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RESUMEN

La fibra es un componente alimenticio de importancia tanto para la nutricion humana,
como para la animal, debido a los multiples beneficios que aporta a la salud en términos
fisiologicos y metabolicos. En las paredes celulares, existen ciertos compuestos, como las
proantocianidinas, que se encuentran fuertemente asociadas a los componentes de la fibra.
Debido a la naturaleza quimica y al ser compuestos altamente abundantes, las
proantocianidinas no son extraidas en su totalidad durante los diferentes procesos de
determinacion de la fibra.

Generalmente, dichos compuestos son omitidos en las distintas metodologias de
determinacion de la fibra. Cuando el contenido de estos compuestos es significativo, se
pueden producir errores de sobreestimacion en la concentracion de la fibra. Investigaciones
previas han demostrado la correlacidn existente entre las proantocianidinas presentes en los

residuos de las distintas fibras y la cantidad de fibra total.

La presente investigacion tuvo como objetivo estudiar la relacion entre el contenido
de diferentes tipos de fibra (fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble, fibra dietética
total, fibra cruda, fibra detergente acida y fibra detergente neutra) y las proantocianidinas
extraibles y no extraibles presentes en el residuo de estas fibras, utilizando como matriz de

estudio el tegumento de mani.

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de remanentes de proantocianidinas,
mayoritariamente proantocianidinas no extraibles, en los residuos de las fibras analizadas.
Entre las fibras estudiadas, se observd una mayor concentracion de proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra dietética insoluble con valores entre los (6,4-33,8) mg t-
PAC/g de muestra seca, en la fibra dietética soluble con valores entre los (10,4-48,2) mg t-
PAC/g de muestra seca y en la fibra detergente acida con valores entre los (4,8-52,3) mg t-
PAC/g de muestra seca de residuo de fibra.

A partir de los resultados obtenidos, se identificaron correlaciones positivas entre las

diferentes fibras y las proantocianidinas no extraibles en sus residuos. Es importante destacar



una correlacion particularmente fuerte y positiva (p=0,792) entre la fibra detergente acida y

las proantocianidinas no asociadas a esta fibra.

Los resultados obtenidos a partir de este estudio sugieren que las proantocianidinas
pueden interferir en el reporte final de la fibra, llevando a una sobreestimacién de su
concentracion. Como conclusion, las proantocianidinas podrian ser consideradas como una
posible correccion para obtener determinaciones mas precisas de la cantidad de fibra presente

en los alimentos.



Relacién entre las
proantocianidinas
y la fibra

| L oH

HO

Proantocianidinas

Ve

Tegumento de mani

Fibra cruda

Fibra detergente acida
Fibra dietética insoluble

Fibra dietética soluble ~  Fibra detergente neutra

Fuente de fibra

Figura 1. Resumen gréfico de la investigacion

VI

Debido a su naturaleza quimica,
no son extraidas en su totalidad
en los procesos de cuantificacion
de fibra, provocando una
sobreestimacidn del contenido
de fibra




INDICE DE CONTENIDOS

DEDICATORIA ..ttt e et e e st e e sr e e e sat e e e st e e ateeeanneeeanneas 1
AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e nnae e e nes 1l
RESUMEN ...t e st e e st e e e sn e e e naeeesneeeannaeeans v
INDICE DE CONTENIDOS ...ttt ettt en sttt en st VII
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt n s Xl
INDICE DE TABLAS. ...ttt ettt ettt sttt X1V
INDICE DE ANEXOS ..ottt ettt es st n st s s s XVII
LISTA DE ABREVIACIONES Y SIMBOLOS ......coovivevieeieeeieeieseesee et XVII
CAPITULO I: INTRODUCCION....ccoouvimrimiineeneiseissssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssnns 20
1. Antecedentes Y JUSEITICACION...........cviiviiiiiie e e 20
CAPITULO 11: MARCO TEORICO .....coiiiiireeeisneessessesesiesssssessssesssssessessasssssssesssesncs 22
2.1, FIDIa GIEIELICA . ....c.eveecee et 22
2.1.1. Andlisis de 1a fibra dietBliCa .........ccovieurieeirceree e 23
2.2, FIDIA CIUAA ..ot 23
2.2.1. Analisis de 1a fiDra Cruda.........cocvceuiurieiniieeccsee e 24
2.3, FIDra GELEIGENTE . ..ovceeieceeeee ettt aenis 24
2.3.1. Analisis de fibras detergentes..........cccoicieeeieirieeieeieereee e 25
2.4.  Analizadores automatizados de fibra ... 25
2.5. Interaccion molecular de la fibra con compuestos polifendlicos .............ccccceveeueunnnee 25
2.6. Compuestos POIITENGIICOS. ... 27
2.7, ProantoCianidingasS...........cccoviueuriueuriiicirieieirieieneiet ettt 27
2.7.1. Analisis cuantitativo de las proantocianidinas extraibles............c.cocoeeeeeeeeccennes 33
2.7.2. Analisis cuantitativo de proantocianidinas no extraibles .............ccocoeeeeereececenne. 34

VIl



2.8.  TegUMENLO 0 MANT ...c.ciuiuiiiiiiiieisieeie ettt senenis 35

CAPITULO HI: OBJIETIVOS ... eeeesesies s ses st ssses s snae s s s asnens 37
B.L. HIPOLESIS .ottt b bbbttt aeaenas 37
3.2, ODJELIVO GENETAL. ..ottt 37
3.3, ODJEtiVOS ESPECITICOS. .....evieieicieieteie ettt senenas 37
CAPITULO 1V: METODOLOGIA ..ottt 38
4.1,  REACtIVOS Y MALEIIAIES.......ocooiieieieieieeieee ettt snnenas 38
4.2.  Obtencidn y preparacion de 1S MUESIIAS ..........ccccveiiiriieireeirieeeee et 38
4.3.  Obtencidn del patron de proantocianidinas de tegumento de mani .............ccc.cceueeee. 39

4.4.  Curvas de calibracion para la determinacion de las proantocianidinas extraibles
mediante el MELOd0 A& DIMAC ...ttt 40

4.4.1. Preparacion de la curva de calibracion a partir del estandar de procianidina A2 ..... 40
4.4.2. Preparacion de la curva de calibracion a partir del patrén de tegumento de mani.... 41

4.4.3. Lectura de las curvas de calibracion de las proantocianidinas extraibles mediante el
MELOUAO UE DIMAC ...ttt b st nes 41

4.5.  Cuantificacion del contenido de proantocianidinas extraibles presentes en las

muestras de tegumento de mani mediante el método de DMAC ..........ccooovivieeevirinececeenen, 41

4.6.  Curva de calibracion para la determinacion de las proantocianidinas no extraibles

mediante el MEtodo de BULANOI-HC ..ottt et 42
4.6.1. Preparacion de la curva de calibracion a partir del patrén de tegumento de mani.... 42
4.6.2. Lecturade la curva de calibracion mediante el método de Butanol-HCI................... 42

4.7.  Cuantificacion del contenido de proantocianidinas no extraibles presentes en las

muestras crudas de tegumento de mani, empleando el método de Butanol-HCl.................... 42

4.8. Determinacion del contenido de la fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y

fibra dietética total en las muestras de tegumento de Mani..........ccccceeeeieieicieieecieeeeeeeee 43

VI



4.8.1. Cuantificacion del contenido de fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y

L o] Mo LTS3 (=1 o7 o] v-1 ST SO PURUSRRRRRRON 43

4.8.2. Cuantificacion del contenido de proteina en el residuo de la fibra dietética insoluble

Y fibra dietética SOIUDIE...........oeeeieee e 44

4.8.3. Cuantificacion del contenido de ceniza en el residuo de la fibra dietética insoluble y

FIDFA AIETELICA SOIUBIE ...ttt e e et e e et e e e et eeeeeeeeeeaeens 45

4.9.  Determinacion del contenido de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani

45
4.9.1. Cuantificacion del contenido de fibra Cruda .........c.ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 45
4.9.2. Cuantificacion del contenido de ceniza en el residuo de la fibra cruda...................... 46

4.10. Determinacion del contenido de la fibra detergente acida en las muestras de

tEQUMENTO A& MANT ...ttt sne 46

4.11. Determinacion del contenido de la fibra detergente neutra en las muestras de

tEQUMENTO A& MANT ...ttt 47

4.12. Determinacion del contenido de proantocianidinas extraibles en los residuos de fibra
de las muestras de tegumento de mani, empleando el método colorimétrico de DMAC ..... 47

4.13. Determinacion del contenido de proantocianidinas no extraibles en los residuos de

fibra de las muestras de tegumento de mani, empleando el método de Butanol-HCI............ 48

4.14. Determinacion de la relacion entre la fibra y las proantocianidinas en los residuos de

las distintas fibras de las muestras de tegumento de mani mediante analisis estadisticos.... 48
CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION ......cooeveiieeerceeeeeseseeeissesesie s enes s 50

5.1.  Determinacién de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no extraibles

en las muestras de tegumento de MAN............cceueueuireiiiceeeee e 50

5.2.1 Determinacion de la fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y fibra dietética

total en las muestras de tegumento de MaNI..........ccueveveveveveeeeeeeecceceeeeee e 56

5.2.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y las proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra dietética insoluble y la fibra dietética soluble en las

muestras de teguMENtO A& MANT..........cceucuiueuieciiceeeee et 60



5.3.1. Determinacion de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani..................... 70

5.3.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no extraibles

en los residuos de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani .............ccccceveveveuenene. 72
5.4.1. Determinacion de la fibra detergente &cida en las muestras de tegumento de mani... 78

5.4.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no extraibles

en los residuos de la fibra detergente acida en las muestras de tegumento de mani ............. 79
5.5.1. Determinacion de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento de mani. 85

5.5.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no extraibles

en los residuos de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento de mani............ 86

5.6. Matriz de correlacion entre la fibra y las proantocianidinas en los residuos de las

distintas fibras de las muestras de tegumento de Mani..........cccoeeiererniernceree e 91
CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccccoosvvvieerrersserienens 95
B.1. CONCIUSIONES. ..ottt 95
6.2. RECOMENUACIONES .....ouviiriiirtieis ettt 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 97
ANEXOS ... e e aa e e e ate e e nrreeanreean 107



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Resumen grafico de [a INVESLIQaCION ...........cceovevieiiieii e Vi

Figura 2. Ejemplo de tipos de interacciones entre componentes de la fibra dietética y

COMPUESLOS POIIFENGIICOSZ...........eveeeeee ettt 26
Figura 3. Estructura quimica de la unidad basica de las proantocianidinas® ..................... 28
Figura 4. Modelo estructural quimico de las proantocianidinas®...............ccccoeeevveerrinnnns 29

Figura 5. Estructuras quimicas representativas de dimeros de enlace interflavanos de tipo B
Y A8 PO Ao oot 31

Figura 6. Mecanismo de reaccion de la hidrélisis 4cida de una proantocianidina dimérica*

Figura 7. Mecanismo de reaccion de derivatizacion de una proantocianidina de tipo A2 con

el reaCtivo de DIMIAC™ .......oviieeeceee ettt 34
Figura 8. Reaccion quimica de butanol-acido con proantocianidinas®...............c..ccccee.... 35
Figura 9. Partes de la semilla de mani (Arachis hypogaea)®...........c..cccccevveeviererienerrinnnns 36

Figura 10. Elucién de la columna cromatografia rellena con resina Sephadex® LH-20, para

la obtencion del patron propio de proantocianidinas de tegumento de mani .............c......... 40

Figura 11. Curvas de calibracién para el patrén estandar de ProA2 y el patron t-PAC
empleando el MEtOdo de DMALC .........ooi it 52

Figura 12. Composicion de la fibra dietética total en sus proporciones de fibra dietética

insoluble y fibra dietética soluble en las muestras de tegumento de mani...........cc.ccceeneee. 59

Figura 13. Composicion porcentual del residuo de fibra dietética insoluble de las muestras

de tegUMENTO U MANT.......civiiiiiciceeee et e e e e saesreeneene e 64

Figura 14. Distribucion entre el contenido de la fibra dietética insoluble y el contenido de
fibra dietética insoluble con correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento

8 MBI e ettt ettt aa s 66

Figura 15. Composicion porcentual del residuo de la fibra dietética soluble de las muestras
de teGUMENTO A8 MANT....cuieiiiieseeie ettt e e e te e s e s e e be e e nreenseenee e 67



Figura 16. Distribucién entre el contenido de fibra dietética soluble y el supuesto contenido
de fibra dietética soluble con correccién de proantocianidinas en las muestras de tegumento

8 M BN e ettt ettt —————aaaan 69

Figura 17. Composicion porcentual del residuo de la fibra cruda de las muestras de

tEQUMENTO A& MANT ..ot e st e e e sre e reeeeaneesreeneeas 75

Figura 18. Distribucion entre el contenido de la fibra cruda y el contenido de fibra cruda con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani .........ccccecvvvevenene. 77

Figura 19. Composicion porcentual del residuo de la fibra detergente acida de las muestras

de tegUMENTO 0B MANT.......civiii ittt seesbesreeneene e 82

Figura 20. Distribucion entre el contenido de la fibra detergente acida y el contenido de fibra

detergente &cida con correccidn de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Figura 21. Composicion porcentual del residuo de la fibra detergente neutra de las muestras

de tegUMENTO U MANT.......ccviiiiece et sr e benreeneene e 89

Figura 22. Distribucion entre el contenido de la fibra detergente neutra y el contenido de

fibra detergente neutra con correccién de proantocianidinas en las muestras de tegumento de

Figura 23. Matriz de correlacién Spearman rho entre la fibra dietética insoluble, fibra
dietética soluble, fibra cruda, fibra detergente 4cida, fibra detergente neutra,
proantocianidinas extraibles del residuo de las fibras y proantocianidinas no extraibles de los

residuos de las fibras en las muestras de tegumento de mani...........ccccccevevveveiieececce e, 92

Figura 24. Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles

empleando el método de DMAC, utilizando el patrdn estandar ProA2............cccccecveeneenee. 107

Figura 25. Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles
empleando el método de DMAC, utilizando el patron estandar t-PAC .........cccocevvrvnienne. 108

Figura 26. Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas no extraibles

empleando el método de Butanol-HCI, utilizando el patrén estandar t-PAC..................... 109

Xl



Figura 27. Metodologia para la determinacion de la fibra dietética insoluble y fibra dietética
soluble, mediante el método de la AOAC 991.43, utilizando el equipo automatizado
ANKOMTPF Dietary Fiber Analyzer® ..o 110

Figura 28. Metodologia para la determinacion de la fibra cruda, mediante el método descrito
POr ANKOM TECHNOIOGY ...ttt sttt 110

Figura 29. Metodologia para la determinacién de la fibra detergente &cida, mediante el

método descrito por ANKOM Technology® ............cccoveeiiiiveiiieiiceeeee e 111

Figura 30. Metodologia para la determinacion de la fibra detergente &cida, mediante el
método descrito por ANKOM Technology® ..o 111

XM



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Unidades monoméricas que conforman las proantocianidinas.............c.c.ccecuveneee. 30

Tabla 2. Resultados del contenido de proantocianidinas extraibles utilizando reportados

como ProA2 y como t-PAC en las muestras de tegumento de mani, empleando el método de

Tabla 3. Resultados del contenido de proantocianidinas extraibles y no extraibles presentes
en las muestras de tegumento de mani, empleando el método de DMAC y Butanol-

HCIFESPECTIVAMENTE. ...ttt be et esneesteeneaneennaennens 54

Tabla 4. Resultados del contenido de proteina y de ceniza en los residuos de la fibra dietética

insoluble y la fibra dietética soluble en las muestras de tegumento de mani ....................... 57

Tabla 5. Resultados del contenido de fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y fibra
dietética total en las muestras de tegumento de mani, empleando el método estandarizado de
la AOAC 991.43 utilizando el equipo automatizado ANKOM ™®F Dietary Fiber Analyzer 58

Tabla 7. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra dietética insoluble y la fibra dietética soluble en las
muestras de tegumento de mani, empleando el método de DMAC y Butanol-
HCIrESPECTIVAMENTE. ...ttt 61

Tabla 8. Contenido de fibra dietética insoluble y contenido de fibra dietética insoluble con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani ............c.ccccceveneee. 65

Tabla 9. Comparacion de medias de Tukey entre el contenido de fibra dietética soluble y el
supuesto contenido de fibra dietética soluble con correccion de proantocianidinas en las

muestras de teguMENtO A& MANT..........ooviiiirieiei e 68

Tabla 10. Resultados del contenido de ceniza en los residuos de la fibra cruda en las muestras

de tegUMENTO A8 MANT......iiiiiiicie ettt e re e be e sreesre e e e 70

Tabla 11. Resultados del contenido de fibra cruda en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método descrito por ANKOM Technology........ccccoeveeveiieiieie e, 71

XV



Tabla 12. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani, empleando

el método de DMAC y Butanol-HCIrespectivamente..........ccoereirereninieneneeseseeesie s 73

Tabla 13. Contenido de fibra cruda y contenido de fibra cruda con correccion de

proantocianidinas en las muestras de tegumento de Mani..........ccccocveveieeve e sieese e 76

Tabla 14. Resultados del contenido de fibra detergente acida en las muestras de tegumento

de mani, empleando el método descrito por ANKOM Technology.........cccccooevniiiniincnns 78

Tabla. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente &cida en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método de DMAC y Butanol-HClrespectivamente ...........c.cccceevvvvevvecieennene, 80

Tabla 16. Contenido de fibra detergente acida y contenido de fibra detergente acida con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani ............ccc.cceveneen. 83

Tabla 17. Resultados del contenido de fibra detergente neutra en las muestras de tegumento
de mani, empleando el método descrito por ANKOM Technology.........ccccoovviiiencincnns 85

Tabla 18. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método de DMAC y Butanol-HClrespectivamente ...........c.cccceeveevvevvecieennenn, 87

Tabla 19. Contenido de fibra detergente neutra y contenido de fibra detergente neutra .. con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani 90

Tabla 20. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracion para
la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el método de DMAC, utilizando

el estandar ProA2 COMO PALION .......ccviiieiicc et nas 107

Tabla 21. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracién para
la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el método de DMAC, utilizando
T-PAC COMO PALION ...ttt bbbttt st sbe e 108

