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RESUMEN

Annona diversifolia es un arbol nativo de México y Centroamérica, que produce frutos blancos,
rosas y rosas mexicano. Estos frutos son de temporada y de interés comercial en las regiones
donde se cultivan. En el presente trabajo se abord6 una caracterizacion fisica, involucrando
medicion de los parametros longitud, ancho, grosor, masa y volumen del fruto. Asi como
densidad, diametro geométrico promedio, es fericidad, porosidad, superficie, porcentaje de
mesocarpio, epicarpio y semillas; y color de la pulpa. La caracterizacién quimica consistio en la
determinacion del andlisis proximal, pH, acidez titulable, cuantificacién de Ca, Mg, Na, K, Fe,
Cu, Mn y Zn por absorcién atdmica, sacarosa, glucosa y fructosa mediante HPLC, vitamina C,
fenoles y flavonoides totales y actividad antirradical. Los resultados de la evaluacion de
propiedades fisicas mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el color en los parametros
CIE L*, a*, b*, angulo hue y cromaticidad. En el analisis proximal la variedad blanca tiene
diferenc ia significativa (p<0.05), en todos los parametros evaluados con excepcion de
humedad y cenizas. El macromineral encontrado en mayor concentracion fue el Ky el Gnico
micromineral detectado y cuantificado fue el Zn con valores entre 335-347 y 0.10-0.15 mg/100
g de pulpa, respectivamente. Se encontraron en la pulpa concentraciones, en masa fresca, de
vitamina C, fenoles y flavonoides totales de 1.5-2.4 mg/100 g, 129-170 mg EAG/100 g y 107-
142 mg EC/100 g, respectivamente. La mejor actividad antirradical la presento la variedad rosa

mexicano, ICsg de 1701 pg de pulpa/mL, por tener el mayor contenido de fenoles totales.
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INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La busqueda de nuevas fuentes de alimentos que adem as de proporcionar los
nutrientes necesarios para el organismo tengan propiedades funcionales, cada vez es mas
importante. Los frutos tienen propiedades funcionales debido a sus vitaminas y minerales.
Ademas algunos frutos contienen compuestos fendlicos y consecuentemente actividad
antirradical. Esta dltima propiedad es de las funci onalidades mas evaluadas en alimentos
debido a que se ha demostrado que esta relacionada con la disminucion de los riesgos en
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (Lule, S. U. et al., 2005).

Algunos frutos del género Annona han presentado actividad antirradical in vitro, por
ejemplo la Annona crassiflora originaria de Brasil (Roesler, R. et al., 2006). Los extractos

etandlicos de la pulpa, semillas y cascara de A. crassiflora mostraron una actividad antirradical
alta, frente al radical DPPH, con valores de ICsq de 148.82 ug/mL, 31.14 pg/mL y

48.82 ug/mL, respectivamente. Adicionalmente, en el 2007 estos mismos autores, identificaron

los flavonoides responsables de la actividad antirradical (Roesler, R. et al., 2007).

La Annona diversifolia, objeto del presente estudio, es originaria del sureste de México y
Centroamérica, se cultiva y se comercializa exclusivamente en los mercados regionales, por
ejemplo en los estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Tabasco, principalmente. Sin embargo
sus atributos sensoriales lo hacen apto para una posible comercializacion mas extensiva,

debido a que tiene mejores propiedades sensoriales que la chirimoya (Annona



cherimolia). Este ultimo fruto es ampliamente comercializado y consumido como fruto exoético
€s paises europeos y asiaticos.

Existen algunos reportes acerca de la composicidén quimica, asi como de algunas
caracteristicas fisicas del fruto de A. diversifolia. En El Salvador se realizé una comparacion
entre las especies mas comercializadas y cultivadas del género Annona (Cruz, E. et al., 2000).
Dentro de estas especies esta A. diversifolia, los autores obtuvieron el analisis bromatoldgico
del fruto, asi como las caracteristicas morfologicas de este.

Es importante sefialar que Cruz,et al. identificaron dos variedades del fruto, la variedad
blanca y rosa, sin embargo no aclaran si los resultados obtenidos del estudio corresponden a
una variedad u otra. Cabe mencionar que los consumidores de México conocen tres
variedades del fruto de A. diversifolia y los diferencian por el color de la pulpa principalmente,
Figura 1. Aunque también saben distinguir entre variedades por las diferentes tonalidades

verdosas de las hojas de los arboles.

(@) (b) (©

Figura 1. Frutos de A. diversifolia variedad (a) blanca, (b) rosa y (c) rosa mexicano

Debido a lo anterior resulté importante la caracterizacion fisica y quimica de las tres
variedades de A. diversifolia (blanca, rosa y rosa mexicano). Para realizar el presente estudio

se recolectaron muestras de las tres variedades de frutos en Luis Echeverria y Tuxtla



Gutiérrez, Chiapas. La adquisicion de los frutos se realiz6 en un solo periodo de cosecha,
septiembre del 2008, debido a que es un fruto de temporada que se da una vez al afio. Las

determinaciones se realizaron en los frutos maduros de A. diversifolia. Se midieron

directamente las propiedades fisicas masa (My) y volumen (V). En tanto que la obtencién del

diametro geomeétrico promedio (Dg), densidad del fruto (o), densidad aparente (o)

esfericidad (¢), area superficial ( S) y porosidad (€) se calcularon con las férmulas
correspondientes que relacionan longitud (L), ancho (W) y grosor del fruto (T) (Topuz, A. et al.,
2005). El color de la pulpa de cada fruto, se determind midiendo los parametros CIE L*, a*, b*,
cromaticidad y angulo hue por métodos espectrofo tométricos. Las determinaciones quimicas
de la pulpa fueron: humedad (método 925.09), cenizas (método 923.03), proteinas (método
954.01), grasa cruda (método 920.39), fibra cruda (método 962.09), carbohidratos totales,

empleando la metodologia descrita por la AOAC. Las mediciones de pH y acidez

titulable se realizaron por la metodologia establecida en la NMX-F-102-S-1978. La glucosa,

fructosa y sacarosa fueron determinadas por HPLC. Por otro lado los minerales Ca, Mg, Na, K,
Fe, Cu, Mn y Zn se midieron por absorcion atdmica. La cuantificacion de vitamina C se realiz
espectrofotométricamente. La cuantificaciénde fenoles totales se llevé a cabo con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. La actividad antirradical se midié in vitro frente a DPPH. Para las dos
determinaciones anteriores se utilizaron los extractos etandlicos de la pulpa y las mediciones se
hicieron por métodos espectrofotométricos. Se cuantificaron flavonoides totales en el extracto
metandlico de las pulpas por métodos espectrofotométricos. Se realizé un analisis comparativo
usando en andlisis estadist ico ANOVA y correlaciones lineales de Pearson de algunos
pardmetros quimicos de las varie dades blanca, rosa y rosa mexicano del fruto de A.

diversifolia.



1.2 HIPOTESIS

1. Las propiedades fisicas: masa (My), volumen (V), diametro geomeétrico promedio ( Dg),
densidad del fruto (o), densidad aparente (op) esfericidad (¢), area superficial ( S),
porosidad (&), y color de las tres variedades de A. diversifolia tienen diferencia

significativa a un nivel de significancia p<0.05.

2. Las propiedades quimicas andlisis proximal, pH, acidez titulable, glucosa, fructosa,
sacarosa, minerales, vitamina C, fenoles totales y flavonoides totales de las tres
variedades de A. diversifolia tienen diferencias significativas a un nivel de significancia
p<0.05.

3. Las propiedad funcional, actividad antirradical, de las tres variedades de A. diversifolia

tienen diferencia significativa a un nivel de significancia p<0.05.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Realizar un analisis descriptivo y comparativo de | as propiedades fisicas y quimicas de

las variedades blanca, rosa y rosa mexicano del fruto maduro de Annona diversifolia.
1.3.2 Objetivos especificos
1. Medir las propiedades fisicas en el fruto: masa (Ms), volumen (V), didmetro geométrico

promedio (Dg), densidad del fruto (o), densidad aparente (o), esfericidad (¢), area

superficial ( S), porosidad (), y color de las variedades blanca, rosa y rosa mexicano.

2. Realizar el andlisis proximal en la pulpa de las va riedades blanca, rosa y rosa

mexicano.



3. Cuantificar pH, acidez titulable, glucosa, fructosa, sacarosa, Ca, Mg, Na, K, Fe, Cu, Mn

y Zn, vitamina C en la pulpa de las tres variedades del fruto de Annona diversifolia.

4. Cuantificar fenoles totales, flavonoides totales y actividad antirradical en los extractos
organicos de la pulpa de los frutos de Annona diversifolia.

5. Determinar si existen diferencias estadisticamente significativas y correlaciones
lineales en los parametros medidos entre las varied ades blanca, rosa y rosa

mexicano del fruto maduro de Annona diversifolia.



ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En el presente capitulo se habla sobre las generalidades de A. diversifolia, asi como de
las determinaciones llevadas a cabo para la caracterizacion fisica y quimica de sus frutos. Se
da un panorama sobre la importancia del andlisis fi sico en frutos, el cual involucra la
determinacion de diametro geometrico promedio (Dg), densidad del fruto (or), densidad
aparente (o), esfericidad (¢), area superficial ( S), porosidad (&) y color principalmente.
También se habla de la importancia del analisis qui mico el cual aborda un andlisis proximal
para la determinacién de humedad, cenizas, proteinas, grasa cruda, fibra cruda, carbohidratos
totales asi como la cuantificacion de algunos minerales, carbohidratos como fructosa, glucosa y
sacarosa, vitamina C, fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante. Asi mismo se
mencionan técnicas utilizadas para la determinacién de cada propiedad quimica realizada en
este trabajo y se describe la importancia de estas determinaciones en la funcionalidad de un

alimento.

2.1 GENERALIDADES DE A. diversifolia

Annona diversifolia es un frutal nativo de México y Centroamérica, pertenece a la familia
de las anonaceas, se le encuentra en forma silvestre o constituyendo cercas vivas en las
viviendas y ocasionalmente en pequefios huertos, por tanto, es considerada como planta de
recoleccion. El arbol de A. diversifolia, Figura 2, se adapta a condiciones climéaticas himedas y
generalmente calurosas, la época del afio en que se cosecha el fruto es entre los meses de
julio a septiembre. Crece desde los 100 a 800 msnm en suelos franco arenosos y arcillosos,

gue permiten un buen desarrollo vegetativo y productivo del cultivo. El fruto se



comercializa en madurez plena, cuando se agrieta por la base del pedinculo; se le considera

un fruto fino y agradable al paladar (Cruz, E., 2003).

Figura 2. Arbol de Annona diversifolia

En México se encuentran principalmente en el sureste, y los frutos tienen un valor
comercial importante por la preferencia en el mercado local, se les conoce como papauce o
ilama. Las variedades del fruto mas abundantes son la blanca y la rosa, cominmente se
encuentra menos la anona rosa mexicano. Esta denominacion es de acuerdo al color de la
pulpa.

En general los frutos de A. diversifolia, son ovoides elipsoidales, con la base hundida y
los carpelos sobresalientes. Se clasifican como frutos carnosos compuestos por mdltiples
bayas fusionadas asociadas a bracteas y axis floral , similar al de la guanabana ( Annona

muricata) (Salunkhe, D. K. et al. 2000). Los frutos de A. diversifolia a pesar de poseer



buenas caracteristicas sensoriales, se conoce poca informacion de su composicion quimica y

caracteristicas fisicas de cada una de las variedades.

2.2 ANALISIS FiSICO

La venta de frutos frescos es la forma de comercializacién mas importante de éstos, por
lo que preservar su calidad es de gran importancia. Las caracteristicas fisicas son las més
importantes a la hora de elegir un producto par a consumirlo o comprarlo, ya que por medio de
estas podemos evaluar su calidad, como por ejemplo, la apariencia, el tamafio, forma y color
son unos de los principales indicadores. Por lo que resulta importante el maximo cuidado de los
frutos durante y posterior a su cosecha.

Los frutos de A. diversifolia son muy delicados para su tratamiento posterior a la
cosecha, ya que para que el fruto pueda cosecharse este debe estar abierto, es decir una
pequefa parte de la pulpa del fruto debe ser expuesta, Figura 1. Ademas otras caracteristicas
gue hay que considerar es que tienen una masa individual considerablemente grande (1 kg
aproximadamente), por lo que su caracterizacion fisica es de gran importancia, ya que
permitird tener algunos parametros que ayude n, en estudios posteriores a la generacion de un

empague. Cabe recordar que un empaque es practicamente Unico para un producto.

Los parametros como diametro geométrico promedio ( Dg) y esfericidad (¢), podrian ser
Utiles para complementar, en un proyecto posterior, informacién para un disefio de empaques al
fruto fresco. Lo que permitiria una mejor conservacion fisica y un transporte adecuado para
estos frutos. Ademas estos pardmetros podrian ayudar para el disefio de maquinaria o
utensilios que permita una mejor cosecha, evitando que estos sufran dafios en el exterior, 0

puedan quedar golpeados o rasgados al cortarlos del arbol.



Para frutos como los de A. diversifolia, el volumen (V) y densidad de la fruta (o), tienen
un papel importante en numerosos procesos tecnologicos y en la evaluacion de la calidad del
producto (Vursavu , K. et al., 2006). Asimismo el peso puede ser usado para determinar el
mejor tiempo de cosecha.

La determinacion del area superficial ( S) podra ayudar para el disefio de peliculas o
recubrimientos que permitan la proteccion de la delicada superficie del fruto, ademas para que
una vez cosechada, se tenga una proteccion contra el deterioro del interior de este, pues como
se menciond antes, este fruto madura cuando una cierta parte de la pulpa es expuesta al
ambiente (Ertekin, C. et al., 2006; Vursavu , K. et al., 2006).

En la literatura, existen algunos reportes sobre ciertas caracteristicas fisicas del fruto de
A. diversifolia. Por citar un ejemplo, Cruz, E. et al. (2000) hicieron una recopilacion y
comparacion de anonas de El Salvador, entre las que se encuentra el fruto de A. diversifolia.
En la Tabla 1 se describen las caracteristicas morfoldgicas de cinco especies de anonas.

Se observa que el analisis de la morfologia del fru to no es especifico sobre la variedad a
la que se realizé el estudio, ademas que los frutos de A. diversifolia son los segundos mas
grandes entre las variedades estudiadas, algunas de estas caracteristicas también se midieron

en este trabajo como: la masa, el nimero d e semillas y el color.

En este trabajo se realizaron las determinaciones de masa (Ms), volumen (V), didmetro

geométrico promedio (Dg), densidad del fruto (o), densidad aparente (pp), esfericidad (¢),

area superficial ( S), porosidad (&), porcentaje (%) de cascara, pulpa y huesos, asi ¢ omo la
cuantificacion del color de cada una de las variedades. A continuacion se describiran los
conceptos y métodos de medicion de color debido a al relevancia que tiene para el presente

trabajo.



Tabla 1. Algunas caracteristicas morfologicas de cinco especies de Annona (Cruz, E. et al., 2000).

Masa Namero Forma Textura Color Textura Forma de
Especie (9) de del fruto ulpa ulpa cascara carpelos msnm
9 semillas pulp pulp P

Annona 322 64,6 qu@e- Blanda, dulce Blanca  Aspera M.uy 200-700
squamosa esférico prominente

Amnona s 524 Ovoide MW ARNOSA ple Lisa No 1000-1800
cherimola blanda, dulce prominente

. Arenosa, .
Annpna 1,319 175,0 Qvo@e- blanda, acida  Blanca L|§ay ’\.IO 200-700
muricata elipsoidal equinada prominente
o0 dulce

Annona - poe ggo  OVOIde  ginda,dulce Blanca  Lisa No 30-700
reticulata esférico prominente
Amnona - oag ggg OO o dadulce D12 Agpera  Prominentey a5 e09
diversifolia elipsoidal 0 rosa no prominente

msnm, Metros sobre el nivel del mar.

2.2.1 Color. El color en los alimentos, ya sean procesados o naturales, es uno de los
principales atributos sensoriales. El color, ademas del sabor y textura, juega un papel muy
importante en la aceptaciéon de un producto por el consumidor, ya que este es un indicador de
calidad. Por otro lado, en el caso de alimentos un cambio en el color, es uno de los principales
indicativos de que cambios quimicos han ocurrido, o estan ocurriendo en este.

El color es el resultado de la energia radiante en términos de correlaciéon visual, y esta
basado en las propiedades del ojo humano. Un color puede ser descrito subjetivamente por la
experiencia del observador u objetivamente, de acuerdo a su longitud de onda, parametros L*,
a* y b*, cromaticidad entre otros.

Cuando un rayo de luz blanca incide sobre un objeto ocurren varios fenémenos
simultdneamente: Existe una reflexién en la superficie, ocurre una refraccion dentro del objeto,
parte de la luz se transmite a través del objeto, parte de la luz se difunde y otra parte se

absorbe.
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En los alimentos el factor mas importante que influ ye en la reflexion de la luz es la
difusién debido a las caracteristicas fisicas de la superficie. De forma general la reflexion
especular ocurre en un angulo de 90° con respecto a la luz incidente y es la responsable
principal del brillo del material, mientras la reflexién difusa ocurre a un angulo de 45° y es la
responsable principal del color.

Debido a que el color es uno de los atributos que ayudan a diferenciar a los alimentos,
resulta importante la cuantificacion del color en los frutos de A. diversifolia. Ademas de que no
existen reportes en donde se cuantifique el color de las variedades de estos frutos. De tal
forma, que en este trabajo se realizé la medicidon espectrofotométrica del color en la pulpa de

las tres variedades lo cual servira para establecer una diferenciacién cuantitativa de estos.

2.2.2 Medicién del color. Para la medicién cuantitativa del color se han disefiado
diversos sistemas. Entre los que se encuentran el sistema Hunter, Munsell y CIE.

