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Efecto de la accion enzimética en la hidrolizacion de elagitaninos e incremento de
&cido elagico en mora, frambuesa y guayaba

Gustavo Xavier Galarza Aguirre

Resumen. La mora, frambuesa y guayaba son fuente de elagitaninos (ET). La hidrolizacion
de estos ET genera 4cido hexahidroxidifénico, el cual es precursor de &cido elagico (EA).
El objetivo de este estudio fue de evaluar la hidrolizacién enzimatica de ET y la formacion
de EA en purés de tres frutas. Los ET fueron identificados en cada fruta (Fase 1). Luego,
extractos de las frutas fueron hidrolizados con tanasa usandose un disefio de Bloques
Completos al Azar con medidas repetidas en el tiempo para una medicion de 24 horas (Fase
2). Por ultimo, se usé un Disefio Completamente al Azar para evaluar la combinacién de
cuatro enzimas (pectinasa, pectinasa + tanasa, pectinasa + proteasa, pectinasa + tanasa +
proteasa) en cada puré de frutas (Fase 3). En la fase 1 se identificaron 12 ET en total: seis
en mora, tres en frambuesa y tres en guayaba. Otros elagitaninos fueron detectados pero no
identificados. La mora presentd un alto contenido de ET y EA inicial (258.1+12.7 y
18.68+1.5 mg/L respectivamente). Luego de 24 horas de incubacion, el contenido de EA
fue alto en todas las frutas. La adicion de pectinasa+tanasa incrementé el contenido de acido
elagico en mora (181.5+46.4mg/L). No existio diferencia en la formacion de EA en
frambuesa, y en guayaba disminuyo debido a la sedimentacion. Es necesario realizar mas
estudios para identificar los ET formados durante la hidrolizacidbn enzimatica y
cuantificacion de EA en sedimento luego de centrifugacion.

Palabras clave: Pectinasa, procesamiento de frutas, tanasa, taninos hidrolizables.

Abstract. Blackberries, raspberries, and guavas are sources of ellagitannins (ET).
Enzymatic hydrolyzation of ET can generate hexahydroxydiphenic acid, which is an ellagic
acid (EA) precursor. The objective of this study was to evaluate various enzymatic ET
hydrolyses and EA formation in three fruit purees. Initially, ETs were identified in each
fruit (phase I). Then, extracts were hydrolyzed with tannase in a Randomized Block Design
with measures repeated overtime for 24 hours (Il). Finally, a Completely Randomized
Design was used with four combinations of enzymes (pectinase, pectinase+tannase,
pectinase+protease, pectinase+tannase+protease) evaluated on each fruit puree (lI).
Initially, 12 ETs were identified in blackberry (6), raspberry (3), and guava (3). Other ETs
were detected but not identified (I). Blackberry presented the highest initial ET and EA
concentrations (258.1+12.7 & 18.68+1.5 mg/L, respectively). EA formed during hydrolysis
was similar in all fruits with best results observed at 24 hours of incubation (I1). Highest
EA was observed in blackberry regardless of enzyme treatment. The addition of pectinase
aided in the tannase hydrolysis of blackberry ETs increasing EA formed (181.5+46.4
mg/L). Similar results were observed with pectinase+protease (164.8+47.3 mg/L)
suggesting the occurrence of more EA in blackberry. In contrast, no difference was
observed in the formation of EA in raspberry samples regardless of the enzymatic treatment
applied and a decrease in EA present was observed in guava samples due to possible
sedimentation (l11). More studies need to be conducted to identify ETs formed during
enzyme hydrolysis and to quantify EA in the sediments after centrifugation (clarification).

Key words: Fruit processing, hydrolyzable tannins, pectinase, tannase
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1. INTRODUCCION

El consumo de frutas y vegetales durante los ultimos afios ha ido incrementando gracias a
la tendencia de comer saludable. Se han llevado a cabo estudios en los cuales se ha
demostrado que el consumo de estos pueden reducir el indice de enfermedades cronicas,
como el cancer (Hager et al. 2008). Dentro de los compuestos estudiados en diferentes
frutas y vegetales encontramos a los taninos, los cuales han atraido el interés por su
capacidad de ser antivirales, antibacteriales y reducir la presencia de tumores (Khanbabaee
y Ree 2001).