Tabla 22. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracion para
la cuantificacion de proantocianidinas no extraibles empleando el método de Butanol-HClI,

utilizando t-PAC COMO PALION .........coiiiiieeie et 109

XV



Tabla 23. Valores Spearman rho de la matriz de correlacion entre la fibra dietética insoluble,
fibra dietética soluble, fibra cruda, fibra detergente acida, fibra detergente neutra,
proantocianidinas extraibles del residuo de las fibras y proantocianidinas no extraibles de los

residuos de las fibras, en las muestras de tegumento de mani..........ccccocceevevveceiiece e, 112

XVI



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles

empleando el método de DMAC, utilizando el estandar ProA2 como patron ................... 107

Anexo 2: Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles

empleando el método de DMAC, utilizando t-PAC como patron............ccoceeeverereienennnn. 108

Anexo 3: Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas no extraibles
empleando el método de Butanol-HCI, utilizando t-PAC patron...........c.ccoceeevrennienennnn. 109

Anexo 4: Descripcién del método para la determinacién de la fibra dietética insoluble y la
fibra dietética SOIUDIE. ...........ooie e s 110

Anexo 5: Descripcion del método para la determinacion de la fibra cruda....................... 110
Anexo 6: Descripcion del método para la determinacion de la fibra detergente acida...... 111
Anexo 7: Descripcion del método para la determinacion de la fibra detergente neutra.... 111

Anexo 8: Valores Spearman rho de la matriz de correlacion............cccccoeevevevenviesnenenn, 112

XVII



AOAC
DMAC

DE

e-PAC
e-PAC(FC)
e-PAC(FDI)
e-PAC(FDS)
e-PAC(FDA)
e-PAC(FDN)
FC

FD

FDT

FDA

FDI

FDN

FDS

LDC

LDD

n-PAC
n-PAC(FC)
n-PAC(FDI)
n-PAC(FDS)

n-PAC(FDA)

LISTA DE ABREVIACIONES Y SIMBOLOS

Asociacion de Quimicos Analistas Oficiales
4-dimetilaminocinamaldehido

Desviacion estandar

Proantocianidinas extraibles

Proantocianidinas extraibles en el residuo de fibra cruda
Proantocianidinas extraibles en el residuo de fibra dietética insoluble
Proantocianidinas extraibles en el residuo de fibra dietética soluble
Proantocianidinas extraibles en el residuo de fibra detergente acido
Proantocianidinas extraibles en el residuo de fibra detergente neutro
Fibra cruda

Fibra dietética

Fibra dietética total

Fibra detergente acida

Fibra dietética insoluble

Fibra detergente neutra

Fibra dietética soluble

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Proantocianidinas no extraibles

Proantocianidinas no extraibles en el residuo de fibra cruda
Proantocianidinas no extraibles en el residuo de fibra dietética insoluble
Proantocianidinas no extraibles en el residuo de fibra dietética soluble

Proantocianidinas no extraibles en el residuo de fibra detergente acido

XVIII



n-PAC(FDN)  Proantocianidinas no extraibles en el residuo de fibra detergente neutro

PAC Proantocianidinas
ProA2 Patrén estdndar de proantocianidinas A2
t-PAC Patron propio de proantocianidinas de tegumento de mani

XIX



CAPITULO I: INTRODUCCION

1. Antecedentes y justificacion

La fibra corresponde un componente de importancia para la nutricién humana y para
la animal, dado a los beneficios que aporta al organismo. Desde la nutricion humana
corresponde a fracciones de carbohidratos (celulosa, hemicelulosa, almidon resistente, fibras
solubles) y lignina de los alimentos que las enzimas de mamiferos no son capaces de digerir,
aungue estos pueden fermentarse en el intestino grueso. Por otra parte, en la nutricion de
rumiantes, la fibra tipicamente se asocia a la lignina y carbohidratos insolubles que no son

capaces de fermentarse, o que las bacterias anaerdbicas fermentan lentamente.!

Actualmente existen metodologias rutinarias para la cuantificacion de los distintos
tipos de fibras asociadas a la nutricion humana y animal. Estas metodologias entrelazan el
concepto nutricional de la fibra con principios de solubilidad quimica, utilizados para el
aislamiento de fracciones relevantes.! Principalmente se han enfocado en el aspecto
fisiologico de la fibra, por lo que se han disefiado en funcién a los tipos de compuestos que

las conforman.??

Entre estas se encuentran, por ejemplo, los métodos enzimaticos-gravimétricos, que
se basan en la digestion de la muestra con enzimas para eliminar proteina y almidon; y
métodos gravimétricos, que se fundamentan en la descomposicion quimica hidrolitica u

oxidativa en los que se incluye extracciones acidas y alcalinas.*®

En las metodologias comunmente utilizadas para la determinacion de la fibra, se
suelen omitir algunos compuestos bioactivos.? Entre estos se encuentran compuestos
polifendlicos, como las proantocianidinas, los cuales se presentan en altos niveles en la fibra
de los alimentos ricos en antioxidantes. Estos compuestos interaccionan, por ejemplo, con
los carbohidratos que se originan en las paredes celulares uniendo sus anillos aromaticos
hidr6fobos y grupos hidroxilo hidrofilos a polisacaridos y proteinas de las paredes celulares.
Estas interacciones son principalmente no covalentes, no obstante, también se presentan

interacciones covalentes que se pueden dar entre polifenoles y proteinas.®’
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Anteriormente se ha estudiado la relacion entre compuestos polifendlicos y los
distintos tipos de fibras. Reed en 1986 investigd la relacion entre las proantocianidinas no
extraibles, la fibra detergente neutra y la fibra detergente &cida, en especies de plantas de
ramoneo.® Por otra parte, Saura-Calixto en 1988 demostr6 que en la caracterizacion de la
fibra dietética insoluble y la fibra dietética soluble, el 55 % (m/m) y el 25 % (m/m)
respectivamente, corresponde a sustancias que tipicamente no son constituyentes de la fibra,

tales como proteinas y compuestos fenolicos.’

La capacidad de las proantocianidinas para formar complejos insolubles con proteinas
y polisacaridos es un aspecto importante a considerar en el analisis de la fibra.'° La precision
en la cuantificacion de la fibra es fundamental para garantizar exactitud en la determinacion
de la composicion nutricional de alimentos, lo que resulta crucial para la regulacion
alimenticia, el etiquetado nutricional, el desarrollo de productos ricos en fibra o productos

aditivos, asi como para la investigacion cientifica.

Estudios recientes realizados por Mufioz-Arrieta et al. en el 2021, demostraron que el
tegumento del mani se compone aproximadamente de (39-43) % m/m de fibra dietética.!*
Asimismo, de acuerdo con Karchesy y Hemingway (1986), se compone de un 17% (m/m)
de proantocianidinas.'? Partiendo de ello, es posible afirmar que el tegumento del mani es
fuente rica en fibra y rica en proantocianidinas, constituyéndolo una matriz util para estudiar

la posible relacion entre la fibra y las proantocianidinas.

La presente investigacion tuvo como fin estudiar si en los procesos descritos por
métodos enzimaticos-gravimétricos y gravimétricos de cuantificacion de fibra, existen
proantocianidinas, que al ser compuestos que interaccionan con las matrices intracelulares
de la fibra, no son extraidas en su totalidad, provocando una posible adulteracion de la fibra,
conduciendo a una sobreestimacién de su contenido en el reporte final de su concentracion,

utilizando como matriz de estudio el tegumento de mani.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Fibra dietética

La definicion de la fibra dietética (FD) ha evolucionado a través de los afios,
comenzando con su denominacién original como fibra cruda, hasta la adaptacion del término
de fibra dietética referida particularmente a la nutricion humana.'®** El término fue
introducido por Hipsley en 1953 para referirse a los componentes no digeribles de las plantas

que constituyen la pared celular, que incluye celulosas, hemicelulosas y ligninas.®

Posteriormente, el concepto fue ampliado por Trowell et al. entre los afios de 1974 y
1976, en la que se expuso la primera definicion fisioldgica de la fibra dietética, al referirse
que se encontraba conformada por restos de componentes de la pared celular vegetal que son
resistentes a la hidrolisis por enzimas digestibles humanas, incluyendo componentes como
celulosas, hemicelulosas, gomas, ligninas y ceras.’®1"8 A partir de esta definicion, muchas
de las metodologias que se aplican se han basado en eliminar las porciones digeribles de los
alimentos, utilizando enzimas seleccionadas como herramienta principal, con el fin de dejar

sdlo aquellas porciones que son resistentes a la digestion.*®

Desde entonces, han surgido distintas definiciones de FD de diversas organizaciones.
En el 2001, la Asociaciéon Americana de Quimicos de Cereales (AACC) defini6 la FD como
aquellas partes comestibles de plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la
digestion y absorcién en el intestino delgado humano con fermentacion completa o parcial
en el intestino grueso, incluyendo compuestos como polisacaridos, oligosacaridos, lignina y
sustancias vegetales asociadas.??° Por su parte, la Comision del Codex Alimentarius (CAC)
en el 2008, la definid6 como “polimeros de carbohidratos con diez o mas unidades
monomeéricas, que no son hidrolizados por enzimas enddgenas en el intestino delgado

humano”.%

Dado a la complejidad y a la heterogeneidad de sus componentes, la FD puede ser
clasificada de acuerdo con su estructura quimica, propiedades fisicoquimicas y grado de
polimerizacion.?? Por ejemplo, se clasifica en fibra dietética insoluble (FDI) y fibra dietética
soluble (FDS), de acuerdo con la capacidad de sus componentes en dispersarse
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completamente cuando se mezcla con agua. La sumatoria de estas dos fibras es conocida
como la fibra dietética total (FDT).

La categorizacion de FDI incluye compuestos como la celulosa, lignina, almidon
resistente y ciertas hemicelulosas. Por otro lado, la FDS comprende compuestos como
glucanos, gomas, mucilago, pectina, inulina y hemicelulosa. A pesar de que ambas fibras
comparten propiedades fisicas, existen propiedades (como la fermentabilidad) que pueden

variar a partir de los compuestos que la conforman.*142

2.1.1. Andlisis de la fibra dietética

La Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC Internacional), ha establecido
métodos normalizados para el analisis de la FD, ajustados al concepto de cuantificacion de
macronutrientes a partir de lo definido por Trowell et al. en 1976. Estos consisten en métodos
enzimatico-gravimétricos que se fundamentan en el tratamiento de la muestra con enzimas,
las cuales garantizan la descomposicion de componentes de los alimentos que normalmente

son digeridos en el sistema humano.*”°

Entre estas metodologias estandarizadas se encuentra el Método Oficial 991.43:
“Fibra dietética total, soluble e insoluble en alimentos: método enzimético-gravimétrico
(MES-Tris Buffer)”. Esta corresponde a una metodologia adoptada a partir de lo expuesto
por Lee y Prosky. (1992), en el que se obtienen las facciones de FDI y FDS, y la sumatoria

de estas corresponde a la FDT.3%

Consiste en la obtencion de la FDI mediante el tratamiento de la muestra con enzimas
digestivas, seguido de la filtracion, lavado, secado y pesado del residuo. A continuacion, la
FDS se obtiene al combinar el filtrado y los lavados anteriores, precipitando la fibra con
diatomita y alcohol, seguido de la filtracion, lavado, secado y pesado del residuo. Para ambas

fibras, se debe realizar correcciones por proteina y cenizas.?

2.2. Fibra cruda

Desde principios del siglo XX el concepto de fibra cruda (FC) ha sido empleada para

describir componentes de origen vegetal que no son digeribles por mamiferos en alimentos.**
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Su analisis fue desarrollado por Henneberg y Stohmann en la década de 1860, la cual
originalmente media los componentes fibrosos de las plantas separando los carbohidratos en
fracciones digeribles e indigeribles, no obstante, algunos de los componentes que la
constituian eran parcialmente fermentables por microorganismos durante la digestion animal.
Finalmente, la FC se delimita a que la constituye los residuos resistentes que restan al

someterse a una extraccion con solvente cido diluido y alcali diluido, en ebullicion.*

En general la FC es particularmente aplicable a la nutricion animal, ya que cuenta con
poca significancia fisiologica para la nutricion humana. Por esta razon, se ha adaptado el

concepto de FD para su uso en la nutricion humana.*

2.2.1. Andlisis de la fibra cruda

El método para la cuantificacién de la FC consiste en un método gravimétrico-no
enzimatico, en la que se lleva a cabo un proceso de descomposicion hidrolitica u oxidativa.
La muestra se somete a un tratamiento con &cidos y alcalis en una reaccion continua de
calentamiento y ebullicion, dando lugar un residuo final que constituye la FC. Durante el
tratamiento acido-base ocurre la pérdida de la hemicelulosa, lignina y celulosa, por lo que se

considera que no representa la fibra total en los alimentos.*2

2.3.  Fibradetergente

En las paredes vegetales se pueden identificar residuos de componentes insolubles
que constituyen distintas fibras, como lo son la fibra detergente acida (FDA) y la fibra
detergente neutra (FDN).?” En la actualidad, en &mbitos de nutricion animal se ha llegado a
reemplazar en gran medida el andlisis de FC por los sistemas de analisis con detergentes.

Estos métodos fueron primeramente propuestos por Van Soest en la década de 1960.1
Para el analisis de la FDA, la muestra se somete a lavados con detergente acido, obteniendo
un residuo constituido principalmente por celulosa y lignina, con remanentes de ceniza.! Por
otro lado, para la FDN, la muestra se somete a lavados con detergente neutro para obtener
residuos conformados principalmente de celulosa, hemicelulosa insoluble y lignina, con

remanentes de ceniza, silice y cutina.
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2.3.1. Andlisis de fibras detergentes

Las metodologias de determinacion de la FDA y la FDN corresponden a métodos
gravimétricos. El anlisis de la FDA se lleva a cabo al someter a reflujo la muestra en una
solucion detergente acuosa que contiene acido sulfurico, eliminando la hemicelulosa y
obteniendo un residuo bajo en nitrégeno. Esta metodologia se desarrolla como pretratamiento
a la determinacion de la lignina.>?” Por otra parte, el analisis de la FDN se efectta al someter
a reflujo la muestra en una solucién detergente neutra acuosa con el fin de que las células
vegetales dividan en porciones celulares menos digeribles. En particular, la cuantificacion de

la FDN no es recomendable en matrices con un alto contenido de fibra soluble.*#’

2.4, Analizadores automatizados de fibra

A pesar de que hay diferencias sistematicas y metodoldgicas para la determinacion de
las diferentes fibras, existen analizadores automatizados que tratan de sistemas robustos que
buscan obtener una reproducibilidad aceptable entre laboratorios. Ejemplo de estos son los
sistemas automatizados de la compafiia ANKOM Technology, que desarrollan protocolos
conforme a los Métodos Oficiales de la AOAC, brindando mayor productividad y eficiencia

en los analisis.1'®

2.5. Interaccién molecular de la fibra con compuestos polifendélicos

En las paredes celulares de las plantas existen interacciones intermoleculares en las
entre los macronutrientes que conforman la fibra y compuestos polifendlicos (Figura 2). Por
ejemplo, en la FD estas interacciones son dadas a través de fuerzas electrostaticas y de Van
der Waals, que incluye enlaces de puente de hidrogeno (generadas por grupos hidroxilo de
flavonoides), interacciones de London (entre los anillos aromaticos polarizables no polares
de flavonoides y las partes polarizables no polares de cadenas laterales de proteinas) e

interacciones iénicas.’

Ademas, se presentan enlaces covalentes que se generan debido a la capacidad de los
fenoles para formar radicales quinona o semiquinona, en un proceso que involucra dos pasos

reaccion. Estos enlaces covalentes se originan a raiz de una interaccion irreversible entre los
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polifenoles y las proteinas. Durante este proceso, los fenoles se convierten en quinonas que

reaccionan con los grupos nucledfilos presentes en la molécula de proteina.

Fuerzas
electroestaticas

0_HO,C 0

Enlace éster

Puente de
hidrégeno

HO O_HO,C
OH

OH
HO

Figura 2. Ejemplo de tipos de interacciones entre componentes de la fibra dietética y compuestos

polifendlicos?