El sistema Hunter transforma la reflexiéon o espectro de transmision de un objeto en un
espacio tridimensional de color. Este sistema esta basado en el principio de tricromaticidad
pero, en lugar de utilizar los tres colores primarios rojo, verde y azul, usa sus imaginarios
primarios positivos X, Y y Z (MacDougall, B. D., 2002).

En el sistema Munsell todos los colores son descritos por tres atributos los cuales son
matiz, valor y saturacion. Este puede ser concebido en un sistema tridimensional. La escala de
matiz esta basada en 10 hues los cuales son dist ribuidos en una circunferencia del circulo
hue, Figura 3. La saturacién es una medida de la diferencia de un color desde un gris hasta la

misma brillantez (deMan, J. M., 1999).
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Figur a 3. Circulo de matices o hues del sistema Muns ell

El sistema CIE esta basado en el principio de la sensibilida d del color por el ojo humano.
Este acepta que el ojo contiene tres receptores sensibles a la luz, los receptores del rojo, verde
y azul. En est e, las escalas de color estan basadas en lo s colores o puestos o teoria de la
vision del co lor. Esta teoria, asume que hay una sefi al intermedia entre los receptores de la
luz en la retina y el nervio Optico, el cual trasmite las sefiales de color al cerebro. El sistema
define tres constantes o estimulos para la cuantificacién del color, L*, a* y b*. En donde L*
representa la brillantez y va de 0 (oscuros) a 100 (claros), a* los colores desde el rojo (+a)
hasta el verde (-a) y b* los colores desde el amarillo (+b) hasta el azul (-b) (deMan, J. M.,
1999). Con estos tres parametros L, a y b, podemos obtener los valores de cromaticidad (C*) y
tono o matiz (h). La cromaticidad es el grado de diferencia existente entre un color y un gris de
su misma luminosidad y claridad, que corresponde con la saturacion del color percibido.
Mientras que el tono o matiz (h) esta dado en grados por lo que cada grado nos dice el angulo
del tono, teniendo cada grado un color diferente.

Debido a que el sist ema CIE es el mas empleado para la cuantificacion de color en el
area de los alimentos, en este trabajo se us6 para la medicion delL*, a* y b* en la pulpa de las

tres variedades de los frutos de A. diversifolia.
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2.3 ANALISIS QUIMICO

El estudio de la composicion quimica de un alimento es el punto de partida para el
entendimiento de los procesos metabdlicos llevados a cabo en este. De la misma manera
ayuda al conocimiento del aporte energético que el alimento puede dar a la dieta diaria, y en un
futuro nos indica los tipos de procesos a los que el alimento en estudio puede ser sometido sin
sufrir alteraciones graves en su composicion y caracteristicas sensoriales. Por otra parte, el
conocimiento de cierta composicién quimica, nos da un panorama de la funcionalidad biolégica
gue el alimento, puede dar al organismo. Por lo que a continuacién se da una descripciéon de
las determinaciones que se llevaron a cabo para la caracterizacion quimica de la pulpa de las

tres variedades, blanca, rosa y rosa mexicano, de los frutos de A. diversifolia.

2.3.1 Andlisis proximal. A este andlisis se le denomina proximal porque no determina
sustancias quimicamente definibles sino asociaciones quimicas que responden a
determinadas reacciones analiticas y que por lo tanto nos da un indice nutritivo de los
alimentos. Dentro de estas asociaciones encontramos:

Humedad: La cuantificacion de humedad indica la cantidad de agua presente en un
alimento. Para su determinacion existen los métodos quimicos, instrumentales, por destilacién
y por secado. La cuantificacion de humedad por secado se basa en determinar la diferencia en
peso de la muestra hUmeda menos el pe so de la muestra seca, obteniéndose la cantidad de
agua total en el alimento. Este Ulti mo método fue empleado para el presente trabajo, ya que se
encuentra certificado por la AOAC (método 925.09, 1997).

Cenizas: Las cenizas son los residuos inorganicos d e los alimentos que permanecen en
la muestra posterior a la ignicién u oxidacion completa de la materia organica. Estas contienen

a los macro y microelementos necesarios para el buen funcionamiento del
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organismo. Para la cuantificacion de cenizas existen los métodos de cenizas por secado en
plasma a baja temperatura, cenizas en himedo (oxida cién) para muestras con alto contenido
de grasas y cenizas en seco. En este trabajo se realiz6 la cuantificacién de cenizas en seco, en
donde la muestra seca se carboniza y posteriormente se incinera a 600 °C, es un método
certificado por la AOAC (método 923.03, 1997).

Proteinas: Las proteinas son moléculas formadas por unidades de aminoacidos, al igual
gue los carbohidratos proporcionan 4 kcal/g, y son esenciales para la formacién de musculos y
tiene accion en la formacion de enzimas y anticuerpos. Los métodos para la determinacion del
contenido de proteinas de un alimento son: el Método de Biuret que se basa en la reaccién
guimica del enlace peptidico y posterior medida fotométrica. Método de Lowry, que se basa en
la reaccion quimica de determinados aminoacidos de la proteina y posterior medida
fotométrica. Medida de la absorcidn ultravioleta a una determinada longitud de onda. Medida de
la turbidez por floculacién de la proteina disuelta mediante un precipitante de proteinas; vy el
método Kjeldahl que determina el contenido de nitrégeno (Badui, S. D., 1993). Este ultimo
método es el mas utilizado y confiable para la cuantificacion de nitrdgeno organico, esta
aprobado por organizaci ones internacionales. En esta técnica se digieren las proteinas, y otros
componentes organic os de los alimentos, en una mezcla con acido sulfdrico en presencia de
catalizadores como sales de cobre, mercurio o selenio. El nitrdgeno organico total se convierte
en sulfato de amonio. La mezcla digerida se neutraliza con una base, se recolecta con agua
para formar hidréxido de amonio y se titula con HCI estandarizado, lo cual se convierte en el
nitrégeno de la muestra. Las reacciones llevadas a cabo en este método se muestran a

continuacion:
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+ - + + + S0
Digestion: Proteina (s) HzSO4 © + Catalizador (s COs (g H20(y)  (NH4)2S04 (ao) 2
Liberacion . .
+ Z2NaOH o + Na SO + HO

de amoniaco: (NH4)2S0g4 () (ac) NH3 @ 2 4 (a0 2 @
Arrastre

NH + HO > NHOH
con vapor: 3 (9 2 (9 4 (ac)

NHOH +HCl — = NHCl + HO
Titulacion: 4 (ac) (a0) 4 (@ 2 0

El resultado del andlisis representa el contenido d e proteina cruda del alimento ya que el
nitrégeno también proviene de componentes no proteicos. Este método es el que se empled en

el presente trabajo, y es el método certificado por la AOAC (Método 954.01, 1997).

Grasa cruda: Los lipidos, al igual que los carbohidratos, son la fuente principal de energia
en la dieta, 9 kcal/g, y suministran los ac idos grasos esenciales para el crecimiento y
desarrollo, asi como la promocion de la absorcién de las vitaminas liposolubles. Para la
determinacién cuantitativa de lipidos existen los métodos volumétricos, de extraccion por
solubilizacion y de extraccién directa con disolventes. Dentro de estos Ultimos se encuentra la
extraccion Soxhlet en donde el contenido en lipidos libres, que consisten fundamentalmente de
grasas neutras (triacilgliceroles) y de acidos grasos libres, se puede determinar en los alimentos
por extraccion del material seco y reducido a polvo con éter de petréleo o con éter dietilico en
un aparato de extraccion continua. EI método de extraccion por Soxhlet, es un proceso de
extraccion eficiente que se usa cominmente para compuestos semivolatiles. Este método
genera un volumen de ext racto el cual se concentra para cuantificar la porcion lipidica. Este
método se utilizd en este trabajo por su eficiencia, ademas de ser un método ampliamente
utilizado y certificado por la AOAC (Método 920.39, 1997).

Fibra cruda: La fibra cruda es el remanente de la digestion acido-alcalina de una muestra
desgrasada. La fibra cruda es importante para el buen funcionamiento del intestino. Para su

cuantificacion existen diferentes métodos entre los que se encuentran los
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gravimétricos, quimicos y enziméaticos. Para este tr abajo la cuantificacion de fibra cruda se
llevé a cabo por un método quimico, en donde la muestra desgrasada se sometié a una
digestién acido-alcalina, cuantificando el remanente que es la fibra cruda. Este ultimo método
es el certificado por la AOAC (Método 962.09, 1997).

Carbohidratos totales: Los carbohidratos son la principal fuente de energia para el
organismo, ya que proporcionan poco mas del 55% req uerido. Dada la importancia de estos
compuestos se han desarrollado varios métodos para su cuantificacion entre los que se
encuentran: la refractometria, polarimetria, reduccion de cobre, cromatografia de intercambio
i6nico, HPLC, espectrofotometria con reacciones enzimaticas y colorimétricas. En los analisis
proximales para cuantificar carbohidratos la técnica utilizada es la cuantificacion por diferencia
como extracto libre de nitrégeno.

En la literatura a pesar de que existe informacion del analisis proximal de la pulpa del
fruto de A. diversifolia, Tabla 2, los autores no especifican la variedad estudiada (Cruz, E. et

al., 2000; Duke, A. T. et. al., 1993).