Los taninos son metabolitos polifendlicos secundarios de las plantas (Hager et al. 2008). Se
dice que son secundarios ya que no cumplen funciones principales dentro del metabolismo
de las plantas, como biosintesis o biodegradacion, pero cumplen funciones de proteccion
hacia el ataque de herbivoros o enfermedades (Hagerman 2002). Estos, a su vez, poseen un
alto peso molecular, ademas de que presentan grupos hidroxilos unidos a fenoles que
permiten una interaccion con proteinas, minerales y otras macromoléculas (Vazquez-Flores
et al. 2012). También son causantes del sabor amargo y la astringencia de ciertas frutas y
vegetales (Olivas-Aguirre F et al. 2014). Segun Olivas, los taninos se clasifican en cuatro
grupos: condensados, hidrolizables, florotaninos y complejos. También pueden ser
clasificados dependiendo de sus propiedades estructurales, es decir, la resistencia que estos
presenten hacia un tratamiento con agua a altas temperaturas, 0 con accion enzimatica
mediante uso de tanasa, encerrando a dos grupos muy representativos que son: condensados
(los cuales no cambian su estructura si se aplican los tratamientos) e hidrolizables
(Khanbabaee y Ree 2001).

Los taninos condensados o proantocianinas son polimeros de flavonoides y dos de los mas
estudiados son: flavan-3-ols (-)-epicatequina y (+)-catequina (Hagerman 2002). En cuanto
a los taninos hidrolizables, estos son derivados del &cido galico y encierra dos grupos muy
importantes: los galotaninos y los elagitaninos (Hagerman 2002). Los elagitaninos son
ésteres de acido elagico (Olivas-Aguirre F et al. 2014), el cual ha generado interés en la
comunidad cientifica por estar presente en frutas como fresas, frambuesas y granadas
(Komorsky y Novak 2011).

El acido elagico es una molécula cuyo peso molecular es de 302 g/mol y posee muchas
propiedades bioldgicas tales como: antioxidante, anti-mutagénicas, antimicrobianas y
también son inhibidores del virus de inmunodeficiencia humana (Sepulveda et al. 2011).
También previene la formacion de tumores, ya que, tanto este, como los elagitaninos (los
cuales poseen en su estructura acido elagico) pueden interactuar con paredes celulares, o,
formar compuestos con las proteinas para asi prevenir la proliferacién de las células
metastasicas, las cuales son células cancerosas que migran de un 6rgano a otro (Sepulveda
et al. 2011).



Estudios relacionados, en cuanto a remocion de los taninos presentes en jugo de fruta, han
demostrado que estos reducen la digestibilidad, inactivan enzimas digestivas, son toxicos y
ademas de la no deseada interaccién con proteinas (Prinz y Lucas 2000). Ademas, se ha
comprobado que con la hidr6lisis de taninos por medio de la actividad enzimatica reduce el
amargor Yy la astringencia de los jugos, permite clarificacion, y previene la formacion de
sedimento en los mismos (Srivastava y Kar 2009).

Tanasa, o tannin acyl hydrolase EC 3.1.1.20, es una enzima encargada de biodegradar los
taninos hidrolizables, siendo més afin a los galotaninos, cuya hidr6lisis produce glucosa y
acido galico (Srivastava y Kar 2009). Por lo tanto, como una alternativa para la industria de
procesamiento de jugos, se ha demostrado que la aplicacion de tanasa reduce los efectos
negativos de los taninos, como ejemplo el sabor amargo, ademas de que se mejora la calidad
del jugo y también de reducir la formacion de sedimento de jugos de frutas con alto
contenido de taninos, como por ejemplo: granada, frambuesa y mora (Aguilar et al. 2007).

Los objetivos de este estudio fueron:
e ldentificar elagitaninos en mora, frambuesa y guayaba.
e Evaluar la hidrélisis enzimatica de los elagitaninos durante el tiempo de incubacion.

e ldentificar qué tratamiento de fruta y enzima obtuvieron un mejor incremento de acido
elagico despues de 24 horas de incubacion.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio se realizo en el laboratorio de quimica de alimentos del departamento de nutricion
y ciencia de los alimentos en la universidad de Texas A&M, ubicada en la ciudad de College
Station, Estado de Texas, Estados Unidos.

Elaboracion de extracto de polifenoles.

Se extrajeron polifenoles de la mora, frambuesa y guayaba para poder identificar los
elagitaninos presentes. Las frutas se obtuvieron de la casa comercial H-E-B, College
Station. Primero, se pesaron 500 g de cada fruta. EI método de extraccion fue el de separar
las semillas de las frutas por medio de un filtro de maya, luego se licuaron las frutas en una
solucion 50:50 (acetona:etanol) hasta homogenizacion. Las semillas se trituraron en una
solucion 50:50 (acetona:etanol) con un triturador de la marca Power Gen serie 500, y luego
se filtré esa solucion (SS) a la solucién de jugo sin semilla (SWS). Una vez hecho eso, la
solucion (SS + SWS) se evaporo, por medio del uso de un rotovapor R-210, de la marca
Buchi, a una temperatura de 60 °C durante 15 minutos, a una velocidad de rotacion de 60
revoluciones por minuto. El residuo, el cuél era agua, fue la solucion extracto de los fenoles
presentes.

Condiciones del equipo LC-MS.

