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RESUMEN

Physalis peruviana Linnaeus es el nombre botanico de un arbusto nativo del Pera. Su
fruto, conocido como aguaymanto, ha ganado gran importancia en el mercado
internacional por su sabor, color y valor nutricional. Entre los compuestos bioactivos de
importancia, resaltan los acidos grasos poli-insaturados, carotenoides, tocoferoles y

fitoesteroles, todos ellos de naturaleza apolar.

En el mercado internacional, el aguaymanto se encuentra como un producto alimenticio
comercializado en su forma fresca y deshidratada. Dado que Colombia, Kenia y
Sudafrica son los mayores productores de aguaymanto, los estudios realizados con esta
planta se enfocan en ellos. En el Perl, el aguaymanto se produce en varias regiones:
Ancash, Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Junin y Arequipa. La composicion

quimica del aguaymanto peruano aun no ha sido abordada sistematicamente.

En este estudio se planted implementar metodologia basada en la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) para abordar la composicion lipofilica del aguaymanto, fresco y
deshidratado. Este ultimo producto fue considerado en el estudio, pues el Perti exporta
mas aguaymanto deshidratado que fresco. Se ha hecho énfasis en la identificacion de
biomarcadores organolépticos y nutritivos de interés como el S-caroteno y los acidos
grasos presentes en el fruto. La espectrometria de masas fue utilizada para complementar

el estudio.
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1. INTRODUCCION
1.1. El aguaymanto

Physalis peruviana Linnaeus es el nombre botanico de un arbusto nativo de los Andes
del Perti', perteneciente a la familia Solanaceae. El fruto de esta planta, conocido como
aguaymanto en el Peru, uchuva en Colombia, uvilla en Ecuador y topotopo en
Venezuela, ha ganado importancia en el mercado internacional debido a los compuestos
bioactivos que posee. La planta P. peruviana L. es cultivada en Egipto, Africa del Sur,
Nueva Zelanda, Australia y Gran Bretafia. El arbusto es capaz de adaptarse a una gran
variedad de suelos, es facilmente fertilizable y es de alta productibilidad: una sola planta
puede proveer 300 frutas y, de una hectarea, se puede obtener entre 20-33 toneladas de

frutos?.

El fruto de aguaymanto es de color amarillo, de forma ovalada y se encuentra protegido
por un caliz (Fig. 1.1). Normalmente, la fruta, de sabor 4cido y dulce, es consumida
fresca’. Se le ha atribuido al aguaymanto varias propiedades medicinales como
antiespasmodicas, antisépticas, diuréticas, sedantes, analgésicas, fortalecimiento del
nervio Optico, alivio de malestares en la garganta, eliminacion de parésitos intestinales y
propiedades antidiabéticas’. En la medicina tradicional peruana, es empleado para
combatir varias enfermedades como la hepatitis, asma, malaria y dermatitis’. Hasta el
momento no existen estudios que indiquen posibles efectos adversos®. El caliz también
es usado en medicina tradicional por sus propiedades anticancerigenas, antimicrobianas,

antipiréticas, diuréticas y antiinflamatorias’.



Figura 1.1. Conjunto de aguaymantos en su caliz (foto tomada por H. Maruenda).

La madurez del fruto puede ser visualizada a partir de su color, el cual cambia de verde a
amarillo o anaranjado conforme el fruto madura®. El color del caliz también cambia,
pero no es indicativo de la maduracion del fruto®. Se han reportado siete grados de
maduracion (S0-S6), desde un fruto verde oscuro hasta naranja intenso’. El cambio de
color de la fruta se encuentra asociado al rompimiento de la clorofila y a la acumulacién
de los carotenoides®. Conforme el fruto madura, el contenido de solidos solubles (°Brix)
aumenta, la acidez titulable disminuye (expresada como porcentaje de acido citrico) y el
indice de maduracion (razén entre sélidos solubles y acidez titulable) aumenta (Fig.

1.2)°.

Figura 1.2. Pardmetros de calidad conforme el aguaymanto madura: e, contenido de solidos solubles
(°Brix); A, acidez titulable (porcentaje de acido citrico); m, indice de madurez (sélidos solubles/acidez

titulable)’.



En el mercado internacional, el aguaymanto se presenta en diversas formas:
deshidratado, fresco con céliz, fresco sin caliz empaquetado en cestas uveras, fresco y
enfriado al instante, en forma de jugos, mermelada o extractos diversos’. El aguaymanto
presenta importancia en dos segmentos del mercado internacional: cosmético y
alimentario. En el ambito cosmético, el extracto de aguaymanto estd siendo utilizado
como un ingrediente de acondicionadores de la piel en Canadd. En el ambito
alimentario, el aguaymanto aparece principalmente deshidratado o deshidratado y
cubierto en chocolate, comercializado como un producto alimenticio saludable en el
mercado canadiense y estadounidense. En este ultimo mercado, también se lo utiliza
como ingrediente en la preparacion de barras de cereales, chocolates, galletas, entre otras

: 7
presentacmnes .

1.2. Distribucion del aguaymanto en el mundo

La planta P. peruviana L. se distribuye a lo largo de los Andes entre Chile y Colombia.
Fue introducida en Sudéfrica luego de la llegada de los espafioles a América. Hoy en dia,
el principal exportador de aguaymanto es Colombia, seguido por Sudafrica, Kenia,
Zimbabue, Australia, Nueva Zelanda, Hawai y la India. Actualmente, los cultivos de esta
planta se encuentran en casi todos los altiplanos trépicos y en varios subtropicos como
Malasia, China y el Caribe®. Actualmente, los ecotipos mas cultivados y comercializados
en el mundo son los de Colombia, Kenia y Sudafrica®. En el Pera, el aguaymanto se
produce en varias regiones: Ancash, Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Junin y
Arequipa’. Se ha sefialado la presencia de seis ecotipos: Urquiaco (Cajamarca),
Agocucho (Cajamarca), Huancayo 1, Huancayo 2 (Junin), Cajabamba (Cajamarca) y Era
(Cajamarca). Otros ecotipos reportados son el INIA 8§ e INIA 4, aunque, en este caso, no
se reportod diferencias morfologicas entre ellos. Un caso mas reciente es la descripcion
botanica realizada por el Museo de Historia Natural (UNMSM) de los ecotipos

Cumbico, La Victoria/Encafiada y San Marcos provenientes de Cajamarca'”.



1.3. Quimica del aguaymanto

Como ya se mencion6 anteriormente, el aguaymanto posee un alto valor nutricional y

ello se debe a los compuestos quimicos presentes en este fruto (vitaminas, antioxidantes,

minerales, fibra, entre otros, Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Humedad y nutrientes en promedio de la pulpa de P. peruviana''.

Humedad (%) 78.90
Nutrientes en g/100 g
Proteina 0.05-0.30
Lipido 0.15-0.20
Carbohidrato 19.60
Fibra 4.90
Cenizas 1.00
Nutrientes en mg/100 g

Calcio 8.00
Fosforo 55.30
Hierro 1.20
Carotenoides 1.60
Tiamina 0.10
Riboflavina 0.03
Niacina 1.70
Acido ascérbico 43.00

1.3.1. Compuestos polares en el aguaymanto

1.3.1.1. Azucares

Dentro de los aztcares de la P. peruviana L., se reporta a la sacarosa como el azucar

mayoritario, seguida por la glucosa y la fructosa'’. Estos han sido analizados por

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada a un detector UV-VIS (DAD) y

de intensidad refractométrica'>.




1.3.1.2. Acido ascérbico

Se conoce que el aguaymanto posee una alta cantidad de vitamina C (acido ascorbico)
(26-46 mg/100 g). Esta cantidad es mayor al de la mayoria de las frutas como la pera (4
mg/100 g), la manzana (6 mg/100 g) y el durazno (7 mg/100 g) y es comparable con la
naranja (50 mg/100 g) y la fresa (60 mg/100 g)". Este compuesto juega un rol
importante en la nutricion humana: crecimiento y mantenimiento de tejidos, produccion
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de neurotransmisores, hormonas y respuesta del sistema inmune’.

La vitamina C ha sido cuantificada en el aguaymanto por HPLC-DAD (245 nm). Debido
a la baja estabilidad de este compuesto, el método de analisis suele usar condiciones que
impiden su oxidacion (pH bajo, dcido metafosforico) o que reduzcan al producto de la

oxidacion del 4cido ascorbico (4cido dehidroascérbico) antes de la deteccion'.
1.3.1.3. Acidos organicos

El 4cido organico presente en el aguaymanto en mayor concentracion es el acido citrico,
2.018 g/100 g, cantidad 5.3 veces mayor que el dcido malico y 7.9 veces mayor que el
acido tartarico'®. Estos 4cidos han sido determinados por HPLC-DAD", mientras que
los acidos lactico, oxalico, acético, entre otros han sido determinados mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)".
1.3.1.4. Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos hasta el momento identificados en el aguaymanto son la
miricetina, rutina, quercetina y kaempferol. El estudio requiri6 separacion
cromatografica mediante HPLC-DAD vy caracterizacion mediante espectroscopia
infrarroja (IR), espectrometria de masas (MS) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
a 500 MHz'®.



Por lo general, la cantidad de fendlicos totales se calcula empleando un método indirecto
que consiste en la reaccion entre el reactivo Folin-Ciocalteu y el extracto y la medicion
de la absorbancia de la mezcla a 760 nm en un espectrometro UV/VIS'®. La
concentracion se mide usando una curva de calibracidon con concentraciones conocidas
de 4cido galico y el resultado de la cuantificacion se expresa en equivalentes de acido
galico. La cantidad de fenoles totales registrada en la literatura es de 0.06 a 0.74 g de

acido galico por kg de peso’.
1.3.2. Compuestos apolares en el aguaymanto
1.3.2.1. Acidos grasos

El fruto colombiano total contiene 2% de aceite donde 1.8% le pertenece a la semilla y
0.2% a la pulpa/cascara'’. De este aceite, los acidos grasos insaturados mayoritarios son
el acido linoleico, oleico y linolénico. Los 4cidos grasos saturados mayoritarios son el
acido palmitico y el acido estearico. La importancia de este tipo de compuestos en el
fruto radica en que los acidos grasos poli-insaturados, por ejemplo, han sido asociados

con propiedades beneficiosas para la salud®.

Los 4cidos grasos se encuentran en su mayor parte en forma de triglicéridos. El estudio
de estos compuestos en aguaymanto colombiano se ha realizado mediante cromatografia
de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama (GC-FID). Asi, se ha
determinado la presencia de nueve triacilgliceroles, de los cuales tres, C54:6, C54:3,
C52:2, equivalen al 91% del total'’. El remanente se encuentra como mono- y di-
glicéridos y como acidos grasos libres. Una vez saponificado el aceite, la derivatizacion
a metil ésteres de los acidos grasos liberados ha permitido documentar la composicion
relativa de todos los acidos grasos en el fruto total, semillas y pulpa/céscara (Tabla

1.2)".



Tabla 1.2. Composicion relativa (%) de 4cidos grasos en aceite de P. peruviana L. de Colombia'.

Acidos grasos Aceite del fruto total | Aceite de la semilla Aceite dela
pulpa/cascara

C12:0 0.49 0.35 0.91
Cl14:0 1.00 1.00 0.50
C16:0 8.62 7.29 9.58
Cl16:1n-7 0.63 0.52 1.06
C18:0 2.57 2.51 2.92
Cl18:1n-9 13.0 11.7 20.1
C18:2n-6 70.5 76.1 44.4
C18:3n-6 1.79 0.31 8.66
C20:0 0.28 0.20 0.40
C18:3n-3 0.11 0.02 1.09
C20:1n-9 0.01 n.d.’ 0.22
C20:3n-6 0.22 n.d. 1.95
C22:1n-9 0.26 n.d. 2.70
C24:0 0.22 n.d. 1.85
C24:1n-9 0.30 n.d. 3.66
Relacion entre

saturados e 15.1 12.8 19.2
insaturados (S/I)

* No detectado.

1.3.2.2. Vitaminas liposolubles

En el caso de vitaminas liposolubles, se tiene a la vitamina E cuyo contenido se
caracteriza principalmente por los compuestos y- y a-tocoferoles en pulpa, compuestos
muy conocidos por su alta actividad antioxidante. También, se conoce que contiene f-

caroteno (provitamina A) y vitamina K; (ﬁloquinona)”.

La vitamina A (retinol) es un compuesto necesario en el consumo diario, pues el ser

humano es incapaz de sintetizarla. Sus propiedades contra el cancer y enfermedades




cardiovasculares se encuentran documentadas'®. La fuente mas importante de vitamina
A son los carotenoides de los alimentos. Sin embargo, no todos los carotenoides
presentan la capacidad de ser convertidos a vitamina A en el cuerpo. Los carotenoides
con dicha capacidad son los que poseen el anillo f-ionona. El f-caroteno presenta dos de
estos anillos y, por ello, su importancia. Los otros carotenoides con importante actividad
son el a-caroteno, el y-caroteno y la f-criptoxantina, los cuales poseen tan solo un anillo
B-ionona'®. El resto de los carotenoides son considerados como beneficiosos por ser

antioxidantes.

El alto contenido de vitamina K; es una de las caracteristicas importantes del aceite de
este fruto (mas del 0.2% del total de lipidos de la pulpa)'’. La vitamina K funciona como
coenzima y estd involucrada en la sintesis de un gran numero de proteinas participando
en la coagulacion y el metabolismo de los huesos. La vitamina K reduce el riesgo de
enfermedades al corazén, es citotdxica frente a cepas cancerigenas, promueve la salud
de la piel y puede tener propiedades antioxidantes'®. Una dieta alta en filoquinona es un
marcador asociado a menor probabilidad de padecer la enfermedad de las arterias

coronarias'’.

La identificacion de las vitaminas aqui mencionadas se ha realizado mediante HPLC-
DAD (fase normal)'’. La cuantificacion obtenida, referida frente al total de lipidos, se

muestra en la Tabla 1.3.



Tabla 1.3. Cantidad de vitaminas liposolubles en el aceite del aguaymanto'”.