Tabla 2. Andlisis proximal de la pulpa de Annona diversifolia
reportada por otros autores.

Analisis Cruz, E. et al., Duke, A. T. et al.,

(base himeda) 2000 1993

Humedad (%) 79.60 71.15
Carbohidratos totales (%) 16.85 24.1
Proteinas (%) 1.31 2.8
Grasa (%) 0.01 0.2
Ceniza (%) 1.26 14
Fibra cruda (%) 097" 1.3
Fosforo (ppm) 300 520
Calcio (ppm) ND' 320

Fierro (ppm) ND* 7

ND, no determinado.
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A la fecha, no hay reportes en la literatura que muestre un analisis comparativo de las
caracteristicas fisicas y quimicas de las variedades del fruto de A. diversifolia. Con la finalidad
de describir las tres variedades del fruto de A. diversifolia y realizar un estudio comparativo
entre estas variedades se realizd el analisis proximal de las variedades blanca, rosa y rosa

mexicano.

2.3.2 Carbohidratos. Los carbohidratos estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Estos son aislados de plantas y animales como moléculas discretas de bajo peso
molecular o como polimeros (polisacaridos), el peso molecular de estos es mayor a un millén
de unidades de masa atébmica en algunos casos.

El analisis de carbohidratos es de mucha importanci a debido a que tiene dos funciones
principales:

1. Determinar el aporte nutricio de los alimentos.
2. ldentificar y cuantificar el contenido de carbohidratos especificos.

El conocimiento de la cantidad y calidad de los azu cares es esencial debido a que estos
compuestos son los principales constituyentes de frutas, vegetales, miel y otras matrices
diferentes, y estan involucrados en mucha s caracteristicas importantes, como el sabor,
madurez, autenticidad, condiciones de almacenamiento entre otros (Martinez, C. M. et al.,,
2004). Debido a que los carbohidratos son los principales constituyentes de las frutas y a que
no existen reportes que cuantifiquen la cantidad de sacarosa, glucosa y fructosa en la pulpa
del fruto de A. diversifolia, resulté interesante cuantificar y comparar los azlcares en la pulpa, y

de esta manera saber que monosacarido es e | que aporta el mayor poder edulcorante.
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2.3.3 Cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa. Existen diversos métodos
para el andlisis de carbohidratos, entre lo s que se encuentran los métodos quimicos, fisicos y
cromatogréficos.

Dentro de los métodos cromatograficos mas aplicados para la cuantificacion de
carbohidratos en alimentos estan: la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC).

La GC se basa en la volatilizacién de la muestra y posterior separaciéon en una columna
cromatogréfica. Esta técnica se aplica a especies g ue posean una apreciable volatilidad y
estabilidad térmica a temperaturas de hasta 100°C. De otra manera se requiere de la aplicacién
de técnicas que permitan la volatilizacion de los componentes de la muestra de interés, un
ejemplo de esto es la derivatizacion, que en el caso de carbohidratos seria mediante la
formacion de ésteres o éteres para disminuir el punto de fusién de los analitos y por lo tanto
favorecer la volatilizacion.

La HPLC, es la técnica mas utilizada, ya que se ada pta a cualquier determinacion
cuantitativa exacta, es idénea para la separacién de especies no volatiles y se aplica a
sustancias que son de gran interés para la industria (Skoog, D. A. et al., 2001). Por lo anterior

se utilizo en este trabajo para la cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa.

2.3.4 Minerales. Los minerales son indispensables para el buen funcionamiento del
organismo humano, y al igual que las vitaminas su deficiencia puede provocar graves
problemas a la salud. Dentro de los principales minerales estan: calcio, magnesio, sodio,
potasio, hierro, cobre, manganeso, cobalto, cinc y molibdeno. Muchos de ellos actian como
cofactores de enzimas, para controlar la presién osmoética de fluidos celulares y el pH, o como

parte constitutiva de algunas macromoléculas (Badui, S. D., 1993).
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Los minerales abundan en todos los frutos Tabla 3; sin embargo, el contenido de las
sales depende en gran medida del tipo de suelo y del agua utilizada en el cultivo de los frutos.
Es decir, las plantas sélo contendran aquellos elementos quimicos que se les proporcione
como parte de su nutricién, por el suelo o por irrigacion.

En la Tabla 3 se muestra el contenido de algunos minerales en otras especies de anonas
y en una variedad de A. diversifolia, sin embargo no existe un reporte que nos diga la
diferencia entre los minerales de las tres variedades, ademas en dicho estudio solo se
cuantificaron tres minerales. Por lo que uno de los objetivos de este trabajo fue cuantificar Ca,

Mg, Na, K, Fe, Cu, Mny Zn en la pulpa de las tres variedades del fruto de A. diversifolia.

Tabla 3. Macro y microelementos en algunos frutos, mg/100 g de pulpa fresca (*Letarme, P. et al.,
2006. **Duke, T. A. et al., 1993).

Fruto Macroelementos Microelementos
Nombre cientifico Nombre comun Ca Mg Na K Fe Cu Mn  Zn
Carica papaya L.* Papaya 16 10 7 85 0.37 0.01 0.03 0.09
Passiflora edulis Sims* Fruta de la pasion 53 16 16 764 0.66 005 016 0.43
Morinda citrifolia L.* Noni 43 17 13 374 0.57 0.11 0.28 0.21
Musa acuminata Colla* Platano 19 42 9 470 262 0.09 032 0.25
Annona cherimola Miller* Chirimoya 37 21 3 414 056 0.11 0.15 0.20
Annona squamosa L.* Anona 68 60 19 551 1.30 025 0.15 0.50
Annona muricata L.* Guanabana 38 25 20 523 0.38 0.10 0.07 0.11
Annona diversifolia Saff.** Papauce 32 ND ND ND 0.70 ND ND ND

ND, no determinado.

2.3.5 Cuantificacion de minerales. Para la cuantificacion de minerales en alimentos
se han desarrollado métodos espectrofotométricos principalmente, los cuales difieren en la
forma de atomizacion de la muestra. Dentro de estos métodos se encuentran: La absorcion
atbmica con atomizacion electrotérmica, métodos con generacion de hidruros y la absorcion

atémica con llama.
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La espectroscopia de absorcion atémica (AAS) consiste en la medicién de las especies
atomicas por su absorcion a una longitud de onda particular. La AAS se basa en el principio
gue los atomos libres en estado fundamental pueden absorber la luz a una cierta longitud de
onda. La absorcion es especifica, por lo que cada elemento absorbe a longitudes de onda
Unicas. La especie atémica se logra por atomizacion de la muestra, siendo los distintos
procedimientos utilizados para llegar al estado fundamental del atomo lo que diferencia las
técnicas y accesorios utilizados. La AAS es una técnica analitica aplicable al andlisis de trazas
de elementos metdlicos en minerales, muestra s bioldgicas, metallrgicas, farmacéuticas,

aguas, alimentos y de medio ambiente (Hardison, A. et al., 2004; Pandolfi, G., 2008).

La técnica de atomizacién generalmente usada es lade AA con llama, en la que en un
atomizador de llama la disoluciéon de la muestra es nebulizada mediante un flujo de gas
oxidante, mezclado con el gas combustible (aire acetileno u oOxido nitroso-acetileno) y se
transporta a una llama donde se produce la atomizacion. La cuantificacion de los minerales Ca,

Mg, Na, K, Fe, Cu, Mn y Zn en este proyecto se realiz6 por absorcion atdmica con llama.

2.3.6 Vitamina C. Las vitaminas son los componentes minoritarios de los
alimentos pero juegan roles importantes en la nutricibn humana. Dentro de las vitaminas mas
importantes se encuentra la vitamina C, acido L-asc 6rbico, que la proporcionan las frutas y los
vegetales. El acido L-ascdrbico es un compuesto altamente polar, soluble en agua, e insoluble
en disolventes no-polares. Es una lactona caracterizada por un grupo enendiol el cual le hace
ser un compuesto fuertemente reductor, Figura 4.

Se oxida reversiblemente a la forma acido L-dehidro ascérbico, quien también muestra
actividad biol6gica, Figura 4 (Hernandez, Y. et al., 2006). Se considera como el agente reductor

mas reactivo que puede existir en forma na tural en el tejido viviente, y también
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como nutriente esencial para el ser humano, porque este no puede sintetizarlo por si solo y es
necesario obtenerlo a partir de frutas y verduras consideradas como la fuente principal de esta

vitamina (Hernandez, Y. et al., 2006).

HO o HO
= 0 2e +2H : (0]
HO \/\S—fo ¥ Ho\/\q ©
— 7N\
HO OH o) e}
Acido L-ascérbico Acido L-dehidroascérbico

Figura 4. Oxidacion del acido L-ascorbico

El acido ascérbico se distribuye en células de plantas donde juega muchos roles
cruciales en crecimiento y metabolismo. Como un antioxidante potente, el &cido ascérbico
tiene la capacidad de eliminar especies reactivas de oxigeno, mantiene el enlace membrana-a
tocoferol en estado reducido, actiia como cofactor manteniendo la actividad de un nimero de
enzimas (Hernandez, Y. et al., 2006).

