Se conoce que para obtener una dieta balanceada se deben consumir frutos. Los
frutos son productos vegetales de naturaleza carnosa que se pueden ingerir sin

preparacién previa. Estos se caracterizan por estar compuesto de agua (75% al



96%), hidratos de carbono, de fibra insoluble y soluble, minerales, vitamina, acidos

organicos y polifenoles (Vazques et al., 2015).

En los frutos, los glucidos (primordialmente la fructosa) varian en relacion al tipo
del alimento, sin embargo su porcentaje se encuentra entre el 5% al 20% en frutos
frescos. La concentracion de glucidos en frutos depende de la maduracion, es
decir un fruto verde (no maduro) contiene principalmente almidén, pero este se
convierte en fructosa a medida que su tiempo de maduracién avanza, de tal
manera que un fruto maduro puede contener el 20% de fructosa y un porcentaje
menor a 1% de almidén. Los frutos secos pueden contener hasta el 70% de
fructosa (Panda, 2013).

Las fibras son productos conformados de lignina e hidratos de carbono que
resisten la hidrolisis de las enzimas digestivas del ser humano, pero que se
descompone por la microbiota produciendo acidos grasos de cadena corta, H20,
CO,2, CHs4 y Ho. La fibra soluble, viscosa y fermentable como algunas
hemicelulosa, lignina y celulosa estan presentes con abundancia en frutos. La fibra

insoluble, se encuentra mayormente en cereales (Vazques et al., 2015).

Los frutos poseen elevadas concentraciones de vitaminas y minerales. No
obstante, los frutos secos son aquellos que contienen mayor concentracién de
micronutrientes. De manera general la concentracion de micronutrientes se
diferencia con el grado de madurez, el tipo de cultivo, los fertilizantes empleados y
la cantidad de sol recibida (Obenchain & Spark, 2015).



Los principales minerales encontrados en frutos son tres, magnesio (Mg), potasio
(K) y calcio (Ca). EI magnesio se encuentra de 10 a 100 mg/100g de fruto. El
potasio de 100 a 1500 mg/100g de fruto. El calcio de 10 a 50 mg/100g de fruto. La
absorcién del Ca se dificulta por ciertos acidos organicos como el fitico y el
oxalico, que producen el oxalato-calcico, compuesto insoluble en el intestino y se
favorece con la vitamina C y el acido citrico. Por este motivo, se considera que los
frutos suponen el segundo grupo de alimentos que aportan calcio, después de los
lacteos (Panda, 2013).

Los frutos son ricos en provitamina A y en vitamina C. Existen principalmente 3
formas de vitamina A que se originan de la alimentacion (retinoides, carotenoides
y beta-carotenos. El retinol o vitamina A preformada se encuentra con mayor
frecuencia en productos de origen animal. Los carotenoides y beta-carotenos
(provitaminas A) estan presentes comunmente en productos de origen vegetal y
aportan la mayor parte de las necesidades de vitamina A por en el organismo
humano. Los frutos con colores mas fuertes, como las zanahorias, son las que
poseen mayor cantidad de carotenoides. El carotenoide de la sandia y el tomate
se llaman licopeno y su ingesta se ha logrado relacionar con un menor riesgo de
padecer cancer de estbmago, pulmén y prostata. Los frutos exéticos y citricos son
los que poseen mayor cantidad de vitamina C. Por ejemplo, la guayaba y papaya
contienen de 100 a 200 mg/100g de fruto (Vazques et al., 2015).

Los frutos tienen poca concentracion proteica (1% al 2%), de oligoelementos y
lipidos, a excepcion del coco, las aceitunas y el aguacate. La grasa de las
aceitunas y del aguacate es rica en acidos grasos monoinsaturados (65% al 75%),
mientras que el coco contiene principalmente acidos grasos saturados (85%)
(Obenchain & Spark, 2015).



Por la cantidad de agua, de fibra y la concentracién limitada de nutrientes
energéticos, se considera que los frutos poseen un contenido en kilocalorias por

peso de alimento (densidad caldrica) baja (Panda, 2013).

2.1.2. Granos

Los granos o también conocidos como semillas son frutos de diferentes productos
vegetales, como las leguminosas, las oleaginosas, los cereales y otros
semejantes, que se emplean como materia prima en la industria o en la
alimentacion. Los granos se clasifican dependiendo de varios factores, entre ellos
la taxonomia y su uso. Entre los grupos mas importantes podemos encontrar a los
cereales, las oleaginosas y leguminosas. Cada grano tiene su propiedad fisico-

quimica y estructura (Panda, 2013).

Los granos mas conocidos y empleados en la alimentacion son los cereales, estos
se encuentran en la familia de las gramineas, las que producen una cariépside, es
decir es un fruto seco que posee una semilla y un pericarpio. Entre los cereales
mas comunes podemos encontrar la quinua, el centeno, la avena, el sorgo, el

trigo, la cebada, el arroz y el maiz (Vazques et al., 2015).

Las oleaginosas y leguminosas se encuentran en el grupo de legumbres, que son
un tipo de planta que posee un fruto de clase monocarpelar dehiscente (fruto con
la capacidad de abrirse de manera especializada para permitir la liberacién de
semillas). Este tipo de granos son ricos en aminoacidos esenciales y se conforman
de un 20% a 30% de proteinas (Obenchain & Spark, 2015).

Las leguminosas se constituyen de una vaina que contiene diversas semillas, que

en gran parte de los casos en la zona util del fruto. La cubierta exterior es el



pericarpio, que en la etapa de maduracion es una especie de cascara con algunas
fisuras abiertas en los dos bordes. Entre las especies con mayor relevancia

podemos encontrar al garbanzo, lenteja, arveja, frijol y haba (Panda, 2013).

Las oleaginosas se caracterizan fundamentalmente porque sus frutos poseen una
elevada concentracion de aceites, grasas alimentarias y compuestos de uso
agroindustrial. Entre los granos de este tipo mas representativos se encuentran los
frutos de la palma, semillas de algoddén, mani, canola, higuerilla, ajonjoli, soya y

girasol (Vazques et al., 2015)..

Los granos son parte principal de la alimentacion, ya que provee elementos
indispensables para la vida humana como son los minerales, vitaminas, grasas y
carbohidratos. Las diferentes partes de la estructura de los granos se conforman
de diferente composicién bioquimica y quimica. El endospermo posee proteinas y
almidon, por otro lado, el embrion tiene vitaminas, proteinas y grasa. El pericarpio

posee elevadas concentraciones de carbohidratos y minerales (Panda, 2013).

2.1.3. Tubérculos

Los tubérculos son productos alimenticios principalmente energéticos otorgando
alrededor de 86 kcal por cada 100 g consumidos. La cantidad de proteinas, de
vitaminas y el aporte de fibra, como de elementos no nutritivos como son
fitoestrogenos ha incrementado el interés de los aspectos sobre la salud humana,
de estos alimentos. El aumento de enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) en la sociedad vy la relacién con las alteraciones dietéticas ocurridas en

estas, en conjunto a la reduccion de ingesta de productos vegetales, realiza que
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los frutos, granos y tubérculos posean un papel prioritario en la investigacion sobre

tratamientos preventivos en ECNT (Obenchain & Spark, 2015).

Los tubérculos son las zonas engrosadas de los tallos que se encuentran bajo
tierra o de las raices vegetales. Los tubérculos de mayor consumo son la papa, el
camote, la oca, las chufas, el melloco, la batata, el boniato. Estos productos se
consumen en todo el mundo y representa en el caso de la papa y sus variedades
uno de los primordiales cultivos en el planeta. Su importancia yace antes del
desarrollo de los frigorificos domésticos, por la oportunidad de mantener durante
un tiempo muy prolongado alimentos altamente energéticos. Sin embargo, por los
cambios sociales y culturales sucedidos en paises desarrollados su consumo va

disminuyendo paulatinamente (Vazques et al., 2015).