Estas interacciones dependen de factores como la estructura molecular, el tamafio, el
tipo y la cantidad de grupos funcionales que presenta el compuesto polifendlico. Por ejemplo,
las interacciones entre las procianidinas y los carbohidratos de la pared celular aumentan a

mayor grado de polimerizacion y porcentaje de galoilacion.®”’

La asociacion de compuestos polifendlicos con la matriz de la fibra influye en las
propiedades fisicoquimicas de la fibra, ademas de las propiedades fisiol6gicas en el
organismo de seres humanos y animales. Asimismo, la absorcion de estos compuestos en el
organismo se encuentra influenciada por parametros ambientales como la fuerza idnica, el

pH vy la temperatura.
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2.6.  Compuestos polifendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se encuentran
abundantemente en plantas. Se encuentran conformados por compuestos aromaticos de
anillos de benceno con al menos un grupo hidroxilo. Intervienen en roles importantes en la
planta como pigmentos, antioxidantes, agentes de sefializacion, elemento estructural de
lignanos y mecanismo de defensa. Su expresion es causada por el estrés bidtico y abiotico,
causado por ejemplo, por herbivoros, patdgenos, temperatura y pH, estrés salino, estrés por
metales pesados y radiacion UV.2%%

Estos compuestos se forman a partir de la ruta del shikimato en plantas y
microorganismos superiores.®® Sus estructuras quimicas pueden variar desde moléculas
simples, hasta moléculas complejas, que agrupan varios tipos de compuestos como lo son

flavonoides, cumarinas, acidos fenolicos, acetofenonas, lignanos, entre otros.®

Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas grandes de compuestos fendlicos.
Pueden clasificarse en subcategorias como antocianidinas, flavonoles, flavanoles (catequinas
y proantocianidinas), flavanonas, flavonas e isoflavonas. Sus estructuras constan de dos

grupos fenilo unidos por un puente de tres carbonos comtnmente ciclado con oxigeno.®

Ademas, los compuestos polifendlicos se pueden dividir en polifenoles extraibles y no
extraibles. Los extraibles son compuestos que pueden liberarse facilmente de la matriz de la
planta, ya que se solubilizan en solventes acuoso-organicos. Por otra parte, los no extraibles
son compuestos que interaccionan con la matriz de la fibra o proteinas, quedando retenidos
en el residuo resultante tras la extraccion acuosa-organica. Estos compuestos pueden ser

liberados mediante procesos de hidrdlisis acida o alcalina.®*

2.7. Proantocianidinas

Las proantocianidinas (PACs) o taninos condensados son de los compuestos
polifendlicos mas abundantes en cereales y semillas de leguminosas, y son
predominantemente en frutas y vegetales. Su astringencia protege a las plantas de pat6genos
y depredadores. Son quimicamente reactivos y forman enlaces intermoleculares por puente

de hidrégeno que interactiian y precipitan macromoléculas, como proteinas y carbohidratos.®?
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Son oligémeros y polimeros de flavan-3-oles y/o flavan-3,4-diol, cuyas unidades
estructurales basicas incluyen la (epi)catequina y la (epi)galocatequina.® Son nombradas de
acuerdo con la conversion de la unidad monomérica en la antocianidina durante la
autooxidacion catalizada por acido. Su biosintesis inicia con la leucoantocianidina reductasa
que cataliza la sintesis de catequina, donde las unidades elementales se van a encontrar unidas

por enlaces C-C y en otras ocasiones por enlaces C-O-C (Figura 3 y 4).3233:34

OH
OH
8
HO @) ‘\\\\
o R3
C 2
6 "///
4 ° Ry
R1

Figura 3. Estructura quimica de la unidad bésica de las proantocianidinas®

Sus estructuras varian de acuerdo con la naturaleza de la unidad del monémero, el
grado de polimerizacion (que oscila entre 3 'y 11) y el tipo de enlace interflavano.®® Se
clasifican en proantocianidinas extraibles (e-PAC) que son de bajo peso molecular (hasta seis
unidades de catequina) y en proantocianidinas no extraibles (n-PAC) que son de alto peso
molecular (polimeros) que habitualmente se encuentran interaccionando con la fibra y con

las proteinas, no siendo posible solubilizarlas mediante extraccion acuosa. 378

De acuerdo con la hidroxilacion del anillo B del nucleo flavan-3-ol se subdividen en
proacinidinas (3", 4" -dihidroxiderivados) y prodefinidinas (3", 4", 5 trihidroxiderivados).
Las unidades monoméricas pueden tener estereoquimica 2,3-trans (2R, 3S), o 2,3-cis (2R,
3R). Las mas comunes son los diastereoisomeros de (epi)catequina, (epi)afzelequina y

(epi)galocatequina (Tabla 1).32%
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HO

Figura 4. Modelo estructural quimico de las proantocianidinas®
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Tabla 1. Unidades monoméricas que conforman las proantocianidinas

Compuesto R1 R2
Ra
Catequina OH H
OH
HO O \\\\\ .
2 R, Afzelequina H H
OH
OH Galocatequina H OH
Ra
Epicatequina OH H
OH
HO ] oW ) ]
" Ry Epifzelequina H H
“OH
OH Epialocatequina H OH
Fuente®?

Las PACs se forman a través de dos tipos de enlaces entre las unidades de flavanol.

Las de enlace de tipo B poseen sus unidades monomeéricas unidas por enlaces interflavanos

de C4—C6 0 C4—C8, mientras que las de enlace de tipo A se encuentran unidas por un enlace

interflavanico adicional de C2-O—C7 o C2—0—CS5 (Figura 5).%
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OH

Tipo B Tipo A

Figura 5. Estructuras quimicas representativas de dimeros de enlace interflavanos de tipo B y de
tipo A%

Las PACs pueden sufrir diferentes reacciones dependiendo del medio donde se
encuentren, por ejemplo en medio acido se da la ruptura de sus enlaces interflavanicos, dando
lugar a subunidades inferiores en su forma libre y a carbocationes que pueden reaccionar con
sustancias nucleofilicas existentes en el medio de reaccién u oxidarse para producir los

antocianos correspondientes (Figura 6).%

31



OH

OH
HO 0
OH
HO OH OH
HO o}
OH
OH
H+
OH OH
OH CH  _OH
HO 0 OH
HO 0
OH OH
OH
Catequina
PhCH,SH
OH OH
OH OH
+
HO HO 0
AN
/
OH OH
OH SCH,Ph OH
Aducto Fenilmetanotidlico Cianidina

Figura 6. Mecanismo de reaccion de la hidrélisis acida de una proantocianidina dimérica*
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2.7.1. Andlisis cuantitativo de las proantocianidinas extraibles

Las e-PAC pueden ser extraidas mediante solventes polares. Estos al penetrar la
matriz sélida, interaccionan con las PACs, disolviéndolas y difundiéndolas afuera de la
matriz. Para ello, es de suma importancia la adecuada seleccion del solvente, ya que este se

debe elegir en funcion de la polaridad del soluto de interés.*>43

Para la extraccion de e-PAC se han probado distintos solventes incluidos el etanol,
metanol, acetona, n-butanol, éter dietilico, acetato de etilo, y sus mezclas acuosas o
acidificadas. Downey y Hanlin (2010) demostraron que la extraccion de e-PAC con acetona
al 50 % (v/v) y 70 % (v/v) es mas efectiva que su extraccion con etanol.** Asimismo,
Esquivel et al. (2021) extrajeron e-PAC de distintas matrices (arandano rojo, tegumento de

mani y manzana) con acetona al 70 % (v/v).*

Por otro lado, la cuantificacion de las e-PAC es posible mediante métodos
colorimétricos, como el ensayo del 4-(dimetilamino)-cinamaldehido (DMAC). La reaccién
se lleva a cabo en presencia de un &cido fuerte, que resulta en la formacién de un carbocatién
electrofilo en el reactivo de DMAC, que luego reacciona con el C8 del anillo A terminal de
laPAC, formando un complejo de color verde con una absorbancia maxima a 640 nm (Figura
7).%

El método tiene la ventaja de que en €l no interfieren otros polifenoles (como
antocianinas), ya que la absorbancia de la luz durante el ensayo se mide a una longitud de
640 nm, ademas tiene una mayor sensibilidad a comparacién a otros métodos colorimétricos
(como el ensayo de vainillina-acido). Cabe destacar, que el ensayo es constante con los
diversos tipos de PACs, ya que al reaccionar el reactivo de DMAC selectivamente con la
posicién C8 de la unidad terminal, produce coeficientes de absorcion molar constantes en

polimeros y oligémeros de PACs estructuralmente diversas.3” 4647
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Figura 7. Mecanismo de reaccién de derivatizacion de una proantocianidina de tipo A2 con el
reactivo de DMAC*

2.7.2. Andlisis cuantitativo de proantocianidinas no extraibles

Las n-PAC a menudo se encuentran interaccionando con material de la pared celular
(como la fibra y proteinas), imposibilitando ser liberadas con protocolos de extraccion
acuosas/organicas comunes. Para su extraccion, la matriz se debe someter a una reaccion de
autooxidacion. EI método que cominmente se utiliza es el de butanol : HCI (95:5) % v/v a
una temperatura de 100 °C. Este consiste en la despolimerizacién del polimero de la PAC en
un medio &cido y la conversion de sus monémeros a antocianidinas, que luego se cuantifican

mediante métodos espectrofotométricos a una longitud de onda de 550 nm (Figura 8).%"8
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Figura 8. Reaccion quimica de butanol-acido con proantocianidinas®

2.8.  Tegumento de mani

El mani (Arachis hypogaea L.) es una de las legumbres més consumidas a nivel
mundial, siendo China el pais que encabeza la lista como lider de su produccion (alrededor
de 42,29 millones de toneladas métricas por afio), seguido por India, Nigeria y Estados
Unidos de América. El tamarfio del fruto varia, el cual se encuentra directamente relacionado
con el tamaiio de la semilla que contiene. La semilla se encuentra conformada por dos

cotiledones carnosos cubiertos por una testa o tegumento (Figura 9).1149

El tegumento del mani representa menos del 3 % del peso total del mani y constituye
el principal subproducto de su procesamiento, ya que cominmente es retirado de la semilla
para operaciones de “blanqueado” del mani. A nivel mundial se genera méas de 0,93 millones
toneladas métricas anuales de tegumento, los cuales son normalmente utilizados para la
alimentacion animal.®*52 Ese escaso o nulo valor afiadido al tegumento provoca un
significante impacto a nivel ambiental, llevando al interés cientifico a estudiar su

composicion nutricional !
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Figura 9. Partes de la semilla de mani (Arachis hypogaea)®

El tegumento de mani estd compuesto aproximadamente por un 11 % (m/m) de
humedad, 2 % (m/m) de ceniza, 10 % (m/m) de grasa y 12 % (m/m) de proteina. Es
particularmente fuente de FDT, la cual comprende alrededor de un 42 % (m/m) de su
composicion. Ese alto contenido de fibra lo propicia a ser utilizado como ingrediente

dietético en alimentos.t

Por otra parte, fuente rica en compuestos polifendlicos, de los cuales las PACs
representan aproximadamente un 17 % (m/m), cuya funcion es proteger a la semilla ante
dafios mecanicos.1>®* Estas se encuentran presentes como oligbmeros con grado de
polimerizacion desde trimeros, hasta decameros, de los cuales el 96 % de los ellos contienen

uno o mas enlaces tipo A que constituye el enlace predominante.*
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CAPITULO III: OBJETIVOS
3.1.  Hipdtesis
Las proantocianidinas al ser compuestos que interaccionan con las matrices intracelulares de

la fibra no son extraidas en su totalidad por los métodos convencionales de cuantificacion de

las distintas fibras.

3.2.  Objetivo general

Estudiar la relacion entre el contenido de proantocianidinas extraibles y no extraibles y el
contenido de fibra, mediante diferentes procesos de determinacién de fibra en el tegumento

de mani.

3.3.  Objetivos especificos

3.3.1. Determinar el contenido de fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble, fibra
dietética total, fibra cruda, fibra detergente acida y fibra detergente neutra en el

tegumento de mani.

3.3.2. Cuantificar las proantocianidinas extraibles y no extraibles en los residuos de las fibras
del tegumento del mani.

3.3.3. Establecer la relacion entre el contenido de proantocianidinas y el contenido de fibra

en el tegumento del mani mediante anélisis estadisticos.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1.  Reactivos y materiales

La acetona, el metanol, el hexano, el 1-butanol, el acido clorhidrico fumante y el acido
sulfarico y sulfito de sodio anhidro fueron adquiridos de J.T. Baker® (Philipsburg, New
Jersey 08865 USA). El etanol 96 % (v/v) fue adquirido de la Fabrica Nacional de Licores
(Grecia, Alajuela CR). La resina Sephadex® LH-20, la procianidina A2, el reactivo de
DMAC, el hidroxido de sodio, el &cido boérico, el cloruro de hierro (111) y las tabletas Kjeldahl
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La a-amilasa, proteasa,
amiloglucosidasa, tierras diatomeas, MES: acido 2-morfolino etanosulfénico, TRIS:
tris(hidroximetil)aminometano, detergente neutro, a-amilasa bacteriana estable,
trietilenglicol y detergente acido, fueron adquiridos de ANKOM Technology®, Macedon,
NY 14502 USA.

4.2.  Obtencion y preparacion de las muestras

Para la realizar la presente investigacion, se utilizaron catorce muestras de tegumento
de mani correspondientes a distintas variedades y procesamiento de mani: Jumbo Raw,
Organic Raw, Organic Wild Jungle Raw, Raw Redskin, Raw Spanish, Raw Virginia, Dry
Roasted Spanish, Jumbo Roasted, Organic Dry Roasted, Organic Wild Jungle Roasted, Over
Roasted Spanish, Roasted Red Skin, Roasted Virginia y Roasted Virginia Supreme. Las
muestras fueron donadas por el Instituto del Mani ubicado en Albany, Georgia, Estados
Unidos.

Las muestras se recibieron en el Centro Nacional de Innovaciones en Biotecnologia
(CENIBiot). En el laboratorio, se separaré los distintos componentes de la semilla del mani,

de los cuales se guardo el tegumento para la realizacién de los analisis.

El tegumento se trituré con ayuda de un molino pequefio de cuchillas Thomas Wiley

con un tamiz de 1 mm. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso.
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4.3.  Obtencion del patron de proantocianidinas de tegumento de mani

El patron propio de proantocianidinas de tegumento de mani (t-PAC) se obtuvo con
la finalidad de realizar curvas de calibracion para la cuantificacion de las e-PAC y n-PAC.
El procedimiento se llevo a cabo a partir de la adaptacién del método descrito por Feliciano
etal. (2012) y Esquivel et al. (2021).40%

Para ello, se realizd una mezcla representativa de las catorce muestras de tegumento
de mani en la que se midié la masa en cantidades iguales de cada una de ellas. Para la
extraccion de las PACs, se midio la masa de 10,0000 g de la mezcla utilizando una balanza
analitica Mettler Toledo. A esta le realizé multiples extracciones con acetona : agua (70:30)
% v/v en un bafio ultrasonico. Los extractos que se obtuvieron se combinaron y se filtraron
utilizando papel filtro Whatman 42, para luego concentrarlo mediante evaporacion rotatoria
en el rotavapor Biichi R-300 a presion reducida y a una temperatura no mayor a los 40 °C
hasta la eliminacién total de la acetona. El extracto que se obtuvo se disolvié en una
disolucion de metanol : agua (70:30) % v/v. Seguidamente, se le realizé tres particiones con
50,0 mL de hexano, para eliminar posibles interferencias de grasas y clorofilas.

La particion metanolica obtenida se concentrd a un volumen aproximado de 25 mL y
se cargd en una columna cromatogréfica abierta (15 cm largo x 4 cm didmetro) empacada
con resina Sephadex® LH-20, la cual fue previamente lavada, acondicionada con agua y
equilibrada con etanol. La columna se eluyé secuencialmente con etanol al 96 % v/v,
etanol/metanol (50:50) % v/v y finalmente con acetona al 80 % v/v, obteniendo de esta
manera un extracto rico en PACs (Figura 10). La fraccion de acetona se concentrdé mediante
evaporacion rotatoria, a presion reducida y a una temperatura no mayor a los 40 °C hasta la
eliminacidn total de la acetona. El extracto obtenido, rico en PACs (patrén t-PAC), se congel6
y se liofilizo en el liofilizador Bichi L-300, para garantizar su sequedad total, y por ultimo

se guardd a -80 °C hasta su posterior uso.
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Figura 10. Elucion de la columna cromatografia rellena con resina Sephadex® LH-20, para la
obtencion del patrén propio de proantocianidinas de tegumento de mani

4.4. Curvas de calibracion para la determinacion de las proantocianidinas extraibles
mediante el método de DMAC

El procedimiento para realizar las curvas de calibracion para determinar las e-PAC
mediante el método de DMAC, se llevo a cabo a partir de la adaptacion del método descrito
por Esquivel et al. (2021).4°

4.4.1. Preparacion de la curva de calibracién a partir del estdndar de procianidina A2

Se procedio a preparar una disolucion madre del estandar de procianidina A2 (ProA2)
a una concentracion de 0,04 mg/mL. A partir de la disolucion madre de ProAz2 se prepararon
patrones con concentraciones de (0,00125 - 0,04) mg/mL.
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4.4.2. Preparacion de la curva de calibracion a partir del patrén de tegumento de mani

Se procedié a preparar una disolucién madre del patron propio t-PAC a una
concentracion de 2,00 mg/mL. A partir de la disolucion madre de t-PAC se prepararon
patrones con concentraciones de (0,03 - 0,15) mg/mL.

4.4.3. Lectura de las curvas de calibracion de las proantocianidinas extraibles
mediante el método de DMAC

Para la lectura de las curvas de calibracion a partir del estandar de ProA2 y t-PAC
mediante el método de DMAC, primeramente, se preparé una disoluciéon de DMAC 1,0

mg/mL en una disolucion etanol : agua : HCl(cy en una proporcion de (76:12:12) % viv.

Posteriormente, en una placa de 96 pozos se adicion6 70,0 uL de cada patrén y 200,0
uL de disolucion de DMAC por triplicado, utilizando como blanco reactivo etanol al 96 %
(v/v). Se midio la cinética de la reaccion durante una hora a una longitud de onda maxima
(A) de 640 nm en un lector de microplacas marca Synergy HT Multi-Mode, obteniendo el

maximo de absorbancia de la cinética.

4.5.  Cuantificacion del contenido de proantocianidinas extraibles presentes en las

muestras de tegumento de mani mediante el método de DMAC

Para ello, se midi6 por triplicado la masa de 25,0 mg de cada muestra de tegumento
de mani utilizando una balanza analitica Mettler Toledo. A cada muestra se les realiz6 en
total cuatro extracciones (tres extracciones de 2,5 mL y una extraccion de 2,0 mL con etanol
al 96 % (v/v)) en un bafio ultrasénico por diez minutos, se centrifugaron a 1328 rcf durante
diez minutos y el liquido sobrenadante se decant6. El liquido decantado de las cuatro
extracciones se combind y se depositd en un balén aforado de 10 mL. Finalmente, el residuo

producto de las extracciones se guardd para su posterior analisis.

En una placa de 96 pozos se adiciono por triplicado 70,0 uL de muestra y 200,0 uL
de disolucién de DMAC, utilizando como blanco reactivo etanol al 96 % (v/v). Se midié la

cinética de la reaccion durante una hora a una longitud de onda maxima (A) de 640 nm en un
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lector de microplacas marca Synergy HT Multi-Mode, obteniendo el maximo de absorbancia

de la cinética.

46. Curva de calibracion para la determinacion de las proantocianidinas no

extraibles mediante el método de Butanol-HCI

El procedimiento para realizar las curvas de calibracion para determinar las n-PAC
mediante el método de Butanol-HClse llevé a cabo a partir de la adaptacion del método
descrito por Gullickson et al. (2019).*"

4.6.1. Preparacion de la curva de calibracién a partir del patrén de tegumento de mani

Se procedio a preparar una disolucion madre del estandar de procianidina A2 (ProA2)
a una concentracion de 0,4 mg/mL. A partir de la disolucion madre de ProA2 se prepararon

patrones con concentraciones de (0,007 - 0,035) mg/mL.