Por otra parte la vitamina C es la menos estable de todas las vitaminas y es facilmente
destruible durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos. El grado de
destruccion se incrementa por la accion de metales especialmente el cobre, hierro y por accion
de algunas enzimas. La exposicion al oxigeno, el calentamiento prolongado en presencia de
oxigeno y la exposicién a la luz son perjudiciales para el contenido de vitamina C en los
alimentos.

Se tiene reporte del contenido de vitamina C en la pulpa del fruto de A. diversifolia, 14
mg/100 g de pulpa (Duke, A. T. et al., 1993), sin embargo no hay informacién de que variedad

fue estudiada. Por lo anterior, uno de los objetivos de este trabajo fue la

21



cuantificacion de la vitami naC en la pulpa de las tres variedades del fruto y una comparacion

posterior entre estas.

2.3.7 Cuantifica cion de vitamina C . Para la cuantificacié n de vitamina C se han

reportado métodos diver sos tales como titulacién, fluorimetria, cromatografia, métodos
electroquimicos y espectrofotométricos (Torregrosa, F. D., 2006).

Los métodos espect rofotométrcos se basan en medir la cantidad de luz absorbida por las
sustancias. Estos méto dos se diferencian entre los que usan un ind icador redox y los que
incluyen la formacion de un cromoforo por derivatizacién. En este trabajo la cuantificacién de
vitamina C se realiz6 p or un método espectrofotométrico, empleando la sal DCPI. La
reaccion se muestra en a Figura 5. La sal DCPI se reduce por el &acido ascorbico, y
conforme el DCPI es reducido, la coloracién azul caracteristica del D CPI disminuye, esto se

cuantifica a 520 nm.

HO
- ¢}
RS
HO OH
+
DCPI Vitamina C
Amax =520 nm HO
2 o}
HH
7 N
O O

Acido L-dehidroascorbico
Figura 5. Re accién de DCPI con la vitamina C para su cuant ficacion

22



2.3.8 Fenoles totales. Los compuestos fendlicos son un grupo de compuestos
organicos con uno o mas grupos hidroxilos en el ani llo o anillos aromaticos. Pueden ser fenoles
simples hasta aquellos complejos conocidos como polifenoles. Los fenoles simples son el
resultado de la descarboxilacién de &cidos f endlicos, degradacion térmica de lignina o de la
actividad antimicrobiana. Solo algunos fenoles son considerados con importancia en
alimentos, como el acido cafeico, ferdlico, galico y sus derivados, y los flavonoides y sus
derivados. Los flavonoides son pigmentos importantes en una gran variedad de frutos y
vegetales. Estos compuestos pueden ser clasificados como solubles en agua o solubles en
lipidos, dependiendo en como ellos actlen primerame nte en una fase acuosa o en una region
lipofilica en membranas celulares. Los compuestos fendlicos pueden contribuir con el aroma y
sabor, proporcionando amargura y acidez a algunos frutos, asi como el color de numerosos
productos alimenticios de origen vegetal o animal. Asimismo estos compuestos presentan
actividad biolégica como antimicrobianos, antivirales, antiinflamatorios, antitumorales,
anticancerigenos y antioxidantes principalmente (Lule, S. U. et al., 2005). Algunos fenoles

encontrados en frutos del mismo género de A. diversifolia se muestran en la Figura 6.

HO

OH
Acido cafeico Quercetina Catequina

Figura 6. Fenoles encontrados en A. crassiflora o araticum (Roesler, R. et al., 2007)
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Existen estudios publicados sobre el contenido de fenoles totales de algunas especies de
anonas. Tal es el caso de araticum (Annonna crassiflora), en la cual se estudié el contenido de
fenoles totales en la cascara, la pulp a y las semillas del fruto. Los autores encontraron que la
mayor cantidad se encontraba en los extractos etandlicos de las semillas seguida de la cascara
y finalmente la pulpa, Tabla 4. También se han cuantificado los fenoles totales de chirimoya
(Annona cherimolia) en los extractos organicos polares (acetona-agua, metanol-agua) de la

pulpa de esta especie de anona, Tabla 4.

Tabla 4. Fenoles totales expresado como equivalentes de ac ido
galico (EAG) de los extractos organicos del fruto m aduro araticum
(*Roesler, R. et al., 2007) y chirimoya (**Vasco, C. et al., 2008).

Fenoles totales Fenoles totales

Especie de anona (mg EAG/100 g)a1 (mg EAG/100 g)b
Annona crassiflora pulpa* 652.64 2030 + 352
Annona crassiflora cascara* 3821.13 9072 + 499
Annona crassiflora semilla* 9456.40 13699 + 756
Annona cherimolia Mill pulpa** 323+ 83 ND

d o
Expresado como masa fresca. = Expresado como masa seca.
ND, no determinado.

Como se observa en la Tabla 4, especies de anona presentan concentraciones
importantes de fenoles totales, y dado que estos compuestos son un parametro relevante para
evaluar la funcionalidad de un alimento. En este trabajo se hizo la cuantificacién de fenoles
totales en los extractos etanodlicos de la pulpa de los frutos y se realiz6 una comparacion de

esta concentracion entre las variedades.

2.3.9 Cuantificacién de fenoles totales. La cuantificacion e identificacion de los

componentes fendlicos en la dieta ha despertado un gran interés por su importancia
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funcional. Ademas, la gran diversidad de compuestos fendlicos dispersos en los tejidos
vegetales, asi como sus diferentes estructuras quimicas, han generado la necesidad de
desarrollar un gran numero de técnicas analiticas para su cuantificacion e identificacion
(Martinez-Valverde, I. et al., 2000). Dentro de las técnicas analiticas para la cuantificacion e
identificacion de compuestos fenodlicos se encuentran las técnicas cromatograficas y métodos
espectrofotométricos (Martinez-Valverde, |. et al., 2000). A continuaciéon se detallan los
meétodos espectrofotométricos.

En los métodos espectrofotométricos se encuentran los ensayos ultravioleta, en donde
cada grupo de compuestos fendlicos se caracteriza por tener una o varias absorbancias
maximas a distintas longitudes de onda dentro del e spectro ultravioleta. Asi, los fenoles
simples tienen una absorbancia maxima entre 220 y 2 80 nm, mientras que los compuestos
fendlicos tales como acido clorogénico, flavonoides, glicdsidos derivados de flavonoides entre
otros presentan una variacion amplia (200 a 450 nm) en la longitud de onda a la cual presentan
una absorbancia maxima. Una de las técnic as mas empleadas dentro de este grupo es la
determinacion del acido clorogénico, el cual se cuantifica después de su extraccion con etanol
y su posterior lectura de la absorbancia maxima a una longitud de onda de 325-328 nm
(Martinez-Valverde, 1. et al., 2000). Otra técnica usada comunmente para determinar fenoles en
alimentos es el ensayo de la vainillina para la determinacion de compuestos flavan-3-ol,
dihidrochalconas y proantocianidinas (Martinez-Valverde, I. et al., 2000). Por otro lado esta el
ensayo de Folin-Ciocal teu para cuantificacion de fenoles totales, esta técnica es la mas
utilizada para determinar de manera cuantitativa a los fenoles. Esta prueba consiste en mezclar
tungstato y molibdato en un medio basico. Los fenoles son facilmente oxidables en medio
basico quienes reacci onan con el molibdato formando o6xido de molibdeno MoO, este
compuesto puede ser identificado y cuantificado por espectroscopia de UV/vis debido a que
absorbe a una longitud de 750 nm. El contenido de fenoles totales generalmente, se expresa
en equivalentes de acido g alico, Figura 7.
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OoH

HO OH
OH

Figura 7. Estructura del acido gélico

Debido a que el método de Folin-Ciocalteau cuantifica el contenido total de fenoles y a
gue este es el mas utilizado, se eligioé para la realizacién de este trabajo. Ademas este método
también se emple6 por Roesler, R.et al. (2007) para la cuantificaciéon de fenoles totales en A.

crassiflora.

2.3.10 Flavonoides totales. Los flavonoides son compuestos fendlicos abundantes en
la naturaleza, producto del metabolismo de las plantas. Estos metabolitos secundarios se
encuentran principalmente en las partes aéreas de estas, ya que necesitan la luz del sol para
sintetizarse. Por lo que estos compuestos se concentran en frutos, vegetales, semillas y flores.
Los flavonoides son compuestos aromaticos, constituidos por un sistema heterociclico de dos

anillos fusionados, llamado benzopirano, Figura 8.

Figura 8. Sistema heterociclico de dos anillos, benzopirano.

26



Dada su capacidad para capturar radicales libres y de crear complejos con iones
metdlicos tienen una actividad antioxidante muy alt a. La actividad de los flavonoides como
antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién

estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica.