Los tubérculos son ricos en almidon e hidratos de carbono, lo que ocasiona un
valor nutritivo estable. En culturas que es alto el consumo diario, los tubérculos
son la fuente principal de vitamina C. Estos estan conformado de piel (con elevado
contenido de minerales y fibra), pulpa (es rica en hidratos de carbono y fibrosa) y
una zona central llamada médula. La mayor parte de los tubérculos es agua, entre
un 75% a 80%, con el almidon como principales compuestos organicos
(aproximadamente un 20%). En un proceso de coccién este almidon se gelatiniza,

ya que absorbe agua, lo que mejora el sabor de los tubérculos (Panda, 2013).

Los tubérculos comestibles, como la papa, el melloco, la oca, entre otros poseen
un indice elevado de poder saciante, que por la menor concentracion de hidratos
de carbono en comparacion con los granos, ayuda a no ganar peso a individuos

con diabetes o sobrepeso. No obstante, su alto indice de glucidos independiente
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de la madurez, la variedad y el tiempo de coccién, ha reducido su consumo en

personas con estas enfermedades (Obenchain & Spark, 2015).

La materia nitrogenada de los tubérculos, conformada de proteinas de alto valor
biolégico, representa el 2% y la mitad son vitaminas y minerales. Los tubérculos
de manera general son una buena fuente tiamina, vitamina B6, folatos, potasio (K)
y hierro (Fe). Poseen concentraciones significativas de vitamina C,
aproximadamente de 5 a 50 mg/100 g de fruto, es decir 1/3 de la proporcion
recomendada por dia. Ademas, estas también aportan fibra, porque contienen
alrededor de 4 g /200 g de frutos, sin quitar su piel. Los tubérculos no contienen
grandes cantidades de grasa vegetal, a excepcion si su consumo es como fritos,
porque esta forma elimina el agua del tubérculo como vapor y absorbe la grasa del

medio en que se encuentra (Vazques et al., 2015).

2.1.4. Principales frutos, granos y tubérculos en la alimentacion andina de
Ecuador

La alimentacion es una acciéon que se relaciona con la estructura econdmica,
laboral y social de una cultura. Los patrones alimentarios demuestran los habitos
dentro de una comunidad, los que son influenciados por la poblacion, cultura,
tradicion y costumbre. De nivel general, la globalizacion alimentaria y la transicion
nutricional han ocasionado que los habitos alimentarios de los humanos cambien,
lo que ha provocado un aumento de factores de riesgo en las enfermedades
cronicas no transmisibles, no obstante paises con gran biodiversidad como
Ecuador, se caracteriza por tener una gran abundancia de productos naturales
que se encuentran disponible en la dieta diaria de los ciudadanos (Universidad

San Francisco, 2018).
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Ecuador es reconocido por la produccion de ciertos frutos, granos y tubérculos,
por su gran variedad de zonas climaticas y factores ambientales que promueve la
produccion de estos. Entre los principales podemos encontrar al aguacate, arveja
babaco, banano, borojé, cacao, camote, capuli, chirimoya, chocho, ciruela claudia,
coco, durazno, frejol blanco, canario, negro y panamito, frutilla, granadilla, guaba,
haba, kiwi, lima, limén, lucuma, mandarina, manzana, maracuya, melloco, mora,
naranja, naranjilla, papa, papaya, pepino dulce, pifia, pitahaya, taxo, tomate de

arbol, toronche, toronja, tuna, uvilla y yuca (Crowder, 2009).

2.2. Acidos Fenbélicos

2.2.1. Generalidades

Los acidos fendlicos son compuestos que se sintetizan a partir de moléculas de
fenilpropanoides que sufren variase reacciones de hidroxilacion y metilacion en la
ruta del acido shikimico que tiene lugar en el citosol de la célula vegetal. Estos
normalmente se encuentran ligados mediante enlaces éster, éter o acetal a
moléculas mas grandes como flavonoides, carbohidratos, terpenos, entre otros y
representa aproximadamente un tercio de los compuestos fendlicos total

adquiridos en la dieta (Atta-ur-Rahman, 2018).

2.2.2. Estructura quimica

Los acidos fendlicos se conforman estructuralmente de un grupo fenilo ligado a un

hidroxilo y a un grupo carboxilico (véase Figura 1) (De la Rosa et al., 2018).



13

OH

Figura 1. Ejemplo de estructura quimica de un acido fendlico.
Tomado de (NIH, 2019)

2.2.3. Clasificacion

Los acidos fendlicos se dividen en dos grandes grupos, que son los acidos

hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos (De la Rosa et al., 2018).

2.2.3.1. Acidos hidroxicinamicos

Los acidos hidroxicinamicos se caracterizan por poseer un esqueleto C6-C3 del
acido trans-fenil-3-propenoico con uno o mas enlaces hidroxilo y se conforma por
9 carbonos (véase Figura 2) y se encuentran normalmente unidos a moléculas
mas grandes o pequefas. Los acidos hidroxicinamicos que existen con mayor
abundancia son acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y acido sinapico.
Sin embargo, existe un derivado de este grupo encontrado con gran frecuencia en
alimentos, que es el acido clorogénico y sus isomeros (neoclorogénico vy
criptocloregénico), que proviene de un éster de los acidos quinico y cafeico (De la
Rosa et al., 2018).
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HO OH

Rz

Figura 2. Estructura quimica de los acidos hidroxicinamicos.

Tomado de (De la Rosa et al., 2018).
a) R+ (radical 1) y Rz (radical 2).

Los acidos hidroxicinamicos en la dieta se producen naturalmente en la forma
trans, aunque la isomerizacion geométrica a la cis se produce facilmente a través
de la radiacién UV. Los tejidos de las plantas que estan expuestos a una intensa
radiacion UV contienen isdbmeros-cis del acido clorogénico (Spencer & Crozier,
2012).

2.2.3.2. Principales acidos hidroxicinamicos encontrados en productos
vegetales

- El acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propioénico, dihidrocafeico, 4-
dihidroxihidrocinamico o DHCA es un compuesto monocarboxilico
modificado, ya que es un derivado del acido 3-fenilpropionico cuya
estructura sufre sustituciones en la posicion 3 y 4 por grupos hidroxilo
(véase Figura 3) (NIH, 2019).
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OH

HO
OH

Figura 3. Estructura quimica del acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propiénico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propidnico resulta como producto de la
hidrogenacién de los acidos cafeicoquinicos, que se forman en los
biofluidos del ser humano, con potentes propiedades antioxidantes. El
DHCA se detectod por primera vez en el plasma humano a consecuencia de
la ingesta de café (Poquet, Clifford, & Williamson, 2008b). Su concentracion
incrementa con algunas fuentes dietéticas como productos elaborados a
partir de extractos de hojas de alcachofa, frutos, verduras, granos,
tubérculos, etc (Aladedunye & Przybylski, 2014). Estudios previos han
demostrado que mejora de forma significativa la funcién plaquetaria en
seres humanos, porque su estructura de catecol transmite una funcién
antioxidante en el plasma vy eritrocitos (Poquet, Clifford, & Williamson,
2008). A su vez, se han realizado investigaciones para probar su actividad
antioxidante mediante el ensayo de FRAP (poder antioxidante para reducir

el hierro), la que ha producido buenos resultados (Liang et al., 2019).