Vitamina en g/kg del Aceite de semilla Aceite de la pulpa y
total de lipidos piel
a-Tocoferol 0.88 22.50
S-Tocoferol 11.30 13.10
y-Tocoferol 9.08 50.40
o-Tocoferol 8.44 0.30
Total de vitamina E 29.70 86.30
[-Caroteno 1.30 3.26
Vitamina K 0.12 2.12

1.3.2.3. Fitoesteroles

El fruto contiene fitoesteroles, compuestos beneficiosos para la salud debido a su
capacidad de reducir el nivel de colesterol y triglicéridos en la sangre, hecho
comprobado en un estudio con pacientes con hipercolesterolemia introduciendo al
aguaymanto como parte de la dieta®. Los fitoesteroles que se encuentran en mayor
cantidad son el A’-avenasterol y el campesterol. La identificacién se realizé mediante

GC-FID previa saponificacion del aceite'’. La cantidad de fitoesteroles encontrada en el

aguaymanto se muestra en la Tabla 1.4.




Tabla 1.4. Cantidad de fitoesteroles en el aceite del aguaymanto'’.

Fitoesteroles en g/kg Aceite de semilla Aceite de la pulpa y
del total de lipidos piel
Ergosterol 1.04 8.62
Campesterol 6.48 11.50
Estigmasterol 1.32 6.17
Lanosterol 2.27 7.44
[-Sitosterol 5.71 4.99
A’-Avenasterol 4.57 11.80
A’-Avenasterol 1.11 2.68
Total de esteroles 22.50 53.20

1.4. Formulacion del problema y objetivos

El aguaymanto, fruto de la P. peruviana L., contiene diversos metabolitos de interés
nutricional como vitaminas (4cido ascorbico, provitamina f-caroteno, tocoferoles),
acidos grasos poli-insaturados, fitoesteroles, entre otros. Algunos de ellos son
compuestos polares y otros son de naturaleza lipofilica. El estudio quimico-analitico del
aguaymanto, a nivel mundial, se ha concentrado mayoritariamente en el analisis de la
fraccion polar del fruto haciendo uso de metodologias cromatograficas acopladas a
diversos tipos de detectores. Dichos protocolos resaltan por tiempo de anélisis extensos

y por el uso de altas cantidades de solventes orgénicos.

Por ello, el objetivo de este estudio es implementar una metodologia rapida y directa

basada en Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que permita abordar la fraccion apolar

del aguaymanto, tanto fresco (colectados en diferentes regiones de Cajamarca) como
deshidratado. Se hara énfasis en los 4cidos grasos y en el f-caroteno, una provitamina
presente en este fruto. El aguaymanto deshidratado ha sido considerado en el estudio,

pues el Perti exporta més aguaymanto deshidratado que fresco, abarcando el 16% del
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mercado a nivel mundial, segundo lugar en comparacion con Colombia (71% del

mercado).

El Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés) junto con los
datos obtenidos por RMN sera empleado para discriminar las muestras entre si. La
Espectrometria de Masas por electroespray (ESI-MS por sus siglas en inglés) serad

empleada para confirmar a los acidos grasos mayoritarios en el fruto.

La finalidad de este estudio es contar con metodologia de punta que pueda ser ofrecida

a la industria peruana para el control de calidad de su producto.
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2. ESTUDIO DE MEZCLAS LIPOFILICAS EN RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

El estudio de mezclas lipofilicas mediante RMN de alta resolucion ha sido aplicado de
manera exitosa en muestras de aceite vegetal comestible, en particular, en el aceite de
oliva extra virgen’'. El enfoque de esta metodologia ha sido determinar el grado de
insaturacion, identificar y verificar la calidad del aceite, monitorear la estabilidad y
determinar su origen geografico’'. Aunque la RMN ha tenido éxito en el analisis de
aceites vegetales de este tipo, estudios basados en RMN de la fraccion apolar de frutos,
semillas, entre otros, hasta el momento son escasos. A continuacion, los siguientes
acapites detallan la base tedrica detras de todo estudio de RMN, cualitativo, cuantitativo

y quimiométrico en una mezcla compleja.

2.1. Resonancia Magnética Nuclear cualitativa

Los aceites vegetales comestibles comunes son mezclas complejas constituidas
principalmente por triglicéridos. La similitud entre las cadenas de los acidos grasos que
constituyen a los triglicéridos hace imposible poder diferenciar mediante RMN entre
acidos grasos saturados de distinta longitud de cadena (niimero de metilenos). Los
acidos grasos insaturados pueden ser diferenciados de los saturados, y, entre ellos, a
partir de los desplazamientos quimicos de sus metilos, valores que cambian segin el
numero de enlaces dobles que posea la molécula. Por ejemplo, los metilos del C18:1,
C18:2 y C18:3 tienen sefiales con desplazamiento quimico a 0.89, 0.90 y 0.98 ppm,
respectivamente®. Los compuestos minoritarios en el aceite vegetal son los diglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos libres, esteroles, carotenoides, tocoferoles, entre otros,
cuyas estructuras generales se muestran en la Figura 2.1. Muchos de estos compuestos
presentan sefiales que solapan con las de los triglicéridos. En el caso de los diglicéridos
sn-1,2 y sn-1,3 (Fig. 2.1), estos son identificados a través de los metilenos a 3.64 y 3.99
ppm (sefialados con flechas en Fig. 2.1) respectivamente, pues estas sefiales

generalmente no se encuentran solapadas (Fig. 2.2)*".
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Figura 2.1. Estructuras de compuestos comunes en un aceite de origen vegetal.
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Figura 2.2. Espectro de 'H-RMN (3.8-4.5 ppm) de un aceite extra virgen indicando las sefales

pertenecientes a los diglicéridos sn-1,2 y sn-1,3*".

En el caso de los esteroles, el andlisis convencional para su determinacién es la
cromatografia de gases”'. En 'H-RMN, la sefial (S en Fig. 2.3) perteneciente al metilo en
posicion 18 del f-sitosterol (indicado con una flecha en Fig. 2.2) siempre se encuentra
desplazada entre 0.6-0.7 ppm (Fig. 2.3); por lo tanto, en cualquier aceite vegetal es
posible ganar informacion acerca de la composicion de los esteroles en la mezcla a partir

s 21,22
de esta region” .

T I !
0.70 065 ppm
Figura 2.3. Espectro de 'H-RMN (0.60-0.75 ppm) de un aceite extra virgen indicando la sefial

perteneciente al -sitoesterol con la letra S*'.

La zona de identificacion clave para los carotenoides mediante RMN se encuentra entre
5.8-7.0 ppm, region en donde aparecen los protones de los dobles enlaces sefialados en
Figura 2.1°%%. Los carotenoides, dentro de una mezcla compleja como lo es un extracto
de la pulpa de tomate, han podido ser distinguidos mediante RMN bidimensional

(COSY, J-res, HSQC, HMBC, ROESY)23, en particular, a través de las correlaciones
14



'H-'H sefialadas en el espectro COSY en la Figura 2.4. Se muestran las sefiales del

compuesto mayoritario (Todo-E)-licopeno con su respectiva numeracion.

H-11,11°
H-15,15°

T I I T ¥ 70
70 89 88 67 66 &5 84 63 62 81 80 59 ppm

1 T T T T T

Figura 2.4. Espectro COSY (5.8-7.0 ppm) de los carotenoides de un extracto lipofilico obtenido de jugo
de tomate. En circulo de color naranja, se presentan las correlaciones del (todo-E)-licopeno; en circulo de
color verde, (15Z)-fitoeno; en circulo de color amarillo, (9Z2)-licopeno y; en circulo de color celeste, (132)-

. 23 . . .
licopeno™, correlaciones asignadas en base a referencia 23.
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Este estudio también se valié del experimento HSQC para obtener la correlacion 'H-">C
. . . 2 . .
de los respectivos carotenoides (Fig. 2.5)”. Dicha secuencia de pulsos es
. ;. r . s 13 ~
particularmente util pues a través de los desplazamientos quimicos de ~C, senales que se
encuentran mas separadas entre si que los sefiales asociadas a los dtomos de hidrogeno,

. .y . .2
se confirma la asignacién realizada con RMN de proton®
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Figura 2.5. Espectro HSQC (5.8-7.0 ppm) de los carotenoides de un extracto lipofilico obtenido de jugo
de tomate. En circulo de color naranja se presentan las correlaciones del (todo-E)-licopeno; en circulo de
color verde, (152)-fitoeno; en circulo de color amarillo, (9Z)-licopeno; en circulo de color rojo, (todo-E)-
B-caroteno, y; en circulo de color celeste, (132)-licopeno®, correlaciones asignadas en base a referencia

23.
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La RMN también puede ser utilizada para cuantificar metabolitos dentro de una mezcla,
espectros en donde algunas de las sefiales del metabolito de interés pueden encontrarse
solapadas. A continuacion, se resume los pasos necesarios para abordar muestras de este

tipo.
2.2. Resonancia Magnética Nuclear cuantitativa

La determinacion de la concentracion de las especies quimicas en solucion es posible en
la RMN debido a que el area de la sefial es directamente proporcional a su
concentracion. Esto se aplica a todo tipo de moléculas que conforman la muestra de
igual manera. Tipicamente, un estandar interno de concentracién conocida puede ser

usado como referencia y la cuantificacion se realiza a través de la ecuacion 2.1:

N *Agta*C
Cm — Om std*bstd (2 1)
Am* Nstq

siendo Cgqg y Cp, concentracion de estandar interno y concentracion de muestra
respectivamente, Agq Y Am, area de la sefial del estandar interno y area la sefial de la
muestra respectivamente, y Ngq y N, nimero de nuicleos de estandar interno y nimero
de nucleos de muestra respectivamente. La sefial del estandar puede ser introducida de
distintas maneras: sefiales de un compuesto de referencia certificado (CRM por sus
siglas en inglés), una sefial artificial generada durante la adquisicion de la sefal

(ERETIC), o una senal artificial generada durante el procesamiento (QUANTAS)24.

Ciertas condiciones son necesarias para que un experimento mono-dimensional de
proton sea cuantitativo. El pulso de radiofrecuencia de 90° aplicado debe ser calibrado.
La constante de relajamiento T, tiene que ser estimada y el tiempo de relajamiento
(tiempo necesario para que la magnetizacion vuelva al estado de equilibrio) tiene que ser
como minimo 5 veces el valor de T,**. Una adecuada S/N (sefial/ruido) es también

necesaria para maximizar la reproducibilidad de la medicion; por lo tanto, la cantidad de
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numero de escaneos tiende a ser alta, asi tenemos que experimentos cuantitativos pueden

llegar a durar més de 1 hora para cumplir las condiciones dichas anteriormente.

Como ya se menciond, las muestras en metabolémica son mezclas complejas
constituidas por varios metabolitos; por lo tanto, es necesario usar métodos de
procesamiento para poder integrar sefiales altamente solapadas. Uno de los métodos de
cuantificacion para estos casos es el uso de algoritmos de deconvolucidn en las sefiales
solapadas del espectro, de tal manera que se pueda identificar, separar e integrar sefialas

solapadas.

En el caso del programa MestreNova, el algoritmo de deconvolucion (Global Spectrum
Deconvolution o GSD por sus siglas en inglés) aplicado al espectro intenta hacer un
ajuste tipo gaussiano y lorentziano en cada sefial. Desviaciones de la forma gaussiana y
lorentziana de las sefiales del RMN causan que este tipo de ajustes no sean tan robustos
como la integracion normal; sin embargo, muestran alta exactitud. Ademas, las
integrales resultantes son independientes de la linea base del espectro, lo cual es
beneficioso en el caso de muestras complejas™~°. Recientemente, un nuevo método
hibrido (método de suma editada) aprovecha la precision que se obtiene con la
integracion normal y la utilidad del GSD en identificar y realizar el ajuste gaussiano y
lorentziano en sefiales pequefias para la cuantificacion de sefiales solapadas mediante la

ecuacion 2.2.

Anyeva = 4 * Z6sD (2-2)27

sum >
AGsp

siendo Anueva, €l area obtenida con el método de suma editada; Agum, €l area obtenida con

A .y , ~
L un factor de correccion para Agm, €l 4rea de la sefial que

la integracion normal y; =<
AGsp

se quiere cuantificar por GSD dividida por el area de esta misma sefial mas el area de las

impurezas también determinadas por GSD*'.
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En el caso particular de los &cidos grasos, la cuantificacion relativa de acidos grasos
saturados e insaturados se basa en sefales especificas del espectro RMN, las cuales se
detallan en la Figura 2.6. A cada tipo de sefial se le ha asignado una letra desde la A
hasta la I para su mejor entendimiento. Asi, los metilos terminales de los acidos grasos
corresponden a las letras A en el caso de los acidos grasos saturados, mono- y di-
insaturado, C18:1 o0 C18:2 y B en el caso del 4acido graso C18:3. Los protones asociados
a la sefial B se encuentran desplazados a menor campo debido a su cercania a un doble
enlace. Los diferentes tipos de metilenos, unos mas alejados que otros del grupo
carbonilo o del doble enlace, se representan por las letras C (no se han sefalado todos en
molécula en Fig. 2.6), D, E, F, G. La sefial del doble enlace se representa por la letra J.
Los dos metilenos dentro del esqueleto del glicerol se sefalan con las letras H y a su

hidrégeno restante en el grupo CH con la letra I**%.

Figura 2.6. Espectro de 'H-RMN con asignaciones de un triglicérido modelo.

Basado en esta asignacion, existen diversas formulas matematicas para el calculo del
. . , . . 29 r
porcentaje relativo de 4cidos grasos saturados e insaturados™. Las formulas usadas en

. . cr. 2
este trabajo se presentan a continuacion™:

Porcentaje de acidos grasos insaturados = % *100% (2.3)

Porcentaje de acidos grasos saturados=100% - Porcentaje de acidos grasos insaturados  (2.4)
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Porcentaje de 4cidos grasos tri-insaturados = % * 100% (2.5

4B
G-

Porcentaje de 4cidos grasos di-insaturados = * 100% (2.6)

Porcentaje de acidos grasos mono-insaturados=Porcentaje de acidos grasos insaturados —

(Porcentaje de acidos grasos di-insaturados + tri-insaturados) 2.7

La ecuacion 2.3 se basa en que todos los 4acidos grasos presentan 2 hidrogenos F (el total
de 4cidos grasos puede ser representado por el area de F entre 2) y todos los acidos
grasos insaturados presentan 4 hidrégenos E. Por ende, la division de estas areas al
normalizarlas con sus respectivos nimeros de hidrégenos dan el porcentaje de acidos
grasos insaturados totales. El numero total de acidos grasos saturados se consigue

restando el valor de los insaturados totales al 100% (ecuacion 2.4).