Las condiciones del LC-MS para la lectura de muestras fueron las mismas para todo el
estudio. Las condiciones iniciales del equipo, y con una inyeccién de 450 ul por minuto,
consistio en un 95% de la fase mévil A, la cual era agua con 0.1% de &cido férmico, y 5%
de la fase movil D, que era metanol en grado HPLC. Una vez establecida las condiciones
iniciales se dio paso a la lectura de las muestras, inyectando durante 1 minuto las mismas
concentraciones de las condiciones iniciales, luego de 5 minutos la fase A disminuy6 a un
90%, y la fase D aumentd a un 10%. Pasado 25 minutos, la fase A disminuyd su
concentracion a 30%, y la fase D aument6 a un 70%, y asi se mantuvo hasta 35 minutos de
la lectura de las muestras. Y por Gltimo, después de 35 minutos, el equipo inyecto
concentraciones de la fase A y fase D para reestablecer las condiciones iniciales y dar paso
a la lectura de la siguiente muestra. Las presiones del equipo para inyeccion de la muestra
se lograron gracias a una bomba de gas nitrégeno conectada directamente con el equipo
(Talcott 2010).

Lectura de extractos en LC-MS para identificacion de elagitaninos.
Los elagitaninos presentes en los extractos de los polifenoles se identificaron por medio del
uso del equipo LC-MS conformado por el HPLC-PDA Thermo-Finnigan Surveyor para

3



identificacion de picos de refraccion, y, para lectura de masas, se uso el equipo LCQ Deca
XP Max ion trap, que estuvo conectado directamente con el primer equipo. Todas las
muestras obtenidas se filtraron por medio del uso de un filtro Whatman de 0.45 micrémetros
para verterlos en viales y dar paso a la lectura de masas por medio del uso del equipo LC-
MS. Se observé a una longitud de onda de 370 nm ya que un compuesto que posee en su
estructura &cido elagico se encuentra cerca de esa longitud (Machado et al. 2002).

Curva de calibracion de &cido elagico.

Para cuantificar el contenido de acido elagico en las muestras de todo el estudio se elabord
una curva de calibracion. Se uso acido elagico en polvo grado HPLC con una pureza > 95%
obtenido de la casa comercial Sigma. Esta curva se realiz6 cada vez que se requirié una
lectura de muestras. Para elaborar la curva de calibracién se prepararon muestras con
concentraciones conocidas de acido elagico, partiendo desde 100 mg/L hasta 3 mg/L. El
solvente usado para disolver el analito (acido elagico) fue metanol en grado HPLC. Una
vez que se elaboraron las muestras, se dio paso a una lectura en el HPLC, donde se midid
el nivel de absorbancia de cada concentracion conocida de acido elagico. A medida que
aumento la concentracion del &cido elagico, aumentd su nivel de absorbancia. Los puntos
obtenidos reflejaron una tendencia constante, que al momento de graficarlos y unirlos, se
formé una recta cuya ecuacion arrojo un valor R? > 0.99, para tener un amplio rango de
confiabilidad. La ecuacidn de la recta se expreso de la siguiente manera:

Abc=mCA+b [1]

En donde

Abc= area bajo la curva.

m = pendiente.

CA = concentracion del &cido elagico en miligramos por litro (mg/L).

b = valor de la absorbancia cuando la concentracion del analito es igual a 0

La concentracion total de &cido elagico en el extracto de interés se midid con la ecuacion
de la recta obtenida por medio de la curva de calibracién. EI cromatograma resultante
detecto diferentes picos, entre ellos, un pico de deteccion de acido elagico, por lo tanto, se
tomo el area que abarco todo ese pico de reflexién. Una vez obtenida esa area, se despejé
de la ecuacion 1 la incognita de concentracion de acido elagico, y se reemplazaron los datos
que ya teniamos de cada incognita (area bajo la curva, pendiente e intercepto). El dato
obtenido se multiplicé por el factor de dilucion (1/2) para obtener concentracion real de
acido elagico en mg/L.

Aplicacion e incubacién de enzima tanasa en los extractos de frutas.

Se aplico a los extractos de polifenoles la enzima tanasa a una concentracion de 1:10
(extracto:enzima) y se incubaron durante determinado tiempo para observar incremento del
contenido de &cido elagico en determinado tiempo. Primero, se prepard una solucién buffer
citrato de pH 5.5, con citrato de sodio 0.1M y &cido citrico 0.1M (Gomori 2010). Luego,
una solucion 100 mg/L (enzima/buffer) fue elaborada, adicionando 100 mg de la enzima a
1 L de la solucién buffer citrato de pH 5.5. Una vez obtenida la solucion enzima:buffer, se
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afiadieron 800 pl de dicha solucion a 200 pl de los extractos de fruta. Las muestras fueron
incubadas durante 0, 1, 2, 6 y 24 horas a una temperatura de 37 °C (Rout and Banarjee
2006). Se elaboraron tres muestras por cada hora de medicion. Para detener la accion
enzimatica se usé 1 ml de metanol. Una vez terminado el tiempo de incubacion, las muestras
se filtraron, por un filtro Whatman de 0.45 micrometros en viales para su lectura en el LC-
MS y se observo incremento en los picos de refraccion de &cido elagico.