- El acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico o acido plorético es un acido hidroxi

monocarboxilico que tiene en su estructura un grupo 4-hidroxifenilo en la
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posicion 3 (véase Figura 4). Es un derivado de un acido cloretato (NIH,
2019).

O
OH
HO

Figura 4. Estructura quimica del acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido 3-(4-hidroxifenil) propidnico es un compuesto general de la orina
humana. Su concentracién incrementa en pacientes con trastornos
gastrointestinales (Totaro et al., 2017). Un producto de la sintesis de la
tirosina. No obstante, también resulta del metabolismo de acidos fendlicos

de bacterias colonizadoras (Ye, Huang, Terefe, & Augustin, 2019).

- El acido 3,4-dimetoxifenilacético o homoveratrico es un acido
hidroxicinamico con sustituciones de grupo metoxilo en las posiciones 3 y 4
(véase Figura 5) (NIH, 2019).

OH

H3CO ©

OCH3

Figura 5. Estructura quimica del acido 3,4-dimetoxifenilacético.
Tomado de (NIH, 2019)
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El acido 3,4-dimetoxifenilacético es el metabolito principal de la DMPEA
(dimetoxifeniletilamina) en la orina (LI, XIAN, & ZHAO, 2010). Estudios
previos ha logrado evidenciar que existe una concentracion mas elevada de
DMPEA vy otras aminas en pacientes con trastornos esquizofrénicos que
toman su medicacion. Esto es debido a que el DMPEA es un metabolito di-
metilado de L-DOPA, el tratamiento mas usado para personas con
enfermedades neurodegenerativas como el parkinson (Lee, Chan, &
Mitchell, 2017).

- ElI acido  4-hidroxifenilacético,  2-(4-hidroxifenil) acético o p-
hidroxifenilacético es un acido monocarboxilico derivado del acido acético.
Tiene la diferencia que de una sustitucién por un hidroxifenilo en la posicién
4 (véase Figura 6) (NIH, 2019).

OH

O
HO

Figura 6. Estructura quimica del acido 4-hidroxifenilacético.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido 4-hidroxifenilacético se clasifica como miembro del grupo de los 1-
hidroxi-2 bencenoides no sustituidos, es decir son fenoles que no sufren de
alguna sustitucién en la posicion 2 (Giambanelli, D’Antuono, Ferioli, Frenich,
& Romero-Gonzalez, 2018). Este acido tiene una solubilidad ligera en acido

y agua. Asimismo, es un compuesto principal para sintetizar otros
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metabolitos como el 2-(4-hidroxifenil) acetato de metilo, lactucopicrina 15-

oxalato e ixeroquinolida (Flores et al., 2017).

El acido 4-hidroxifenilacético se encuentra en varios alimentos como
hongos, avena, cacao, y aceitunas. Ademas, se ha evidenciado que se
encuentra en tejidos humanos y de mamiferos y en biofluidos (Amombo
Noa & Jacobs, 2016). Dentro de la célula se localiza en el citoplasma y en

el espacio extracelular (Thakur et al., 2018).

- El acido 4-metoxifenilacético, 4-metoxibencenoacético o homoanisico es un
acido monocarboxilico derivado del acido fenilacético que posee en su

estructura un enlace metoxilo en la posicion 4 (véase Figura 7) (NIH, 2019).

O
OH

OCHs

Figura 7. Estructura quimica del acido 4-metoxifenilacético.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido 4-metoxifenilacético es un producto de la catecolamina y se

encuentre en la orina humana, en el liquido cefalorraquideo y en tejido
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cerebral (Chen, Chen, & Tang, 2009). Este metabolito vegetal en la
industria se emplea como intermediario de productos farmacéuticos y en la
sintesis de otros compuestos organicos (Wu & Tang, 1999). Investigaciones
anteriores han determinado que inhibe la germinacion de semillas de
lechuga y berro, porque funciona como retardante del crecimiento de la
planta(Devulapelli & Weng, 2009).

- El acido clorogénico o 3-cafeicoquinico es un éster cinamato que resulta por
la condensacién de un grupo carboxilo del acido transcafeico con el grupo
hidroxilo de la posicion 3 del acido quinico (véase Figura 8). Este es un

metabolito vegetal y un compuesto alimenticio (NIH, 2019).

HO. COsH

O

L] " "r"'"
HO'

Glli
L

OH
OH

Figura 8. Estructura quimica del acido clorogénico.
Tomado de (NIH, 2019)

Estudios previos, ha determinado que el acido clorogénico es un inhibidor
carcinogénico y tiene efectos que contrarrestan el estrés oxidativo (Wang et
al., 2019). Ademas, se ha empleado en ensayos que lo utilizan como
tratamiento de la intolerancia de la glucosa y en algunos canceres

avanzados (Siebert, Berger, & Nieter, 2018).
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- El acido ferulico o transferulico es un acido que tiene grupos metoxilo e
hidroxilo en la posicion 3 y 4 del acido transcinamico en el anillo fenilo
(véase Figura 9) (NIH, 2019).

HO
OCHs

Figura 9. Estructura quimica del acido ferulico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido transferulico es un compuesto fendlico elevadamente abundante
en las paredes celulares de las plantas. Por ejemplo, en el trigo se puede
alrededor de 5 g/kg, en la remolacha azucarera unos 9 g/kg y en el grano
de maiz hasta 50 g/kg, que son plantas donde se ha determinado mayor
cantidad de este acido (Li, Liu, Tu, Li, & Yan, 2019). En las semillas
normalmente se encuentra ligada por enlaces covalentes a compuestos
como la lignina, arabinoxilanos, pectina, proteinas (Condict, Kaur, Hung,
Ashton, & Kasapis, 2019).

El acido ferulico por su nucleo fendlico y una conjugacion de cadena lateral,
unica a proteinas y carbohidratos, incrementa su actividad antioxidante.
Este acido es facilmente metabolizado por los humanos, ya que es
absorbido por el intestino delgado y excretado a través de fluidos, como la
orina (Umre et al., 2018). Estudio previos sugieren que el uso del acido



21

transferulico, al emplearse como tratamiento en pacientes con Alzheimer en
complemento con la curcumina, puede reducir el dafio oxidativo que
produce este trastorno (Z. Xu, Wang, & Zhang, 2019). Ademas, se lo utiliza
como antioxidante, material de matriz de MALDI, agente antiinflamatorio,
agente cardioprotector, inhibidor de apoptosis y metabolito vegetal (Jo,
Youn, Jun, & Cho, 2019).

- El acido p-cumarico, 4-hidroxicinamico o p-hidroxicinamico es un acido
cumarico con sustitucion de un grupo hidroxilo en el carbono 4 del anillo
fenilo fenilo (véase Figura 10). De hecho es un acido conjugado del acido 4-

cumarato que cumple un papel de metabolito vegetal (NIH, 2019).

O

X" 0H

HO

Figura 10. Estructura quimica del acido p-cumarico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido p-cumarico es un polvo cristalino de coloracién verde amarillenta.
Este antioxidante normalmente se utiliza para potenciar el sabor, colorante
(indigo), en perfumes y productos farmacéuticos (R. Xu, Xue, Huang, &
Zhao, 2019).



22

- El &cido transcinamico o cinamico es un acido monocarboxilico derivado del
acido acrilico con una sustitucion de un grupo fenilo en la posicion 3 (véase
Figura 11). Este metabolito vegetal pertenece a la familia de los estirenos,

siendo un acido conjugado de un cinamato (NIH, 2019).