La ecuacion 2.5 aprovecha el diferente desplazamiento quimico del metilo de los acidos
grasos tri-insaturados. Se integra B y normaliza con sus 3 hidrégenos, y se le divide con
respecto al total de acidos grasos usando la sefal F. Los &cidos grasos di-insaturados son
hallados mediante la sefal G (ecuacidn 2.6), la cual pertenece a dos hidrogenos de los
acidos grasos di-insaturados y a cuatro hidrogenos en el caso de acidos grasos tri-
insaturados. Para eliminar el aporte de los tri-insaturados en el area de G, se resta el
porcentaje calculado en ecuacion 2.5 multiplicado por 2 y se divide nuevamente con
respecto al total de 4acidos grasos usando la sefial F. Finalmente, para calcular el
porcentaje de mono-insaturados (ecuacion 2.7), se resta lo obtenido por la ecuacién 2.5

y ecuacion 2.6 al total de insaturados (ecuacion 2.3).

2.3. Quimiometria basada en RMN

La quimiometria se define como la aplicacion de modelos matematicos y estadisticos en
informacion quimica obtenida mediante diferentes métodos instrumentales. La

informacion que se obtiene al adquirir un espectro es la intensidad de cada punto digital
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a un desplazamiento quimico en particular, informacién que depende de la resolucion
espectral con la que se adquiere el espectro. Estas intensidades se pueden organizar en
una matriz X de dimensiones m x n, en donde cada fila representa un espectro 'H-RMN
de cada muestra (M espectros en total) y cada columna representa los diferentes
desplazamientos quimicos (N desplazamientos quimicos en total) (Fig. 2.7). En los
siguientes acdpites, se describird el tratamiento de esta informacion en un andlisis

multivariable basado en RMN.

X11 X12 X1N

X x X2N
X = 21 ?2

Xpm1  Xm2 o XyN

Figura 2.7. Informacion de M espectros representada como una matriz X con dimensiones m X n.
2.3.1. Alineamiento

El desplazamiento quimico de las sefales puede variar por factores como pH,
viscosidad, interacciones moleculares y presencia de sales. En muchas ocasiones no es
posible mantener estos factores constantes debido a la complejidad de la muestra; por lo
tanto, es necesario emplear un método de alineamiento de las sefiales. Uno de los
métodos mas comunes para este propdsito es el bucketing. Este proceso divide al
espectro en pequeias regiones (usualmente cada 0.04 ppm) equidistantes o variables
denominadas buckets, las integra y alinea con respecto a la integral maxima de cada
bucket y de esta forma minimiza la variacion del desplazamiento quimico®’. Debido a
que el resultado final esta conformado por los buckets creados, la resolucion disminuye,
pues un nuevo punto cada 0.04 ppm es generado. El usuario debe de analizar la

informacion y minimizar la pérdida de informacion.

Otro método el cual mantiene la resolucion espectral es el uso de algoritmos de
alineamiento. Existen diversos algoritmos de alineamiento, uno de ellos llamado
Icoshift, el cual es capaz de alinear la informacion, borrando e insertando cada sefial

segun el promedio que detecte en un numero finito de intervalos en el espectro. Esta
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herramienta es perfecta para RMN en comparacion a otros algoritmos debido a que
preserva la estructura de la sefial (multiplicidad, ancho, entre otros) durante el
alinamiento®'. La Figura 2.8 muestra las cuatro opciones de alineamiento de Icoshift, la
informacion sin alinear y con alineamiento. Inicialmente, el usuario escoge la base sobre
la cual el algoritmo alinea la informacién proporcionada, utilizando el promedio de las
senales (Fig. 2.8a), o la senal de un espectro en particular (Fig. 2.8b), o segiun el
espectro con la maxima sefial (Fig. 2.8¢), o utilizando el promedio multiplicado por un
factor (Fig. 2.8d). El promedio de las sefiales tiende a ser una buena opcion, pues es la
posicion mas probable en donde debe encontrarse la sefial; sin embargo, en el caso de la
Figura 2.8a, las senales se encuentran muy separadas y la forma del promedio tiende a
ser pequena y ancha, resultando en un alineamiento pobre. En este caso, escoger la senal
de un espectro en particular (Fig. 2.8b) puede ser una buena opcion, pero hay que tener
en cuenta que no necesariamente sera lo Optimo en todos los intervalos del espectro. Se
puede escoger la senal de intensidad maxima (Fig. 2.8¢), pero se tiene que considerar
que las sefiales podrian alinearse al desplazamiento quimico menos cercano al real. La
Figura 2.8d muestra un alineamiento con el promedio de las sefales, el cual es
multiplicado por un factor, de esta manera obteniendo las fortalezas de las opciones de
las Figura 2.8a (posible desplazamiento quimico real) y Figura 2.8c (sefial alta y menos

plana).
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Figura 2.8. Conjunto de espectros de 'H-RMN bajo diferentes opciones de alineamiento con Icoshift, a)
promedio, b) muestra real, ¢c) maxima sefial, d) promedio multiplicado. En cada caso, la sefial con

. , ~ ., . ., 31
tonalidad més oscura es la sefial con la cual se realizo la alineacion®’.

Al igual que en el caso anterior, el usuario debe de verificar la nueva informacion y
observar si se logré el alineamiento y si no hubo cambios que ocasionaron la pérdida de
informacion en el espectro o alguna modificacion no deseada. En los siguientes acépites,
tener en cuenta que se trabajard con los nuevos puntos virtuales obtenidos después de
haber realizado el alineamiento, en otras palabras, la magnitud de N puede ser menor al

valor con el cual se empezo.
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2.3.2. Normalizacion

La normalizacion es una operacion aplicada a las intensidades de todos los picos de cada
espectro. Lo mas comun es realizar una normalizaciéon con el area espectral total

aplicando la ecuacién 2.8:

Xantiguo
Xpuevo = J—— param=1,2,3 ..., M, (2.8)
Yn=1%mn
antiguo e ..
donde X,, es la matriz inicial constituida por los vectores X, X5 ..., X;um (M

espectros). Esta formula da como resultado X75*¢Y° con los M espectros normalizados al
dividirlos por sus respectivas areas espectrales totales (suma de intensidades de todos los
desplazamientos quimicos)’>. Como se puede observar, esta operacion se realiza en cada

fila (espectro) de la matriz.

Esta operacion es necesaria para la correcta comparacion de los espectros. De esta
manera, se remueven o disminuyen los efectos de diferentes diluciones y pesos iniciales.
Otras maneras de normalizar consisten en tener estandares internos (DSS-dg, creatina),

externos o sefiales electronicas de referencia (ERETIC)™.

2.3.3. Centrado y escalamiento

A diferencia del método anterior, el cual realiza la operacion con respecto a las filas (m),
estas operaciones son aplicadas con respecto a las columnas (n). La Tabla 2.1 muestra
las formulas, resultados, ventajas y desventajas de cada uno de los métodos de centrado
y escalamiento. En general, se resta a cada intensidad el valor promedio asociado a su
columna (centrado) y este resultado es multiplicado o dividido por un factor

(escalamiento)’>~*.

Este factor de escalamiento depende de la magnitud de las intensidades con las cuales se

esta trabajando. En el caso de magnitudes muy similares entre si, se podria optar por no
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realizar un escalamiento (este no suele ser el caso). En el caso de magnitudes con gran
dispersion, como es el caso de la RMN, es imperativo usar un factor de escalamiento,
pues muchos métodos de andlisis multivariable buscan los componentes que maximizan
la varianza en una serie de espectros”=*. Un método como el anélisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en inglés) le daria una mayor importancia a las sefales
con varianza mas grande y podria no tomar en consideracion a las sefiales mas pequenas
en los primeros componentes. Es importante considerar que el método de escalamiento a

- . 33,34
elegir depende del contexto y de las variaciones que se deseen observar ",
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Tabla 2.1. Resumen de los métodos de centrado y escalamiento para el tratamiento de datos mediante

técnicas quimiométricas™?,

Método Férmula Meta Ventajas Desventajas
. Centra todas las Si las variables presentan
Reparte los metabolitos ) o
5 B variables al punto de heterocedasticidad’, el uso de
Centrado Xij= x5 — % con respecto a sus . . )
o origen (nuevo promedio  este método puede no ser
variaciones. . )
igual a cero). suficiente.
~ ) Todos los metabolitos .
Autoescala- 5 Xij — % Compara los metabolitos ) Inflacion de errores de
) Xij = B presentan igual )
miento Sj en base a la correlacion. ) ) medida.
importancia.
Todos los metabolitos
. presentan igual »
) B Compara los metabolitos ) Inflacion de errores de
Escalamiento N Xij — X; . importancia. El . .
X;jj =-——————  enrelacion con el rango de ) ) medida y sensitivo a valores
de rango fnax = Xjmen) L escalamiento esta .
respuesta biologico. ) atipicos.
relacionado con la
biologia.
Reduce la importancia de
. _ los valores grandes, pero ) o
Escalamiento L X~ X . Se mantiene cercano a Sensitivo a grandes
=T = mantiene la estructura de o o
Pareto VS ) ) los datos originales. variaciones.
las variables parcialmente
intacta.
Robusto. Puede No es adecuado para
. o Se enfoca en los . ) . o .
Escalamiento L Xj—X X ) incorporar informacion variaciones grandes sin
Xj=——T"*= metabolitos que presentan . . L
VAST Sj Sj . de los grupos del sistema  previo conocimiento de la
fluctuaciones estables. . .
(anélisis supervisado). estructura de los grupos.
) B Se enfoca en la respuesta  Util para la »
Escalamiento 5 Xij — % ) ) o . Inflacion de errores de
} X = relativa del metabolito en  identificacion de .
de nivel Xj medida.

base a su promedio.

biomarcadores.

. o1 o .
* El promedio se define como X; = 72§=1 X;;j y la desviacion estandar se define como s; =

z

T =
i=1(xij—%))?
-1

, donde 7 representa el total

de muestras. x;; representa las variables de los espectros RMN originales y ¥;; representa las nuevas variables después de la

aplicacion de la formula respectiva. ® Heterocedasticidad implica una varianza no constante de los datos del sistema.

2.3.4. Analisis Estadistico Multivariable

La quimiometria presenta diversos métodos para analizar la informacion obtenida por
RMN. El método més empleado es el Andlisis de Componentes Principales (PCA). A

continuacion, se presenta una explicacion breve de este método.

La matriz inicial con la cual se trabaja es la matriz X de dimensiones m x n, donde m

representa cada espectro de RMN y n representa cada desplazamientos quimico o
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bucket. Previo al PCA, esta matriz pasa por la operacion del centrado y opcionalmente
por un escalamiento (tipicamente autoescalamiento o Pareto). En términos de analisis
multivariable, m se denomina como el niumero de observaciones y n se denomina como

el namero de variables™.

La Figura 2.9a muestra una matriz X centrada (el promedio de los datos es 0 en todas
las dimensiones) y autoescalada, constituida por 40 observaciones y 3 variables,
representada en los ejes cartesianos X, Y, Z donde cada circulo azul es una observacion.
Una recta (Fig. 2.9b) es trazada a través de las observaciones de tal manera que se
orienta en la direccion donde la varianza es maxima al proyectar las observaciones sobre
dicha recta. Se traza una segunda recta (Fig. 2.9b), ortogonal (perpendicular) a la
primera y, al igual que en el caso anterior, su direccion es donde la varianza restante es
maxima al proyectar las observaciones sobre esta segunda recta. Estas rectas se conocen
como componentes principales (vectores p;, p, para los componentes principales 1 y 2
respectivamente en Fig. 2.9b). Ambos vectores pasan por el centro de los datos. Los
vectores p; y p2 pueden ser usados como los ejes de un plano (Fig. 2.9¢). Cada una de
las observaciones es proyectada ortogonalmente hacia los vectores p; y p>. La magnitud
de la distancia desde el origen hacia el punto donde se encuentra la proyeccion ortogonal
en los vectores p; y p2 es ti; para el vector p;, y tin para el vector p,, donde i es un
numero entre 1-m correspondiente a cada observacion. Estas distancias se conocen como
los scores. Usando los scores, es posible representar cada observacion en el plano
construido en base a p; y p2. Como resultado se obtiene una representacion de las
observaciones (diagrama de scores) en un plano bidimensional (Fig. 2.9d), de tal manera
que la mayor parte de la varianza de los datos originales es expresada, logrando una

discriminacién entre las observaciones>>.
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Figura 2.9. Explicacion geométrica del PCA: a) matriz con 40 observaciones y 3 variables en espacio cartesiano (X, Y, Z), b) componentes principales p; y p,
ortogonales entre si y trazados de manera que maximicen la varianza de la proyeccion en ellos, ¢) proyeccion ortogonal de las observaciones en los componentes

principales, d) representacion bidimensional o diagrama de scores de las 40 observaciones.
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En resumen, el PCA es una transformacion de los datos originales (matriz X) que da
como resultado un modelo constituido por los vectores p y t. Ademads, hay un error
residual al realizar la proyeccion ortogonal (Fig. 2.10). Se muestra en la Figura 2.10 una
representacion geométrica de la proyeccion ortogonal. La linea segmentada es la
proyeccion ortogonal hacia el vector p;, cuya magnitud es el error residual. Aumentar la
varianza explicada o aumentar el valor de t;; es equivalente a disminuir el error del

modelo™.

Figura 2.10. Representacion geométrica de la proyeccion ortogonal de la observacién X; al vector p;>°.