4.6.2. Lecturade la curva de calibracion mediante el método de Butanol-HCI

Para la lectura de la curva de calibracién a partir de t-PAC mediante el método de
Butanol-HCI, primeramente, en un tubo de vidrio con tapa se midi6 el volumen de 0,5 mL
de cada patron. Se agrego a cada tubo 5,0 mL de HClal 5 % (v/v) en 1-butanol y 150,0 uL
de FeCls. Para efectuar la hidrdlisis acida, los patrones se calentaron a 100 °C por una hora.

Finalmente, en una placa de 96 pozos se dispensd 200,0 uL de cada patron por
triplicado y se midio6 la absorbancia a una longitud de onda (1) de 550 nm en un lector de
microplacas Synergy HT Multi-Mode.

4.7.  Cuantificacion del contenido de proantocianidinas no extraibles presentes en las

muestras crudas de tegumento de mani, empleando el método de Butanol-HCI

Los residuos que se guardaron producto de las extracciones (punto 4.5), se secaron a
una temperatura de 80 °C por una hora. Se procedié a medir la masa de 10,0 mg del residuo
de cada muestra en un tubo de vidrio con tapa utilizando una balanza analitica Mettler

Toledo. A cada tubo se le agreg6 0,5 mL de metanol, 5,0 mL de HCI al 5 % (v/v) en 1-butanol
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y 150,0 uL de FeCls. Para efectuar la hidrdlisis acida, las muestras se calentaron a 100 °C

por una hora.

En una placa de 96 pozos se dispens6 200 uL de muestra por triplicado y se midi6 la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda (A) de 550 nm en un lector de microplacas
Synergy HT Multi-Mode.

4.8. Determinacion del contenido de la fibra dietética insoluble, fibra dietética

soluble y fibra dietética total en las muestras de tegumento de mani

4.8.1. Cuantificacion del contenido de fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble

y fibra dietética total

La determinacion de la FDI y la FDS se realizd por triplicado siguiendo la
metodologia estandarizada por ANKOM Technology (2021) en el “Método FDI/FDS
(AOAC 991.43, AACC 32-07.01, NMKL 129,2003)” utilizando el analizador de fibra
dietética ANKOMTPF Dietary Fiber Analyzer (Macedon, NY, EE. UU.). Se selecciono el
método AOAC 991.43.%

De acuerdo con lo indicado en la metodologia, se procedio a medir la masa de 0,500
g de cada muestra de tegumento de mani, utilizando la balanza analitica Mettler Toledo, que
se deposito en la bolsa filtro correspondiente a la FDI. Asimismo, se midié la masa de 1,0000
g de diatomita, utilizando la balanza analitica Mettler Toledo, que se deposit6 en la bolsa
filtro de la FDS.

El contenido de FDI se calcul6 mediante la Ecuacién 1:

R—-P—-A-B

%FDI = v

100 (Ecuacion 1)

donde, M = peso original para la muestra (g); R = residuo de la muestra (g); P = proteina de

residuo y bolsa (g); A = ceniza de residuo y bolsa (g); B = blanco (g)

El contenido de FDS se calcul6 mediante la Ecuacion 2:
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R-D-P—-A-B
M

%FDS = 100 (Ecuacién 2)
donde, M = peso original para la muestra (g); R = residuo de la muestra (g); D = peso original
de tierra de diatomeas (g); P = proteina de residuo; (g); A = ceniza de residuo y bolsa (g); B

= blanco ()
Por altimo, el contenido de FDT se calculé mediante la Ecuacion 3:
%FDT = %FDI + %FDS (Ecuacién 3)

4.8.2. Cuantificacion del contenido de proteina en el residuo de la fibra dietética
insoluble y fibra dietética soluble

La determinacion del contenido de proteina en el residuo de la FDI y FDS se realizo
mediante el método de Kjeldahl a partir de la adaptacion del método descrito por Biichi
Labortechnik AG (2010).%’

Para ello, se midi6 la masa de 200,0 mg de residuo de fibra de cada muestra utilizando
la balanza analitica Mettler Toledo, y se coloco en un tubo de digestion de nitrogeno. Se
afiadieron dos tabletas de Kjeldahl y 20,0 mL de H2SOa. La digestion de las muestras se
realiz6 durante 40 minutos a una temperatura de 500 °C utilizando el sistema BUCHI Digest
System K-437. Una vez finalizada la digestidn, las muestras se destilaron, a las que se les
agreg6 50,0 mL de NaOH al 50 % (v/v), 30,0 mL de agua destilada y 60,0 mL H3BOs 4 %
(v/v) con indicador de Tashiro utilizando el sistema BUCHI Distillation Unit K-350. La
valoracion de las muestras se realizé con HCI 0,25 mol/L.

El contenido de nitrégeno en los residuos de la FDI y FDS se calculd mediante la
Ecuacion 4:
(VV_VB) Z C MMN

%N = M -1000 -100 (Ecuacion 4)

donde, V, = volumen del &cido valorante consumido por la muestra (mL); Vg = volumen del

acido valorante consumido por el blanco (mL); Z = factor de valencia molar; C =
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concentracion del acido valorante (mol/L); MMy = peso molar del Nitrogeno (g/mol); M =

peso de la muestra (g)

Finalmente, el contenido de proteina en los residuos de la FDI y FDS se calcul6

mediante la Ecuacion 5:
%P = %N - F (Ecuacion 5)

donde, de acuerdo con Mufioz-Arrieta et al. (2021) para el tegumento de mani el F (factor de

proteina de la muestra)= 5,46.1

4.8.3. Cuantificacion del contenido de ceniza en el residuo de la fibra dietética insoluble

y fibra dietética soluble

La cuantificacion de la ceniza en el residuo de FDI y FDS se realiz6 siguiendo la

metodologia por ANKOM Technology (2021) en “Determinacién de la ceniza”.%®

Los residuos de la FDI y FDS se incineraron a una temperatura de 600 °C durante 3
h en una mufla Fisher Scientific 550-58. La ceniza se determino por diferencia, al llevar los

crisoles a masa constante.

4.9.  Determinacion del contenido de la fibra cruda en las muestras de tegumento de

mani
4.9.1. Cuantificacion del contenido de fibra cruda

La determinacién de la FC se realizd por triplicado siguiendo la metodologia
estandarizada por ANKOM Technology (2022) en el “Analisis de fibra cruda”, utilizando el
equipo ANKOM 2000 Automated Fiber Analyzer (Macedon, NY, EE. UU.).»®

De acuerdo con lo recomendado por el fabricante en la metodologia, procedié a medir
en la bolsa filtro la masa de 1,000 g de cada muestra de tegumento de mani utilizando la
balanza analitica OHAUS Adventure.

El contenido de FC se calculé mediante la Ecuacion 6:
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M; — (M - C
%FC=[ & Ewl Dl 100 (Ecuacién 6)
2

donde, M;= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M; = peso de la materia
organica (pérdida de peso por ignicion de la bolsa y la fibra); C; = factor de correccion por

ceniza del banco.

4.9.2. Cuantificacion del contenido de ceniza en el residuo de la fibra cruda

El contenido de ceniza en el residuo de fibra se determiné midiendo la masa de 0,20

g de residuo de FC de cada muestra, utilizando el analizador termogravimétrico TGA701.

4.10. Determinacion del contenido de la fibra detergente acida en las muestras de

tegumento de mani

La determinacion de FDA se realizd por triplicado siguiendo la metodologia
estandarizada por ANKOM Technology (2022) en el método “Fibra detergente &cida en
alimentos: técnica de bolsa de filtro™ utilizando el equipo ANKOM 2000 Automated Fiber
Analyzer (Macedon, NY, EE. UU.).%°

De acuerdo con lo recomendado por el fabricante en la metodologia, se midi6 en la
bolsa filtro la masa de 0,5000 g de cada muestra de tegumento de mani utilizando la balanza
analitica OHAUS Adventure.

El contenido de fibra detergente neutra se calculé mediante la Ecuacion 7:

Ms; — (M, - C
%FDA=[ > Ev[l D100 (Ecuacién 7)
2

donde, M;= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M = peso seco de la bolsa
con fibra después del proceso de extraccion; C; = correccion de la bolsa en blanco = promedio

del peso final secado al horno / el peso de la bolsa en blanco original.
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4.11. Determinacién del contenido de la fibra detergente neutra en las muestras de

tegumento de mani

La determinacion de la FDN se realizd por triplicado siguiendo la metodologia
estandarizada por ANKOM Technology (2022) en el método “Fibra detergente neutra en
alimentos: técnica de bolsa de filtro” utilizando el equipo ANKOM 2000 Automated Fiber
Analyzer (Macedon, NY, EE. UU.).%!

De acuerdo con lo recomendado por el fabricante en la metodologia, se midié la masa
de 0,5000 g de cada muestra de tegumento de mani utilizando la balanza analitica OHAUS

Adventure.

El contenido de fibra detergente neutra (%), se calculé mediante la Ecuacion 8:

M; — (M - C
%FDN=[ 2 Ev[l Dl 100 (Ecuacién 8)
2

Donde, M= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M5 = peso seco de la bolsa
con fibra después del proceso de extraccion; C; = correccién de la bolsa en blanco = promedio

del peso final secado al horno / el peso de la bolsa en blanco original.

4.12. Determinacién del contenido de proantocianidinas extraibles en los residuos de
fibra de las muestras de tegumento de mani, empleando el método colorimétrico de
DMAC

A los residuos obtenidos producto de los procesamientos de determinacion de la FDI,
FDS, FC, FDA y FDN se les cuantifico por triplicado las e-PAC.

Se procedié midiendo en la masa de 25,0 mg del residuo de FDI, FC, FDA'y FDN, y
350,0 mg del residuo de FDS utilizando la balanza analitica Mettler Toledo. A cada muestra
de residuo de fibra se les realizo en total cuatro extracciones (tres extracciones de 2,5 mL y
una extraccion de 2,0 mL) con acetona pura en un bafio ultrasénico por diez minutos, se
centrifugaron a 1328 rcf durante diez minutos y el liquido sobrenadante se decantd. El liquido
decantado en las cuatro extracciones se combind y se depositd en tubos, los cuales se

colocaron en una estufa a 60 °C durante cinco horas hasta la eliminacién de la acetona. El
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extracto seco obtenido de cada muestra, se redisolvio en una alicuota de 1,0 mL de etanol al
96 % (v/v). Finalmente, el residuo producto de las extracciones se guardo para su posterior

anélisis.

En una placa de 96 pozos se adiciono por triplicado 70,0 uL de muestra y 200,0 uL
de disolucion de DMAC, utilizando como blanco reactivo etanol al 96 % (v/v). Se midié la
cinética de la reaccion durante una hora a una longitud de onda maxima (A) de 640 nm en un
lector de microplacas marca Synergy HT Multi-Mode, obteniendo el méximo de absorbancia

de la cinética.

4.13. Determinacion del contenido de proantocianidinas no extraibles en los residuos
de fibra de las muestras de tegumento de mani, empleando el método de Butanol-HCI

Los residuos que se guardaron producto de las extracciones (punto 4.12), se secaron
a 80 °C por una hora. Se procedi6 a medir la masa de 10,0 mg del residuo anterior de la FDI,
FC, FDA y FDN, y 300,0 mg del residuo anterior de la FDS en tubos de vidrio con tapa
utilizando la balanza analitica Mettler Toledo. A cada tubo se le agregd 0,5 mL de metanol,
5,0 mL de HCI al 5 % (v/v) en 1-butanol y 150,0 uL de FeCls. Para efectuar la hidrolisis

acida, las muestras se calentaron a 100 °C por una hora.

Finalmente, en una placa de 96 pozos se dispensd 200,0 uL. de muestra por triplicado
y se midi6 la absorbancia de las muestras a una longitud de onda (A) de 550 nm en un lector

de microplacas Synergy HT Multi-Mode.

4.14. Determinacion de la relacion entre la fibra y las proantocianidinas en los residuos
de las distintas fibras de las muestras de tegumento de mani mediante analisis

estadisticos

Los datos obtenidos en esta investigacion se sometieron a un analisis estadistico

utilizando el software R version 4.2.2, Minitab version 20.4.0 y Excel version Office 2016.

Se realizaron pruebas de normalidad para verificar si los resultados obtenidos seguian
una distribucion normal, mediante la prueba de Shapiro-Wilk. A partir de ello, se realizaron

analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para determinar la significancia estadistica
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de las diferencias en las muestras en estudio. Para aquellos grupos que presentaron
diferencias significativas, se realizd una prueba de comparacién multiple mediante la prueba
de Tukey, para determinar cuales muestras diferian entre si. Ademas, se realiz6 un analisis
de regresion para evaluar la correlacion entre las distintas fibras que se estudiaron y los
resultados de remanentes de PACs en sus respectivos residuos. Para ello se utilizd la prueba

de correlacion de Spearman rho.

Para todos los andlisis, se establecié un nivel de significancia estadistica de p < 0,05
con un nivel de confianza al 95 %. Los resultados se presentan como medias + desviacion
estandar. Todos los andlisis se realizaron como minimo por triplicado para asegurar la

reproducibilidad de los resultados.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no

extraibles en las muestras de tegumento de mani

La composicion de e-PAC y n-PAC de las catorce muestras de tegumento de mani
fue determinada como primer paso para comprobar su presencia en las muestras en estudio
y, para posteriormente, establecer posibles relaciones con los remanentes de estos
compuestos en los residuos de las diferentes fibras.

Para la cuantificacion de las e-PAC mediante el método de DMAC, se realizaron dos
curvas de calibracion utilizando como patrén el estandar de ProA2 y el patrén propio de t-
PAC.

En estudios anteriores, se han llevado a cabo el aislamiento de estandares propios para
su utilizacion en ensayos colorimétricos. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por
Feliciano et al. (2012), donde aislaron proantocianidinas de una muestra de torta prensada de
arandanos rojos, empleando una columna cromatografica rellena con la resina Sephadex-
LH20®, eluyendo secuencialmente con etanol, etanol : metanol (1:1), y acetona al 80 % (V/v).
El resultado obtenido fue un patron estandar de proantocianidinas con grado pureza del 99,0
%, el cual utilizaron como estandar para el ensayo de DMAC. *°

La obtencidn del patron propio t-PAC fue importante, debido a que anteriormente se
ha demostrado que cuando se utiliza mondmeros y dimeros de procianidina como estandares
para estimar el contenido de oligdmeros de PACs de mayor grado de polimerizacion, se

genera una inexactitud y se puede subestimar en gran medida el contenido de PACs.46%

Asi pues, Feliciano et al. (2012) demostraron que, al utilizar estandares de
monomeros o dimeros de procianidina, como la catequina, procianidina A2 y procianidina
B2 en el ensayo de DMAC, condujo a una subestimacion del contenido de PACs en productos
de arandano, en especial aquellos que contenian PACs de mayor peso molecular. Para
abordar esta problematica produjeron un estandar de PACs de arandano, para de esta manera

obtener una mayor precision en la estimacion del contenido de PACs.*
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En la Tabla 2 se muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de las e-PAC
en las muestras de tegumento de mani expresados como miligramos equivalentes de ProA2
y miligramos equivalentes de t-PAC, por gramo de muestra seca. Al aplicar la prueba de
comparacion de medias de Tukey (p< 0,05), existe diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de las muestras.

Tabla 2. Resultados del contenido de proantocianidinas extraibles utilizando reportados
como ProA2 y como t-PAC en las muestras de tegumento de mani, empleando el método de
DMAC

Muestra b muestrasecs e musetra seca
Jumbo Raw 470 + 2,0 b 1959 + 82 b
Organic Raw 120 + 05 ! 50,8 + 2,2
Organic Wild Jungle Raw 21,7 + 04 " 905 + 15
Raw Redskin 438 + 15 ¢ 1825 + 6,2
Raw Spanish 46,3 + 0,7 °© 1910 + 40 «
Raw Virginia 382+ 13 ¢ 1595 + 54 f
Dry Roasted Spanish 343 + 16 ™ 1434 + 64
Jumbo Roasted 433 + 18 ¢ 1806 + 7.4 °
Organic Dry Roasted 79 £ 02 340 £ 0,7
Organic Wild Jungle Roasted 234 + 11 " 98,0 + 4,6 !
Over Roasted Spanish 36,4 + 13 ¢ 1519 + 54
Roasted Redskin 513 £+ 25 ? 2135 + 104 @
Roasted Virginia 325+ 13 ¢ 1358 + 54 N
Roasted Virginia Supreme 492 + 24 ® 2048 + 10,0 ®

*Los valores son medias + desviacién estandar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de

una fila son estadisticamente significativas, seglin la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

Como se observa, la cantidad de las e-PAC se presenta con valores mayores cuando
se utiliza como patrén de referencia el t-PAC. Se realizo la prueba de ANOVA de un solo
factor (p<0,05), y en todas las muestras se encontr0 diferencias estadisticamente
significativas entre las medias del contenido de e-PAC al utilizar el estdndar de ProA2 y el
estandar propio t-PAC.
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Lo anterior se debe a la diferencia entre los valores obtenidos en las pendientes de las
curvas de calibracion de los estandares de ProA2 y t-PAC (Anexo 1y 2). Como se observa
en la Figura 11, la pendiente de la curva del estdndar de t-PAC es aproximadamente 4,2 veces
menor que la pendiente de la curva del patron de ProA2, lo que indica que el contenido de t-

PAC se subestimaria en 4,2 veces si estos estandares se usaran para el ensayo DMAC.%

Asimismo, en el patron de t-PAC, no solo hay proantocianidinas de tipo A, sino que
también se presentan proantocianidinas de tipo B, las cuales alcanzan el méximo de
absorbancia con mayor rapidez, a comparacion de las proantocianidinas A2, en la reaccion
con DMAC. Este fendmeno es debido a la configuracion espacial entre los enlaces de tipo A
yB.5

1,4
y = 28,709x + 0,0029
12 R2=0,9998 y = 6,9100x - 0,0045
R2=0,9997
10
=
[
o
308
[3+]
'S
&
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2
<
0,4 @®ProA2
02 ®t-PAC
0,0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0.16

Concentracion (mg/mL)

Figura 11. Curvas de calibracion para el patron estandar de ProA2 y el patrén t-PAC empleando el
método de DMAC

El resultado de la diferencia entre las pendientes es debido a que la reaccion de
DMAC se encuentra limitada a la posicion C8 del anillo A de las unidades terminales de las
PACs (Figura 7), por lo que la actividad de las t-PAC con el reactivo de DMAC disminuye

por la proporcion de sitios reactivos C8 que se encuentran disponibles para reaccionar, debido
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a que al tener un mayor grado de polimerizacion, tienden a producir una respuesta menor en
comparacion con las unidades de mondmeros o dimeros, como es el caso de la ProA2. Esa
baja respuesta provoca diferencias en la cinética de reaccion, en la que la de t-PAC va a ser
mas lenta dado a la gran despolimerizacion que debe sufrir al reaccionar con el DMAC.46°

A partir de ello, es imperativo que el estandar de eleccion siga una cinética de reaccion
similar a lamatriz en estudio. Al utilizar el estandar de t-PAC, que cuenta con distintos grados
de polimerizacion, produce un comportamiento similar al que se va a presentar en las
muestras al reaccionar con el DMAC. Es por lo que se justifica el uso del estandar de t-PAC

como patron, sobre el estandar de ProA2, para una cuantificacion de e-PAC mas exacta.