Elaboracién de puré de frutas y separacion de semillas.

La elaboracion del puré de frutas consistio en pesar 1500 g de la fruta para luego licuar y
triturar. Las semillas fueron separadas del puré y se obtuvo un puré de fruta sin semilla. Las
semillas fueron trituradas para obtener una solucion mas homogénea. Se agregd 0.05 g/mi
de azida de sodio al puré sin semilla y al triturado de semillas para evitar crecimiento
microbiano, ya que este compuesto sirve como bacteriostatico (Russo et al. 2008). Una vez
determinado el tiempo en el cual el incremento de &cido elagico fue mayor en los extractos
de polifenoles, se realizé la incubacion, durante el mismo tiempo, de los purés de cada fruta
bajo las mismas condiciones y a diferentes combinaciones enzimaticas. Luego, se obtuvo
el jugo de cada fruto y se prepararon las muestras para su lectura en el LC-MS.

Adicion de enzima pectinasa al puré de frutas sin semillas.

Las enzimas que se usaron fueron: Pectinasa + Tanasa, Pectinasa + Proteasa y Pectinasa +
Proteasa + Tanasa. Todos los tratamientos contuvieron pectinasa. Esta enzima es muy
importante en la industria de procesamiento de frutas, ya que pueden hidrolizar complejos
de polisacaridos de las plantas, y son consideradas como un requisito para poder clarificar
un jugo, asi como de estabilizarlo y aumentar su calidad (Tapre y Jain 2014).

Al puré sin semillas se le midio el pH inicial, y luego se elevo el pH por medio del uso de
un buffer de citrato pH = 7, hasta alcanzar pH entre 4.0 y 4.2, ya que se ha demostrado que
a ese rango de pH la accion de la enzima tanasa es mas eficiente (Rout y Banerjee 2006).
Se agreg6 la enzima pectinasa, a una concentracion de 0.007 ml por ml de puré El puré con
la enzima pectinasa se dividio en 6 tubos falcon de capacidad de 50 ml. Se vertio, en cada
uno, 40 ml del puré.

Adicidn e incubacion de enzima tanasa a la solucion de semillas trituradas.

A la solucion de semillas trituradas se le afiadio 200 ml de buffer de citrato a pH = 7
(Lipinska et al. 2014), y también se le afiadi6 tanasa a una concentracion de 1 g/100 ml. Esa
solucion de semillas trituradas con tanasa y 200 ml de buffer a pH 7 se incubd durante 2
horas a una temperatura de 37 °C (Rout y Banerjee 2006).

Combinacidn de solucion de semillas con tanasa y puré con pectinasa.

Una vez terminada la incubacion de la solucion de las semillas, los 200 ml se vertieron a
una relacién de 200 ml por cada 650 ml de puré sin semilla con pectinasa, quiere decir, 0.31
ml de solucidn de semillas con tanasa por 1 ml de puré sin semilla con pectinasa. Se mezclo
y se dividio en 6 tubos falcon, al mismo volumen de 40 ml en cada tubo.
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Adicion de proteasa.

Para las muestras con proteasa se agregd una relacion de 0.33 ml de proteasa por cada 40
ml de puré. La proteasa se afiadi6 a 3 tubos falcon que contenian respectivamente: los purés
con pectinasa sin semilla, los purés con la solucion semilla y tanasa, y a los purés de la
combinacion de pectinasa y tanasa. La proteasa también es una enzima usada en la industria
de procesamiento de jugos como alternativa al proceso de clarificacion (Pinelo et al. 2010).

Incubacién de los purés con las diferentes combinaciones enzimaticas.

Se procedi6 a incubar a 37 °C durante 24 horas. Luego de la incubacién, se procedié a
detener la accion enzimatica por medio de un choque térmico, sometiendo los tubos falcon
a agua a punto de ebullicion durante 2 minutos hasta que la muestra se calento, y luego se
introdujeron los tubos en un recipiente con hielo, para que generar ese cambio de
temperatura que detuvo la accién enzimatica (Chaitanyakumar y Anbalagan 2016).

Obtencidn y clarificacion de jugo para su posterior lectura en el LC-MS.