Matematicamente, el modelo puede ser representado con la ecuacion 2.9:

X=TP' +E (2.9)%

donde X es la matriz original de dimensiones m x n, T es la matriz de scores, constituida
por los vectores t, de dimensiones m x j y P es la matriz de loadings, constituida por los
vectores p, de dimensiones n x j, donde el valor médximo de j es el numero total de
variables n, pero usualmente se toma un valor de 2 para poder representar a la matriz X
en un modelo bidimensional de facil analisis (Fig. 2.9). Esto implica que el
procedimiento detallado en la Figura 2.9 puede ser realizado hasta obtener un numero n
de vectores p ortogonales entre si, los cuales en la matriz P estan ordenados de mayor a
menor varianza explicada. Normalmente, obtener el modelo con los 2 primeros vectores

es suficiente para explicar la mayor parte de la varianza. La matriz E de dimensiones m
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X n estd constituida por el error residual®®. También, es posible obtener la siguiente

igualdad (ecuacion 2.10):

T = XP (2.10)*

La ecuacion 2.10 muestra que cada valor obtenido en la matriz de scores es una
combinacion lineal. Por ejemplo, para la observacion iy el eje pi, ti, 1 = Xi,1p1a+Xizp21 +
... T Xinpn.1, cada valor del vector p; actlia como un coeficiente para cada n variable de
xi". Mientras mas grande sea el valor absoluto del coeficiente, mas influyente es la
variable correspondiente en el posicionamiento de la observacion i en el diagrama de

scores.

En la Figura 2.11, se muestra un ejemplo del PCA aplicado a resultados obtenidos por
RMN en el estudio de extractos provenientes de Salvia miltiorrhiza Bunge obtenidos
con cuatro sistemas de solventes A, B, C, D. La Figura 2.11a muestra el diagrama de
scores, donde se puede observar la discriminacion entre las observaciones A, B, C y D.
Hay una clara diferencia entre la muestra D y las otras en el eje correspondiente al
componente principal 1 (PC1 por sus siglas en inglés). La Figura 2.11b muestra a cada
variable en el eje X (desplazamiento quimico) y a los coeficientes o loadings p[1] en el
eje Y. En este ejemplo, las tanshinonas son los compuestos responsables del
posicionamiento de D en el lado positivo en PC1 del diagrama de scores, y los azlicares
y aminodacidos son los responsables del posicionamiento de A, B, C en el lado negativo

en PC1, asi como el &cido salviandlico B, aunque en menor medida®’.
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Figura 2.11. PCA aplicado con datos de RMN, a) diagrama de scores, b) desplazamiento quimico vs

loadings incluyendo zonas ampliadas®’.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, en los siguientes capitulos se reporta el analisis
basado en RMN de muestras de aguaymanto fresco (3 origenes distintos) y deshidratado
(3 diferentes temperaturas de deshidratado): cuantificaciéon de 4cidos grasos segun su
insaturacion en fresco y deshidratado, determinacién de compuestos presentes en la
fraccion apolar, en particular del f-caroteno, y anélisis multivariable de los aguaymantos
frescos. Los resultados serdn corroborados por espectrometria de masas, técnica que se
utilizd para registrar al ion molecular de los acidos grasos constituyentes y a sus

fragmentos moleculares (MS/MS).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reactivos, equipos y materiales

Las muestras de aguaymanto fresco y deshidratado a diferentes temperaturas (T, T+10,
T+20) provenientes de Cajamarca fueron proporcionadas por la empresa Villa Andina
S.A.C. El aguaymanto San Ignacio/San Pablo se colectd en la provincia San Pablo; la
muestra EU251 es una mezcla de frutos colectados en zonas de cultivo dentro de las
provincias de Cajamarca, San Pablo, Chota, Celendin y Hualgayoc; la muestra La
Victoria/Encafiada proviene de la provincia de Cajamarca, y la muestra Villa Andina es
una mezcla no especificada que se utilizd en este estudio de prueba. Las muestras

deshidratadas corresponden a la muestra de San Ignacio/San Pablo.

El cloroformo grado ACS, cloroformo deuterado (CDClIs) y el tetrametilsilano (TMS)
fueron adquiridos de Avantor Performance Materials (Morelos, M¢éxico), Merck
(Darmstadt, Alemania) y Sigma-Aldrich (Steinheim am Albuch, Alemania)
respectivamente. El f-caroteno fue adquirido de Sigma-Aldrich (San Luis, Estados

Unidos).

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear unidimensional (‘"H-RMN, "C-
RMN) y bidimensional (COSY, TOCSY, J-resolved, HSQC, HMBC) se realizaron con
un espectrometro Bruker Ascend™ 500 y la consola AVANCE III HD, con una sonda
de banda ancha sintonizada para detectar resonancias de 'H a 500 MHz y resonancias de
C a 125 MHz (Bruker Biospin GmbH). El equipo cuenta con un sistema de control de
temperatura BCU I -40/50 (Bruker Biospin GmbH). Los espectros fueron procesados en
el software Bruker Topspin 3.5.b.91pl7 (Bruker BioSpin GmbH). Se presentan los

desplazamientos quimicos (d) en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrometro Bruker Daltonics, modelo
Esquire 6000 (Bruker Daltonik GmbH). El espectrometro de masas cuenta con

ionizacion por electrospray positiva y negativa y un analizador de masas de trampa de
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iones. En este caso, s6lo se us6 el modo de ionizacion negativo para la deteccion de
acidos grasos en mezcla. Los espectros fueron procesados con el software DataAnalysis

version 4.0 (Bruker Daltonik GmbH). Los iones moleculares se presentan en m/z.

3.2. Metodologia

3.2.1.Preparacion del extracto lipofilico de aguaymanto para RMN

Los frutos del aguaymanto fresco fueron homogenizados en una licuadora (Waring
Commercial), liofilizados (liofilizador Labconco) hasta pesos constantes y molidos en
un molinillo electrénico. El polvo homogenizado fue guardado a -30°C hasta su uso. Los
frutos del aguaymanto deshidratado, tal cual recibidos, fueron liofilizados y molidos. La
humedad del fruto fresco y deshidratado se expresa en porcentaje y se calculé mediante

la ecuacion 3.1.

Peso final de los frutos secos

Humedad (%) = (1 —

)« 100% 3.1)

Peso inicial de los frutos humedos

El extracto lipofilico de la muestra molida, aguaymanto fresco de tres distintos lugares
(San Ignacio/San Pablo, EU251, La Victoria/Encanada); o aguaymanto deshidratado San
Ignacio/San Pablo, a tres diferentes temperaturas (T, T+10, T+20) fue preparado
suspendiendo 1 g de material por cada 10 mL de CHCI;. En el caso del aguaymanto
fresco se sonicd por 30 minutos en el sonicador VWR Symphony™ (VWR, modelo
97043-942) a una temperatura menor a 10°C. En el caso del aguaymanto deshidratado,
se agito en incubadora por 4 horas a temperatura ambiente protegido de la luz. Luego, se
filtr6 al vacio. La solucion fue colocada en un tubo de vidrio para remover el solvente
mediante rotaevaporacion, mientras que el marco fue sometido a 2 extracciones
adicionales bajo las mismas condiciones descritas. El extracto final es guardado en
freezer (-30°C) bajo N,. Se utilizaron los pesos de material de partida de 500 mg y 20 g

para el aguaymanto fresco, y de 5 g para el aguaymanto deshidratado.

33



3.2.2. Analisis por RMN

En el caso de la extraccion con aguaymanto fresco a partir de 500 mg, el residuo
obtenido (aproximadamente 30 mg) es disuelto en 600 uL. de CDCl; con TMS (7 mM).
En el caso de la extraccion con aguaymanto fresco a partir de 20 g, 300 mg de la mezcla
residual obtenida son disueltos en 400 pL de la CDCl; con TMS (7 mM). Para el
aguaymanto deshidratado, 50 mg del residuo mezcla son disueltos en 600 pL. de CDCl;
con TMS (7 mM).

Los espectros de 'H-RMN fueron adquiridos con una ganancia del receptor (RG)
constante de 18 (en el caso de 300 mg y 50 mg de extracto el RG utilizado fue de 2.8),
tiempo de relajamiento (d1) de 2 segundos, 1024 escaneos ademds de los 32 escaneos
sefiuelo. El tiempo de adquisicion fue de 3.28 segundos y se us6 un pulso de 30°, previa
calibracién del pulso de 90" mediante una secuencia particular que consiste en 4 pulsos
de 90°. Se adquirid un total de 65536 puntos. Los demds experimentos s6lo fueron

adquiridos para el extracto de 300 mg de aguaymanto fresco.

El experimento *C-RMN fue adquirido con un RG de 203, d1 de 2 segundos, 16384
escaneos y 64 escaneos sefiuelos. El tiempo total de adquisicion fue de 1.10 segundos.

Se adquiri6 un total de 65536 puntos.

Con respecto a los experimentos bidimensionales homonucleares, el experimento COSY
se adquiri6 en magnitud con la secuencia cosygpmfqf y el experimento TOCSY se
adquirid con la secuencia dipsi2etgpsi, ambos experimentos con un RG de 6.35, d1 de 2
segundos, 16 escaneos y 32 escaneos sefiuelos. Se adquiri6 16384 puntos en la
dimension directa y 384 en la dimension indirecta con las ventanas de 14 y 11 ppm

respectivamente.

El experimento J-resolved se realizd con la secuencia jresqf con un RG de 6.35, d1 de

1.5 segundos, 32 escaneos y 32 escaneos sefiuelos. Se adquirié 32768 puntos en la
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dimension directa y 128 en la dimension indirecta con las ventanas de 18 ppm y 50 Hz

respectivamente.

Los experimentos bidimensionales heteronucleares realizados fueron el HSQC y el
HMBC. El experimento HSQC se realizd con la secuencia hsqcedetgp con un RG de
181, d1 de 2 segundos, 64 escaneos y 64 escaneos sefiuelos. Se adquirié 2048 puntos en
la dimension directa y 384 puntos complejos en la dimension indirecta con las ventanas
de 18 y 180 ppm respectivamente. El experimento HMBC se realizd con la secuencia
hmbcgpndqf con un RG de 203, d1 de 2 segundos, 96 escaneos y 32 escaneos sefiuelos.
Se adquiri6 16384 puntos en la dimension directa y 384 en la dimension indirecta con

las ventanas de 18 y 196 ppm respectivamente.

En el caso del analisis de f-caroteno, 30 mg del estandar fueron disueltos en 700 uL de
CDCl; para realizar los respectivos experimentos homonucleares (‘'H-RMN y *C-RMN)
y heteronucleares (COSY, TOCSY, J-res, HSQC, HMBC).

El procesamiento de cada 'H-RMN obtenido se realizé con una transformada de Fourier
empleando un ensanchamiento de banda (LB) de 0.3 Hz. La correccion de fase se llevo a
cabo manualmente, la correccion de linea base fue automatica y se referencié cada
espectro fijando el desplazamiento de la referencia TSP a cero. La asignacion de las
respectivas sefiales se realizd en el programa Sparky 3.115. En el caso de la
cuantificacion relativa de los acidos grasos, se uso los espectros 'H-RMN procesados en
Topspin, cargandolos en el programa MestreNova version 11.0.4 donde se aplico la
deconvolucion (GSD), se elimind las sefiales respectivas y se cuantificaron las sefiales
de interés. La deconvolucion fue realizada con los pardmetros optimizados para sefales

de ancho promedio y con el segundo refinamiento de 5 ciclos de ajuste.
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3.2.3. Analisis multivariable

Los espectros RMN obtenidos a partir de 500 mg de material fresco fueron importados a
Matlab con la funcién rbnmr*® donde fueron alineados con la funcion Icoshift’'. Los
limites del espectro fueron escogidos, eliminando los datos innecesarios sin sefial alguna
o con la sefial del TMS. Luego, se realizo la reduccion del espectro a buckets de 0.01
ppm de ancho con un algoritmo de bucketing optimizado (OBA) (© 2013 Laboratory for
Theoretical and Applied Chemometrics Institute of Chemistry - University of
Campinas)’’ y se normalizé a intensidad total. La matriz resultante fue centrada y
escalada mediante la funcion pareto. El Analisis de Componentes Principales se realizd
con la funcion pca y se grafico los diagramas de scores y loadings respectivos calculado
la varianza explicada de cada componente principal. Gran parte de este procedimiento

fue hecho mediante scripts de elaboracion propia.

3.2.4.Determinacion de acidos grasos por ESI-MS

A partir de 5 g de material de partida (fresco, liofilizado y molido) se realizd una
extraccion con 50 mL de hexano en agitacion. Después de remover el solvente mediante
rotaevaporacion, 100 mg de la muestra extraida fue saponificada con 1.5 mL de KOH en
etanol (0.5 M) a 70°C por 1 hora. El solvente es removido por rotaevaporacion y 10 mg
de material saponificado se disolvié en 1 mL de IPA. Las soluciones para la inyeccion
directa fueron preparadas diluyendo 40 pL de esta solucion hasta 1 mL con MeOH:H,0O
(90:10) o con MeOH:H,O (90:10) en acetato de amonio (8 mM) (concentracion final de
400 ng/uL). Las condiciones del analisis de masas fueron: temperatura del gas de
nitrégeno (g) de 300°C, potencial de capilar de 4 kV, flujo de 5 mL/min y presion del
nebulizador de 10 psi. El rango de deteccion de la trampa de iones fue entre 100-500 m/z
enfocandose en 300 m/z. Estos procedimientos se realizaron inicialmente con el

aguaymanto Villa Andina y, luego con las muestras de San Ignacio/San Pablo, fresco y

deshidratado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados aqui presentados incluyen el estudio por RMN y ESI-MS de aguaymanto
fresco y deshidratado. En el caso del fresco se estudio tres diferentes grupos de muestras
colectados en distintas regiones de Cajamarca y en el caso del deshidratado, se estudié

un mismo fruto secado a tres diferentes temperaturas.