O

X OH

Figura 11. Estructura quimica del acido transcinamico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido transcinamico es un acido cristalino blanco inodoro con una
solubilidad ligera en agua y que se encuentra con abundancia en el arbol

Cinnamomum cassia (Garcia-Jimenez et al., 2018).

2.2.3.3. Acidos hidroxibenzoicos

Los acidos hidroxibenzoicos se caracterizan por poseer un esqueleto C6-C1
conformado de 7 carbonos (véase Figura 12) e inusualmente se localizan en su
forma libre, generalmente estan glicosilados y unidos a componentes de la célula
vegetal (lignina, proteinas o celulosa) o a pequenos acidos organicos (tartarico,
maleico o quinico). Entre los acidos hidroxibenzoicos mas comunes en frutos,
granos y vegetales podemos encontrar el acido salicilico, acido p-hidroxibenzoico,
acido dihidroxibenzoico, acido vanilico, acido galico y acido siringico (Al Jitan et
al., 2018).
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OH
OH
R,

Figura 12. Estructura quimica de los acidos hidroxibenzoicos.

Tomado de (De la Rosa et al., 2018).
a) R1 (radical 1) y Rz (radical 2)

2.2.3.4. Principales acidos hidroxibenzoicos encontrados en productos
vegetales

- El acido 2,5-dihidroxibenzoico, gentisico o hidroquinonacarboxilico es un
acido dihidroxibenzoico que posee dos grupos hidroxilo en las posiciones 2

y 5 (véase Figura 13). Es un conjugado del acido 2,5-dihidroxibenzoato

(NIH, 2019).

O

HO OH

OH

Figura 13. Estructura quimica del acido 2,5-dihidroxibenzoico.

Tomado de (NIH, 2019)
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El acido 2,5-dihidroxibenzoico es un polvo cristalino que resulta de la
degradacion del acido salicilico o también se lo encuentra como
subproducto de la sintesis del benzoato y la tirosina (Nematollahi, Ghorbani,
Amani, Salehzadeh, & Beiginejad, 2013). Estudios previos han demostrado
que tiene un alto espectro de actividad biolégica, antioxidante,
antirreumatica y antiinflamatoria (Tang, Chia, & Lee, 2015). En la industria
se lo utiliza como antioxidante, material de matriz de MALDI, inhibidor de
15-lipoxigenasa araquidonato y metabolito vegetal, fungico, raton y humano
(Madureira, Pereira, & Pintado, 2016).

- El acido galico o galo es un acido trihidroxibenzoico con 3 grupos hidroxilo
en la posicion 3, 4 y 5 respectivamente (véase Figura 14). Es un &acido

conjugado de un galato (NIH, 2019).

HO
OH

HO
OH

Figura 14. Estructura quimica del acido galico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido galico es un compuesto cristalino incoloro levemente amarillo. En
la industria se lo utiliza en productos farmacéuticos, como reactivo analitico
y en fotografia (Tan, Li, & Yang, 2019). Investigaciones anteriores han
demostrado que funciona como astringente, inhibidor de la 2-ciclooxigenasa
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y 15-lipoxigenasa araquidonato, inductor de apoptosis y tiene potencial

antioxidante, antineoplasico (Fan et al., 2019).

- El acido homovanilico, 4-hidroxi-3-metoxifenilacético o vanilacético es un
acido monocarboxilico derivado del acido 3,4-dihidroxifenil acético, porque
contiene un grupo metilo en la posicion 3 (véase Figura 15). Este es un

acido conjugado de un homovanilado (NIH, 2019).

O
OH

OCHj
OH

Figura 15. Estructura quimica del acido homovanilico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido homovanilico es un metabolito de la sintesis de dopamina y de la
catecolamina encontrado en biofluidos humano. Estudios previos han
encontrado altas concentraciones de este acido en la orina humana de
pacientes con neuroblastoma (Ogawa & Kunugi, 2019). Asimismo, por
investigaciones anteriores se conoce que existe relacion de este acido con
la deficiencia de L-aminoacido descarboxilasa aromatica, deficiencia de
hormona de crecimiento y de sepiapterina reductasa y en la enfermedad
celiaca, que son errores genéticos del metabolismo (Pfeifer et al., 2019).
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Este compuesto se emplea en la industria como reactivo para la deteccion
de enzimas oxidativas (Baluchova, Barek, Tomé, Brett, & Schwarzova-
Peckova, 2018).

- El acido protocatéquico o 3,4-dihidroxibenzoico es un acido
dihidroxibenzoico con sustituciones en la posicién 3 y 4 por grupos hidroxilo
(véase Figura 16). Es un derivado del acido benzoico, porque es un
conjugado del 3,4-dihidroxibenzoato y miembro de los catecoles (NIH,
2019).

OH

HO
OH

Figura 16. Estructura quimica del acido protocatéquico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido protocatéquico es un compuesto fendlico encontrado de forma
natural en varias plantas medicinales y comestibles que se utiliza como
agente antineoplasico, inhibidor del procolageno-prolina dioxigenasa y de la
shikimato deshidrogenasa (Arslan, Aydin, Nemutlu Samur, & Bektas, 2018).
Ademas, estudios previos han demostrado que tienen una actividad que
contrarresta algunos sintomas en enfermedades neoplasmaticas vy

cardiovasculares, debido a su accion anioxidantes que incluye la inhibicién
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de la produccion de radicales libres y participan como cofactores en

enzimas reguladoras (De, Wasewar, Dhongde, Ingle, & Mondal, 2018).

- El acido siringico o cédrico es un dimetoxibenceno derivado del 3,5-dimetil
éter del acido galico con sustituciones en las posiciones 3 y 5 con un grupo
metoxilo y con una sustitucion en la posicion 4 por un hidroxilo (véase
Figura 17) (NIH, 2019).

OH

0] OH

Figura 17. Estructura quimica del acido siringico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido siringico es un fenol empleado en algunas bebidas alcohdlicas
destiladas. También, es un producto del metabolismo intestinal de los
antocianos y otros compuestos fendlicos que se consumen en bebidas

alcohdlicas y frutos (Shahzad et al., 2019).

Investigaciones anteriores sugieren que el acido siringico del vino juega un
papel importante contra la oxidacion de LDL (lipoproteinas de baja
densidad), que es un paso clave en algunas enfermedades como la
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aterosclerosis (Srinivasulu, Ramgopal, Ramanjaneyulu, Anuradha, &
Suresh Kumar, 2018). Ademas, se ha podido determinar que existe una
relaciéon entre la elevada actividad antioxidante e inhibicion de la oxidacion
de LDL (Singh & Kumar, 2018).

- El &cido vanilico o p-vanilico es un acido monohidroxibenzoico derivado por
que sufre de sustituciones en la posicion 3 por un grupo metoxilo (véase

Figura 18). Es un acido conjugado de un vanilato (NIH, 2019).