La fibra del jugo se separ6 por medio de un centrifugador, en el cual se colocaron las
muestras, a una velocidad de 3500 revoluciones por minuto, durante 10 minutos, se
expusieron las muestras para separar la fibra del jugo, y asi reducir el nivel de turbidez (Liao
et al. 2007). Se ha demostrado que el uso de centrifugado disminuye la cantidad de
polifenoles (Yousefnezhad et al. 2017). Luego del proceso de centrifugacion, la fibra de las
frutas se sedimentd y el jugo clarificado era el sobrenadado que estaba separado
completamente del sedimento. Una vez hecho esto las muestras se prepararon para su
posterior lectura en el Thermo-Finnigan Surveyor HPLC-PDA, y para lectura de masas,
LCQ Deca XP Max ion trap.

Disefio del estudio.

En la fase de aplicacion e incubacion de tanasa a los extractos de frutas se usé un disefio de
Bloques Completos al Azar en el cual se midié el incremento de acido eldgico durante la
incubacion de tanasa en los extractos de las tres frutas desde el tiempo 0 hasta las 24 horas
y se observo si hubo una diferencia significativa entre frutas y el tiempo de incubacion por
medio de una prueba Tukey de separacion de medias. El total de unidades experimentales
que se analizo fueron 45.

En la fase de aplicacion de una combinacion enzimatica a los purés de frutas se usé un
Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial, y una separacion de medias de
minimos cuadrados, en donde se aplicaron a las tres frutas las cuatro combinaciones
enzimaticas. Se establecieron 12 tratamientos, con un total de 36 unidades experimentales.
En esta parte se evalu6 el aumento de acido elagico y se observo si hubo una diferencia
significativa entre los 12 tratamientos. También se identifico qué fruta bajo qué
combinacién de enzimas obtuvo un incremento significativo de acido elagico.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I. Identificacion de Elagitaninos.

El método de extraccién que se llevé a cabo tuvo una gran eficiencia ya que se aprovecho
la capacidad de la acetona para extraer polifenoles (Boeing et al. 2014). El etanol se us6
para reducir el alto contenido de polifenoles de bajo peso molecular (Do et al. 2014). La
figura 1 y 2 representan las estructuras de elagitaninos identificados en mora y frambuesa
respectivamente. La composicion quimica de cada una de las bayas (mora y frambuesa)
varia dependiendo de la variedad y la familia. La calidad de fruta es variable y algunos
fenoles presentes en estas frutas son solubles en agua, recordando que estos extractos,
después del proceso de evaporacion, se concentra en agua, por lo tanto, pueden existir
ciertos cambios e incluso perdidas de estos compuestos durante el proceso de extraccion y
evaporacion (Skrovankova et al. 2015).
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Figura 1. Estructura de los Elagitaninos identificados en mora: (a) penducalaganina, (b)
castalaganina, (c) galloyl-HHDP-glucosa, (d) lambertanin D, (e) lambertanin C, (f)
lambertanin A.
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Figura 2. Estructura de los elagitaninos identificados en frambuesa: (a) sanguiin H-10, (b)

sanguiin H-6, (c) lambertanin C.

En la figura 3 se encuentran los compuestos polifendlicos identificados en guayaba. Los
elagitaninos identificados se basaron en un estudio similar en donde se usé una infusion de
las hojas de la planta de guayaba, por lo tanto, se tomd el concepto de traspaso de

caracteristicas de la planta al fruto (Diaz-de-Cerio et al. 2015).
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Figura 3. Estructura de los Elagitaninos
glucosa, (b) geranina, (¢) causarinina.
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Fase Il. Aplicacion y medicién a diferentes tiempos de incubacion de Tanasa a los
extractos de frutas.

El cuadro 1 refleja el incremento de acido elagico en cada fruta a medida que paso el tiempo
de incubacion. No es necesario agregar la hora 0 ya que el cuadro sélo refleja incremento
por hora, y la hora 0 tuvo un incremento de 0. La interaccion tiempo y fruta fue significativo
(P <0.05), al igual que la diferencia estadistica en cuanto al incremento de &cido elagico en
cada una de las frutas. En guayaba, el incremento de acido elagico no fue significativo luego
de 2 horas de incubacién. Esto se debe a que el contenido de &cido elagico y, también, de
derivados de este, como los elagitaninos, son muy bajos, y por ende, se espera observar
estos resultados (Diaz-de-Cerio et al. 2016). Pero, si se compara entre 1 y 24 horas de
incubacion del extracto de guayaba con la enzima tanasa, si hubo diferencia estadistica.
Valores negativos reflejan precipitacion del &cido elagico, ya que tiende a acumularse en el
sedimento por su capacidad de no ser hidrosoluble (Sepulveda et al. 2011). En los extractos
de mora y frambuesa el incremento de &cido elagico a las 24 horas de incubacién fue
estadisticamente diferente a los otros tiempos. Las medias obtenidas en el incremento de
acido elagico en todas las frutas, luego de 24 horas de incubacion, fueron estadisticamente
iguales.