4.1. RMN en aguaymanto fresco

Inicialmente, el método de extraccion empleado implicé tres extracciones consecutivas
del material de partida (500 mg de aguaymanto fresco suspendido en 5 mL de CHCls)
por sonicado, a baja temperatura (~10°C). Debido a problemas relacionados a la
estabilidad del p-caroteno durante el proceso de extraccion, y habiendo demostrado que
la segunda y tercera extraccion no aportaban mas de un 3% adicional en peso, se optod
por realizar solo una extraccion, en vez de tres, en presencia de atmoésfera de N,.
Ademas, se incrementd la cantidad de material de partida (20 g), pues la cantidad
extraida con 500 mg fue baja. La Tabla 4.1 resume el rendimiento de este proceso de
extraccion mencionado con las distintas muestras abordadas. En general, se observa
poca variabilidad entre las extracciones tanto entre una misma muestra como entre
distintas, aunque es claro que la muestra EU251 posee mayor cantidad de material
lipofilico, seguido por San Ignacio/San Pablo y por La Victoria/Encafiada. También se

observa que el método de extraccion es altamente reproducible (CV< 3%).
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Tabla 4.1. Pesos obtenidos seglin la extraccion realizada en tres muestras de aguaymanto fresco.

San Ignacio/San Pablo EU251 La Victoria/Encaflada | San Ignacio/San Pablo
Extraccion H=81.5%" H=81.1%" H=79.2%" H=81.5%"
(500 mg)" (500 mg)" (500 mg)" (20 g)°

32 mg 36 mg 30 mg
3x5mL -

32 mg 36 mg -

31 mg 34 mg 28 mg
1 x5mL 30 mg 32 mg 28 mg
bajo 29 mg 33 mg 27 mg 1.54¢
N, 29 mg 32 mg 28 mg

30 mg 34 mg 29 mg
Promedio® 29.8 mg 33 mg 28.0 mg -
Desv. Est. 0.8 1 0.7 -
CV (%) 2.8 3.0 25 -

* Humedad calculada mediante ecuacién 3.1. ° Material inicial de partida, aguaymanto fresco liofilizado y molido. ¢ Promedio,

desviacion estandar y CV calculados con la extraccion 1 x 5 mL/N,.

Teniendo en cuenta que la extraccidn a mayor escala (20 g de aguaymanto fresco)
proporcion6 una cantidad manejable de extracto, los estudios de RMN bidimensionales

fueron abordados con esta muestra.

El espectro de "H-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto fresco (Fig. 4.1) obtenido
en CDCl; y referenciado a 0 ppm con TMS muestra un perfil en donde resalta el alto
porcentaje de triglicéridos con respecto a los demés metabolitos, zona de 1 a 6 ppm. Las
regiones que presentan sefales bajas fueron ampliadas para una mejor apreciacion: la
zona de acidos grasos libres (COOH) y de aldehidos (CHO) entre 8.3-12.4 ppm (x1000),
la zona de carotenoides y tocoferoles entre 5.9-8.0 ppm (x500) y la zona de los

fitoesteroles entre 0.28-0.73 ppm (x50).
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Figura 4.1. Espectro de 'H-RMN caracteristico del extracto lipofilico de aguaymanto fresco en CDCl; con ampliaciones en 8.3-12.4 ppm (zona de 4cidos grasos

libres y aldehidos, ampliada x1000), 5.9-8.0 ppm (zona de carotenoides y tocoferoles, ampliada x500) y 0.28-0.73 ppm (zona de fitoesteroles, ampliada x50).
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En la Tabla 4.2, se resumen los desplazamientos quimicos obtenidos de los distintos
triglicéridos presentes en el aguaymanto, comparados con los valores reportados en la
literatura®. La asignacién de las sefiales de los triglicéridos utilizada es la misma que se

describe en el capitulo 2.2.

La asignacion de estas sefiales ademas fue corroborada con las correlaciones
identificadas en los espectros COSY y TOCSY, las cuales se presentan en la Fig. 4.2
(espectros superpuestos) y con el experimento J-resolved (Fig. 4.3). A partir del COSY
se obtienen las correlaciones entre los hidrogenos A-C; C-(D,E); D-F; E-J; G-J; H-(H,I)
y a partir del TOCSY se obtienen las correlaciones entre los hidrogenos A-(C,E,J); C-
(D,E,F,G,)); E-(J,G). Los espectros COSY y TOCSY muestran con facilidad las
correlaciones entre los protones de las cadenas de 4cidos grasos; sin embargo, la
informacion de los protones del metilo B es oscurecida debido a su proximidad con los
protones de los metilos A. El experimento homonuclear que logré diferenciar a B e
incluso diferenciar entre las dos clases de metilos A (Tabla 4.2), fue el J-resolved (Fig.

4.3) que los muestra como tripletes con un acoplamiento de 7.5 Hz.

Los resultados aqui presentados confirman la presencia de los acidos grasos saturados e
insaturados en aguaymanto. Se conoce que en el caso del aguaymanto los acidos grasos
insaturados mayoritarios son el C18:1 (13.0%), el C18:2 (70.5%), el C18:3 (1.79%), y
los 4cidos grasos saturados mayoritarios son el C16:0 (8.62%) y el C18:0 (2.57%),

mientras que los demas 4cidos grasos estan en menor proporcion (<1.5%)"”.
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Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos (ppm) y constantes de acoplamiento (J en Hz) de las sefiales pertenecientes a los triglicéridos

del extracto apolar del aguaymanto.

d ppm
(multiplicidad, d ppm
Asignamiento J*, Hz) experimentales Estructura general de un triglicérido

experimentales |en la literatura®

en la mezcla

-CHj3; (saturados,
0.87 (t,7.5) 0.88
A monoinsaturados ®-9 y o -7)
(oleico mayoritario, C18:1)
-CH; (insaturados ®-6)
A ) ) o 0.89 (t, 7.5) 0.89
(linoleico mayoritario, C18:2)
-CH; (insaturados ®-3)
B (linolénico mayoritario, 0.97 (t, 7.5) 0.97
C18:3)
C -(CH,), 1.26-1.38 1.22-1.42
D -OCO-CH,-CH, 1.61 1.52-1.70
E -CH,-CH=CH- 2.00-2.07 1.94-2.14
F -OCO-CH,- 2.28-2.32 (t,7.5) 2.31
G =HC-CH,-CH= 2.75-2.80 (t, 6.2) 2.77
4.14 (dd, 6.0,
H -CH,0OCOR 11.9), 4.30 (dd, 4.14,4.30
4.4,11.9)
I >CHOCOR 5.24-5.27 5.23-5.30
J -CH=CH- 5.29-5.39 5.30-5.47

* J calculado mediante J-resolved (Fig. 4.3); "Magn. Reson. Chem. 2005, 43, 625-638%. No se hace mencion de la multiplicidad de las sefiales.
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Figura 4.2. Espectros del extracto lipofilico de aguaymanto fresco: COSY (color azul) y TOCSY (color rojo, fase positiva y color rosado, fase negativa),
superpuestos y expandidos entre 0.7-5.5 ppm. Se muestran las correlaciones de COSY y TOCSY en circunferencias de color verde y correlaciones solo

observadas en TOCSY de color parpura.
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Figura 4.3. Espectro J-resolved del extracto lipofilico de aguaymanto fresco expandido entre 0.7-5.5 ppm. En circunferencias de color verde se muestran algunos

acoplamientos de las respectivas sefiales en Hz.
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Aprovechando la informacién obtenida con respecto a los triglicéridos, se procedio a
evaluar los espectros de 'H-RMN de cada uno de los extractos obtenidos a partir de 500
mg de material fresco (n=5) de tres distintos tipos de aguaymanto: San Ignacio/San
Pablo, EU251 y La Victoria/Encafiada (Tabla 4.1). La deconvolucion® de ciertas de las
sefales asociadas con los dcidos grasos se hizo necesaria para cuantificar la composicion
relativa de estos (porcentaje de poli- y mono-insaturados y porcentaje de saturados) en
los distintos extractos de aguaymanto mediante los célculos presentados en el acapite
2.2, ecuaciones 2.3-2.7. Este trabajo se realizd6 empleando el programa MestreNova
11.0.4 utilizando la integracion por GSD segun descripcion detallada en parte

experimental.

En la Figura 4.4, se muestra una expansion de un espectro 'H-RMN en donde se
observa el solapamiento que compromete a la sefial del C18:3 que hace necesario la
deconvolucion de la misma para su integracion y para el calculo del porcentaje de los
poli-insaturados. Debido al fuerte solapamiento de las sefiales solo es posible integrar
dos de las sefiales del triplete del metilo del C18:3; por consecuencia, fue necesario

multiplicar esta integral por 4/3.

Figura 4.4. Expansion de la zona entre 0.95-1.00 ppm en 'H-RMN de aguaymanto fresco mostrando las
sefales pertenecientes al metilo del C18:3 en coloracidon azul y las sefiales de otro compuesto solapado en

coloracion ploma mediante deconvolucion (GSD). En rojo se observa la sefal original sin deconvolucion.
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Teniendo estas consideraciones en cuenta, se realizaron los calculos a partir de las
sefales presentes en los espectros adquiridos de las cinco extracciones independientes en
Tabla 4.1 (1 x 5 mL/N;) de tres muestras de aguaymanto: San Ignacio/San Pablo,
EU251 y La Victoria/Encanada, areas resumidas en la Tabla 4.3, donde se muestra su

promedio y desviacion estandar.

Tabla 4.3. Promedio+desviacion estandar de las areas calculadas por GSD de las sefiales B, E, F, G en

cada muestra analizada®.

Areas de sefiales asociadas con el tipo de acido graso x 10°

Nombre de la muestra B E F G

San Ignacio/San Pablo 61.47£5.20 8420.02+376.19 4674.11£229.61 3608.49+166.57

EU251 61.01+3.72 9487.38+572.30 5331.254+341.15 3900.97+223.53

La Victoria/Encanada 81.36+7.65 7733.72+421.46 4292.39+209.36 3205.89+147.73

* Promedio de 5 extracciones independientes de 1 x 5 mL/N, + desviacion estandar (unidades arbitrarias).

El porcentaje relativo de 4cidos grasos saturados, insaturados, mono-insaturados, entre
otros, obtenidos a partir de las dreas presentadas arriba se resume en la Tabla 4.4. En
ella también se incluyen, a modo de comparacion, los resultados reportados en la

literatura para aguaymanto colombiano, evaluado mediante otra técnica: GC-FID'”.
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Tabla 4.4. Porcentaje relativo de 4cidos grasos de 3 ecotipos de aguaymanto fresco®.

Poli-insat. Poli-insat. )
Insaturados | Saturados Mono-insat. S/
Muestra (2 dobles (3 dobles
(%) (%) (%0) (%)
enlaces, %) enlaces %)
San Ignacio
90.11£2.12 | 9.89+2.12 74.87+0.54 1.17£0.10 14.06+£2.06 | 11.03
/San Pablo
EU251 89.01+£1.58 | 10.99+1.58 71.16+0.48 1.02+0.09 16.83+1.43 | 12.38
La Victoria/
90.07+1.41 9.93+1.41 71.33£0.69 1.68+0.09 17.06£1.05 | 11.04
Encafiada
Aguaymanto
de 86.824+4.57 | 13.10+0.32 70.50+4.55 2.124+0.16 14.20+0.45 | 15.10
Colombia”

* Promedio de 5 extracciones independientes de 1 x 5 mL/N, * desviacién estdndar. ° Porcentaje de 4cidos grasos basado en GC-
FID".

Los resultados indican que el contenido de los distintos acidos grasos es bastante
cercano entre si, siendo los aguaymantos de San Ignacio/San Pablo y de La
Victoria/Encafiada los que mayor porcentaje de insaturados contienen. El aguaymanto
La Victoria/Encanada se diferencia de los demés por su mayor cantidad de C18:3;
mientras que, San Ignacio/San Pablo presenta una alta cantidad de C18:2. La magnitud
de los porcentajes coincide cercanamente con los valores determinados con el fruto
colombiano bajo una distinta técnica. Resalta en la mayoria de los casos que la
desviacion estandar obtenida en este estudio basado en RMN es menor a la obtenida por
GC-FID. Los resultados con el aguaymanto peruano indican una menor razén acidos
grasos saturados/acidos grasos insaturados (S/I) en comparaciéon con el valor obtenido
con el aguaymanto de Colombia, resultado positivo si se considera que los 4cidos grasos

: ~ . 17,4
insaturados se han sefialado como beneficiosos para la salud'™*.

En el caso de los carotenoides, el carotenoide mayoritario en el aguaymanto segin
bibliografia es el f-caroteno, el cual se encuentra en una proporcion bastante baja con
respecto al total de lipidos (0.22%)'"; por ello, usualmente, este compuesto es
cuantificado en frutas y vegetales directamente del extracto mediante UV-visible

(carotenoides totales) o mediante cromatografia HPLC-DAD, técnicas con mayor limite
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de deteccion que la RMN. Se espera por tanto que por RMN se observe una pobre
relacién S/N de las sefiales asociadas a este carotenoide y; por ello, el estudio basado en
RMN se inici6 haciendo un detallado andlisis de los espectros homonucleares y
bidimensionales de una muestra estandar de f-caroteno. A continuacion, se presenta la
asignaciéon de cada nicleo (‘"H y "*C) del S-caroteno mediante diversas técnicas: 'H-
RMN (Fig. 4.5), COSY (Fig. 4.6, Fig. 4.7), J-resolved (Fig. 4.8), TOCSY (Fig. 4.7),
BC-RMN (Fig. 4.9), HSQC (Fig. 4.10), y HMBC (Fig. 4.11, Fig. 4.12).