Asimismo, anteriormente se ha demostrado que para la cuantificacion de n-PAC
mediante el ensayo de Butanol-HCI, no es apropiado el uso de estandares comerciales. Giner-
Chavez et al. (1997) demostraron que al utilizar estandares de delfinidina y cianidina, se
genera una subestimacion del contenido de n-PAC, debido a que estos estandares producen
cromaforos que en la reaccion del butanol acido tienden a una alta absorbancia a 550 nm; de
esta manera se sugiere el uso de un patrén propio de PACs derivado de la matriz en
estudio.®>®2 Es por ello que se justifica que la curva de calibracion para la cuantificacion de

n-PAC se realizara a partir del estdndar de t-PAC (Anexo 3).

En el Tabla 3 se muestran los valores obtenidos de la determinacion de las e-PAC y
n-PAC en las muestras de tegumento de mani expresados como miligramos equivalentes de
t-PAC por gramo de muestra seca. Al aplicar la prueba de comparacion de medias de Tukey

(p<0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras.

Estas diferencias se pueden atribuir a multiples factores, entre los cuales se pueden
mencionar: la variedad genética del mani en la que se distinguen diversos tamafios en su
grano y el color de su tegumento (por ejemplo, la variedad Spanish es de granos pequefios y
tegumento de un color marrén rojizo y la variedad Virginia es de granos de gran tamafio y
tegumento de color café claro), la procedencia de la muestra, el grado de maduracion al
momento de la cosecha, factores edaficos, y el procesamiento del mani (en el que se incluye

técnicas de tostado y secado). %
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Lo anterior demuestra la diversidad polifendlica de la matriz estudiada, lo cual es de
gran importancia para esta investigacion, ya que al presentarse distintos perfiles fenolicos en
los que las concentraciones de PACs varian entre las muestras, genera un escenario real en
el que esa diferenciacion entre la composicion de las muestras podria ser escalable a matrices

distintas a la de estudio.

Tabla 3. Resultados del contenido de proantocianidinas extraibles y no extraibles presentes
en las muestras de tegumento de mani, empleando el método de DMAC y Butanol-

HClrespectivamente

e-PAC n-PAC

Muestra mg eq de t-PAC/g mg eq de t-PAC/g

de muestra seca de muestra seca

Jumbo Raw 1959 + 82 b 276 + 64 ™
Organic Raw 50,8 + 2,2 589 + 2,1 P
Organic Wild Jungle Raw 905 + 15 620 + 22 P
Raw Redskin 1825 + 62 398 + 22 ®
Raw Spanish 1910 + 40 « 436 + 43 «
Raw Virginia 1595 + 54 f 569 + 33 P
Dry Roasted Spanish 1434 + 64 O 484 + 19 °
Jumbo Roasted 1806 + 7.4 ¢ 384 + 26 ®
Organic Dry Roasted 340 + 0,7 428 + 21 ¢
Organic Wild Jungle Roasted 98,0 + 4,6 ! 763 + 58 ?@
Over Roasted Spanish 1519 + 54 fo 264 + 49 f
Roasted Redskin 2135 + 104 @ 430 + 2,1
Roasted Virginia 1358 + 54 " 36,3 £+ 1,7 ¢
Roasted Virginia Supreme 2048 + 10,0 ® 349 + 18 ¢

*Los valores son medias + desviacién estandar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de

una fila son estadisticamente significativas, segin la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

Las diferencias encontradas en las cantidades de e-PAC entre las muestras son

producto de la cinética de reaccion de cada muestra durante el ensayo de DMAC, mientras
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que en las n-PAC se dan a partir de la cantidad de oligomeros generados a partir de la reaccion

con Butanol-HCI.

Como resultado, las e-PAC en el tegumento de mani corresponde a un rango de
valores entre los (50,8-204,8) mg t-PAC/g de muestra seca, lo que representa en promedio
un 14,5 % (m/m). El resultado obtenido es similar al anteriormente reportado por Karchesy
y Hemingway (1986), el cual correspondia a aproximadamente un 17 % (m/m).*2 Por otro
lado, los valores obtenidos de n-PAC comprenden valores entre (26,4-76,3) mg t-PAC/g de

muestra seca, lo que representa en promedio 4,5 % (m/m).

Las variedades que contienen mayor cantidad de e-PAC corresponde a Roasted
Virginia Supreme y Roasted Redskin; mientras que las que contienen mayor cantidad de n-
PAC corresponden a una misma especie que es la Organic Wild Jungle. En ciertas muestras
como la Jumbo Raw y Organic Raw, se observa una mayor cantidad de e-PAC y n-PAC en
sus muestras crudas; por otro lado, en muestras como la Organic Wild Jungle Roasted y
Roasted Redskin son mayores en sus muestras tostadas.

Se puede observar que la cantidad de PACs presentes en el tegumento de mani puede
variar segun su coloracion. El teqgumento de mani presenta colores entre amarillentos-café y
marrones-rojizos. Como resultado las muestras que presentan una coloracién méas amarillenta
(como la Virginia) contienen una mayor cantidad de PACs en comparacion a aquellas que
presentan una coloracién mas rojiza (como la Spanish). Dicha tendencia fue demostrada por
Chukwumah, et al. (2009), quienes encontraron una correlacion positiva entre la cantidad de
PACs y la coloracion amarillenta del tegumento de mani, mientras que aquellos tegumentos

con una coloracion rojiza mostraron una correlacion negativa.%*

Como se observa en la Tabla 3, la mayoria de las muestras presentan una mayor
cantidad de e-PAC en comparacion con las n-PAC. Esto es debido a que el tegumento de
mani al recubrir y proteger los cotiledones del ambiente exterior, presenta altas cantidades
de compuestos fendlicos que le proporciona una actividad antioxidante al capturar radicales
libres (como los aniones hidroxilo y superoxido) y quelar iones metalicos.®® Para cumplir

dicha funcion, el tegumento de mani debe presentar una mayor cantidad de compuestos
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fenolicos disponibles, en comparacion con aquellos que se encuentran formando

interacciones intermoleculares con la matriz fibrosa.

5.2.1 Determinacién de la fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y fibra
dietética total en las muestras de tegumento de mani

La determinacion de la FDI, FDS y FDT en las muestras de tegumento de mani, se
realiz6 siguiendo las metodologias descritas por ANKOM Technology, el cual corresponde
a métodos enzimaticos-gravimétricos. De acuerdo con la metodologia descrita, a los residuos
que se obtuvieron de FDI y FDS, se les realizo correcciones para descontar las proteinas y

ceniza remanentes.®®

Dichas correcciones son necesarias ya que corresponden a componentes que no se
incluyen dentro del concepto de fibra y retribuye a ser interferencias en el reporte final de su
concentracion. Los resultados obtenidos de los remanentes de proteina y ceniza en los
residuos de la FDI y la FDS de las muestras de tegumento de mani se muestran en la Tabla

4, expresados como su porcentaje en peso seco de residuo de fibra.

En el residuo de la FDI se obtuvo valores de proteina entre (13,4-17,4) % m/m,
mientras que en los residuos de la FDS se presentd en concentraciones entre (0,6-1,6) % m/m.
Estos valores obtenidos demuestran que existe proteina intracelular que no se elimina por
completo durante el tratamiento enzimatico. Anteriormente, autores han sugerido que esto se
debe a que estas forman complejos moleculares con taninos, lo que provoca dificultad para
su total extraccion; asimismo, los taninos pueden provocar la inhibicién de la proteasa,

favoreciendo que la proteina se precipite durante el tratamiento térmico.*®’

Por otra parte, los remanentes de ceniza en los residuos de la FDI se encuentran entre
(2,3-4,1) % m/m, mientras que en la FDS entre (6,5-16,8) % m/m. Estos remanentes pueden
estar relacionados con la asociacion de minerales a los polisacaridos de las paredes

celulares.®’
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Tabla 4. Resultados del contenido de proteina y de ceniza en los residuos de la fibra dietética

insoluble y la fibra dietética soluble en las muestras de tegumento de mani

FDI FDS
Muestra
Proteina (%) Ceniza (%) Proteina (%)  Ceniza (%)
Jumbo Raw 15,7 3,7 0,7 10,7
Organic Raw 12,1 41 1,3 8,9
Organic Wild Jungle Raw 17,4 3,7 1,6 13,7
Raw Redskin 15,5 3,3 1,0 16,7
Raw Spanish 14,7 3,6 0,8 6,7
Raw Virginia 15,9 3,5 1,3 12,2
Dry Roasted Spanish 15,2 3,4 1,3 8,0
Jumbo Roasted 16,1 3,2 1,6 9,2
Organic Dry Roasted 13,4 3,7 1,2 11,3
Organic Wild Jungle Roasted 17,3 3,6 0,6 9,8
Over Roasted Spanish 15,1 3,4 0,8 6,5
Roasted Redskin 15,1 3,3 1,0 16,8
Roasted Virginia 16,3 2,9 1,1 9,9
Roasted Virginia Supreme 14,8 2,3 0,9 12,0

Una vez que se determinaron los remanentes de proteina y de ceniza en los residuos
de la FDI y FDS, se realiz6 el respectivo descuento al residuo de las fibras de la manera en
que se indica en las Ecuaciones 1y 2. En la Tabla 5 se muestra los resultados de la FDI, FDS
y FDT expresados como porcentaje de fibra en peso seco de muestra de tegumento de mani.
Al aplicar la prueba de comparacion de medias de Tukey (p< 0,05), existe diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de las muestras.

Como resultado, el rango de valores de la FDI varia entre (56,6-65,2) % m/m, en las
gue se presenta variaciones pequefias entre las especies de mani y una tendencia a disminuir
en las muestras tostadas. La muestra con mayor contenido es la Roasted Virginia Supreme
con 65,2 + 0,7 % (m/m). En cuanto a la cantidad de FDS en las muestras es de (5,1-10,6) %
m/m, donde se muestra una disminucién en la cantidad de fibra en las muestras crudas. La

muestra con mayor contenido es la Over Roasted Spanish con 10,6 + 0,2 % (m/m).
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Por otra parte, los resultados obtenidos de la FDT corresponden a (67,2-74,4) % m/m.
Estos valores son mayores a los reportados anteriormente por Mufioz-Arrieta et al. en el
2021, de tres especies distintas (Spanish, Valencia y Virginia) de tegumento de mani crudo.!
Estas diferencias puede deberse a la procedencia de los lotes de las muestras en estudio.

Tabla 5. Resultados del contenido de fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble y fibra
dietética total en las muestras de tegumento de mani, empleando el método estandarizado de
la AOAC 991.43 utilizando el equipo automatizado ANKOMTPF Dietary Fiber Analyzer

Muestra FDI (%) FDS (%) FDT (%)
Jumbo Raw 63,5 + 0,2 " 51 + 0,3 & 68,6
Organic Raw 63,9 + 0,1 ™ 95 + 0,6 ® 73,4
Organic Wild Jungle Raw 64,6 + 0,3 ® 95 + 0,7 ® 74,0
Raw Redskin 61,7 + 0,5 ¢ 6,7 £ 03 ¢ 68,4
Raw Spanish 60,8 + 0,4 ™ 76 £ 02 ¢ 68,4
Raw Virginia 639 + 0,6 ¢ 104 + 06 ® 74,4
Dry Roasted Spanish 56,6 + 0,1 106 = 0,7 @ 67,2
Jumbo Roasted 63,0 £ 05 ¢ 75 £ 01° 70,5
Organic Dry Roasted 60,2 + 0,6 °f 10,6 + 0,2 @ 70,8
gg%zggw”d Jungle 64,0 £ 03 b 92 + 05 ° 73,2
Over Roasted Spanish 59,0 + 0,2 f 10,6 + 0,2 @ 69,7
Roasted Red Skin 59,3 + 0,4 f 92 + 03" 68,4
Roasted Virginia 63,4 + 0,1 ™ 98 + 04 ® 73,3
Roasted Virginia Supreme 65,2 + 0,7 2 71 + 06 ¢ 72,3

*Los valores son medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de una

fila son estadisticamente significativas, segun la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

Actualmente en el mercado existe una considerable demanda de productos altos en
FD debido sus beneficios sobre la salud humana, ya que contribuye a la regulacion de la
digestion y a la prevencion o tratamiento de enfermedades.>?® A nivel comercial los
productos de FDT se encuentran con un contenido mayor al 50 %.* Como se observa, el
tegumento de mani contiene altas cantidades de FDT, lo que corresponde a uno de sus
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principales componentes. Los resultados obtenidos sugieren que el tegumento podria tener

potencial para ser utilizado como producto de fibra comercial.

Cuando se refiere a la FD es importante tomar en cuenta caracteristicas como el
tamario de la particula, la fuente, y la proporcion de FDI y FDS.* La FDI permite la
aceleracion del paso de los alimentos por el estbmago e intestinos, mientras que la FDS
propicia una digestion mas lenta ya que absorbe el agua y lo transforma a gel.?® En la Figura
12 se muestra gréficamente la composicion de la FDT en sus proporciones de FDI y FDS

presentes en las muestras de tegumento de mani.

Roasted Virginia Supreme
Roasted Virginia

Roasted Red Skin

Over Roasted Spanish
Organic Wild Jungle Roasted
Organic Dry Roasted
Jumbo Roasted

Dry Roasted Spanish
Raw Virginia

Raw Spanish

Raw Redskin

Organic Wild Jungle Raw

Organic Raw

Jumbo Raw

10% 20%  30%  40% 50% 60% 70%  80%  90%  100%
BFDI (%) OFDS (%)

Figura 12. Composicidn de la fibra dietética total en sus proporciones de fibra dietética insoluble y

fibra dietética soluble en las muestras de tegumento de mani

Como se observa, en las muestras de tegumento de mani la FDI es el componente
mayoritario de la FDT la cual representa en promedio un 87,6 %, mientras que la FDS en
promedio un 12,4 %. Los valores obtenidos indican una relacion aproximada de 1:7

(FDS:FDI), posicionando al tegumento de mani a ser utilizado como un posible ingrediente
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alimenticio, dado a que estos productos son considerados aceptables cuando sus valores de

proporcion de es de 1:2.*

Teniendo eso en cuenta, se podria decir que el tegumento de mani presenta un
potencial como fuente de fibra en la industria alimentaria. Su uso como ingrediente
alimenticio complementario en la dieta humana podria ser una alternativa viable para la

obtencidn de los beneficios nutricionales y saludables de la FD.

Existe una gran variedad de compuestos no convencionales que se encuentran
asociados a la FD. Entre estos se puede mencionar compuestos fendlicos, donde se
encuentran incluidos los taninos. A pesar de que estos compuestos pueden proporcionar
propiedades semejantes a la FD, estos no han sido incluidos dentro de su concepto debido a
que pueden ser altamente variables e impredecibles. Cuando el contenido de estos
compuestos es significativo, se pueden producir errores de sobreestimacion en la

concentracion de la fibra. 6.8

Es debido a lo anterior, y tomando como evidencia previa de la cantidad de PACs que
hay en el tegumento de mani, que se cuantificé las e-PAC y n-PAC en los residuos de la FDI

y FDS de las muestras de tegumento de mani.

5.2.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y las proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra dietética insoluble y la fibra dietética soluble en las

muestras de tegumento de mani

En el Tabla 7 se muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de las e-PAC
expresados como miligramos equivalentes de patrén t-PAC por gramo de muestra seca, y las
n-PAC expresados como miligramos equivalentes de patron t-PAC por gramo de muestra

seca, en los residuos de la FDI y FDS.
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Tabla 7. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no extraibles en los residuos de la fibra dietética
insoluble y la fibra dietética soluble en las muestras de tegumento de mani, empleando el método de DMAC y Butanol-
HClrespectivamente

Residuo FDI Residuo FDS FDT***
Muestra e-PAC n-PAC e-PAC n-PAC e-PAC n-PAC
mg eq de p-PAC/g mg eq de p-PAC/g mg eq de p-PAC/g
de muestra seca de muestra seca de muestra seca
Jumbo Raw *x 175 £ 19 ™ fale 68 + 05 ™ — 24,3
Organic Raw faled 134 + 18 1 faied 10,4 + 1,9 df — 23,8
Organic Wild Jungle Raw faled 305 + 29 ™ faied 482 + 7 * — 78,7
Raw Redskin faled 19,9 + 0,7 o ol 14,7 + 1,7 — 34,6
Raw Spanish faled 229 + 50 °% faied 233 + 3,7 ° — 46,2
Raw Virginia 0,60 + 0,03 & 236 + 4,2 fale 228 + 5 P 0,6 46,4
Dry Roasted Spanish 16 + 02 ° 242 + 3,6 °f 13 £+ 02 ¢ 184 + 16 °® 1,9 42,6
Jumbo Roasted 1,7+ 01 * 261 +27%® 20=+01P° 76 £ 0,7 °f 3,7 33,7
Organic Dry Roasted 1,22 + 0,04 © 104 + 05 07 + 01 ¢ 82 + 0,2 ¢ 1,5 18,6
Organic Wild Jungle Roasted ** 348 + 09 @ *x 457 £ 19 @ — 80,5
Over Roasted Spanish 22 + 01 & 261 +21% 36+ 0232 64 + 1,7 ° 5,8 32,5
Roasted Red Skin 0,84 + 0,05 ¢ 338 £ 18 @® fal 11,3 £ 15 * 0,8 45,1
Roasted Virginia 08 + 01 ¢ 294 + 1,7 12 + 02 ¢ 16,7 + 0,7 °© 2,0 46,1
Roasted Virginia Supreme *x 206 + 1,0 fn *x 180 + 1,1 °© — 38,6

*Los valores son medias * desviacion estandar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente significativas, segun la
prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

** Valor inferior al LDCe.pac)= 0,0078 mg/mL

*** Calculado por sumatoria (Residuo FDI + Residuo FDS).

61



Como resultado, hay presencia de PACs en los residuos de la FDI y FDS de las
distintas variedades de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de medias
de Tukey (p< 0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las

muestras.