O
OH

HO
OCH,

Figura 18. Estructura quimica del acido vanilico.
Tomado de (NIH, 2019)

El acido vanilico es un producto aromatizante que se forma del
metabolismo de acido ferulico a vainillina y se encuentra de manera natural
en algunas variedades de vainilla y en otros extractos de plantas. Este se
encuentra en biofluidos humanos, como la orina, que han consumida dulces
con sabor a vainilla, té, chocolate y café. En la industria se emplea para
inhibir la actividad de la 5-nucleotidasa (Yrbas, Morucci, Alonso, &
Gorzalczany, 2015).
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2.2.4. Funciones biolégicas

Los acidos fendlicos cumplen principalmente una funcion antioxidante, es decir se
encargan de contrarrestar los efectos negativos que produce el estrés oxidativo
como la formacién especies reactivas de oxigeno, lo que neutraliza algunos de los
efectos negativos presentes en ECNT. Esto se realiza mediante dos procesos
fundamentales que son: (i) el mecanismo de transferencia del atomo de hidrégeno
(HAT) en el cual el radical libre se estabiliza por la transferencia de un atomo de
hidrogeno y (ii) la transferencia secuencial de la pérdida del electrén (SET),
mediante el cual el radical libre se neutraliza por la transferencia de un electron
desde la molécula antioxidante (Medina et al., 2018). Los acidos fendlicos son
responsables de regular varios procesos metabdlicos como la inhibicion enzimas,
fosforilacién de proteinas y control de la expresion de genes (De la Rosa et al.,
2018). Cabe mencionar que los acidos fendlicos proporcionan una defensa al ser
humano de dos diferentes maneras: (i) a corto plazo, donde entran en juego los
acidos fendlicos libres, es decir que no se encuentran ligada a otra moléculas vy (ii)
a largo plazo, donde entran a jugar los acidos fendlicos unidas a otra moléculas,
estas se demoran mas en ser metabolizadas por el ser humano porque primero

necesitan procesos de hidrolisis (Medina et al., 2018).

Desde una perspectiva mas especifica los acidos fendlicos se relacionan con
varios procesos de defensa de los seres humanos. Por ejemplo, hoy en dia se
conoce que los esteres de los acidos hidroxicinamicos pueden inhibir la actividad
de la enzimas 5-lipoxigenasa, lo que ocasiona la reduccion de los procesos
inflamatorios y de carcinogénesis (De la Rosa et al., 2018). También, lo acidos
fendlicos estimulan la diferenciacion celular de osteoblastos provocando un

aumento significativo de masa en el hueso (Stipanuk & Caudill, 2013).
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El acido cafeico y elagico disminuyen los niveles de triglicéridos y glucosa y eleva
los niveles de insulina en el plasma de pacientes diabéticos, esto es una
consecuencia de la reduccion de las especies reactivas de oxigeno, interleucina 6
y del factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) en tejidos cardiacos (Medina et al.,
2018). Los derivados del acido cafeico pueden inhibir la funcionalidad de las
enzimas integrasas implicadas en el desarrollo del virus del tipo 1 de
inmunodeficiencia humano (VIH-1), esta enzima es la responsable de integrar el
ADN viral en el ADN del huésped o paciente (De la Rosa et al., 2018).

Por las evidencias presentadas en investigaciones previas de los efectos positivos
que tienen los acidos fendlicos en la salud humana la OMS recomienda un mayor

consumo frutos, granos y tubérculos en la dieta (Stipanuk & Caudill, 2013).

2.2.5. Acidos fendlicos en frutos

Estudios previos muestran hoy en dia que los frutos rojos como la mora, mortifo,
frutilla, arandano, entre otros son ricos en acidos fendlicos, siendo el mas
predominante el acido ferulico (Qin et al., 2018). Sin embargo, otros frutos como el
araza, badea, borojé, guayaba y naranijilla, se ha logrado determinar que tienen
presencia de acido cafeico y de sus isémeros (3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, 5-
cafeoilquinico) y de acido clorogénico (Meinhart et al., 2019). Otro fruto
caracterizado ha sido el cacao, el que posee acido cafeico y sus isomeros (3-
cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico), clorogénico, ferulico, galico,
hidroxibenzoico, hidroxicinamico, p-cumarico y protocatéquico (Lourengo Neto,
Agra, Suassuna Filho, & Jorge, 2018). Inclusive el nombre de ciertos acidos
fendlicos como el acido vanilico deriva del fruto en el que se encuentra con mayor

abundancia, es decir de la vainilla (De la Rosa et al., 2018).
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Algunos acidos fendlicos como el acido 2,5-dihidroxibenzoico, 3-(3,4-dihidroxifenil)
propionico, 3-(4-hidroxifenil) propionico, 3,4-dimetoxifenilacético, 4-
hidroxifenilacético, 4-metoxifenilacético, siringico y protocatéquico se han
encontrado en otros frutos como en babaco, granadilla, manzana, maracuya, pera
y taxo (Ahmad, Zuo, Lu, Anwar, & Hameed, 2016).

2.2.6. Acidos fenolicos en granos

Los acidos fendlicos, encontrados en investigaciones previas como son el acido
2,5-dihidroxibenzoico, 3-(3,4-dihidroxifenil) propidnico, 3-(4-hidroxifenil) propidnico,
3,4-dimetoxifenilacético, 4-hidroxifenilacético, 4-metoxifenilacético, siringico,
protocatéquico, cafeico y de sus isdmeros, clorogénico, erulico, galico,
hidroxibenzoico, hidroxicinamico, p-cumarico y protocatéquico, gentisico en granos

de frijol y soya (Zhang et al., 2019).

Cabe mencionar que estudios previos han determinado que otros granos como la
arveja, chocho, haba, maiz son una rica fuente compuestos fendlicos, sin
embargo no se ha realizado una caracterizacion de sus acidos fendlicos (Telles,
Kupski, & Furlong, 2017).

2.2.7. Acidos fenélicos en tubérculos

Estudios previos muestran que la papa contiene acido galico, clorogénico,
vanilico, p-cumarico, ferulico, sinapico, salicilico, elagico, cinamico, siendo los mas

abudantes los acidos clorogénico y cinamico (Yamdeu Galani et al., 2017). Otro
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tubérculo que se ha caracterizado algunos de sus acidos fendlicos es la oca, la
que posee acido cafeico y sus derivados, vanilico y cinamico (Chirinos et al.,
2009). Existen otros tubérculos que se conoce que son ricos en compuestos
fendlicos como el camote, melloco, trufa y la yuca (Wallis, Chen, & Civerolo,
2012).

3. Capitulo lll. Procedimientos

3.1. Poblacién

La poblacién del estudio consistié en los frutos, granos y tubérculos recolectados
de los mercados populares de alimentos de las provincias de Pichincha,

Chimborazo y Tungurahua de la region sierra de Ecuador.

3.2. Muestra

La muestra de estudio radicé en 22 especies de frutos, 8 especies de granos y 3
especies de tubérculos que se obtuvieron de los mercados mas populares de las
provincias de Pichincha, Chimborazo y Tungurahua (véase tabla 1). Para la
seleccion de las muestras se basoé en la Enciclopedia de las Plantas Utiles del
Ecuador, (Lucia De la Torre, Hugo Navarrete, Priscilla Muriel, Manuela Macia,
Henrik Balslev, 2008). Por cada fruto, grano y tubérculo se tomé una cantidad
aleatoria. Posteriormente, las muestras se unificaron y se identificaron de acuerdo

al sitio de recolecta.
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3.3. Materiales y métodos para la obtencién de datos experimentales

3.3.1. Diagrama de flujo del procedimiento realizado

Recoleccion e
identificacion
de muestras

Extraccion de
acidos fendlicos

Cuantificacion
de acidos
fendlicos

Analisis
estadistico

vovoV v

Las muestras se recogieron de los principales mercados
de Chimborazo, Pichicha y Tungurahua. Cada muestra
se identificd por un especialista de la direccion general
de investiagacion de la UDLA.

Se cortaron, congelaron (-80°c), liofilizaron 'y
almacenaron (-20°C) las muestras. Después se
homogenizé 500 mg de cada muestra con 20 ml de
metanol al 80%, se centrifugd a 5000 rpm, se recolectod
el sobrenadante, se concentrd, se homogenizé con 2 ml
de fase movil y se analiz6 en HPLC.