Como se puede observar, el f-caroteno posee una estructura simétrica. La integracion en
el espectro de 'H-RMN (Fig. 4.5) concuerda con el numero de hidrogenos de la
molécula (56 en total). Las sefiales que deben poseer un solo acoplamiento homonuclear
en COSY (dobletes) son los hidrogenos 7,7°, 8,8°, 10,10°, 12,12°, 14,14 y 15,15°. Los
hidrégenos 11,11° aparecen a campo bajo como doblete de dobletes. Esto se confirma
con la correlacion observada a 6.67 ppm en el COSY (Fig. 4.6). A partir de 11,11 se
desprenden las posibles ubicaciones para 10,10” y 12,12° (6.38 0 6.17 ppm). Basandose
en el valor de la constante de acoplamiento de las senales en COSY (Fig. 4.6) y J-res
(Fig. 4.8), los protones 10,10’ se confirman en 6.17 ppm con un valor de J=11.36 Hz y
los protones 12,12” en 6.38 ppm con el valor de J=15.40 Hz mas alto, pues comparte el
doble enlace con 11,11’ en posicion trans. Esto conduce a que los hidrogenos 15,15 y
14,14’ sean los que aparecen a 6.66 o 6.28 ppm. Dado que los protones 15,15 son los
menos apantallados (junto con 11,11°) al estar mas alejados de los metilos de la
estructura, se asigna a los hidrogenos 15,15 con la sefial a 6.66 ppm y los hidrégenos
14,14> con la sefial a 6.28 ppm. Ambas sefiales correlacionan en el COSY como
dobletes. Asi, y por descarte se asignan los protones 7,7’ y 8,8’ a un desplazamiento
quimico cercano a 6.17-6.18 ppm, una sefial que integra por dos nucleos como dos
dobletes con un valor alto de constante de acoplamiento, J=16.11 Hz. Su correlacion se
sefiala tentativamente en el COSY, pues se encuentran en un desplazamiento quimico
muy cercano. Debido a que la diferencia de desplazamiento quimico entre ambas sefiales
es pequefia (Ad) y presentan un J elevado, se observa el fendmeno conocido como

strong coupling (acoplamiento fuerte), fenomeno que causa que las intensidades en
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ambos dobletes no sean simétricas. Ademas, en el experimento J-res se observan sefales
. . : . 41
adicionales (circulos verdes) debido a este fendmeno™ . Por ello, se reporta el valor de J

de 11.36 Hz, mencionado anteriormente, segun COSY para los protones 10,10’.

En la Figura 4.7, se muestran las correlaciones de COSY (color rojo) y TOCSY (color
azul) de la zona ampliada 0.9-2.1 ppm. El TOCSY permite observar la correlacion entre
todos los metilenos de la estructura (2,2°, 3,3’ y 4,4’). Solapando estos espectros se
puede observar que 3,3’ se encuentra en 1.64 ppm, pues es la correlacion en comuin que
tienen los otros dos metilenos. Los protones 4,4’ se encuentran a mayor frecuencia
(campo bajo) que los protones 2,2°, pues 2,2’ son apantallados por los dos metilos y 4,4’
se encuentra cerca del doble enlace; por lo tanto, el desplazamiento quimico de 4,4” es
2.05 ppm y el de 2,2’ es 1.49 ppm. También, se observa un acoplamiento entre 4,4’ y el
metilo mas cercano, 18,18, cuyo desplazamiento quimico es 1.74 ppm y puede ser
identificado en base a la integracion del 'H-RMN. Se puede inferir en base al
desplazamiento quimico que los protones 19,19°,20,20° se encuentran a 1.99 ppm al
estar cerca de varios dobles enlaces (desplazados a campo bajo) y los protones

16,16°,17,17° se encuentran a 1.06 ppm.
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Figura 4.5. Espectro de "H-RMN del S-caroteno estandar en CDCls, asignaciones y estructura.
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Figura 4.6. Magnificacion del espectro COSY en zona de protones aromaticos (6.0-6.8 ppm) del estandar de f-caroteno.
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Figura 4.7. Magnificacion (0.9-2.1 ppm) del espectro COSY (color rojo) y TOCSY (color azul) solapados del estandar de f-caroteno.
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Figura 4.8. Magnificacion (5.9-7.0 ppm) del espectro J-resolved del S-caroteno estandar después del inclinado y los respectivos valores de la constante de

acoplamiento en Hz, sefiales en color naranja y transiciones extras debido al acoplamiento fuerte en verde.
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En lo que concierne a los carbonos del f-caroteno (Fig. 4.9), ya habiendo asignado a los
hidrégenos se puede obtener informacion de estos a través del espectro de HSQC (Fig.
4.10). Los carbonos desplazados a campo alto pertenecen a los metilos y metilenos, los
cuales pueden ser ficilmente asignados: 19,20,19°,20° (el '*C muestra que no son
equivalentes) a 12.77 y 12.83 ppm; 3,3” a 19.28 ppm; 18,18’ a 21.78 ppm; 16,16°,17,17°
a 28.99 ppm; 4,4” a 33.13 ppm y 2,2’ a 39.67 ppm. Por descarte, el carbono cuaternario
1,1’ es el cuaternario mas desplazado a campo alto a 34.29 ppm. En la zona de campo
bajo, se observan los siguientes carbonos acoplados con un protén: 11,11° a 125.04 ppm;
7,77 a 126.66 ppm; 15,15* a 130.00 ppm; 10,10 a 130.86 ppm; 14,14° a 132.44 ppm;
12,12 a 137.25 ppm; 8,8 a 137.79 ppm.

Las cuatro sefiales restantes en el "C-RMN pertenecen a carbonos cuaternarios: 137.93,
136.48, 136.02, 129.39 ppm. Estas senales fueron analizadas por HMBC (Fig. 4.11, Fig.
4.12) donde se encontrd correlacion de los protones pertenecientes a la zona de
metilenos y metilos (1.0-2.1 ppm) con 137.93 y 129.39 ppm. Es probable que
pertenezcan a los carbonos cuaternarios 5,5’ y 6,6, pues son los mas cercanos a estos
protones. La correlacion de los protones 3,3’ con los carbonos a 129.39 ppm es mas
intensa que con los carbonos a 137.93 ppm; en cambio, la correlacion de los protones
2,2’ con los carbonos a 137.93 ppm es mds intensa que con los carbonos a 129.39 ppm.
Esto conlleva a que los carbonos 5,5 sean la sefial a 129.39 ppm y los carbonos 6,6’
correspondan a la sefial a 137.93 ppm. Ademas, la correlacion de los protones de los
metilos 16,16°,17,17°, también es mas intensa frente a los carbonos mas cercanos 6,6’.
Asi, basandose en la distancia de los enlaces y el traslado de la magnetizacion, se
sugiere dicha asignacion. El mismo analisis se puede aplicar para los carbonos restantes
9,9’ y 13,13°. Los hidrégenos 15,15° y 12,12’ experimentan correlacion con los
carbonos a 136.48 ppm (posiblemente carbonos 13,13”); mientras que, los protones 8,8’
tienen una correlacion con los carbonos a 136.02 ppm (posiblemente carbonos 9,9°).
Cabe resaltar que no se observa correlacion en esta zona por parte de los protones 14,14’
con los carbonos 13,13°. La magnetizacion a partir de esta sefial pudo haber relajado

muy rapidamente o la S/N del experimento fue insuficiente.
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Figura 4.9. Espectro de "C-RMN del f-caroteno estandar en CDCl; con las respectivas asignaciones.
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Figura 4.10. Espectro HSQC con fase editada y las correlaciones respectivas (azul: CH y CH; y verde: CH,) del f-caroteno estandar.
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Figura 4.11. Expansion del espectro HMBC del S-caroteno estandar (1.0-2.1 ppm en F2 y 128-140 ppm en F1) mostrando las correlaciones frente a los carbonos

de las sefiales 137.93 y 129.39 ppm.
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Figura 4.12. Expansion del espectro HMBC del fS-caroteno estandar (6.1-6.74 ppm en F2 y 135.5-137.3 ppm en F1) mostrando las correlaciones frente a los
carbonos de las sefiales 136.48 y 136.02 ppm.
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Teniendo en cuenta el analisis desarrollado, en la Tabla 4.5 se resume todas las
asignaciones, desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento asociadas a cada

una de las sefiales observadas con el estandar de f-caroteno en CDCls.

Tabla 4.5. Desplazamientos quimicos en ppm, multiplicidad en Hz, asignaciones y estructura del -

caroteno estandar.

Asignamiento Ou (J) experimentales O experimentales Estructura del S-caroteno
C-1,I° - 34.29
CH,-2,2’ 1.50 (m) 39.67
CH,-3,3’ 1.64 (m) 19.28
CH,-4.4° 2.05 (t, 6.34) 33.13
C-5,5 - 129.39
C-6,6 - 137.93
CH-7,7' 6.20 (d, 16.11) 126.66
CH-8,8' 6.16 (d, 16.11) 137.79
C-9,9° - 136.02
CH-10,10' 6.18 (d, 11.36)) 130.86
CH-11,11' 6.68 (dd, 11.36, 15.40) 125.04
CH-12,12' 6.38 (d,15.40) 137.25
C-13,13' - 136.48
CH-14,14' 6.28 (d, 11.00) 132.44
CH-15,15' 6.66 (d, 11.00) 130.00
CH;-16,16 1.06 (s) 28.99
CH;-17,17° 1.06 (s) 28.99
CH;-18,18’ 1.75 (s) 21.78
CH;-19,19° 2.00 (s) 12.77 0 12.83
CH;-20,20° 2.00 (s) 12.77 0 12.83

Con esta informacién disponible se procede a analizar los espectros de "H-RMN de los
extractos apolares de aguaymanto fresco (extraccion a partir de 500 mg de material de
partida) en busqueda de sefiales que confirmen la presencia de f-caroteno en la mezcla.
Los espectros ampliados en la region de interés, comparados frente al espectro del f-
caroteno se muestran en la Figura 4.13. Como se observa en esta figura, las sefiales de
[-caroteno en estos espectros de la muestra presenta una razon S/N muy baja y solo en
algunos casos se puede observar la sefial a 6.16 ppm, caracteristica de los hidrégenos
10,10" del p-caroteno. Esto se debe a la poca cantidad que hay en la mezcla, la cual

ademas se ve comprometida durante el proceso de extraccion debido a la alta
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inestabilidad de este metabolito en presencia de oxigeno. La inestabilidad del p-caroteno
fue demostrada mediante RMN. En la Figura 4.14, se observa no solo la disminucién en

el tiempo (4 dias) de las sefiales, sino la aparicion de otras.

$-caroteno [-caroteno

| _

f
| | p-caroteno

[rel]

p-caroteno

1

La Victoria/ M

Encafnada —

San Ignacio/
San Pablo

EU251— M
I

— - ———— -V
68 65 6.4 63 62 [ppm]

Figura 4.13. Quince espectros superpuestos de aguaymanto fresco en la zona ampliada 6.10-6.70 ppm y el

espectro del f-caroteno estandar (espectro en la parte superior).
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Figura 4.14. Dos espectros solapados del S-caroteno estandar: espectro inicial (color azul) y espectro

después de 4 dias (color rojo).

Para la debida identificacion del S-caroteno en una mezcla compleja, se analizaron los
espectros COSY (Fig. 4.15), HSQC (Fig. 4.16), HMBC (Fig. 4.17) de la muestra mas
concentrada en p-caroteno, correspondiente al aguaymanto San Ignacio/San Pablo,
presentada inicialmente en la Figura 4.1. Si bien el experimento J-res también fue
realizado, la cantidad de la muestra no permitid observar las correlaciones y; por ello, no
se presenta un analisis de este experimento. Debido a la presencia de los triglicéridos y
su alta concentracion, solo es posible analizar la region entre 6.10-6.70 ppm.
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El COSY (Fig. 4.15) muestra las mismas sefales obtenidas en el estdndar en esta region
con la misma multiplicidad, aunque hay menor resolucién debido a que las sefiales son
mas anchas en la muestra. Todas las sefiales en el HSQC (Fig. 4.16) fueron identificadas
en las region respectivas, excepto por la sefial perteneciente a la correlacion proton-
carbono 15,15°. Este resultado se puede explicar dado que esta senal se encuentra muy
cerca de las sefiales de los carbonos J de la grasa. En el caso del HMBC (Fig. 4.17), los
espectros obtenidos tampoco permitieron confirmar mucho, pues la S/N es muy baja y
tan solo unas cuantas correlaciones fueron identificadas (hidrogenos 15,15 con carbonos
14,14’; hidrégenos 12,12° con carbonos 10,10’ y 14,14’; hidrégenos 8,8’ o 10,10’ con
carbonos 9,9’y 10,10”).
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Figura 4.15. Magnificacion del espectro COSY del aguaymanto fresco en 6.0-6.8 ppm.
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Figura 4.16. Magnificacion del espectro HSQC del aguaymanto fresco en 5.8-6.8 ppm en F2 y 105-144 ppm en F1.
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Figura 4.17. Magnificacion del espectro HMBC del aguaymanto fresco en 5.9-6.8 ppm en F2 y 97-156 ppm en F1.
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Una mejor confirmacion se realizo anadiendo de forma consecutiva directamente en la
muestra de 300 mg en 400uL. de CDCl; (espectro de color azul), 10 puL (espectro de
color rojo), 30 uL (espectro de color verde) y 30 uL mas (espectro de color morado) de
una solucion estandar de f-caroteno de 10.30 mg/mL (Fig. 4.18). En la Tabla 4.6 se
presentan los desplazamientos quimicos obtenidos del f-caroteno en la mezcla y se

compara con lo reportado en literatura® y lo obtenido con el estandar en este trabajo.

— S T
0.020 0.025 [rel]

T
0.015

T T
0.010

T T
0.005

0.000

R e T T T T T e T
6.7 66 65 6.4 63 62 6.1 [ppm]

Figura 4.18. Espectros superpuestos de aguaymanto fresco con adiciones de f-caroteno estandar: espectro
original (azul), con adicién de 10 pL de 10.30 mg/mL de fS-caroteno (rojo), 40 puL de 10.30 mg/mL f-
caroteno (verde) y 70 pL de 10.30 mg/mL f-caroteno (morado).
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Tabla 4.6. Sefiales presentes en el espectro de 'H-RMN del extracto apolar de aguaymanto asignadas al fg-

caroteno (desplazamientos quimicos (ppm) de protén y carbono) comparadas con valores reportados en la

literatura®.
Compuesto |Asignamiento | Su; Oc experimentales| y; 8¢ experimentales | 8y; 8¢ experimentales en
en la mezcla enel estandar la literatura®

CH-7,7’ 6.16; 126.5 6.20; 126.7 6.15; 126.3
CH-8,8’ 6.12; 1379 6.16; 137.8 6.16; 138.6
CH-10,10' 6.14; 131.0 6.18; 130.9 6.14; 131.8

f-caroteno  |CH-11,11" 6.64; 125.0 6.68; 125.0 6.64; 125.5
CH-12,12' 6.34; 1374 6.38; 137.3 6.35; 138.1
CH-14,14' 6.23;132.5 6.28; 1324 6.24; 133.2
CH-15,15' 6.61 6.66; 130 6.63; 130.8

 Magn. Reson. Chem. 2005, 43, 625-638%.