Cuadro 1. Incremento de &cido elagico (mg/L) durante los periodos de incubacion.

Fruta Tiempo (Horas)

1 2 6 24
Mora 1.03"+2.75«®  -7.37 +£0.12® 0.33 £ 4.93® 21.5 £ 9.39@
Frambuesa 4.98 +0.68© 10.2+1.20® 11.6 £1.92® 18.5 £ 0.64®
Guayaba 3.88+£2.19® 425+265®  563+3.18® 967 +0.85®

*Media aritmética, ¢ desviacion estandar, @9 letra en la misma columna separa medias estadisticamente por
medio de prueba Tukey (P<0.05) por cada hora

El cuadro 2 refleja la disminucion del contenido de elagitaninos en cada fruta, expresando
contenido a las 0 horas y a las 24 horas. Los taninos sanguiin H-6 y lambertanin C presentes
en la frambuesa abarcan el 58% del total de compuestos quimicos de la fruta (Borges et al.
2010). La mora es rica en polifenoles, y presenta una alta cantidad de elagitaninos y
derivados del &cido elagico, inclusive mayor contenido inicial de acido elagico (Kolniak-
Ostek et al. 2015). Se pudo observar que en mora y frambuesa hubo una mejor hidrolizacion
del contenido de elagitaninos en comparacion con la guayaba.

La tanasa acto en su sitio activo que son los enlaces éster que enlazan el acido
hexahidroxidifénico con moléculas de glucosa o acido quinico para formar la estructura del
elagitanino (Sepulveda et al. 2011). Al romper estos enlaces éster, hubo generacion de
nuevos mondmeros de elagitaninos de menor peso molecular y también de moléculas de
acido elagico (Arapitsas 2012). La estructura del elagitanino define la eficiencia de la
tanasa, ya que, al ser una estructura mas compleja, se dificulta la accion de la tanasa en el
sitio activo, por lo tanto, se requirié mas tiempo para hidrolizar la mayor cantidad posible
de elagitaninos presentes (Aguilar et al. 2007).



Cuadro 2. Contenido de elagitaninos expresados en equivalente a acido elagico en la hora
0y las 24 horas de incubacion en cada fruto.

Fruta Contenido de elagitaninos (equivalente a mg/L de acido elagico)
0 Horas 24 Horas
Mora 258" + 12.6°A 161 +9.65A
Frambuesa 9.27+1.00B 746+1.38C
Guayaba 26.7 £ 8.68 B 42.4+9.37B

*Media aritmética, ¢ desviacion estandar, A, B, C en la misma fila separa medias estadisticamente por medio
de prueba Tukey (P<0.05) por cada fruta.

En la figura 4 se observa el cromatograma de la mora que reflejé pérdidas de picos cerca
de los 16 minutos, cuya longitud de onda de la observacion fue de 370 nm. Los cambios en
ambas curvas fueron notables. El pico de acido elagico tuvo un tiempo de retencion de
22.35 minutos en el cromatograma (a) y 22.28 minutos en el cromatograma (b) mostrd un
diferencia a las 24 horas. El pico de tiempo de retencion de 16.03 minutos en el
cromatograma (a) tuvo un peso de 447 g/mol. Este compuesto se perdio en el cromatograma
(b), ya que no reflejo este tiempo de retencidén o uno cercano, y ademas también se redujo
el pico de reflexion a tiempo de 16.47, el cual fue un compuesto cuyo peso molecular fue
de 464.63 g/mol. Esta pérdida de picos puede relacionarse con lo obtenido en el cuadro 2,
que reflejo una disminucién del contenido de elagitaninos en mora.

La figura 5 refleja los cambios que se presentaron en frambuesa en cuanto a incremento de
acido elagico y disminucién de elagitaninos. EI aumento de contenido de acido elagico si
representd una gran diferencia entre la hora 0 (c) y la hora 24 (d), ya que el contenido inicial
de los elagitaninos presentes en la frambuesa en si es mucho mas alto que la cantidad de
acido elagico libre presente (Raudone et al. 2014). En comparacién con mora, el aumento
de &cido elagico fue considerable, pero no hubo gran pérdida de otros picos, los cuales
fueron otros compuestos no identificados. Esto se debidé a que la tanasa en frambuesa
hidrolizo6 oligomeros, los cuales formaron nuevos compuestos con el mismo peso molecular
que otro elagitanino no identificado en la estructura de la frambuesa, y por eso no hubo
disminucidn de ningun pico.