Se identific6 cada acido fendlico mediante la
comparaciéon de los tiempos de retencion y el espectro
de los picos de la muestra con los de los compuestos
estandar que se realizaron previamente v se cuantifico.

Las muestras se analizaron por triplicado. Para el
analisis estadistico se empled el paquete estadistico
IBM SPSS 20.0. Los datos entre los diferentes grupos
se analizaron utilizando ANOVA vy la prueba post
hocTukey.

Figura 19. Diagrama de flujo del procedimiento

3.3.2. Preparacién de los extractos metandlicos

El fruto, grano o tubérculo se cortd, congeld a -80°C, liofilizd, trituré y almacend a -

20°C. Para la obtencion de los extractos metandlicos se pesé 500 mg de la
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muestra liofilizada y se homogenizé6 con 20 ml metanol al 80% (previamente
desgasificado por ultrasonido) durante 2 horas con agitacion continua a
temperatura ambiente. La suspension se centrifugd durante 5 minutos a
temperatura ambiente a 5000 rpm y se recolectd el sobrenadante (Urszula
Gawlik-Dziki, Michat Swieca, 2012).

3.3.3. Concentracion y purificacion de los acidos fendlicos

Los extractos metandlicos se concentraron con un rotavapor de vacio y se
homogenizé con 2 ml de fase mévil (compuesta de 70% de acido formico al 0.1%
y 30% de acetonitrilo grado HPLC). Los acidos fendlicos se almacenaron a -20 °C

hasta su analisis (Urszula Gawlik-Dziki, Michat Swieca, 2012).

3.3.4. Determinacion del perfil de acidos fenélicos

Las muestras se analizaron con un moédulo de separacién de un sistema HPLC
modelo 1260 (Agilent Technologies, Alemania) equipado con una bomba
cuaternaria, un automuestreador (1260 Infinity Estandar Autosampler) y un lector
de arreglos de diodo (DAD). La columna que se empled fue una ZORBAX SB-C18
3.5 um 4.6x 150 mm (Agilent Technologies, USA). La fase mévil consistié en una
soluciéon de acido formico al 0.1% (linea A) y acetonitrilo grado HPLC (linea B) a
un flujo constante de 0.3 mL/min con gradiente de elucién (véase tabla 2), con una
presion de 400 bar y un tiempo de corrida de 45 min (Urszula Gawlik-Dziki, Michat
Swieca, 2012).



Tabla 2.

Gradiente que se utilizé.

Tiempo (min) Linea A (%) Linea B (%)
0 80 20
5 75 25
10 60 40
20 45 55
30 35 65
35 35 65
50 80 20
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La deteccion se realizé a 280 nm. Se identificaron los acidos fendlicos mediante la

comparacion de los tiempos de retencion y el espectro de los picos mostrado por

el software de la muestra con los de los compuestos estandar (véase tabla 3) que

se realizaron previamente (concentracion inicial de 0.5 ppm, 1 ppm, 2.5 ppm, 5

ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm y 50 ppm) (Urszula Gawlik-Dziki, Michat

Swieca, 2012).

Tabla 3.

Acidos fendlicos que se analizaron.

Estandar

Acido clorogénico

Acido ferulico

Acido galico

Acido p-cumarico

al A WO N =

Acido siringico
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La concentracion de acidos fendlicos de cada cromatograma generado, de cada
muestra se expresd en mg de acido fendlico / 100 g de peso seco (PS) de

muestra. Cada muestra se corri6 por triplicado.

3.3.5. Evaluacioén estadistica de los resultados

Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados de la concentracién de
cada acido fendlico se expresaron como media * desviacion estandar. Para el
analisis estadistico se empled el paquete estadistico IBM SPSS 20.0. Los datos
entre los diferentes grupos se analizaron utilizando ANOVA y la prueba post
hocTukey. El nivel de confianza en todos los analisis fue del 95 %. Se considerd

un valor p <0.05 como significativo y p < 0.01 altamente significativo.

4. Capitulo IV. Resultados y Discusion

4.1. Contenido de acidos fenolicos en frutos

El contenido de cada acido fendlico se analiz6 mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), técnica confiable (por su versatilidad y precisién) que
permite conocer los compuestos que poseen la muestra, al comparar el tiempo de
retencion y el espectro de los picos otorgados en el cromatograma de las
muestras (véase Figura 20) con los estandares previamente corridos y medidos a
280 nm. Los otros picos no identificados no corresponden ninguno de los
estandares con los que se contaba al momento del analisis, pero mostraron
propiedades espectrales UV-Vis semejantes a los acidos fendlicos. En este caso
los parametros de trabajo, incluyendo el método de deteccion por DAD (el arreglo
de diodos es una herramienta indispensable para la deteccion de estructuras
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fendlica en alimentos), fueron correctos porque la linea base se encontr6 estable y
sin ruido de fondo (Esquivel & Stintzing, 2007). Es de suma importancia el método
de deteccion para aumentar la veracidad de los resultados. Por ejemplo, en el
meétodo Folin-Ciocalteu, que sirve para detectar la concentracion de compuestos
fendlicos totales puede ocasionar una sobrevaloracion del contenido total de
compuestos fendlicos, ya que los anillos aromaticos que poseen algunos
compuestos vegetales, como las batalainas pueden reaccionar con el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Suh et al., 2014). También cabe destacar que el método de
extraccion (al no ser especifico para cada acido fendlico) y de la especie de matriz
de trabajo (en este caso frutos, granos y tubérculos) puede provocar variaciones

en el contenido cuantificado (Han et al., 2019).

Los principios bioactivos como los acidos fendlicos que contienen los productos
vegetales son los responsables de otorgar el efecto antioxidante a este tipo de
compuestos, por tal motivo, el conocimiento sobre la caracterizacion de acidos
fendlicos en frutos, granos y tubérculos, viene a ser una alternativa prometedora
para la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles (Medina et al.,
2018). Entre los acidos fendlicos mas predominantes en frutos se encuentran el
acido galico, clorogénico, ferulico, protocatéquico, cafeico y de sus isémeros
(Zhang et al., 2019).
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Figura 20. Ejemplo de cromatograma obtenido por HPLC a 280nm de la

composicion de los acidos fendlicos en frutos (aguacate).

Los resultados mostraron la presencia de varios acidos fendlicos en este tipo de
muestras, siendo los frutos con mas variedad de acidos fendlicos el babaco, cacao
y tomate de arbol, con un total de 4. La cantidad en mg de estos acidos
fendlicos/100g de peso seco (PS) de cada fruto se evidencia en la tabla 4. Cabe
mencionar que los frutos con mayor variedad de acidos fendlicos no son los que

contienen mayor concentraciéon de acidos fendlicos totales.

Teniendo en cuenta el contenido total de acido galico, el principal fruto fue la mora
(78,01 £ 22,97 mg/100g de PS); para el acido clorogénico fue el mortifio (76,66 +
1,64 mg/100d de PS); para el acido siringico fue la pitahaya amarilla (142,45 +
24,81 mg/100g de PS); para el acido ferulico y el p-cumarico fue la vainilla (249,17
1 22,10 mg/100g de PS y 237,29 + 19,69 mg/100g de PS) (véase Tabla 4).



Tabla 4.