El valor maximo de e-PAC en la FDI es de 2,2 £ 0,1 mg t-PAC/g de muestra seca,
mientras que las n-PAC se presentan en valores entre los (6,4-33,8) mg t-PAC/g de muestra
seca. Por otro lado, en la FDS el valor maximo de e-PAC es de 3,6 = 0,2 mg t-PAC/g de
muestra seca, y de n-PAC valores entre los (10,4-48,2) mg t-PAC/g de muestra seca.

Como se observa, en los residuos de la FDI y la FDS las e-PAC representan valores
bajos o por debajo del limite de cuantificacion. Por otra parte, en los residuos de la FDI las
n-PAC se presentan con valores mayores. En investigaciones anteriores realizados por Saura-
Calixto (1987) y Saura-Calixto et al. (1991) se demostro que en la determinacién de la FDI
y FDS mediante métodos enzimaticos hay fracciones remanentes de PACs en los residuos de

dichas fibras.8®70

Hay muestras en las que la cantidad de e-PAC no fueron cuantificables, esto de
acuerdo con el limite de cuantificacion y el limite de deteccion (Anexo 2 y 3) los cuales se

determinaron mediante regresion lineal conforme a las Ecuaciones 9 y 10 respectivamente.

10 xS

LOC = TY/X (Ecuacién 9)
3% S
LOD = TY/X (Ecuacién 10)

donde, Sy es la desviacion estdndar de la respuesta y b es la pendiente de la curva de

calibracion.’

Como se puede apreciar en el Tabla 7, existe una considerable proporcién de
remanentes de PACSs en los residuos de la FDI y FDS. Para justificar dichos remanentes, es
importante evaluar el procesamiento que se le realiza a la muestra para el aislamiento de los
residuos de la FDI y FDS mediante el Método de la AOAC 991.43 y utilizando el equipo

automatizado ANKOM PF Dietary Fiber Analyzer (ver Anexo 4).
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El procesamiento de digestion enzimatica a la cual se somete la muestra provoca la
degradacion de compuestos en su matriz. La degradacion de las PACs fue producto de las
condiciones de pH y de temperatura que se utilizan durante esa digestion enzimatica. Estas
condiciones explican la cantidad tan baja de remanentes de e-PAC en los residuos de las
fibras. Por otro lado, los remanentes de n-PAC presentan un valor de cuantificacion mayor,
ya que al encontrarse unidas a la matriz de la fibra es necesario procesos hidroliticos més
fuertes (a condiciones de pH mas acidos o alcalinos y temperaturas mayores) para su

completa extraccion.®

Ademas de acuerdo con los remanentes de proteina encontrados en los residuos de la
FDIy FDS (Tabla 5) se podria esperar encontrar cantidades importantes de n-PAC debido a
que estas forman complejos moleculares con las proteinas. ®/2%° Estos complejos se basan
principalmente en enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo (-OH) de la PAC vy el
grupo amino (-NH) de los péptidos u otros grupos funcionales. También puede darse
mediante interacciones hidrofobicas entre el anillo fenol de la PAC y el grupo carboxilo
(—~COOH) de la proteina.”™

Asimismo, los remanentes de n-PAC en la FDS puede deberse a la presencia
diatomita, la cual es agregadas para el proceso de precipitacion de esta fibra. Las tierras
diatomeas se encuentran conformadas principalmente por silice, que en su superficie
contienen grupos silanol (Si-OH) expuestos, los cuales son un grupo activo que tiende a
reaccionar con compuestos organicos polares y varios grupos funcionales.’* A partir de ello
se podria realizar la suposicion que esos grupos silanol presentes en la diatomita podrian
interactuar con los grupos polifendlicos de las PACs. Ademas, la FDS se encuentra
conformada por pectina, la cual se ha encontrado que tiene una alta afinidad con las

procianidinas al formar bolsas hidrofébicas que son capaces de encapsularlas.®

A partir de los resultados anteriores, es importante estudiar la composicion de los
residuos de la FDI y FDS, para de este modo determinar si las PACs aportan

significativamente al reporte final de la concentracion de las FD.
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Para ello, en la Figura 13 se muestra las proporciones de los componentes que
conforman los residuos de la FDI. Estos corresponden a los remanentes de proteina, ceniza

y PACs (totales), y por diferencia la fibra.

Como se puede observar, el remanente que se presenta en mayor proporcion es la
proteina, seguido de la ceniza y las PACs, las cuales representan en promedio 2,4 % (m/m)
del residuo de la FDI en las muestras. En algunas muestras como la Roasted Virginia
Supreme los valores de PACs son un componente porcentual similar, o inclusive mayor al de

la ceniza.

Roasted Virginia

Roasted Red Skin

Over Roasted Spanish
Organic Wild Jungle Roasted
Organic Dry Roasted
Jumbo Roasted

Dry Roasted Spanish
Raw Virginia

Raw Spanish

Raw Redskin

Organic Wild Jungle Raw
Organic Raw

Jumbo Raw

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

mFibra mProteina @Ceniza O PAC's

Figura 13. Composicion porcentual del residuo de fibra dietética insoluble de las muestras de
tegumento de mani

Al demostrarse que los remanentes de PACs en los residuos de la FDI tienen un valor
porcentual similar a la de la ceniza, se propone realizar una correccién por PACs calculado

mediante la Ecuacion 11.
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R—-P-A-T-B

%FDI = M

100 (Ecuacién 11)

donde, M = peso original para la muestra (g); R = residuo de la muestra (g); P = proteina de
residuo; (g); A = ceniza de residuo y bolsa (g); T = (e-PAC + n-PAC) de residuo (g); B =
blanco (g)

En la Tabla 8 se muestra el valor de la FDI y el valor de la FDI con la correccion por
PACs sugerida. En la Figura 14 se muestra graficamente la distribucion de FDI de las
muestras y la FDI corregida por la presencia de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra,
tras la realizacion de la correccion por PACs sugerida.

Tabla 8. Contenido de fibra dietética insoluble y contenido de fibra dietética insoluble con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Muestra % FDI corrt:?cii:é[r)wldceolgACs
Jumbo Raw 63,5 = 0,2* 62,2 + 0,2*
Organic Raw 639 + 0,1 62,9 + 0,1
Organic Wild Jungle Raw 646 + 0,3 62,1 + 0,3
Raw Redskin 61,7 + 0,5 60,2 + 0,5
Raw Spanish 60,8 + 0,4 59,1 + 0,4
Raw Virginia 639 + 0,6 62,0 + 0,6
Dry Roasted Spanish 56,6 + 0,1 548 + 0,1
Jumbo Roasted 63,0 + 0,5 60,8 + 0,5
Organic Dry Roasted 60,2 + 0,6 59,3 + 0,6
Organic Wild Jungle Roasted 64,0 + 0,3 612 + 0,2
Over Roasted Spanish 59,0 + 0,2 570 £ 0,2
Roasted Red Skin 59,3 £ 04 56,8 £ 0,4
Roasted Virginia 634 + 0,1 61,1 £ 0,1
Roasted Virginia Supreme 652 + 0,7 63,6 £ 0,7

*Los valores son medias + desviacion estandar de tres repeticiones
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Figura 14. Distribucion entre el contenido de la fibra dietética insoluble y el contenido de fibra

dietética insoluble con correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Como se observa en la Figura 14, el valor de FDI con la correccion por PACs es

mayor al valor de la FDI sin la correccion. A partir de ello, se realiz6 una prueba de ANOVA

de un solo factor (p<0,05). Como resultado, en todas las muestras, a excepcion de la muestra

Organic Dry Roasted, se encontr( diferencias estadisticamente significativas entre las medias

del contenido de la FDI y la FDI con la correccion por PACs.

Por otra parte, para estudiar la composicion de la FDS en la Figura 15 se muestra las

proporciones de los componentes de sus residuos. En este caso el remanente presente en

mayor cantidad es la ceniza, seguido de las PACs que se representan en promedio 1,9 %

(m/m) del residuo de la fibra, y la de menor cantidad es la proteina. En todas las muestras los

valores de las PACs corresponden a un remanente en mayor proporcion a comparacion con

los valores de los remanentes de proteina.
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Figura 15. Composicion porcentual del residuo de la fibra dietética soluble de las muestras de
tegumento de mani

Al demostrarse que los remanentes de PACs en los residuos de la FDS tienen un valor
porcentual mayor que los valores de proteina, se propone realizar una correccion por PACs

calculado mediante la Ecuacién 12.

R-D—-P—-A-T-B
M

%FDS = 100 (Ecuacion 12)

donde, M = peso original para la muestra (g); R = residuo de la muestra (g); D = peso original
de tierra de diatomeas (g); P = proteina de residuo; (g); A = ceniza de residuo y bolsa (g);
T = (e-PAC + n-PAC) de residuo (g); B = blanco (g)

En la Tabla 9 se muestra el valor de la FDS y el valor de la FDS con la correccion por
PACs sugerida. En la Figura 16 se muestra graficamente la distribucion de FDS de las
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muestras y la FDS corregida por la presencia de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra,
tras la realizacion de la correccion por PACs sugerida.

Tabla 9. Comparacion de medias de Tukey entre el contenido de fibra dietética soluble y el
supuesto contenido de fibra dietética soluble con correccion de proantocianidinas en las

muestras de tegumento de mani

MLl RCNESE corr:z/gcli:c’)DnSdceogACs
Jumbo Raw 51 + 0,3* 51 + 0,3*
Organic Raw 95 + 0,6 94 + 0,6
Organic Wild Jungle Raw 95 + 0,7 9,0 £ 0,7
Raw Redskin 6,7 + 0,3 6,6 £ 0,2
Raw Spanish 76 £ 0,2 74 £ 0,2
Raw Virginia 104 + 0,6 10,2 + 05
Dry Roasted Spanish 10,6 = 0,7 104 = 0,7
Jumbo Roasted 75 = 01 75 + 01
Organic Dry Roasted 10,6 + 0,2 105 + 0,2
Organic Wild Jungle Roasted 9,2 + 0,5 8,7 £ 05
Over Roasted Spanish 10,6 + 0,2 105 + 0,2
Roasted Red Skin 92 + 03 91 + 0,3
Roasted Virginia 98 + 04 97 + 04
Roasted Virginia Supreme 71 £ 06 70 £ 0,6

*Los valores son medias + desviacion estdndar de tres repeticiones
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Figura 16. Distribucion entre el contenido de fibra dietética soluble y el supuesto contenido de fibra

dietética soluble con correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Como se observa en la Figura 16, el valor de FDS con la correccién por PACs es
mayor al valor de la FDS sin la correccion. A partir de ello, se realiz6 una prueba de ANOVA
de un solo factor (p<0,05). Como resultado, en todas las muestras se encontrd diferencias
estadisticamente significativas entre las medias del contenido de la FDS y la FDS con la

correccion por PACs.

A pesar de que los resultados obtenidos no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre la FDS y la FDS con correccidn por PACs, es importante considerar que,
como se evidencid en la Figura 15, la composicion porcentual de remanentes de PACs en la
FDS es mayor que el de proteina, la cual corresponde a una correccion que es establecida en

la metodologia.

Asimismo, determind que FDT de las muestras de tegumento de mani esta compuesta
mayoritariamente por la FDI, en la que se encontro que si hay diferencias estadisticamente

significativas al realizar la correccion por los remanentes de PACs. Por lo tanto, es importante
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considerar una posible correccion de remanentes de PACs para las fracciones de FDI, FDS y
FDT.

5.3.1. Determinacion de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani

La determinacion de la FC en las muestras de tegumento de mani se realizé siguiendo
la metodologia descrita por ANKOM Technology, la cual corresponde a un método
gravimétrico. Para este caso, a los residuos de dicha fibra se les realiz correcciones para

descontar la ceniza remanente.*®

Esta correccion es necesaria ya que corresponde a un interferente del reporte final de
la FC. Los resultados obtenidos de remanente de ceniza en los residuos de la FC se muestran
en la Tabla 10, expresados como porcentaje de ceniza en peso seco de residuo de fibra. Como
resultado, se obtuvo valores que corresponden a (0,8-6,6) % m/m de ceniza.

Tabla 10. Resultados del contenido de ceniza en los residuos de la fibra cruda en las muestras

de tegumento de mani

Muestra Ceniza (%)
Jumbo Raw 1,9
Organic Raw 6,6
Organic Wild Jungle Raw 14
Raw Redskin 2,1
Raw Spanish 25
Raw Virginia 1,8
Dry Roasted Spanish 2,2
Jumbo Roasted 2,2
Organic Dry Roasted 2,4
Organic Wild Jungle Roasted 1,1
Over Roasted Spanish 1,2
Roasted Red Skin 0,8
Roasted Virginia 1,4
Roasted Virginia Supreme 1,6
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Una vez que se determiné el remanente de ceniza, se realizo el respectivo descuento al
residuo de la FC de la manera en que se indica en la Ecuacion 6. Los resultados finales
obtenidos de la FC se muestran en la Tabla 11 expresados como porcentaje de fibra en peso
seco de muestra de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de medias de
Tukey (p< 0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las

muestras.

Tabla 11. Resultados del contenido de fibra cruda en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método descrito por ANKOM Technology

Muestra FC (%)
Jumbo Raw 19,2 + 0,2 %™
Organic Raw 216 + 0,1 @
Organic Wild Jungle Raw 215 + 0,7 ®
Raw Redskin 20 + (,2 bode
Raw Spanish 19,6 + 0,1 odef
Raw Virginia 20,6 + 0,1 @«
Dry Roasted Spanish 147 + 02 '
Jumbo Roasted 175 £ 1,1 o
Organic Dry Roasted 18,8 + 0,2 ©
Organic Wild Jungle Roasted 19,9 + 1,0 cdef
Over Roasted Spanish 16,3 + 1,1 M
Roasted Red Skin 183 + 0,2 ™
Roasted Virginia 20,9 + 0,3 ¥
Roasted Virginia Supreme 20,6 + 0,2 acd

*Los valores son medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de una

fila son estadisticamente significativas, segun la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

Como resultado final, los valores de FC en las muestras de tegumento de mani
corresponden a valores entre (14,7-21,6) % m/m. Se muestra una tendencia en la que la
mayoria de las muestras tienen mayor cantidad de FC cuando son crudas. La muestra con

mayor contenido es la Organic Raw con (21,6 + 0,1) % m/m. Estos son valores similares a
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los anteriormente reportado por Hill et al. en 1987 en el tegumento de mani, el cual
correspondia a un 14,3 % (m/m) de FC en el tegumento de mani.”

Los resultados obtenidos de la FC son menores en comparacion con la FD debido a
que en el procesamiento de digestion acida y digestion bésica, se solubilizan en gran cantidad
compuestos que conforman la FD, tales como la lignina y hemicelulosa. Esta fibra
comunmente es relacionada negativamente con la digestibilidad y el valor energético de los

alimentos, ya que constituye a la parte menos digerible de la pared celular.*

Dado a que en el proceso de determinacion de la FC se solubilizan grandes cantidades
de compuestos que conforman la pared celular, se determiné si existen remanentes de e-PAC

y n-PAC en los residuos de la fibra que resistentes a los procesos de digestion acida y alcalina.

5.3.2. Determinacién de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no

extraibles en los residuos de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de las e-PAC
expresados como miligramos equivalentes de patrén t-PAC por gramo de muestra seca, y las
n-PAC expresados como miligramos equivalentes de patron t-PAC por gramo de muestra

seca, en los residuos de la FC.

Como resultado, hay presencia de PACs en los residuos de la FC de las distintas
variedades de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de medias de Tukey

(p< 0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras.

Las e-PAC unicamente fueron cuantificables en la muestra Over Roasted Spanish con
un valor de 1,5 £ 0,01 mg t-PAC/g de muestra seca de residuo de fibra. Por otra parte, las n-
PAC fueron cuantificables en la mayoria de las muestras, con valores entre (0,8-5,4) mg t-
PAC/g de muestra seca de residuo de fibra. Hay muestras en las que no se cuantificd
remanentes de e-PAC y n-PAC de acuerdo con el LDC como es el caso, por ejemplo, de la

muestra Raw Spanish y Organic Dry Roasted.
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Tabla 12. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra cruda en las muestras de tegumento de mani, empleando

el método de DMAC y Butanol-HCI respectivamente

Residuo FC
Muestra e-PAC n-PAC
mg eq de p-PAC/g
de muestra seca

Jumbo Raw *k 1,0 £ 0,1 o
Organic Raw ** **
Organic Wild Jungle Raw *k 14 + 02 °
Raw Redskin xx 1,2 + 0,1 ™
Raw Spanish e **
Raw Virginia ** 10 + 01
Dry Roasted Spanish *x 08 + 0,1 «
Jumbo Roasted ** 08 * 0149
Organic Dry Roasted ** *x
Organic Wild Jungle Roasted ** 54 = 06 °
Over Roasted Spanish 15 £+ 01 08 + 0,1 ¢
Roasted Red Skin ** **
Roasted Virginia ** 10 £ 01
Roasted Virginia Supreme ** 1,1 + 01

*Los valores son medias * desviacién estdndar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de
una fila son estadisticamente significativas, segln la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

** Valor inferior al LDCe.pac)= 0,0078 mg/mL y LDC (1-pac) =0,0011

Para justificar que los remanentes de e-PAC no fueron cuantificables y que los de n-
PAC son muy bajos, es importante considerar el procesamiento a la que se somete la muestra
para el aislamiento de los residuos de FC mediante el método descrito por ANKOM
Technology (ver Anexo 5).%

Para la determinacion de la FC a las muestras se les realiza dos procesos de hidrolisis
con el fin de extraer ciertos compuestos de la pared celular. Asi pues, el método utiliza &cido

para disolver la hemicelulosa presente en las muestras, mientras que el uso del alcali tiene
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como finalidad extraer las proteinas, pero en este también se puede solubilizar algunos

compuestos fenolicos y lignina.t

La degradacion de las PACs en la FC fue producto de los procesos de hidroliticos
anteriormente mencionados. Las PACs son compuestos que presentan valores diferentes de
constante de ionizacion (pKa) en sus grupos hidroxilo (-OH), con un caracter altamente
alcalino, en el que Herrero-Martinez et al. (2005) reportaron que los valores de pKa de la
catequina se encuentran en un rango de 8-11.7% En condiciones alcalinas fuertes se ha
reportado que las PACs resultan en la ruptura del enlace interflavanico C-C que conecta sus
unidades monomeéricas y en la degradacién por apertura del anillo A del flavan-3-ol. Lo
anterior también sucede bajo condiciones &cidas, en la que la ruptura de sus enlaces
interflavanicos da lugar a subunidades inferiores en su forma libre y a carbocationes

correspondientes a las unidades de extension.”’