2.3.11 Cuantificaciéon de flavonoides totales. Dada la importancia de los
flavonoides por su gran capacidad antioxidante, existen diversos métodos para su
cuantificacion entre los que se encuentran: Los métodos cromatograficos, colorimétricos y
espectrofotométricos. Si nuestro interés es determinar los flavonoides presentes en nuestra
muestra o determinar la estructura de estos los métodos cromatogréaficos permiten la
caracterizacion de estos compuestos. En cambio, los métodos espectrofotométricos de

extractos permiten cuantificar flavonoides con estructuras similares. Las flavonas y flavonoles,

desde el punto de vista reactivo, forman complejos estables con el AICI3 y son

susceptibles de analizar mediante espectrofotometria UV/Vis, entre tanto, las flavanonas y

flavanonoles reaccionan mejor con el 2,4-dinitrofenilhidrazina (Salamanca, G. G. et al., 2007).
Para la cuantificacion de flavonoides, se utilizé el método espectrofotométrico, usando AICI3

para la formacién de complejos coloridos que presentan absorbancias a 510 nm (Won

Lee, K. et al., 2003).

2.3.12 Actividad antirradical. El énfasis en evaluar la capacidad antioxidante de los
alimentos se sustenta en que el estrés oxidativo es un proceso biolégico propuesto como un
factor etiologico de las enfermedades cronicas no transmisibles. Esto ocurre cuando la
velocidad de formacion de los radicales libres es superior a la actividad de los sistemas
protectores. En condiciones fisioldgicas, los compuestos agresores son controlados por la
accion integrada y arménica de enzimas generadas por la evolucién de miles de afios y que
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depende de nutrientes antioxidantes de los alimentos de origen vegetal, como las vitaminas E
y C y compuestos bioactivos antioxidantes llamados fitoquimicos. El grupo de fitoquimicos mas
importante es el de los polifenoles, que actian directa e independiente del sistema enzimético.
Las propiedades de fitoquimicos de frut os y vegetales se han investigado extensamente. Los
mas investigados son flavonoides, vitaminas A, B, C y E, tocoferoles y selenio (Bradford, F. et
al., 2007).

Existen reportes sobre la actividad antirradical en especies de anona, sin embargo no
hay informacién sobre esta actividad en la pulpa de los frutos de A. diversifolia, por lo que se

llevd a cabo esta cuantificacion en el presente trabajo.

2.3.13 Medicion de la actividad antirradical. Existen métodos empleados para
medir la actividad antirradical que se basan en que un sustrato se oxida, y se cuantifica el
consumo de oxigeno, productos de oxidacion, o la pérdida del sustrato (Fukumoto, L. R. et al.,
2000). Otros métodos involucran la generacion deespecies radicales y se determina la
concentracion del radical en presencia de los antioxidantes evaluados (Kolayli, S. et al., 2004).
En la Figura 9 se observa la reaccion general de los radicales libres con los antirradicales o
antioxidantes. En donde el radical libre Re, reacciona con el antioxidante A-H por transferencia
de un hidrégeno, formando otro radical libre mas estable deteniendo la propagacion de los

radicales libres.

Re + A—H R—H + A.
H + Re R H
A > A + e

Figura 9. Reaccion general de radicales libres
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Entre los métodos desarrollados para medir la actividad antirradical se encuentran: La
actividad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), la capacidad de ab sorcién de radicales de
oxigeno (ORAC), Ila bsorciobn total de radicales potenciales (TRAP), Ia
fotoquimioluminicensia (PCL) y el método de descoloramiento del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) (Schlesier, K. et al., 2002). Este ultimo método consiste en hacer
reaccionar cantidades conocidas tanto de DPPH como del antioxidante a evaluar. EIl DPPH
antes de la reaccién co n el antioxidante muestra un color morado intenso, que al ser reducido

adquiere una colo racién amarilla Figura 10.

+ ArOH &——M = +  AO

pH5.0 - 5.6

Amax =517 nm
Figura 10. Reaccion de descoloramiento del DPPH al ser reducido por los antioxidantes

Este decremento en la coloracidn se cuantifica a 517 nm y se c alcula el ICgg que es la

concentracion de pulpa a la cual reduce en un 50% la concentra cion de radical DPPH
(Alothman, M. et al., 2009; Du, G. et al., 2009).

Se ha estudiado la a ctividad antirradical de otras especies de Annona, tal es el caso de
araticum (Annona crassiflo ra) de la cual se hizo el andlisis de la actividad anti rradical de la
cascara, pulpa y semillas del fruto. Se encontré6 que la mejor actividad antirradical la poseian
los extractos etandlicos de las semillas, debido a su contenido en fe noles, seguidos de la

cascara y finalmente la pul pa, Tabla 5.
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Tabla 5. Actividad antirradical de los extractos etandlicos de A. crassiflora
(Roesler, R. et al., 2007).

1Cso0 ° ICs0 ?

(wg/mL) DPPH ° (ug/mL) DPPH
Annona crassiflora pulpa 148.82 219.34
Annona crassiflora cascara 48.82 71.95
Annona crassiflora semilla 31.14 45.89

“ Actividad antirradical expresada como ICsq (concentracion final del extracto en las cubetas
definido como pg/mL de extracto requerida para decrecer la concentracion inicial de DPPH en
un 50%). ~ Expresado en masa seca. ¢ Expresado en masa himeda.

En este trabajo se llevd a cabo la determinacién dela actividad de secuestramiento de
radicales libres de los extractos etandlicos de la pulpa del fruto de A. diversifolia por el método

del DPPH, debido a que es uno de los mas emp leados.
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METODOLOGIA

3.1 EQUIPOS Y REACTIVOS

Bascula Torrey modelo MFQ-20, balanza granataria Oh aus de 2610g, balanza analitica
Sartorius BL210S, congelador General Electric modelo FUM 17DRBRWIT, refrigerador Acros-
Whirlpool modelo ARMO7NP, calibrador vernier digital electrénico General (0.1 mm), estufa
Fisher cientific, mufla Thermolyne 1400, potenciémetro Conductronic pH 10, desionizador
Barnstead megapure system D2, sonicador-degasificador Branson 8510, centrifuga IEC HN-SII,
espectrofotémetro de absorcion atomica GBC 932 AA equipado con lamparas de catodo hueco,
colorimetro espectrofotém etro HunterLab UltraScanVIS, lector de microplacas Biotec LX-808,
espectrofotometro de UV/Vis PerkinElmer Lambda 35, placas de 96 pozos Costar de media
area, celdas de 4 mL de me tacrilato y poliestireno, parrillas de calentamiento Barnstead
Thermolyne CIMAREC e IKA C-MAG HS4, licuadora Osterizer modelo 465-42 de 3
velocidades, vértex Barnstead International Type 16700 Mixer e IKA vortex 3, rotavapor
Heildoph Laborota 4000 efficient, bomba de vacio vacuumbrand MZ2C, HPLC GBC LC 1445,
detector GBC de indice de refraccion LC124, bomba GBC LC1150, columna MetaCarb 87C

Varian, calentador para columna eppendorf CH-30, cronémetro Cole Parmer.

Material de vidrio en general, filtros con membrana de 0.20 um Sartorius minisart.

2,6-dicloroindofenolato de sodio (DCPI), acido meta fosforico, reactivo de Folin-Ciocalteu,
acido galico, catequina, 2,6-di- tert-butil-4-metilfenol (BHT), 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH),

oxido de lantano, D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa, sacarosa (todos marca
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Sigma-Aldrich). Acetato de sodio, acido acético gla cial, estdndar de Fe 1000 ppm, estandar de
Cu 1000 ppm, estandar de Na 1000 ppm, estandar d e Mg 1000 ppm, estdndar de Mn 1000
ppm, cloruro de cesio, &cido clorhidrico, &acid o nitrico, cloruro de aluminio,
etilendinitrilotetracetato disddico y agua grado HPLC (todos de la marca J.T. Baker). Nitrito de
sodio, carbonato de sodio e hidroxido de sodio (todos de la marca Reactivos quimicos
Monterrey). Acido ascérbico (Reasol), etanol (Omnic hem), estandar de Zn 1000 ppm (Hycel),

estandar de Ca 1000 ppm (Merck), estandar de K 1000 ppm (Buck Scientific) y metanol grado
HPLC (EMD), nitrégeno de alta pureza (INFRA). Todos los reactivos y disolventes usados

fueron grado ACS, si no se menciona otra pureza.

3.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En las fechas 6 y 7 de septiembre del 2008 se acudié a los mercados Diaz Ordaz, San
Juan y de Los Ancianos, localizados al centro de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas en

donde se compraron los frutos de A. diversifolia, Figura 11.

Figura 11. Venta del fruto de Annona diversifolia en mercados de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas
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Cabe sefalar que la fruta de estos mercados provenia de la poblacion de Luis
Echeverria, Chiapas, la cual esta localizada a 100 km al sureste de la ciudad de Tuxtla
Gutiérrez. En Luis Echeverria los arboles de Annona diversifolia crecen de manera silvestre
formando cercas vivas en los hogares, de aqui también se compraron muestras
aleatoriamente, de aquellas casas en donde se tuvieran frutos con madurez organoléptica, es
decir que estuvieran abiertos y en condiciones de ser ingeridos por los consumidores, como se
muestra en las Figuras 1 y 11. Se obtuvieron de 6 a 10 kg de frutos libres de plagas de cada
variedad.