Contenido de cada &cido fendlico en g/100g PS de frutos.
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Acidos Fenolicos (mg/100g de PS)
Frutos Gélico Clorogénico Siringico Ferulico P-Cumaérico
Aguacate | 41,95+ 4,62° nd nd 17,94+0,44° nd
Aji raton 17,19+3,02¢ 1,74+0,36¢ nd 3,66+0,06 nd
Araza nd nd 60,25+1,57° nd nd
Babaco nd 23,11£3,26° 0,87+0,13¢ 120,53+1,01° 4,94+0,27¢
Badea nd 27,45+6,41° nd nd nd
Borojo nd 24,69+0,92° nd nd nd
Cacao nd 11,13+0,58° | 62,91+10,36° 15,65+0,35° 8,07+0,05°
Granadilla nd nd nd 125,04+32,67° | 83,53+32,74°
Guaba 0,93+0,48" nd nd nd nd
Guayaba nd nd 1,79+0,01¢ nd nd
Mora 78,01+22,972 nd nd 21,72+1,10° nd
Mortifio nd 76,66+1,642 nd 73,05+2,76° nd
Naranjilla | 13,54+3,50° nd nd 5,02+0,21F nd
Papaya 37,79+1,33° nd nd nd nd
Pepino 11,46+4,17¢ 8,36+1,08° nd 56,28+0,91¢ nd
dulce
Pitahaya | 28,14+4,20° nd 142,45+24 812 nd nd
amarilla
Pitahaya nd 11,63+1,49° 40,17+3,19° nd nd
roja
Taxo nd nd nd nd nd
Tomate de | 22,91+5,65¢ 3,01+0,55¢ nd 4,11+0,15 2,34+0,10¢
arbol
Tuna 25,51+2,89¢ nd nd 21,68+1,41¢ nd
Uvilla nd nd nd nd 1,92+0,13f
Vainilla nd nd nd 249,17+22,10% | 237,29+19,692

Nota: Los valores se expresan como medias + desviacion estandar (SD). Los valores medios
dentro de una columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P <0.05). Las

muestras se analizaron por triplicado. " = no detectado. * ® ¢ ¢ ¢ f = diferencias significativas.
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En anteriores investigaciones se ha determinado la concentracion o el contenido
de algunos acidos fendlicos en frutos. En algunos casos inclusive se ha
encontrado algunas relaciones entre la cantidad de acidos fendlicos presentes en
una muestra y algunas condiciones de estrés abidtico y bidtico, que pueden
generar variacion de ciertas caracteristicas del fruto como coloracion, tamario, etc
(Meinhart et al., 2019). Hoy en dia se conoce que los frutos rojos son ricos en
estos acidos fendlicos y esto podemos evidenciar en investigaciones previas que
han determinado que la mora, el mortifio y el ardndano son frutos ricos, teniendo
entre 0.19mg/100g de PS y 522.33 mg/100g de PS (Meinhart et al., 2019). No
obstante otros frutos, como la granadilla y uvilla son ricos en varios isomeros del
acido clorogénico y cafeico (Uleberg et al., 2012). La principal diferencia entre la
mora y la granadilla es que en el primero se encuentran acidos mono-

clorogénicos y en la segunda acidos di-clorogénicos (Meinhart et al., 2019).

Otra relacion destacable es la presencia de acidos fendlicos y la pigmentacion del
fruto y otros metabolitos secundarios. Por ejemplo, la coloracién peculiar de las
especies de pitahaya del género Hylocereus se debe al contenido de compuestos
fendlicos totales que poseen y de betalainas, que son pigmentos hidrosolubles con
nitrégeno en su estructura (Fathordoobady, Mirhosseini, Selamat, & Manap, 2016).
Entre los compuestos fendlicos que se han identificado en este fruto encontramos
al acido protocatéquico, vanilico, 4-hidroxibenzoico, e hidroxicinamico (Garcia-

Cruz, Duefias, Santos-Buelgas, Valle-Guadarrama, & Salinas-Moreno, 2017).

Inclusive dentro del mismo género las variedades de los frutos u otros productos
vegetales varian su contenido de principios bioactivos. Por ejemplo, dos
variedades de uvilla Physalis alkekengi y pubescens a pesar de poseer
caracteristicas morfoldgicas similares, su concentracién de fitoquimicos varia, por

ende sus perfiles fendlicos también son distintos (Wen et al., 2019).
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4.2. Contenido de &cidos fendlicos en granos

El cromatograma obtenido por HPLC a una longitud de onda de 280nm sirvi6 para
identificar los acidos fendlicos presentes en los granos que se empled en este
estudio (véase Figura 21). Los granos son una fuente rica en principios bioactivos.
Entre los acidos fendlicos mas predominantes en granos se encuentran el acido
2,5-dihidroxibenzoico,  3-(3,4-dihidroxifenil)  propidnico, ferulico,

clorogénico, erulico, galico, y p-cumarico (Zhang et al., 2019).
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Figura 21. Ejemplo de cromatograma obtenido por HPLC a 280nm de la
composicion de los acidos fendlicos en granos (chocho).

Los resultados mostraron que el grano con mayor variedad de acidos fendlicos es
el chocho, teniendo un total de 4. La cantidad en mg de estos acidos
fendlicos/100g de PS de cada grano se evidencia en la tabla 5.



43

Teniendo en cuenta el contenido total de acido galico, el principal grano fue el
frejol blanco (150,32 + 4,08 mg/100g de PS); para el acido clorogénico fueron los
frejoles canario y castilla (27,03 + 4,02 mg/100d de PS y 35,58 + 3,21 mg/100g de
PS); para el acido siringico no hubo diferencias significativas entre los granos que
se detecto a este acido; para el acido ferulico fue el frejol panamito (18,81 + 1,48
mg/100g de PS) y para el p-cumarico tampoco existieron diferencias significativas

entre los granos que se detectd a este acido (véase Tabla 5).

Tabla 5.

Contenido de cada acido fendlico en g/100g PS de granos.

Acidos Fenolicos (mg/100g de PS)

Granos Gélico Clorogénico Siringico Ferulico P-Cumarico
Chocho nd 4,91+2,02° | 1,82+0,187 | 5,85+2,59° 4,78+0,10?
Chocho 22,87+2,21° nd nd nd nd

perla

Frejol 150,32+4,082 nd nd nd nd
blanco

Frejol nd 27,03+4,022 2,99+0,39% | 4,23+0,16° nd
canario

Frejol 7,11+1,96° 35,58+3,212 nd nd nd
castilla

Frejol 20,86+1,82° nd nd nd nd

negro

Frejol 19,89+8,96° nd nd 18,81+1,48% | 2,63+0,462

panamito
Haba pallar 13,90+1,35¢ nd 1,46+0,182 nd nd

Nota: Los valores se expresan como medias + desviacion estandar (SD). Los valores medios
dentro de una columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P <0.05). Las

muestras se analizaron por triplicado. " = no detectado. * ® ¢ ¢ ¢ f = diferencias significativas.
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Al comparar los resultados con otros estudios, los niveles de acidos fendlicos
presentan una amplia variedad de valores. En estudios anteriores se ha observado
que los granos con pigmentacion mas fuerte poseen mayor contenido de
compuestos fendlicos libres (Chung, Seo, Ahn, & Kim, 2011). Por ejemplo, el frejol
negro contiene aproximadamente 30 mg/100g de PS de acido ferulico y de un
rango entre 0.57-7 mg/100g de PS de acido galico. Sin embargo, el acido galico
es un compuesto peculiar que se encontré en mayor proporcion en granos con
pigmentacion clara como el frejol blanco que posee valores de entre 1-13.4
mg/100g de PS (Telles et al., 2017). Las variaciones pueden explicarse tomando
en cuenta que los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se
producen segun las condiciones ambientales en la que crece la planta (Kumar &
Pruthi, 2014).