En la figura 6 se observa el comportamiento de la guayaba a las 24 horas de incubacion. Se
ha demostrado que hay un alto contenido de elagitaninos en las hojas de la guayaba, a las
cuales se las ha atribuido propiedades curativas, antimicrobianas, nutricionales, y ademas
que se han realizado précticas para la elaboracion de infusiones de té mediante las hojas
(Biswas et al. 2013). No existen estudios en cuanto a evaluacion de los elagitaninos
presentes en el fruto de la guayaba, pero, con la formacion de nuevos compuestos de
elagitaninos se infiri6 que los taninos presentes en guayaba son mas complejos que los
taninos en mora y frambuesa, y que al momento de la accion de la tanasa, pudo actuar en
estructuras de elagitaninos complejas, formando nuevos oligémeros de elagitaninos menos
complejos, y que puedan requerir mas tiempo de incubacion para su completa hidrolizacién.
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Figura 4. Cromatograma de la hora 0 (a) y hora 24 (b) de incubacién de Tanasa en mora.
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Figura 5. Cromatograma de la hora 0 (c) y hora 24 (d) de incubacion de Tanasa en
frambuesa.

En esta fase existid una interaccién positiva con el tiempo en cuanto al aumento de
contenido de acido elagico (P < 0.05), esto indic6 que a medida aumenta el tiempo de
incubacion aumenta el contenido de &cido elagico. También se observé que durante 24
horas de incubacion hubo un mayor incremento de acido elagico. Este tiempo medido se
uso para la aplicacién, y también, incubacion de la enzima a los purés de la siguiente fase.
Luego de 24 horas si se observa un incremento del pico de refraccidén de acido elagico en
comparacion con el pico de la hora 0, pero, el tiempo éptimo de hidrolizacion total de los
elagitaninos presentes es mayor, ya que, por lo reflejado en los cromatogramas y resultados,
aun existian elagitaninos por hidrolizar, la formacion de nuevos compuestos gracias a la
ruptura de los enlaces éster que provoca la tanasa cuando reacciona con el elagitanino, ya
gue es su sitio activo. Los nuevos compuestos formados durante la hidrolizacién ain no han
sido identificados, por ese motivo se los reporta como total de elagitaninos, ya que la
longitud de onda que se observé fue de 370 nm, y eso representa una caracteristica de los
elagitaninos ya que son identificados a esa longitud de onda (Talcott y Lee 2002).
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Figura 6. Cromatograma de la hora 0 (e) y hora 24 (f) de incubacion de Tanasa en guayaba.

Fase I11. Aplicacién de tratamientos enzimaticos a los diferentes purés de frutas.

El cuadro 3 indica la separacion de medias del aumento de contenido de acido elagico
obtenido en cada fruta incubada a determinada combinacion de enzimas. La aplicacion de
enzimas a las frutas obtuvo resultados estadisticamente significativos. En cuanto al uso de
las frutas se establecid que si existe diferencia estadistica entre cada fruta (P < 0.05).
También existio una diferencia estadistica en cuanto a las enzimas, siendo la combinacion
pectinasa + tanasa la que reflejé un aumento de contenido de &cido elagico considerable.
Segun el método de separacion de medias de esta fase, agrupa la combinacion de enzimas
pectinasa + tanasa y pectinasa + proteasa en la mora como medias semejantes, y también
como las mejores medias en comparacién con otra combinacion de enzimas y frutas. El
sedimento formado en el jugo de mora tiene un alto contenido de acido elagico, por lo tanto,
promover la hidrolisis de estos taninos ayudaria a evitar esta sedimentacion. Ademas, el
estudio relacionado también indica que la tanasa en mora no ha reducido significativamente
el contenido de elagitaninos (Siriwoharn et al. 2005).
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La mora obtuvo un aumento significativo en cuanto a contenido de acido elagico, contrario
a frambuesa y guayaba. En guayaba el contenido de &cido elagico no aumentd, mas bien
disminuyo. Esto se debe a que el &cido elagico tiende a precipitarse por reacciones de
oxidacion que incrementa cuando la fibra de la fruta se ve afectada, gracias a procesos como
cocinado o licuado (Hakkinen et al. 2000). En cuanto a tratamientos con proteasa, en
especial frambuesa y guayaba, hubo una reduccién también del contenido de &cido elégico,
y eso se debe a que la proteasa evita esa interaccion entre proteina y poli-fenoles (Pinelo et
al. 2010), ademas de que las enzimas son proteinas con capacidad catalitica, y la presencia
de proteasa inactivo a la enzima tanasa, por lo tanto, en la combinacién de las tres enzimas
hubo una interaccion entre tanasa y proteasa que provocd una inactivacion ya que, se
observo que estadisticamente en mora se agrupa la media obtenida en esta combinacién de
enzimas es igual a la media obtenida slo con la enzima tanasa.

Cuadro 3. Incremento de acido elagico (mg/L) en cada puré de fruta incubadas a diferentes
combinaciones de enzimas.