Después de adquirir los frutos se colocaron en recipientes de tal forma que estos no se
dafaran por el peso, fueron transportados en un automoévil a temperatura de aire
acondicionado hasta los laboratorios de ciencias Quimico-Bioldgicas, UTM. Antes de separar la
pulpa de la cascara y las semillas, se realizaro n las determinaciones de las propiedades
fisicas: longitud (L), ancho (W) grosor (T), masa (Ms) volumen (V) y densidad aparente (pp).

La pulpa de cada variedad se separé manualmente de la cascara y de las semillas, se mezclé

y se guardé en frascos de vidrio a -20°C, resguardada de la luz, hasta su analisis.

3.3 ANALISIS FisicO

3.3.1 Determinacion de propiedades fisicas. Las propiedades fisicas de las

variedades de A. diversifolia se determinaron de la manera siguiente:
Las dimensiones lineares: longitud (L), ancho (W) y grosor (T), Figura 12, se

determinaron con un calibrador digital electrénico.
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Figura 12. Dimensiones lineales de frutos no esféricos (Ertekin, C. et al., 2006)

El diametro geomeétrico promedio ( Dg), la esfericidad (®) y el area superficial (S) se

calcularon con el uso de las siguientes ecuaciones (Topuz, A. et al., 2005):

1/3
Dg = 3LWT3
1)

D

. @)

S=rmD% (3)

donde W es la longitud de la parte mas ancha del fruto y T la longitud de la parte mas delgada.
Esto debido a que los frutos no son complemente esféricos y presentan una forma ligeramente
eliptica.

La masa (My) del fruto de cada variedad recolectada se midi6 en una balanza
granataria. El volumen (V) se determiné por el método del desplazamiento deliquido, se us6

tolueno ya que este no se absorbe por los frutos (Topuz, A. et al., 2005), Figura 13. Con los

valores de volumen y masa de cada fruto se pudo obtener la densidad de la fruta (o).
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Figura 13. Método del desplazamiento del liquido para medir el volumen del fruto

La densidad aparente (pp) de los frutos se determiné colocando una cantidad de frutos
necesarios para llenar una caja de masa y volumen conocidos, dejando la menor cantidad de
espacios vacios, como se muestra en la Figura 14. Después, la caja con los frutos dentro, se
peso en una bascula, con la masa de los frutos y el volumen de la caja se calcul6 la densidad

aparente de los frutos.

Fy ryt

Y.

Figura 14. Llenado de la caja de volumen conocido con los frutos recolectados
La porosidad (g) se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

H

4

en donde py es la densidad aparente y ps es la densidad de la fruta (Topuz, A. et al., 2005;

Ozcan, M. et al., 2005; Vursavu , K. et al., 2006).
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3.3.2 Cuantificacién del color. Se llené una celda de cuarzo de 25 mL con la pulpa
homogeneizada de cada una de las variedades del fruto de A. diversifolia. Posteriormente se
realiz6 la medicion del color en el espectrofotometro con reflectancia especular excluida,
utilizando el iluminante D65, un &ngulo de observacién y un diametro de observacién de 10°y
1.25 cm, respectivamente. Los parametros obtenidos fueron L*, a* y b* en la escala CIE. Estos
parametros se utilizaron pa ra calcular la saturacién o cromaticidad (C*) y el tono o hue (h°).

Estos valores se calcula ron mediante las siguientes férmulas:

*  x %05
C =@ +b") ... (5)

he=tan b /a6......... ®)

Estas mediciones se realizaron por triplicado.

3.4 ANALISIS QUIMICO

3.4.1 Determinacion de pH y acidez titulable. Se determinaron de acuerdo a la
NMX-F-102-S-1978 (Anexo 1 y 2). Para acidez titulable los resultados se expresaron como ¢
de acido citrico por 100 g de pulpa. El pH se det erminé, cada 15 dias, durante el periodo en
gue las pulpas de cada variedad permanecieron congeladas (octubre 2008 — junio 2009), para
determinar la viabilidad de las muestras, cabe sefialar que la pulpa de las frutas no presentaron

cambios en este valor. Cada medicién se realiz6 por triplicado.

3.4.2 Andlisis proximal.Para el andlisis proximal de la pulpa del fruto de A.

diversifolia se utilizaron los métodos siguientes: Determinacion de humedad, método AOAC
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925.09 (Anexo 3); determinacion de cenizas, métodoAOAC 923.03 (Anexo 4); determinacion de
proteinas, método AOAC 954.01 (Anexo 5); determinacion de grasa cruda, método AOAC
920.39 (Anexo 6); determinacion de fibra cruda, método AOAC 962.09 (Anexo 7);
determinacién de carbohidratos totales, se calculé por diferencia en % del resto de los

componentes y esta expresado como extracto libre de nitrégeno.

3.4.3 Cuantificacion de sacarosa, glucosay fructos a. Preparacion de
soluciones: Solucién de EDTA célcico de 50 ppm: se pesaron 0. 0050 g de Ca(OH), y 0.0249
g de EDTA disddico y se disolvieron en 500 mL de agua grado HPLC, la mezcla se filtr6 a
través de algoddn y se desgasificd durante 30 minutos. Estandares de sacarosa, glucosa y
fructosa: Se pesaron 0.020, 0.065, 0.110, 0.155 y 0.200 g de cada carbohidrato y se disolvieron

en agua HPLC a un volumen de 10 mL.

Extraccion : La extraccion de los carbohidratos se realizé deacuerdo a la metodologia
empleada por Ong, B. T. et al. (2006). Se pes6 1 g de pulpa de cada una de las muestras en un
matraz bola de 100 mL, se adicion6 20 mL de metanol acuoso grado HPLC al 85 % (v/v), y se
calentd en bafio de agua a 80 °C a reflujo durante 30 minutos con agitacién de una barra
magneética. Después la mezcla obtenida se filtr6 a través de un papel filtro Whatman del
namero 1y el residuo se re-extrajo dos veces m as con 15 mL de metanol al 85 % bajo las
mismas condiciones. El filtrado se evapor6 a vacio en rotavapor a 45 °C hasta sequedad.
Finalmente el extracto obtenido se disolvié en agua grado HPLC, se filtré a través de filtros con
membrana de 0.20 um, se lavo el filtro con agua grado HPLC y se afor6 hasta un volumen final

de 10 mL. El extracto se guardé en viales y cada extracto se obtuvo por triplicado.
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Cuantificacion : La fase movil fue una solucién de EDTA caélcico de 50 ppm y la columna
se mantuvo a 85 °C. El volumen inyectado de la mues tra de extracto fue de 20 pL. Los
azlcares en la muestra se cuantificaron comparando las areas de los picos de las muestras
con las de los estandares. Los estandares utilizado s fueron sacarosa, glucosa y fructosa en
concentraciones de 0.20, 0.65, 1.10, 1.55 y 2.00 % (p/v). Se obtuvo una curva de calibracion

para cada uno de los estandares (Apéndice 1) (Ong, B. T. et al., 2006).

3.4.4 Cuantificacion de minerales. Preparacion de soluciones : Solucion de cesio al
2.5 %: Se pesaron 3.167 g de cloruro de cesio y se mezclaron con 100 mL de agua
desionizada. Solucion de lantano al 5 %: se mezclaron 5.9 g de 6xido de lantano con 10 mL de
agua desionizada, después se agregaron lentamente 25 mL de HCI concentrado, y se afor6é a
100 mL con agua desionizada. Se prepararon controles para Ca, Mg y Zn en la variedad
blanca: A 10 g de pulpa se le adicionaron 10, 500 y 20 pg de cada mineral respectivamente, y

se le dio el mismo tratamiento que a las demas muestras.

Tratamiento del material de vidrio: El material de vidrio que se utilizé para la

cuantificacion de minerales, se lavé con agua de lallave y con una solucién de jabén alcalino
usando una esponja, se enjuagod y se dejo sumergidoen HNO3 al 10 % por 1 h y se enjuago
con agua destilada. Después se sumergid nuevamenteen agua destilada a 40 °C durante 1 h.
Posteriormente se volvié a sumergir en HNO3 al 2 %, se enjuagd con agua desionizada y

se sumergié en agua desionizada a 40 °C durante 30 min, para finalmente secarlo y usarlo.

Preparacion de la muestra : Las cenizas obtenidas del andlisis proximal se ut ilizaron para
la determinacién de minerales. Estas cenizas se disolvieron en 10 mL HCI al 20 % (v/v)

calentado cuidadosamente por 30 min con una ebullicién lenta. La solucion clara obtenida se
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aforé con agua desionizada a 25 mL en un matraz aforado (Durust, N. et al., 1997). Cada

muestra se realiz6 por triplicado.