Por las investigaciones previas, se conoce que las variedades de frijoles que
pertenecen a la especies de Phaselous vulgaris presentan una concentraciéon de

acido fendlicos superior a otros granos (Telles et al., 2017).

4.3. Contenido de acidos fenoélicos en tubérculos

En este caso se analizaron 3 tubérculos por HPLC (véase Figura 22). Los
tubérculos por investigaciones previas han resultado ser productos vegetales de
gran interés por sus concentraciones de principios bioactivos (Medina et al., 2018).
Entre los acidos fendlicos mas predominantes en tubérculos se encuentran el
acido galico, clorogénico, vanilico, p-cumarico, ferulico, sinapico, salicilico, elagico,

cinamico (Zhang et al., 2019).
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Figura 22. Ejemplo de cromatograma obtenido por HPLC a 280nm de la

composicion de los acidos fendlicos en tubérculos (oca).

Los resultados mostraron que los tres tubérculos analizados poseen el mismo
numero de acidos fendlicos, es decir dos. La cantidad en mg de estos acidos
fendlicos/100g de PS de cada tubérculo se evidencia en la tabla 6. Cabe
mencionar que en este caso el tubérculo de la oca es el tubérculo que contiene

mayor concentracion de acidos fendlicos totales.

Teniendo en cuenta el contenido total de acido galico, no hubo diferencias
significativas entre los tubérculos que se detectd a este acido; el acido clorogénico
unicamente se detect6 en la oca (194,25 + 2,21 mg/100d de PS); el acido siringico
no se detectd en los tubérculos; para el acido ferulico fue la oca (11,81 + 0,69
mg/100g de PS) y en el p-cumarico tampoco se detectd en los tubérculos (véase
Tabla 6).



Tabla 6.

Contenido de cada &cido fendlico en g/100g PS de tubérculos.

46

Acidos Fenolicos (mg/100g de PS)

Tubérculos Galico Clorogénico | Siringico Ferulico P-Cumarico
Jicama 48,66+1,73° nd nd 2,34+0,03° nd
Melloco 53,893,412 nd nd 5,37+0,09° nd

Oca nd 194,25+2,21° nd 11,81+0,692 nd

Nota: Los valores se expresan como medias *+ desviacion estandar (SD). Los valores medios
dentro de una columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P <0.05). Las

muestras se analizaron por triplicado. " = no detectado. 2 ® ¢ ¢ & f = diferencias significativas.

Por investigaciones previas se conoce que el tubérculo de la oca, al realizar una
caracterizacion de sus acidos fendlicos por HPLC y un método de deteccién UV-
Vis, contiene los acidos cafeico, vanilico y cinamico. En el caso que no se
detecten estos acidos, puede ser por que el tubérculo empleado no pertenecen a
la genotipos de oca COC-450 y M-2032 (Chirinos et al., 2009). Por la presencia de
los acidos fendlicos que posee la oca se la ha destacado como el segundo
tubérculo en el mundo de poseer capacidad antioxidantes, solo por detras de la

papa (Villares, Garcia-Lafuente, Guillamén, & Ramos, 2012).

Cabe destacar que no existe informacion disponible sobre la caracterizacion de los
acidos fendlicos que contiene el tubérculo de la jicama y el melloco. Sin embargo,
se ha logrado determinar que los tratamientos a baja temperatura ayudan o
mejoran la produccién de compuestos fendlicos totales (Cantwell, Peiser, &
Mercado-Silva, 2002). Lo que podria significar un aumento de concentraciéon de
los acidos fendlicos presentes en estos tubérculos por la zona climatica en donde

se cultivaron.
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4.4. Contenido total de acidos fendlicos evaluados en frutos, granos y
tubérculos

El contenido total de acidos fendlicos se calculé mediante la suma de las
concentraciones de cada acido fendlico que posee cada muestra. Al evaluar la
concentracion total de acidos fendlicos de las 33 muestras se obtuvo que la
vainilla fue el producto vegetal con mayor contenido (486,45 + 133,28 mg/100g de
PS). No obstante, otros frutos, granos y tubérculos también son ricos en estos
compuestos como son el babaco, frejol blanco, granadilla, mortifio, pitahaya
amarilla y oca. Los productos que su concentracion es nula o casi nula de acidos

fendlicos analizados son la guaba, guayaba, taxo y uvilla (véase Figura 22).

Como se expres6 varias condiciones afectan el contenido de fitoquimicos en estos
alimentos. Existen propiedades fisicas que reflejan el contenido de antioxidantes
que poseen, como la forma y el color. Sin embargo, existen otras variables a tener
en cuenta para conocer porque varia la concentracion de fruto a fruto, asi sea el
mismo. Entre estas podemos considerar el genotipo, clima, métodos de
recoleccion, condiciones de crecimiento de la planta, forma de almacenamiento,
presencia de patégenos (Telles et al., 2017). Muchas plantas producen
compuestos quimicos en respuesta de defensa, como el acido fendlico que
pueden inhibir el crecimiento de algunos microorganismos invasores y hongos
(Fusarium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.) (Gongalves Tavares, Viana Lessa

Barbosa, Lopes Ferreira, Ferreira Duarte, & Gomes Cardoso, 2018).

Hay que tener en cuenta que existen dos formas en las que se encuentran en la
naturaleza los acidos fendlicas, que son su forma libre y conjugada, la segunda se
caracteriza por estar ligada a otras moléculas mas grandes (De la Rosa et al.,
2018). Este punto es importante al determinar el perfil fendlico de las muestras,



48

porque si se desea hacer un analisis mas especifico, es necesario realizar dos
procesos, uno que extraiga los acidos fendlicos libres y otro que se base en algun
proceso de hidrolisis para extraer los acidos fendlicos conjugados (Urszula Gawlik-
Dziki, Michat Swieca, 2012).
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]
-
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-
—_—
-
|
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Frejol negro
Frejol panamito
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Contenido total de acidos fendlicos (mg /100 g of P5)

Figura 19. Contenido total de acidos fendlicos, clasificados por frutos, granos y

tubérculos.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

En el estudio presente se determind el perfil fendlico de 5 acidos de los principales

frutos, granos y tubérculos consumidos en la region sierra de Ecuador.

Se determiné que el babaco, cacao y tomate de arbol fueron los frutos con mayor
variedad de acidos fendlicos (4). El chocho es el grano que cuenta con mayor

variedad (4) y los tres tubérculos tuvieron el mismo numero de acidos fendlicos

(2).

Entre frutos, granos y tubérculos se evidencio diferencias significativas del
contenido de los distintos acidos fendlicos, siendo los frutos los productos
vegetales que presentaron la mayor concentracion de acidos fendlicos, entre estos
tuvimos a la vainilla, babaco, granadilla, mortifio y pitahaya amarilla. Sin embargo,
el frejol blanco como grano y la oca como tubérculo, también presentaron una
elevada concentracion de acidos fendlicos. Por otro lado, se tuvo que la
concentracion de acidos fendlicos de la guaba, guayaba, taxo y uvilla es nula o

casi nula.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda un analisis mas amplio, es decir con un mayor numero de
estandares, con distintas variedades de una unica especie y con una recoleccion

de la misma muestra en distintas regiones del pais.
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Es importante tener en cuenta la etapa de maduracion del fruto, grano y tubérculo
0 incluso se recomienda obtener las muestras en varias etapas de maduracion de
cada una, para establecer que etapa conserva de mejor manera los acidos

fenodlicos.

Se recomienda realizar un analisis mas a fondo sobre los acidos fendlicos libres y

conjugados que posee cada muestra.
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