Frutas Enzima
Pectinasa Pectinasa + Pectinasa + Pectinasa+Tanasa
Tanasa Proteasa + Proteasa
50.3°+ 13.3B 144 + 43.6A 128 + 44.5A 441 +8.91B
Frambuesa 7.14 + 3.14C 12.7+3.41C -7.02+1.28CD -8.17 £ 1.93CD
Guayaba -30.8+7.05D -62.6 +6.41E -65.1 +3.01E -84.6 + 4.38E

*Media aritmética, ¢ desviacion estandar, (A, B, C, D, E) letra que separa medias estadisticamente por medio
de minimos cuadrados (P<0.05).

Estos resultados demostraron que se puede aumentar la funcionalidad del jugo de mora, ya
que aumenta el contenido del acido elagico, el cual es un metabolito muy beneficioso para
nuestra salud, ademas de promover la clarificacion y mantener calidad de los jugos.
Comparando las tres frutas, la mora, por su estructura, responde mejor a la interaccion con
la enzima tanasa, logrando aumentar el contenido de &cido elagico, recordando que la mora
ha sido la mejor fruta evaluada en este estudio, ya que obtuvo gran cantidad de acido elagico
y también de elagitaninos los cuales se observé que la tanasa pudo hidrolizar en su gran
mayoria. Aunque, la combinacion de pectinasa + proteasa también favorecié a mora, pero
aqui solo se liberd acido elagico ya que la proteasa impide la interaccion entre pectina y
proteina, por lo cual reduce la sedimentacion, y esto pudo haber liberado més acido elégico,
y por ende aumentar la presencia del mismo en el jugo de mora. La frambuesa también
reflejo resultados esperados, aunque las medias de todas las combinaciones de enzimas
fueron agrupadas como estadisticamente semejantes. Por otro lado, la guayaba reflejé
resultados negativos, los cuales no significaron pérdida, sino que el &cido elagico se
precipitd gracias a que la estructura de la fruta, al poseer demasiada fibra, es muy dificil de
romper, por lo tanto, esto ocasiond que los compuestos presentes en la guayaba sean
dificiles de liberar. Durante el proceso de sedimentacion en los jugos se forma una red
tridimensional, gracias a la interaccion entre pectina y los polifenoles, que atrapa
compuestos del jugo, siendo uno de estos el &cido elagico.
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4. CONCLUSIONES

Se identificaron 12 elagitaninos en mora, frambuesa y guayaba.
En mora se observé una alta concentracion de acido elagico y elagitaninos.

El incremento de acido elagico durante 24 horas fue alto en los extractos de polifenoles
de las frutas ya que a ese tiempo se incub6 la enzima tanasa a una temperatura de
incubacion de 37 °C.

En mora hubo un considerable incremento en porcentaje, aumentando por cinco veces
el contenido inicial de acido elagico, especificamente usando la combinacion de
enzimas pectinasa + tanasa y pectinasa + proteasa.

No se observo diferencia estadistica en cuanto a aplicacion de enzimas en el puré de
frambuesa, y existio una sedimentacion en las muestras de guayaba que hicieron que
el &cido elagico presente en la guayaba quede retenido en el sedimento.
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5. RECOMENDACIONES
Identificar nuevos compuestos que se formaron durante la hidrolizacion de elagitaninos,
asi como los elagitaninos que se involucraron durante el proceso de hidrolizacion.

Realizar mediciones arriba de 24 horas hasta llegar a un punto en donde ya no exista
mas substrato (elagitaninos) para la enzima.

Realizar estudios de vida de anaquel para observar cambios de la calidad de los jugos
obtenidos.

Realizar estudios in-vitro con animales vivos para observar si el metabolito (&cido
elagico) llega hasta el intestino delgado.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Aumento relativo de contenido de &cido elagico (mg/L) en cada fruta.
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Anexo 2. Aumento relativo de contenido de acido elagico (mg/L) por combinacion de
enzimas en cada pure de fruta.
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Anexo 3. Cromatogramas de accion enzimatica en puré de mora: Pectinasa (g), Pectinasa +
Tanasa (h), Pectinasa + Proteasa (i) y Pectinasa + Tanasa + Proteasa (j).
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Anexo 4. Cromatogramas de accion enzimética en pure de frambuesa: Pectinasa (k),
Pectinasa + Tanasa (l), Pectinasa + Proteasa (m) y Pectinasa + Tanasa + Proteasa (n).
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Anexo 5. Cromatogramas de accion enzimética en puré de guayaba: Pectinasa (0), Pectinasa
+ Tanasa (p), Pectinasa + Proteasa (q) y Pectinasa + Tanasa + Proteasa (r).
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Anexo 6. Curvas de calibracion de acido elagico para fase 111 (Grafica A) y fase 11
(Gréfica B).
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Anexo 7. Contenido final de &cido elagico en cada puré de fruta luego de 24 horas de
incubacion.
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