Por ultimo, tomando en cuenta la informacion dentro de la zona, 0.28-0.73 ppm (x 50),
(Fig. 4.1) y teniendo en cuenta que las sefiales del grupo metilo en posicion 18 de los
fitoesteroles avenasterol y f-sitosterol/campesterol (Fig. 4.19) han sido reportados a
desplazamientos quimicos de 0.54 y 0.68 ppm respectivamente™’, se sugiere la presencia
de estos metabolitos en la fraccion apolar de aguaymanto (sefiales a 0.54 y 0.69 ppm,
Fig. 4.20). La sugerencia aqui mencionada, se apoya en que estos compuestos ya han
sido reportados en el aguaymanto haciendo uso de GC-FID', asi como en las
correlaciones observadas en HSQC (Fig. 4.21) y en HMBC (Fig. 4.22). Se observa la
correlacion entre el hidrogeno y su respectivo carbono del CH3-18 a 12 ppm en el HSQC
(Fig. 4.21, Tabla 4.7) y con multiples carbonos de la estructura en el HMBC (Fig. 4.22,
Tabla 4.8) como 39.8 (C12), 42.3 (C13), 55.8 (C17), 56.83 (C14) ppm, los cuatro
carbonos cercanos a C18. Aunque este tipo de correlaciones no los puede diferenciar
entre si, proporciona evidencia que sugiere su presencia, pues existe correspondencia

con la informacidn reportada en la literatura®, ver Tablas 4.7 y 4.8.

Dado que los fitoesteroles en plantas se encuentran bioquimicamente relacionados con
un precursor en comun, el cicloartenol (Fig. 4.19), la existencia de dos dobletes (Figura

4.20 a 0.34 y 0.57 ppm) en el espectro de la mezcla, comparados con los dobletes
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reportados en la literatura a 0.33 y 0.56 ppm™ (sefiales pertenecientes a los hidrogenos
en posicion 19, Tabla 4.9), también sugieren la presencia de este compuesto en el
extracto de aguaymanto fresco. En este caso, la correlacion con su respectivo carbono no
pudo ser observada, pues la sefial de este metileno a 29.79 ppm, segun la literatura, se
encuentra inmersa dentro de la sefial de los 4cidos grasos (Fig. 4.21). Sin embargo, las
correlaciones de los hidrégenos 19 con los carbonos cercanos si se observan en el
HMBC (Fig. 4.22, Tabla 4.9) como 20.0 (C9), 25.8 (C10), 26.4 (C11), 31.6 (C1), 47.0

(C5), 47.9 (C8) ppm, asignaciones realizadas basandose en la literatura disponible***.

27

p-Sitosterol

Campesterol

27

27 26

Cicloartenol

Avenasterol

Figura 4.19. Estructura y numeracion de los posibles esteroles en aguaymanto fresco.
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Figura 4.20. Expansion de la zona entre 0.3-0.7 ppm del espectro RMN del extracto apolar del aguaymanto fresco.

68



Campesterol/f-sitosterol Cicloartenol

0
w L%’\JALcnasterol

HSQC RCIL226-1 en COCIT 8 25C
San Pablo San lgnacio 300mg 400ul

— i
R -

_———r————— "

—=_

SN

ol L
|

07 06 05 0.4 03 02 F2[ppm]
Figura 4.21. Magnificacion del espectro HSQC del aguaymanto fresco en 0.8-0.1 ppm en F2 y 8-34 ppm en F1. Correlaciones entre el H-18 y el C-18 de los
esteroles son seflaladas en circulo naranja. Las lineas extendidas a lo largo de 0.8-0.1 ppm en F2 a 29.8 y 14 ppm en Flcorresponden a las sefiales de acidos

grasos que se encuentran en o6rdenes de magnitud mayores a la de los fitoesteroles.
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Figura 4.22. Magnificacion del espectro HMBC del aguaymanto fresco en 0.77-0.17 ppm en F2 y -2.8-68.9 ppm en F1. Correlaciones entre el H-18 y los

carbonos respectivos de los esteroles son sefialadas en circulo naranja.
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Tabla 4.7. Desplazamientos quimicos de protdon y carbono (ppm) de sefiales que podrian corroborar al S-

sitosterol/campesterol presentes en el extracto apolar de aguaymanto comparados con valores en

literatura***.
Compuesto Asignamiento | dy; 6c experimentales en la mezcla dy; 8¢ experimentales en la literatura®
CH,-1 - 1.85,1.08;37.19
CH,-2 1.84,1.50 1.84,1.52;31.60
CH-3 3.49; 71.59 3.53;71.80
CH,-4 2.27;42.31 2.25;42.38
C-5 - 140.76°
CH-6 5.36; 122.55 5.35; 121.79
CH,-7 - 1.98, 1.85;31.90
CH-8 1.43;31.71 1.47;31.78
CH-9 0.95; 50.09 0.93; 50.13
C-10 - 36.51°
CH,-11 - 1.50, 1.46; 21.05
CH,-12 1.98, 1.17; 39.69 2.02, 1.16; 39.72
C-13 4230 42.33°
psitosterol/ CH-14 1.00; 56.73 0.99; 56.74
campesterol CH,-15 - 1.58;24.25
CH,-16 - 1.85,1.27;28.33
CH-17 1.13; 55.98 1.10; 56.10
CH;-18 0.69; 11.83 0.68; 11.80
CH;-19 1.01; 19.26 1.01;19.48
CH-20 1.41;35.93 1.36;36.12
CH;-21 - 0.92; 18.91
CH,-22 - 1.32;33.63
CH,-23 - 1.16;26.02
CH-24 0.94; 45.88 0.93; 45.86
CH-25 1.67 1.67;29.08
CH;-26 0.83 0.82; 18.98
CH;-27 0.83 0.82; 18.98
CH,-28 - 1.22;22.97
CH;-29 - 0.85; 19.98

* Valores reportados en HMDB™. ® Carbonos cuaternarios reportados de Goad, L. J. & Akihisa, T. Apéndice 3. En: ANALYSIS OF

STEROLS. Springer Netherlands. 1997, pp. 357-422*.
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Tabla 4.8. Desplazamientos quimicos de proton y carbono (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hz

de sefales que podrian corroborar al avenasterol presente en el extracto apolar de aguaymanto comparados

con valores en la literatura®.

Compuesto Asignamiento

8y (J); 8¢ experimentales en la mezcla

8y (J) experimentales en la literatura®

CH,-1
CH,-2
CH-3
CH,-4
CH-5
CH,-6
CH-7
c-8
CH-9
C-10
CH,-11
CH,-12
C-13
CH-14
CH,-15
CH,-16
CH-17
CH;-18
CH;-19
CH-20
CH;-21
CH,-22
CH,-23
C-24
CH-25
CH;-26
CH;-27
CH-28
CH;-29

Avenasterol

1.98,1.17; 39.69
42.30
1.00; 56.73

1.13;55.98
0.55; 11.82

2.83
0.97 (d, 6.9)
0.97 (d, 6.9)

0.54
0.79

0.95

2.83

0.98 (d, 6.8)

0.98 (d, 6.8)
5.10
1.59

* Goad, L. J. & Akihisa, T. Apéndice 3. En: ANALYSIS OF STEROLS. Springer Netherlands. 1997, pp. 357-422%.
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Tabla 4.9. Desplazamientos quimicos de proton y carbono (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hz
de sefiales que podrian corroborar al cicloartenol presentes en el extracto apolar de aguaymanto

comparados con valores en literatura®.

Compuesto Asignamiento 3y (J); 8¢ experimentales en la mezcla | 8y (J), 8¢ experimentales en la literatura®
CH,-1 31.6 31.84
CH,-2 - 30.26
CH-3 - 78.51

C-4 - 40.32
CH-5 47.0 46.92
CH,-6 - 21.05
CH,-7 - 25.92
CH-8 479 47.79

C-9 20.0 19.92
C-10 25.8 25.96

CH,-11 26.4 26.38
CH,-12 - 32.77

C-13 - 45.09

C-14 - 48.59
CH,-15 - 35.44

Cicloartenol CH,-16 - 28.03
CH-17 - 52.07
CH;-18 - 0.96; 17.97
CH,-19 0.34 (d, 4.32) 0.33 (d, 4.5); 29.79

0.57 (d, 4.32) 0.56 (d, 4.5); 29.79
CH-20 - 35.74
CH;-21 - 0.88 (d, 6.2); 18.16
CH,-22 - 36.21
CH,-23 - 24.84
CH-24 - 5.11 (t,7.0); 124.74
C-25 - 130.35
CH3-26 - 1.61; 17.57
CH;-27 - 1.68;25.63
CH;-28 - 0.89;19.23
CH;-29 - 0.81; 13.95
CH;-30 - 0.97;25.34

* Goad, L. J. & Akihisa, T. Apéndice 3. En: ANALYSIS OF STEROLS. Springer Netherlands. 1997, pp. 357-422*.
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En este estudio también, se analizo la posibilidad de distinguir, en base al perfil quimico
obtenido por "H-RMN, a las distintas muestras de aguaymanto con la finalidad de
proporcionar una manera mas eficiente y completa de control de calidad del producto. El
Andlisis de Componentes Principales (PCA) se utilizé con todos los datos de los
diferentes espectros de 'H-RMN obtenidos de la extraccion a partir de 500 mg de
aguaymanto fresco (15 muestras). Se alinearon los espectros con Icoshift. Se eliminé las
regiones sin sefales del espectro y la region perteneciente al solvente residual. Se realizo
el bucketing a 0.01 ppm en un intento de perder la menor informacion posible de las
sefiales dentro de los espectros, se normalizd a intensidad total y se realizd el
escalamiento Pareto. El diagrama de scores obtenido se muestra en la Figura 4.23, PC1
vs PC2, detallando la varianza explicada, donde se observa una clara distincion de las
tres muestras, segun el PC1. Este modelo logr6 explicar mas de 80% de la varianza total.

Las elipses de Hotelling fueron graficados con una confiabilidad de 0.90.

Figura 4.23. Diagrama de scores PC1 vs PC2 detallando el porcentaje de varianza explicada en el
respectivo componente principal: San Ignacio/San Pablo en circulos amarillos, EU251 en cruces y La

Victoria/Encanada en cuadrados verdes.

La Figura 4.24 muestra los loadings del PC1 y la Figura 4.25 muestra los loadings del
PC2. A través de ellas se observan que todas las sefales pertenecientes a triglicéridos
son responsables del desplazamiento hacia el lado negativo del PC1, excepto por las

seflales marcadas con * que pertenecen a los 4cidos grasos mono-insaturados y a los
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acidos grasos saturados, y estos tienen el comportamiento contrario. Esto significa que
en el caso de las sefiales que presentan pequefias desviaciones de desplazamiento
quimico, el PCA es capaz de separarlas y darles el coeficiente correspondiente. Este
resultado concuerda bien con lo obtenido en Tabla 4.3, pues San Ignacio/San Pablo
presenta mas insaturados y pocos mono-insaturados, poniéndolo al extremo negativo del
PC1. De esta manera se tiene que las sefiales del C18:2 primariamente correlacionan de
manera negativa con PC1; mientras que, en los casos en que la separacion es posible, las
sefales de C18:1, C18:3 (marcado con un **) y saturados correlacionan de manera
positiva con PCI1. La Victoria/Encafiada tiene el mayor porcentaje de C18:1 y C18:3;
mientras que, San Ignacio/San Pablo contiene el menor porcentaje de C18:1 y, junto
con EU251, de C18:3. Esto explica el posicionamiento de los ecotipos en PC1. Otras
sefiales que correlacionan con PC1 de manera positiva en menor medida son los
aldehidos y fitoesteroles. La Figura 4.25, en general, presenta las mismas sefiales que en
PC1, en particular las sefiales de C, D y E y explica la intervarianza entre los grupos.
Ademéds, los coeficientes de los compuestos en menor concentracion como los
fitoesteroles presentan mayor magnitud y podrian explicar el posicionamiento de EU251

en un valor mas positivo de PC2.

PC1 Loadings

Fitoesteroles

03—

Aldehido #ok
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/ /*
*
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12 10 8 [ 4 2 0

& 'HERMY

Figura 4.24. Diagrama de loadings del PC1 vs ppm y algunas asignaciones de las sefales con altos
valores de coeficientes (asignacion usada en Tabla 4.2). Las sefiales marcadas con * pertenecen a C18:1

y acidos grasos saturados, y las sefiales marcadas con ** pertenecen al C18:3.
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Figura 4.25. Diagrama de loadings del PC2 vs ppm.

PC2 Loadings

4.2. RMN en aguaymanto deshidratado

El aguaymanto deshidratado bajo estudio corresponde a la muestra de San Ignacio/San
Pablo, el cual fue deshidratado por Villa Andina a tres diferentes temperaturas,
diferenciadas entre si en 10°C. El método de extraccion empleado en este caso implicod
una extraccion (5 g en 5 mL de CHCIl3) del material de partida (liofilizado, que registrd
una humedad entre 8-10%), a temperatura ambiente y protegido de la luz con aluminio
por 4 horas, bajo agitacion constante. En la Tabla 4.10, se resume los pesos del extracto

final obtenido mediante este proceso de dos extracciones independientes.

Tabla 4.10. Pesos (mg) obtenidos de la extraccion de aguaymanto deshidratado a temperaturas T, T+10 y

T+20°.

Muestra T(H=9.1%) T+10 (H=9.7%)° | T+20 (H=28.1%)"
313 300 302
San Ignacio/San Pablo
315 306 296
Prom.+ Desv. Est. 314£1.4 303+4.2 298+4.2

*El valor de T se mantiene en reserva a pedido de la empresa. ® Valor de humedad basado en una medicién con una muestra de 20 g.