A partir de los resultados obtenidos, es importante estudiar la composicion de los
residuos de la FC de las muestras para determinar si las PACs aportan significativamente al

reporte final de su concentracion.

Para ello, en la Figura 17 se muestra las proporciones de los componentes que
conforman los residuos de la FC. Estos corresponden a los remanentes de ceniza y PACs
(totales), y por diferencia la fibra.

Como se puede observar, la ceniza es el remanente que aporta una mayor proporcion
en el residuo de la FC, por otra parte, la composicion porcentual de las PACs en aquellas
muestras que fueron cuantificadas es muy pequefia, las cuales representan en promedio a

penas el 1,6 % (m/m).
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Figura 17. Composicién porcentual del residuo de la fibra cruda de las muestras de tegumento de

mani

Para demostrar el posible aporte de los remanentes de PACs en los residuos de FC de
las muestras de tegumento de mani, se propone realizar una correccion por PACs calculado
mediante la Ecuacién 13.

[M3 —(M;-Cy)— My - T)]

%FC = -100 (Ecuacion 13)
M,

donde, M;= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M; = peso de la materia
organica (péerdida de peso por ignicion de la bolsa y la fibra); C; = factor de correccion por
ceniza del banco; T = (e-PAC + n-PAC) de residuo (g)
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En la Tabla 13 se muestra el valor de la FC con la correccién por PACs sugerida. En
la Figura 18 se muestra graficamente la distribucion de FC de las muestras y la FC corregida
por la presencia de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra, tras la realizacion de la

correccion por PACs sugerida.

Tabla 13. Contenido de fibra cruda y contenido de fibra cruda con correccion de

proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Muestra % FC corre(?::izcr? ((Zl:g rIIDACs
Jumbo Raw 19,2 + 0,2* 191 = 0,2*
Organic Raw 216 = 01 216 = 01
Organic Wild Jungle Raw 215 = 0,7 215 = 0,7
Raw Redskin 20,0 = 0,2 199 £ 0,2
Raw Spanish 196 £ 0,1 196 £ 0,1
Raw Virginia 206 + 0,1 205 + 0,1
Dry Roasted Spanish 14,7 + 0,2 147 + 0,2
Jumbo Roasted 175 + 11 175 + 11
Organic Dry Roasted 18,8 + 0,2 188 + 0,2
Organic Wild Jungle Roasted 19,9 + 1,0 19,7 + 0,9
Over Roasted Spanish 16,3 + 11 16,2 + 11
Roasted Red Skin 18,3 + 0,2 18,3 + 0,2
Roasted Virginia 209 + 0,3 209 + 0,3
Roasted Virginia Supreme 20,6 + 0,2 20,6 + 0,2

*Los valores son medias + desviacion estdndar de tres repeticiones
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Figura 18. Distribucién entre el contenido de la fibra cruda y el contenido de fibra cruda con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Como se observa en la Figura 18, al realizar la correccion sugerida los cambios que
surgen en el valor de la mediana son pequefios en comparacion con el valor de FC sin la
correccion. A partir de ello, se realizo una prueba de ANOVA de un solo factor (p<0,05).
Como resultado, en todas las muestras no se encontrd diferencias estadisticamente

significativas entre las medias del contenido de la FC y la FC con la correccion por PACs.

Los resultados demuestran que los procesos hidroliticos en los que se somete la
muestra para el andlisis de la FC son efectivos para eliminar una gran cantidad de PACs; no
obstante, es importante tener en consideracion que estas pueden no ser totalmente extraidas,
por lo que podrian ser un posible interferente en el reporte final de la concentracion de la
fibra.
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5.4.1. Determinacion de la fibra detergente &cida en las muestras de tegumento de mani

La determinacion de la FDA en las muestras de tegumento de mani, se realizd

siguiendo las metodologias descritas por ANKOM Technology, los cuales nuevamente

corresponden a métodos gravimétricos.®® Para este caso no se debe realizar correcciones por

componentes remanentes.

En la Tabla 14 se muestra los resultados de la FDA expresados como porcentaje de

fibra en peso seco de muestra de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de

medias de Tukey (p<0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias

de las muestras.

Tabla 14. Resultados del contenido de fibra detergente &cida en las muestras de tegumento

de mani, empleando el método descrito por ANKOM Technology

Muestra FDA (%)
Jumbo Raw 348 + 0,7 %™
Organic Raw 35,3 + 1,7 df
Organic Wild Jungle Raw 454 + 0,6
Raw Redskin 35,8 + 0,4 %
Raw Spanish 32,8 + 0,8 ©fo
Raw Virginia 448 + 31 @
Dry Roasted Spanish 381 + 16 ™
Jumbo Roasted 36,1 + 0,0 %
Organic Dry Roasted 303 £ 02 ¢
Organic Wild Jungle Roasted 46,4 + 0,7 ¢
Over Roasted Spanish 416 + 0,9 ™
Roasted Red Skin 31,8 + 10 ™
Roasted Virginia 401 £ 15 ¢
Roasted Virginia Supreme 359 £ 12 ®

*Los valores son medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de una

fila son estadisticamente significativas, segun la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).
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Como resultado, el rango de valores de la FDA varia entre (46,4-30,3) % m/m, que
son similares entre la especie de mani y su procesamiento. Anteriormente Hill et al. en 1987
reporté que el valor de FDA en el tegumento de mani correspondia a 25,0 % (m/m).” La
diferencia con los valores obtenidos puede deberse a variaciones en las condiciones en las
que se realizé el analisis, por ejemplo, con la concentracion de la disolucion de &cido

sulfarico que se utilizo.

A pesar de que para la determinacion de la FDA no es necesario realizar correcciones,
se ha reportado que la presencia de complejos de proteina, puede generar interferencias y
contaminar las mediciones de la lignina.! Es por ello que es importante estudiar si hay PACs
remanentes en los residuos de la FDA que puedan provocar una interferencia en el reporte de

su concentracion.

5.4.2. Determinacién de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente acida en las muestras de tegumento de

mani

En la Tabla 15 se muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de las e-PAC
expresados como miligramos equivalentes de patrén t-PAC por gramo de muestra seca, y las
n-PAC expresados como miligramos equivalentes de patron t-PAC por gramo de muestra

seca, en los residuos de la FDA.

Como resultado, hay presencia de PACs en los residuos de la FDA de las distintas
variedades de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de medias de Tukey

(p<0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras.
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Tabla 15. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente &cida en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método de DMAC y Butanol-HClrespectivamente

Residuo FDA
Muestra e-PAC n-PAC

mg eq de p-PAC/g

de muestra seca
Jumbo Raw ** 153 + 12 M
Organic Raw *k 48 + 0,7 1
Organic Wild Jungle Raw *x 46,1 + 24 ¢
Raw Redskin ** 203 £ 05 f
Raw Spanish *x 142 + 15 M
Raw Virginia e 278 = 34 °
Dry Roasted Spanish *x 232 + 48 °
Jumbo Roasted ** 245 + 28
Organic Dry Roasted *x 64 + 04
Organic Wild Jungle Roasted ** 523 = 1,7 ¢
Over Roasted Spanish 18 + 03 164 + 65 °
Roasted Red Skin ** 129 + 03!
Roasted Virginia *x 21,1 £ 25
Roasted Virginia Supreme ** 186 + 2,7

*Los valores son medias + desviacidn estdndar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de
una fila son estadisticamente significativas, seglin la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

** Valor inferior al LDCe.pacy = 0,0078 mg/mL

Las e-PAC Unicamente fueron cuantificables en la muestra Over Roasted Spanish con
un valor de 1,8 £ 0,03 mg t-PAC/g de muestra seca de residuo de fibra. Las muestras en las
que no se cuantificoé remanentes de e-PAC fue de acuerdo con el LDC. Por otra parte, las n-
PAC fueron cuantificables en todas las muestras, con valores entre (4,8-52,3) mg t-PAC/g de

muestra seca de residuo de fibra.
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Para justificar que los remanentes de e-PAC no fueron cuantificables y que si hay
remanentes de n-PAC, es importante considerar el procesamiento a la que se somete la
muestra para el aislamiento de los residuos de FDA mediante el método descrito por
ANKOM Technology (ver Anexo 6).%°

Esta técnica utiliza la solucion de detergente cationico para separar los componentes
fibrosos de los alimentos. Esta solucién elimina los carbohidratos labiles, las proteinas que
no forman complejos con los productos de Maillard y las grasas, dejando como residuo

celulosa y lignina.™

A pesar de que las muestras se digieren en un medio acido, donde anteriormente se
explico la degradacion de las PACs en dichas condiciones, puede ser que se requieran de
condiciones de pH y de temperatura mas fuertes para provocar una hidrdlisis en la que se
extraigan en totalidad las n-PAC, dado a las interacciones de estas con componentes que
conforman esta fibra. Entre estas interacciones de las PACs se encuentran aquellas con
componentes fibrosos de la FDA, por ejemplo, con la lignina, cuya interaccién con las
catequinas podria darse a traves de la formacion de enlaces de puente de hidrégeno e
interaccion entre sus orbitales m.”® Asimismo, no toda la proteina es eliminada durante esta

digestion, por lo que podrian haber remanentes de complejos formados con las PACs.

A partir de los resultados obtenidos, es importante estudiar la composicién de los
residuos de la FDA de las muestras para determinar si las PACs aportan significativamente

al reporte final de su concentracion.

Para ello, en la Figura 19 se muestra las proporciones de los componentes que
conforman los residuos de la FDA. Estos corresponden a los remanentes Gnicamente de las
PACs (totales), y por diferencia la fibora. Como se observa, los remanentes de PACs

representan en promedio 3,26 % (m/m) del residuo de la fibra.
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Figura 19. Composicién porcentual del residuo de la fibra detergente acida de las muestras de

tegumento de mani

Para demostrar el posible aporte de los remanentes de PACs en los residuos de FDA
de las muestras de tegumento de mani, se propone realizar una correccion por PACs
calculado mediante la Ecuacion 14.

[M3 -My-Cp) - (M - T)]

%FDA = M -100 (Ecuacion 14)
2

donde, M;= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M = peso seco de la bolsa
con fibra después del proceso de extraccion; C; = correccién de la bolsa en blanco = promedio
del peso final secado al horno / el peso de la bolsa en blanco original; T = (e-PAC + n-PAC)

de residuo (g).
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En la Tabla 16 se muestra el valor de la FDA con la correccion por PACs sugerida.
En la Figura 20 se muestra graficamente la distribucion de FDA de las muestras y la FDA
corregida por la presencia de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra, tras la realizacién

de la correccién por PACs sugerida.

Tabla 16. Contenido de fibra detergente &cida y contenido de fibra detergente &cida con

correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Muestra Yo FDA corr(ﬁcli:gmAdzogACs
Jumbo Raw 348 + 0,7* 34,2 + 0,7*
Organic Raw 353 £ 1,7 351 £ 1,7
Organic Wild Jungle Raw 454 + 0,6 43,3 + 0,6
Raw Redskin 358 + 04 350 £ 04
Raw Spanish 32,8 £ 0,8 323 £ 0,8
Raw Virginia 448 + 3,1 435 + 3,0
Dry Roasted Spanish 381 + 16 36,5 £ 15
Jumbo Roasted 36,11 + 0,04 352 = 0,0
Organic Dry Roasted 30,3 £ 0,2 30,1 £ 0,2
Organic Wild Jungle Roasted 46,4 + 0,7 445 + 14
Over Roasted Spanish 416 + 0,9 405 + 0,9
Roasted Red Skin 318 £+ 1,0 314 £+ 1,0
Roasted Virginia 40,1 £+ 15 393 £+ 15
Roasted Virginia Supreme 359 + 1,2 352 + 1,2

*Los valores son medias + desviacion estdndar de tres repeticiones
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Figura 20. Distribucion entre el contenido de la fibra detergente acida y el contenido de fibra

detergente acida con correccién de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

Como se observa en la Figura 20, al realizar la correccién sugerida hay cambios que

surgen en el valor de la mediana en comparacion con el valor de FDA sin la correccion. A

partir de ello, se realiz6 una prueba de ANOVA de un solo factor (p<0,05). Como resultado,

en todas las muestras no se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre las

medias del contenido de la FDA y la FDA con la correccion por PACs.

Los resultados demuestran que el proceso de digestion con detergente acido al que se

somete la muestra para el analisis de la FDA no elimina en su totalidad los remanentes de

PACs, por lo que es importante tener en consideracion que estas podrian ser un posible

interferente en el reporte final de la concentracion de la fibra.
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5.5.1. Determinacion de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento de

mani

La determinacion de la FDN en las muestras de tegumento de mani se realizo
siguiendo la metodologia descrita por ANKOM Technology, la cual corresponde a un método
gravimétrico en la que a los residuos de la fibra no se les realiza correcciones por compuestos

remanentes.®!

En la Tabla 17 se presentan los valores obtenidos de FDN expresados como
porcentaje de fibra en peso seco de muestra de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de
comparacion de medias de Tukey (p<0,05), existe diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de las muestras.

Tabla 17. Resultados del contenido de fibra detergente neutra en las muestras de tegumento

de mani, empleando el método descrito por ANKOM Technology

Muestra FDN (%)
Jumbo Raw 499 + 08 ¢
Organic Raw 473 + 04 ¢
Organic Wild Jungle Raw 55,7 + 0,2 @
Raw Redskin 470 + 0,2 ¢
Raw Spanish 455 + 0,02 ©
Raw Virginia 51,7 + 0,2 °
Dry Roasted Spanish 40,7 + 0,1 ¢
Jumbo Roasted 490 = 0,7 °©
Organic Dry Roasted 404 + 05 ¢
Organic Wild Jungle Roasted 529 + 0,7 °P
Over Roasted Spanish 400 = 06 ¢
Roasted Red Skin 433 + 0,2
Roasted Virginia 500 + 0,3 °
Roasted Virginia Supreme 497 + 06 °

*Los valores son medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de una

fila son estadisticamente significativas, segun la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).
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Como resultado, los valores de FDN en las muestras de tegumento de mani
corresponden a valores entre (55,7-40,0) % m/m. Los resultados son valores similares entre
las especies de tegumento de mani. La muestra con mayor contenido es la Organic Wild
Jungle Roasted con (52,9 £ 0,7) % m/m. Los resultados obtenidos son mayores a los
aanteriormente reportados por Hill et al. (1987) en muestras de tegumento de mani, los cuales
correspondian a un 31,6 % (m/m).” Estas diferencias pueden deberse a las condiciones del

procesamiento a las que se sometieron las muestras.

Dado a que en el proceso de determinacion de la FDN se solubilizan grandes
cantidades de compuestos que conforman la pared celular, se determind si existen remanentes
de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra que resistentes a los procesos de digestion acida

y alcalina.

A pesar de que para la determinacion de la FDN no es necesario realizar correcciones,
es importante estudiar si hay PACs remanentes en los residuos de la FDN que puedan

provocar una interferencia en el reporte de su concentracion.

5.5.2. Determinacion de las proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento

de mani

En la Tabla 18 se muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de las e-PAC
expresados como miligramos equivalentes de patrén t-PAC por gramo de muestra seca, y las
n-PAC expresados como miligramos equivalentes de patron t-PAC por gramo de muestra

seca, en los residuos de la FDN.

Como resultado, hay presencia de PACs en los residuos de la FDN de las distintas
variedades de tegumento de mani. Al aplicar la prueba de comparacion de medias de Tukey

(p<0,05), existe diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras.
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Tabla 18. Resultados del contenido proantocianidinas extraibles y proantocianidinas no
extraibles en los residuos de la fibra detergente neutra en las muestras de tegumento de mani,

empleando el método de DMAC y Butanol-HClrespectivamente

Residuo FDN
Muestra e-PAC n-PAC

mg eq de p-PAC/g

de muestra seca
Jumbo Raw *k 6,4 + 04 T
Organic Raw *k 33 £ 02 N
Organic Wild Jungle Raw ** 11,3 + 04 °
Raw Redskin ** 6,0 £+ 10 ¢
Raw Spanish *k 40 + 0,2 %
Raw Virginia ** 78 £ 12 "
Dry Roasted Spanish ** 10,3 + 0,2 ¢
Jumbo Roasted *k 71 £ 01 ¢
Organic Dry Roasted *x 36 + 0,2
Organic Wild Jungle Roasted ** 16,6 + 1,0 @
Over Roasted Spanish *x 86 + 0,2 ¢
Roasted Red Skin *x 44 + 02 "
Roasted Virginia *x 41 + 09 N
Roasted Virginia Supreme *x 33 + 0,2 N

*Los valores son medias * desviacién estdndar de nueve repeticiones. Medias con letras diferentes dentro de
una fila son estadisticamente significativas, seglin la prueba estadistica de Tukey (p < 0,05).

** Valor inferior al LDCe.pac)= 0,0078 mg/mL y LDC (1-pac) =0,0011

Las e-PAC no fueron cuantificables en ninguna de las muestras de resido de FDN de
acuerdo con el LDC. Por otra parte, las n-PAC si fueron cuantificables en todas las muestras,
con valores entre (3,3-16,6) mg t-PAC/g de muestra seca de residuo de fibra

Para justificar que los remanentes de e-PAC no fueron cuantificables y que hay
remanentes de n-PAC, es importante considerar el procesamiento a la que se somete la
muestra para el aislamiento de la FDN mediante el método descrito por ANKOM Technology

(ver Anexo 7).%

87



Debido a las condiciones de pH y de temperatura en la que se da la digestion con
detergente neutro, las e-PAC fueron totalmente extraidas. Por otra parte, la adicion de sulfito
de sodio al procesamiento de la digestion se realiza con el proposito de remover los complejos
formados por la proteina cuando el material se calienta. El uso de este reactivo explicaria la
reduccion en la formacién de complejos de proteina-PAC, ademéas de su capacidad para
degradar compuestos fendlicos.11%® Dado a ello, que se puede justificar que los valores de

remanentes de n-PAC que se obtuvieron en los residuos son bajos.

A partir de los resultados obtenidos, es importante estudiar la composicién de los
residuos de la FDN de las muestras para determinar si las PACs aportan significativamente

al reporte final de su concentracion.

Para ello, en la Figura 21 se muestra las proporciones de los componentes que
conforman los residuos de la FDA. Estos corresponden a los remanentes Gnicamente de las
PACs (totales), y por diferencia la fibra. Como se observa, los remanentes de PACs

representan en promedio 6,91 % (m/m) del residuo de la fibra.

Para demostrar el posible aporte de los remanentes de PACs en los residuos de FDN
de las muestras de tegumento de mani, se propone realizar una correccién por PACs
calculado mediante la Ecuacion 15.

[M3 -My-Cp — (M - T)]

%FDN = M 100 (Ecuacion 15)
2

donde, M;= peso de tara de la bolsa; M, = peso de la muestra; M; = peso de la materia
organica (pérdida de peso por ignicion de la bolsa y la fibra); C; = factor de correccion por
ceniza del banco; T = (e-PAC + n-PAC) de residuo (g).
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Figura 21. Composicion porcentual del residuo de la fibra detergente neutra de las muestras de

tegumento de mani

En la Tabla 19 se muestra el valor de la FDN con la correccion por PACs sugerida.
En la Figura 22 se muestra graficamente la distribucion de FC de las muestras y la FC
corregida por la presencia de e-PAC y n-PAC en los residuos de la fibra, tras la realizacion

de la correccién por PACs sugerida.
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Tabla 19. Contenido de fibra detergente neutra y contenido de fibra detergente neutra

con correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

MLl % FDN corr(:e/z):c?g]NdceogACs
Jumbo Raw 499 + 0,8* 495 + 0,8*
Organic Raw 473 + 0,4 472 + 04
Organic Wild Jungle Raw 55,7 + 0,2 55,1 + 0,2
Raw Redskin 470 + 0,2 46,7 + 0,2
Raw Spanish 4551 + 0,02 4533 + 0,02
Raw Virginia 51,7 + 0,2 51,3 = 0,2
Dry Roasted Spanish 40,7 £ 0,1 40,3 £ 0,1
Jumbo Roasted 490 £ 0,7 48,7 + 0,7
Organic Dry Roasted 404 £ 05 40,2 £ 0,5
Organic Wild Jungle Roasted 52,9 + 0,7 52,0 £ 0,7
Over Roasted Spanish 40,0 £ 0,6 39,7 £ 0,6
Roasted Red Skin 433 = 0,2 431 + 0,2
Roasted Virginia 50,0 £ 0,3 498 + 0,3
Roasted Virginia Supreme 49,7 £ 0,6 495 £+ 0,6

*Los valores son medias + desviacion estdndar de tres repeticiones

Como se observa en la Figura 22, al realizar la correccion sugerida los cambios que
surgen en el valor de la mediana son pequefios en comparacion con el valor de FDN sin la
correccion. A partir de ello, se realizo una prueba de ANOVA de un solo factor (p<0,05).
Como resultado, en todas las muestras no se encontrd diferencias estadisticamente

significativas entre las medias del contenido de la FDN y la FDN con la correccion por PACs.

Los resultados demuestran que el proceso de digestion con detergente neutro al que
se somete la muestra para el analisis de la FDN no elimina en su totalidad los remanentes de
PACs, por lo que es importante tener en consideracion que estas podrian ser un posible

interferente en el reporte final de la concentracion de la fibra.
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Figura 22. Distribucion entre el contenido de la fibra detergente neutra y el contenido de fibra

detergente neutra con correccion de proantocianidinas en las muestras de tegumento de mani

5.6. Matriz de correlacién entre la fibra y las proantocianidinas en los residuos de las

distintas fibras de las muestras de tegumento de mani

Para evaluar el grado de asociacién entre el contenido de fibra y el contenido de n-
PAC, se llevo a cabo un andlisis de correlacion utilizando el coeficiente de correlacion de
Spearman rho (Figura 23). Se decidid enfocarse Unicamente en las n-PAC para el estudio de
las correlaciones, ya que como se menciono anteriormente, los residuos de fibra presentan
una mayor concentracién de n-PAC en comparacion con las e-PAC, lo cual aporta una

contribucion mas significativa al contenido de fibra.
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Figura 23. Matriz de correlacion Spearman rho entre la fibra dietética insoluble, fibra dietética
soluble, fibra cruda, fibra detergente acida, fibra detergente neutra, proantocianidinas extraibles del
residuo de las fibras y proantocianidinas no extraibles de los residuos de las fibras en las muestras
de tegumento de mani

Como resultado, existe una correlacién débil positiva (p=0,0202) entre la FDI y las
n-PAC (FDI). Por otro lado, también hay una correlacion débil positiva (p=0,3817) entre la
FDSy lan-PAC (FDS). Lo anterior sugiere que matrices con alto contenido de FDT pueden
llegar a contener cantidades significativas de remanentes de n-PAC en sus residuos. Es
importante tomar en cuenta dicha tendencia, ya que como se menciond, los remanentes
encontrados de n-PAC en los residuos de la FDI son estadisticamente significativos, por lo
que en muestras con alto contenido de FDT los remanentes de PACs podrian llegar a ser

significativos.
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Asimismo, dicha correlacion encontrada entre la FDI, FDS y las n-PAC en sus
respectivos residuos trae consigo los efectos beneficiosos tanto de la fibra, como de las PACs,
sobre la salud humana. Esto sugiere que, a medida en que aumenta el consumo de la FD, se

aumentaria la ingesta de alimentos que son ricos en PACSs.

De hecho, diversos estudios sugieren que la presencia de compuestos fendlicos
vinculados a la fibra dietética (FD) podria estar relacionada con los beneficios bioactivos
asociados a ella. Esto se debe a que la FD puede actuar como una matriz que atrapa los
polifenoles, impidiendo su absorcion en el intestino delgado y permitiendo que lleguen al
colon al restringir la difusion de las enzimas a su sustrato. Este mecanismo podria contribuir
a la liberacion y actividad de los polifenoles en el colon, donde pueden ejercer sus efectos

beneficiosos para la salud..”®8!

Asi pues, una dieta rica en FD se asocia a una mejora en salud del tracto
gastrointestinal, ademas de reduccidn y tratamiento de ciertas enfermedades cardiovasculares
y ciertos cancer. Por otro lado, incluir en la dieta alimentos con altas cantidades de
compuestos polifendlicos, como las PACs, tienen efectos fisiologicos beneficiosos, dado a
sus propiedades antioxidantes, que incluye la prevencion de enfermedades crénicas y cancer

al eliminar los radicales libres del cuerpo.?®

Por otra parte, existe una correlacion media positiva (p=0,3376) entre la FC y las n-
PAC(FC), una correlacion fuerte positiva (p=0,792) entre la FDA y las n-PAC(FDA), y una
correlacion media positiva (p=0,3589) entre la FDN y las n-PAC(FDN). Esto indicaria que,
en matrices con alto contenido de FC, FDA y FDN pueden llegar a contener cantidades
importantes de remanentes de n-PAC en sus residuos.

Lo anterior se debe considerar ya que, a pesar de que en los residuos de estas fibras
los remanentes de n-PAC no son estadisticamente significativas, al mostrarse que existen
correlaciones positivas seria importante estudiar matrices que contengan grandes cantidades
de dichas fibras (en especial la FDA que presenta una correlacion fuerte positiva con las n-

PAC en sus residuos) para determinar si los remanentes de PACs llegan a ser significativos.
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Es importante considerar el resultado de esta correlacién en la nutricion animal,
debido a que las PACs presentes en los forrajes pueden tener efectos tanto positivos como
negativos. Uno de los parametros para tener en cuenta es la concentracion de PACs, ya que
cuando se encuentran en altas concentraciones, pueden disminuir la digestibilidad de las
proteinas y los carbohidratos, asi como afectar el rendimiento animal de manera negativa.
Por el contrario, cuando se presentan en concentraciones bajas o moderadas, las PACs pueden
tener efectos beneficiosos, como la prevencién de la hinchazon y el aumento del flujo de

nitrégeno no amoniacal y aminoécidos esenciales en el rumen.

Ademas, de acuerdo con su disponibilidad, aquellas PACs que se unen a las proteinas
son beneficiosas ya que aumentan el flujo de las proteinas al tracto digestivo inferior. Por
otro lado, las PACs que se encuentran libres afectan negativamente la digestion de la fibra,

en especial la digestion de compuestos como la hemicelulosa.”
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

La matriz utilizada de tegumento de mani result6 ser un excelente vehiculo de estudio
para demostrar la relacion entre los remanentes de e-PAC y n-PAC y las diferentes fibras. En
primer lugar, el tegumento de mani es rico en fibras, lo que lo convierte en una matriz ideal
para estudiar la composicion de los residuos de sus fibras. Ademas, es una fuente rica en

PACs, lo que facilitd la extraccion de estos compuestos polifendlicos para su cuantificacion.

Se demostro6 que existen remanentes de PACs en los residuos de las fibras estudiadas.
Los resultados indican que en los diferentes procesamientos digestivos y de hidrolisis a los
que se someten las muestras, no son lo suficientemente efectivos para eliminar por completo
las PACs. Esto puede deberse a su naturaleza, que puede dar como resultado la formacion de

complejos insolubles con otros componentes que conforman la fibra.

Existe una correlacion positiva entre las PACs presentes en el residuo de cada fibray
la cantidad de fibra en las muestras, lo cual indica que a medida en que en la matriz aumente
su cantidad de fibra, aumentaria también los remanentes de PACs en su residuo. Esto podria
provocar una sobreestimacion de la cantidad de fibra mas alta en aquellas matrices con altos

contenidos de fibra.

6.2. Recomendaciones

Dado a que se detect6 remanentes de PACs en los residuos de FDI, FDS, FC, FDA'y
FDN, se sugiere realizar una correccion por PACs para una evaluacion precisa de la cantidad

de fibra presente en un alimento o materia prima.

Es recomendable que para futuras investigaciones extender este estudio a otras
matrices, con el fin de comprender la manera en puede variar la concentracion y composicion
de las PACs en los residuos de los diferentes tipos de fibra. Ademas, se sugiere que se realice

el mismo estudio evaluando mas tipos de fibra.
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En cuanto a la cuantificacion de las PACs en los residuos de fibra, se sugiere utilizar
métodos gravimétricos, para determinar si estos metodos permiten una medicion mas precisa

y cuantitativa de los remanentes de PACs en los residuos de las distintas fibras.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibracién para la cuantificacién de proantocianidinas extraibles

empleando el método de DMAC, utilizando el estandar ProA2 como patron

Tabla 20. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracién para

la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el método de DMAC, utilizando

el estandar ProA2 como patron

Concentracion de la R?
curva de calibracién

(mg/mL)

n Ecuacién de

regresion

m b

LDD

LDC

0,005-0,040 0,9998

3 28,7095 0,0029

0,0005

0,0015

1,4

Absorbancia (640 nm)
o o o e I
B (o] [o0] o N

o
N

0,0
0,00 0,01

0,02 0,03
Concentracion ProA2 (mg/mL)

0,04

0,05

Figura 24. Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el

método de DMAC, utilizando el patrén estandar ProA2
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Anexo 2: Curva de calibracién para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles

empleando el método de DMAC, utilizando t-PAC como patron

Tabla 21. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracion para

la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el método de DMAC, utilizando

t-PAC como patron

Concentracion de la R?
curva de calibracién

(mg/mL)

n Ecuacién de

regresion

LDD

m

b

LDC

0,030-0,150 0,9997

3 6,9100

-0,0066

0,0024

0,0078

1.2

1,0

o
™)

Absorbancia (640 nm)
(=] o
S »

0,2

0,0
0 0,02 0,04

0,06 0,08

0,1

Concentracion t-PAC (mg/mL)

0,12 0,14

0,16

Figura 25. Curva de calibracién para la cuantificacion de proantocianidinas extraibles empleando el
método de DMAC, utilizando el patrén estandar t-PAC
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Anexo 3: Curva de calibracion para la cuantificacion de proantocianidinas no

extraibles empleando el método de Butanol-HCI, utilizando t-PAC patron

Tabla 22. Rango de concentracion y parametros de linealidad de la curva de calibracién para

la cuantificacion de proantocianidinas no extraibles empleando el método de Butanol-HCI,

utilizando t-PAC como patron

Concentracion de la R?
curva de calibracién

(mg/mL)

Ecuacién de

regresion

LDD

m

b

LDC

0,007-0,036 0,9999

3 20,7926 0,0017

0,0003

0,0011

0,8

0,7

0,6

05

04

0,3

Absorbancia a 550 nm

0,2

01

0,0
0,00 0,01

0,02
Concentracion t-PAC (mg/mL)

0,03

0,04

Figura 26. Curva de calibracidn para la cuantificacion de proantocianidinas no extraibles

empleando el método de Butanol-HCI, utilizando el patron estandar t-PAC
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Anexo 4: Descripcion del método para la determinacion de la fibra dietética insoluble

y la fibra dietética soluble

Digestion de la muestra

=

Aislamiento de residuos FDI

—p

1 — Calentamiento a 95 °C

2 — Agregar buffer MES/TRIS

3 — Agregar u-Amilasa

4 —Digestion a 95 °C durante 35 min
5 — Enfriamiento a 60 °C

6 — Agregar proteasa

7 —Digestion a 60 °C durante 30 min
8 —Agregar HCI

9 — Agregar amiloglucosidasa

10 — Ajuste del pH a 4,0-4,7

11 — Digestion a 60 °C durante 30 min

12 —Filtracion al vacio
13 —Lavado a 70 °C con H,0
14 — Lavado con EtOH 78 %

16 — Lavado con acetona
17 — Secado del residuo FDI
18 — Pesaje residuo FDI

Aislamiento de residuos FDS

19 — Afladir EtOH 95 % al filtrado
20 — Precipitar durante 60 min

21 —Filtracion al vacio

22 —Lavado con EtOH 78 %

23 — Lavado con EtOH 95 %

24 — Lavado con acetona

25 — Secado del residuo FDS

26 — Pesaje residuo FDS

Figura 27. Metodologia para la determinacion de la fibra dietética insoluble y fibra dietética
soluble, mediante el método de la AOAC 991.43, utilizando el equipo automatizado ANKOMTPF

Dietary Fiber Analyzer®®

Anexo 5: Descripcion del método para la determinacion de la fibra cruda

Extraccion de grasa

=

Digestion de la muestra

=

1 — Remojo en éter de petrdleo

3 — Digestion con H,S0, 0,255 N
a 100 °C duante 45 min

4 — Lavado con H,0O

5 — Digestion con NaOH 0,3130 N
a 100 °C durante 45 min

6 — Lavado con H,0

Aislamiento de residuos FC

7 — Remojo en acetona
8 — Secado del residuo FC
9 — Pesaje residuo FC

Figura 28. Metodologia para la determinacion de la fibra cruda, mediante el método descrito por

ANKOM Technology®®
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Anexo 6: Descripcion del método para la determinacion de la fibra detergente acida

Extraccion de grasa

-

Digestion de la muestra =

I — Remojo en acetona

Aislamiento de residuos FDA

2 — Digestion con detergente acido
durante 60 min

3 — Lavado con H,0O

4 — Remojo en acetona
5 — Secado del residuo FDA
6 — Pesaje residuo FDA

Figura 29. Metodologia para la determinacion de la fibra detergente &cida, mediante el método

descrito por ANKOM Technology®

Anexo 7: Descripcion del método para la determinacion de la fibra detergente neutra

Extraccion de grasa

1 — Remojo en acetona

— Digestion de la muestra —

2 — Digestion con detergente
neutro, a-Amilasa y sulfito de
sodio durante 75 min

3 — Lavado con H,O

Aislamiento de residuos FDN

4 — Remojo en acetona
5 — Secado del residuo FDN
6 — Pesaje residuo FDN

Figura 30. Metodologia para la determinacion de la fibra detergente &cida, mediante el método

descrito por ANKOM Technology®°
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Anexo 8: Valores Spearman rho de la matriz de correlacion

Tabla 23. Valores Spearman rho de la matriz de correlacién entre la fibra dietética insoluble, fibra dietética soluble, fibra cruda, fibra
detergente acida, fibra detergente neutra, proantocianidinas extraibles del residuo de las fibras y proantocianidinas no extraibles de los

residuos de las fibras, en las muestras de tegumento de mani

FDI n-PACron FDS n-PACros) FC n-PACrc) FDA n-PACroa) FDN n-PACon)
FDI 1,0000
n-PACroy  0,0202 1,0000
FDS -0,2884  0,0793 1,0000
n-PACros)  0,0246 0,465 0,3817 1,0000
FC 0,778 -0,1012 -0,137 0,0628 1,0000
n-PACr  0,5183 04283  -0,2859 0,433 0,3376 1,0000
FDA 0,3911 0,4689 0,3323 0,6383 0,2563 0,6486 1,0000
n-PACgoa  -0,0447  0,4844 0,3292 0,695 -0,245 0,5498 0,792 1,0000
FDN 0,8426 02992  -0,2748  0,1719 0,655 0,737 0,5686 0,2026 1,0000
n-PACson  0,0242 0,5386 0,1793 05705  -0,2033  0,5679 0,7144 0,8248 0,3589 1,0000

112