Los espectros obtenidos a partir del aguaymanto deshidratado presentan las mismas

sefiales elucidadas en aguaymanto fresco en el acapite anterior, excepto por unas sefales
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anchas, cercanas al desplazamiento quimico del cloroformo, de origen desconocido,
cuya intensidad es mayor en la muestra deshidratada a T y menor en el caso de la

muestra deshidratada a T+10 (Fig. 4.26).

0.03 [rel]

I |

Figura 4.26. Expansion de la zona entre 6.6-7.4 ppm en 'H-RMN de aguaymanto deshidratado de dos

74 7.2 70 68 [ppm]

extracciones independientes por muestra mostrando sefiales anchas cercanas a la sefial residual de

cloroformo.

En la Tabla 4.11, se presenta el porcentaje relativo de acidos grasos obtenido mediante
deconvolucion de una extraccion de cada temperatura analizada por duplicado. Segin
estos resultados el nivel de insaturados en el aguaymanto deshidratado es mayor al del
fresco. El cambio mas resaltante es en el contenido de insaturados y saturados totales.
Los acidos grasos saturados tuvieron un pequefio incremento con la muestra

deshidratada a T+10, y una disminucidn con la muestra tratada a T+20.
Estos valores pueden ser explicados en base a la posible actividad metabdlica durante el

secado del producto™. Sin embargo, dada la pocas muestras estudiadas no se puede

realizar aseveraciones en este aspecto.
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En la Tabla 4.11, se compara el aceite proveniente del aguaymanto deshidratado frente a
otros aceites comestibles como el de girasol y soja, analizados estos ultimos mediante
similar metodologia®’. Estos resultados preliminares son positivos, pues muestran que el

aceite de aguaymanto presenta un mayor contenido de acidos grasos poli-insaturados.

Tabla 4.11. Porcentaje relativo de acidos grasos calculados mediante RMN del aguaymanto deshidratado

a diferentes temperaturas y de dos aceites de semillas, girasol y soja.

San Ignacio/San Pablo deshidratado® San
Ignacio/San Aceite de Aceite de
T T+10 T+20 Pablo girasol* soja’
fresco®
Insaturados 91.34£1.0
90.89+0.22 | 93.21+£0.59 | 90.1142.12 89.90 82.37
(%) 2
Saturados (%) | 8.66+1.02 9.11+£0.22 6.79+0.59 9.8942.12 10.10 17.63
Poli-
insaturados (2 | 73.75+0.2
74.61+0.84 | 74.43+1.32 | 74.87+0.54 31.65 49.99
dobles 3
enlaces, %)
Poli-
insaturados (3
1.66+0.03 1.43£0.11 1.5240.07 1.17£0.10 0 7.88
dobles
enlaces, %)
Mono-
' 15.93+1.0
insaturados . 14.85£0.79 | 17.26+1.02 14.06+2.06 58.25 24.5
(%0)
S/ 9.49 10.03 7.29 11.03 11.23 21.40

* Promedios obtenidos a partir de dos experimentos independientes (uno de ellos siendo repetido tres veces) 'H-RMN. ° San
Ignacio/San Pablo fresco cuantificado en este estudio mediante 'H RMN (Tabla 4.3). © Cuantificacion realizada por 'H-RMN*. No

se reporta desviacion estandar.

4.3. Espectrometria de Masas en muestras de aguaymanto

Esta metodologia fue empleada s6lo para corroborar la presencia de los acidos grasos
identificados en el aguaymanto mediante el estudio RMN, pues la muestra fue inyectada

de manera directa (DIMS), modalidad que se ve mas afectada por el efecto de supresion
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de iones, en comparacion con un analisis mediante LC-MS. La metodologia implica
realizar la ionizacion mediante la técnica de “electrospray” (ES) y capturar a los iones
mediante una trampa de iones. Esta forma de analisis en una muestra claramente
dominada por los acidos grasos, dificulta la identificacion de compuestos en menor

cantidad como el S-caroteno y los fitoesteroles™.

La preparacion de la muestra se basé en protocolos reportados en la literatura: extraccion
de 5 g con 50 mL de hexano bajo agitacion, rotaevaporacion del solvente y
saponificacion de 100 mg del material seco extraido con 1.5 mL de KOH en etanol (0.5
M)*. Se removio el solvente mediante rotaevaporacion y 1 mg del material seco fue
diluido hasta una concentracion final de 40 ng/pL en MeOH:H,0 (90:10) y MeOH:H,O
(90:10):acetato de amonio 8 mM (sal recomendada para el andlisis de 4cidos grasos
mediante ESI-MS)*™* para realizar el analisis de inyeccion directa al espectrometro de
masas. El acetato de amonio es usado para aumentar la conductividad de la muestra y

mejorar la ionizacion de los compuestos.

En la Figura 4.27, se muestran los distintos espectros asociados a tres distintas zonas: a)
de 50 a 500 m/z con masa objetivo (Target Mass, TM de 300 m/z); b) de 500 a 1000 m/z
(TM de 750 m/z); y ¢) de 1000 a 3000 m/z (TM = 2000 m/z). Dado que las zonas b) y ¢)
corroboran que la saponificacion fue completa, pues no se observan seiales de
triglicéridos (m/z=870-910"°), ni de otras especies de interés a m/z >500, y que en la
region a) no se observa nada de interés debajo de m/z =100, la region establecida para el

estudio fue de 100 a 500 m/z, TM=300 m/z.
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b) ©)

Figura 4.27. Espectros de masas del extracto saponificado obtenidos bajo los siguientes rangos espectrales: a) 50-500, TM=300, b) 500-1000, TM=750, ¢) 1000-
3000, TM=2000.
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Como se menciond arriba, el tratamiento con acetato de amonio ha sido recomendado
anteriormente por otros investigadores para el estudio de 4cidos grasos mediante
espectrometria de masas electrospray’™*’. En la Figura 4.28, se muestra los espectros
obtenidos con acetato de amonio (Fig. 4.28a) y se los compara con el espectro obtenido
de la misma muestra, misma concentracion y dilucién, sin acetato de amonio (Fig.

4.28b) en la region establecida de 100 a 500 m/z.

Si bien en la muestra tratada con acetato de amonio, en la Figura 4.28a, se observan
mas sefales, la mayoria de estas son aductos de los acidos grasos [M-H] con acetato de
sodio (masa molar = 82). Esto trae consigo una disminucion de la intensidad de las
sefales relevantes, como m/z=279, 281, 283. Los resultados con la otra preparacion, sin
acetato de amonio, Figura 4.28b, son mejores. Se registra un espectro mas limpio que
contiene a las sefales de interés en mayor intensidad: C16:0 (m/z=255), C18:0
(m/z=283), C18:1 (m/z=281) y C18:2 (m/z=279). Debido a esto, se optd por realizar el
analisis sin acetato de amonio. En un esfuerzo por detectar mediante esta técnica a los
acidos grasos de baja proporcion (<1.5%), se inyectdé una muestra a una mayor
concentracion: 400 ng/uL (Fig. 4.29). En este caso, apenas es posible ver al C18:3

(m/z=277). Los otros acidos grasos minoritarios no fueron observados.

La confirmacion de los acidos grasos aqui mencionados se realizd mediante un estudio
MS/MS del ion molecular [M-H]". Sin embargo, es importante resaltar que en el caso de
un andlisis de acidos grasos por ionizacion electrospray, la informacion estructural es
escasa, pues sélo permite observar pérdida de H,O y en algunos casos CO,”'. Los
fragmentos obtenidos de los acidos grasos linoleico, oleico, estedrico y palmitico se
muestran en las Figuras 4.30, 4.31, 4.32 y 4.33, respectivamente. En todos estos casos,
se reporta la pérdida de H,O a partir del ion molecular [M-H]". No se logro realizar la
fragmentacion del C18:3 (m/z=277), debido a que es muy débil y se encuentra muy
cerca a la sefial perteneciente al C18:2 (m/z=279), la cual es muy intensa. Esta cercania
entre masas también hace imposible registrar el patron isotopico [M+1] por lo que no ha

sido posible confirmarse la identificacién del C18:3 via MS.
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a) Mcuscoona=82

+82

CH;COO +82

b)

Figura 4.28. Espectro de masas del extracto saponificado, a) inyeccion directa con acetato de amonio 8

mM y b) inyeccion directa sin acetato de amonio.
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C18:2\

C18:1

C18:3

Cl16:0
C18:0

Figura 4.29. Espectro de masas del extracto saponificado ampliado entre m/z=250-290 sefialando a los

[M-H] de los acidos grasos.

Figura 4.30. Fragmentacion del acido graso CI18:2, linolénico m/z=279 [M-H] con su respectivo

fragmento m/z=261 [M-H-H,0]".
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Figura 4.31. Fragmentacion del acido graso C18:1, oleico m/z=281 [M-H] con su respectivo fragmento

m/z=263 [M-H-H,07".

Figura 4.32. Fragmentacion del acido graso C18:0, estedrico m/z=283 [M-H] con su respectivo

fragmento m/z=265 [M-H-H,O]".
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Figura 4.33. Fragmentacion del acido graso C16:0, estearico m/z=255 [M-H] con su respectivo

fragmento m/z=237 [M-H-H,0].

Dado que la ESI-MS no ha permitido detectar a muchos de los &cidos grasos
minoritarios, si detectables mediante GC-FID y mediante RMN, esta metodologia no ha
sido empleada en este trabajo para caracterizar a los acidos grasos segun su grado de

insaturacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se implement6 una metodologia de extraccion, de preparacion de muestra y de
adquisicion de espectro de RMN para la obtencion del perfil metabolémico del

extracto lipofilico del aguaymanto fresco y deshidratado.

Se implementd una metodologia de extraccion, de preparacion de muestra y de
adquisicion de espectro de RMN, para la obtencion del porcentaje relativo de acidos

grasos por RMN de aguaymanto fresco y deshidratado.

El porcentaje relativo de acidos grasos obtenido mediante RMN en fruto fresco fue
comparable con el porcentaje reportado en frutos colombianos, mediante GC-FID.
No se encontrd diferencias significativas entre el contenido de acidos grasos entre

los tres distintos tipos de aguaymanto fresco analizados.

La asignacion completa de las sefiales del f-caroteno fue realizada con una muestra
, . . . g . 1 1 . g .
estandar mediante los experimentos unidimensionales 'H y '°C, y bidimensionales

COSY, TOCSY, J-res, HSQC y HMBC.

La asignacion de las sefales en muestras de aguaymanto, asociadas a diversos
metabolitos entre ellos: grupos funcionales de los triglicéridos, p-caroteno,
fitoesteroles fue realizada a través de los experimentos unidimensionales 'Hy °C, y
bidimensionales COSY, TOCSY, J-res, HSQC y HMBC. El pf-caroteno fue

corroborado mediante adicion del estandar.

Se logroé implementar metodologia multivariable capaz de clasificar y discriminar a

las distintas muestras de aguaymanto fresco.

La metodologia ESI-MS, inyeccion directa, fue Util solamente para corroborar la
presencia de los acidos grasos mayoritarios C16:0 (m/z=255), C18:0 (m/z=283),
C18:1 (m/z=281) y C18:2 (m/z=279).
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Se recomienda, como una mejora en la identificacion mediante RMN de los
fitoesteroles en mezcla, el uso de estandares, pues la diferencia mas resaltante entre
ellos s6lo se basa en el desplazamiento quimico de su metilo en posicién 18 y no en

distintas correlaciones en sus espectros bidimensionales.

. . . 1 .y ~
Se recomienda realizar experimentos de H-RMN con presaturacion de las sefiales
anchas de los triglicéridos o desacoplando los satélites obtenidos por la correlacion
13 . . N ~
con el ~C, para mejorar la resolucion de las sefiales pequeiias en el espectro y poder

caracterizar mejor dichas sefiales.
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A. 1. Espectro de "H-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCI; adquirido a 25°C.
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A. 2. Espectro de *C-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 3. Espectro COSY-DQF del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCI; adquirido a 25°C.
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A. 4. Espectro TOCSY del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 5. Espectro J-res del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 6. Espectro HSQC del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 7. Espectro HMBC del extracto lipofilico del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 8. Espectro de 'H-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto deshidratado a 50°C San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.

101



A. 9. Espectro de "H-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto deshidratado a 60°C San Ignacio/San Pablo en CDCl; adquirido a 25°C.
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A. 10. Espectro de "H-RMN del extracto lipofilico del aguaymanto deshidratado a 70°C San Ignacio/San Pablo en CDCI; adquirido a 25°C.
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A. 11. Espectro de masas del extracto saponificado del aguaymanto fresco San Ignacio/San Pablo a m/z =

100-500, TM=300.
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A. 12. Espectro de masas del extracto saponificado del aguaymanto San Ignacio/San Pablo fresco a m/z =

500-1000, TM=750.
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Acquisition Parameter Report

# miz 1
19 5976 1245078
0 5984 505682
2l 5996 743378
2 6004 180100
23 605 180238
4 6016 175818
153 6025 81269
6 6029 31146
27 6036 37401
2B 645 32205
9  6H36 34723
30 6E63 26839
31 6957 34893
32 6995 0226
33 T3z 39295
34 T3 27425
35 8751 28124
36 8757 58041
37 8767 52113
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A. 13. Espectro de masas del extracto saponificado del aguaymanto San Ignacio/San Pablo fresco a m/z =

1000-2000, TM=1500.
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Acquisition Parameter Report

# mfz
19 12251
0 12338
21 12339
22 12350
23 12360
24 12370
25 12381
26 12389
27 12400
28 12422
29 13872
30 15121
31 151411
32 15281
33 15292
34 15300
35 15311
36 15318
37 15361
38 1537.1
39 15382
40 15390
41 154001
42 15409
43 15412
44 15423
45 15520
46 15531
47 15540
48 15550
49 1556.1
50 15570
51 15580
52 1479
53 17074
54 18461
55 18480
56 18499
57 18600
58 18701
59 18712
60 19456
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58775
49318
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27310
28476
36070
23848
23611
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