Cuantificacién : Inicialmente se construyeron graficas de calibrac ién (Apéndice 2) para
cada mineral, de acuerdo a los requerimientos del equipo de absorcion atémica. Las
caracteristicas generales para la generacién de cada curva de calibraciéon se muestran en la

Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas generales para la generacion de las curvas de calibracion.

o T Aeade e o0 soniiag
(nm) (nm) (ug/mL) (hg/mL)
Ca 422.7 0.5 0.40 -1.50 0.008
Mg 285.2 0.5 0.10 - 0.40 0.003
Na 589.0 0.5 0.18 -0.70 0.004
K 766.5 0.5 0.40 -1.50 0.008
Fe 248.3 0.2 2.00-9.00 0.050
Cu 324.7 0.5 1.00-5.00 0.025
Mn 279.5 0.2 1.00 - 3.60 0.020
Zn 213.9 0.5 0.40 - 1.50 0.008

Nota: Todos los minerales se leyeron con una flama de aire-acetileno.

De las soluciones obtenidas previamente para la cuantificacion de minerales en las
muestras se realizaron diluciones de acuerdo a las concentraciones requeridas por las curvas
de calibracién de cada mineral y se realizaron las lecturas en el espectrofotémetro de absorcion
atomica. El blanco de cada muestra se obtuvo con el mismo tratamiento empleado para la
muestra pero sin las cenizas. Para la determinacion de calcio y magnesio tanto a las muestras
como a los estandares se les adicionaron 2 000 ppm de la solucién de lantano, y para evitar
posibles interferencias y para la determinacion de sodio y potasio, 2000 ppm de la solucién de

cloruro de cesio. Cada lectura se realizo por triplicado.
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3.4.5 Cuantificacién de vitamina C. Preparacién de soluciones : Solucién de

acido metafosforico-acético: Se mezclaron 3 g de ac ido metafosférico, 8 mL de acido acético
glacial y la mezcla se aforé con agua desionizada a 100 mL. Buffer de acetato de sodio: Se
mezclaron 4.5 g de acetato de sodio pentahidratado, 10.5 mL de agua desionizada y 15 mL de
acido acético glacial. Solucién de DCPI: Se prepar6 una solucion patrén de 600 ppm de DCPI
en 10 mL de agua, para la cual se pesaron 0.0060 g de DCPI y se mezclaron con agua
desionizada a un volumen de 10 mL, a partir de esta se preparé la solucion de DCPI de 12 ppm.
Estandares de acido ascérbico de 2, 4, 6, 8 y 10 ppm: Inicialmente se prepard una solucion
patrén de 100 ppm de &cido ascorbico para la cual se pesaron 0.0010 g de acido ascorbico y se
mezclaron con la solucién de acido metafosférico-acético hasta un volumen final de 10 mL, a
partir de esta se prepararon los estandares en las concentraciones antes mencionadas. Para la
preparacion de los controles, a 10 g de la pulpa de cada variedad se les adicion6 600 uL de una
solucién patron de acido ascorbico de 100 ppm y se le dio el mismo tratamiento que a las

muestras.

Extraccion : La extraccion se realizo de acuerdo a la metodologia empleada por
Hernandez, Y. et al. (2006). Se tomaron 10 g de la pulpa de cada una de las variedades del
fruto de A. diversifolia y se mezclaron con 20 mL de una solucion de acido metafosférico al 3 %
(p/v) y de acido acético al 8 % (v/v) en un mezcl ador casero durante 2 min a maxima velocidad,
la mezcla resultante se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min, se separé el sobrenadante y el
restante se reextrajo dos veces mas bajo las condiciones anteriormente descritas. Finalmente
todo el extracto obtenido se mezcl6 bien, y se filtré a través de algoddn y se guardé en frascos
ambar hasta su analisis. Tod a la extraccién se realizé a 4 °C y se resguardoé de la luz. El

extracto de cada variedad se realiz6 por triplicado.

Cuantificacién : La cuantificacion de acido ascoérbico se realizé de acuerdo a la
metodologia utilizada por Diirlst, N. et al. (1997). Inicialmente el espectrofotometro de
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UV/NVis se ajustd a cero usando agua desionizada. El valor de L1 se obtuvo de la absorbancia

medida de la solucién utilizada para extraer (0.5 mL) + la solucién buffer de acetato de sodio
(0.5 mL) + la solucion de DCPI (4 mL) al final de 15 segundos. Después, el instrumento se
ajusté nuevamente a cero con una mezcla de la solucién estandar de acido ascérbico de 2 ppm
(0.5 mL), la solucion buffer de acetato (0.5 mL) y agua desionizada (4 mL). Inmediatamente

después, la absorbancia de la solucion estandar de acido ascoérbico (0.5 mL) + la solucion

buffer de acetato (0.5 mL) + DCPI (4 mL) se registr6 como Lo. Aqui L1 es la absorbancia de
todo el DCPI, y Lo es el valor de la absorbancia del remanente de DCPI después de su

reaccion con el &cido ascorbico. Los valores de Lo fueron igualmente

registrados para todas las soluciones estandar de & cido ascoérbico (2, 4, 6, 8 y 10 ppm). Los
valores de L1-L» son las absorbancias de cada solucién estandar de trabajo. La curva de
calibracién se construy6 graficando los valores deabsorbancia contra la concentracion (ppm) de
las soluciones estandar de acido ascorbico (Apén dice 3).

Para la mediciéon de las absorbancias de las soluciones de las muestras, el ajuste a cero
del equipo se realizé con el extracto de la muestra (0.5 mL), el buffer de acetato (0.5 mL), y
agua desionizada (4 mL). La absorbancia de la solucién de la muestra (0.5 mL) + el buffer de

acetato (0.5 mL) + DCPI (4 mL) se registré exactamente después de 15 segundos de la adiciéon

del DCPI. Este fue el valor de L» de la solucién de la muestra. Los valores de

L1-L> representan la absorbancia de la muestra. La concentracién de acido ascorbico en las

muestras se determind mediante la grafica de calibr acion. Todas las medidas fueron
registradas a 520 nm en el espectrofotémetro de UV/Vis. Todas las soluciones se prepararon el
mismo dia y se utiliz6 agua desionizada y degasificada. Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.
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3.4.6 Cuantificacion de fenoles totales. Preparacion de soluciones : Etanol acuoso

al 90 %: Se mezclaron 90 mL de etanol purificado con 10 mL de agua desionizada,

posteriormente la mezcla se desgasificd durante 30 min. Na>COs3 al 2 %: Se pesaron 0.2 g de

NayCOs3 y se disolvieron en 10 mL de agua desionizada y desgasificada. Estandares de acido
galico de 25, 50, 75, 100, 125 y 150 ppm: Inicialme nte se prepard una solucion patrén de 500
ppm de &cido galico para la cual se pesaron 0.0055 g de acido gélico y se mezclaron con etanol
al 90 % purificado y desgasificado hasta un volumen final de 10 mL, a partir de esta se
prepararon los estdndares en las concentraciones an tes mencionadas. Para la preparacion de
los controles, a 2 g de la pulpa de las variedades rosa y blanca se les adicionaron 500 uL de la
solucion patrén de acido galico de 500 ppm y a la variedad rosa mexicano se le adicionaron

1000 pL y se les dio el mismo tratamiento que a las muestras.

Extraccion : De acuerdo a la metodologia empleada por Roesler, R. et al. (2006) se
pesaron 2 g de pulpa de cada una de las muestras y se mezclaron con 25 mL de etanol al 90 %
(purificado y desgasificado previamente) en un mezclador casero durante 1 min a maxima
velocidad. La mezcla obtenida se filtr6 a través de algodon y se guardé en frascos ambar hasta
su analisis. Todo el proceso se realiz6 a 4 ° C y se resguardé de la luz. El extracto de cada

variedad se preparo6 por triplicado. Este mismo extracto se utilizo para la actividad antirradical.

Cuantificacién : De acuerdo a la metodologia empleada por Ercisli, S. et al. (2007), del
extracto obtenido previamente se tomé 0.1 mL y se mezclé con 4.6 mL de agua desionizada

(desgasificada) y 0.1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau, se mezclé cuidadosamente, y se dejo
reposar durante 3 min en ausencia de luz, posteriormente se adicionaron 0.3 mL de Na»CO3 al
2 % se agitd en vortex y se inyectd nitrégeno alos tubos de reaccién. Después de

30 min de incubacién a 40 °C en un bafio de agua y en reposo, se midi6 la absorbancia a 760
nm. Como estandar espectrofotométrico se utiliz 6 4cido gélico en concentraciones de 25
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a 150 ppm (Apéndice 4) y el contenido de fenoles totales, de los extractos de cada variedad de
fruta, se expres6 como miligramos de equivalentes de acido galico en 100 g de pulpa fresca

(mg EAG/100 g). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

3.4.7 Cuantificacion de flavonoides totales. Preparacion de soluciones: AICl3 al
10 % (p/v): Se pesaron 1.818 g de AICI3*6H50 y se disolvieron en 10 mL de agua desionizada

y desgasificada. NaNO» al 5 % (p/v): Se pesaron 0.5 g de NaNO», y se mezclaron con agua
desionizada y desgasificada hasta un volumen final de 10 mL. NaOH 1 M: Se pesaron 0.4 g de
NaOH y se mezclaron con 10 mL de H»>O desionizada y

desgasificada. Estandares de catequina de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm: Inicialmente se
preparé una solucién patrén de catequina de 500ppm para la cual se pesaron 0.0050 g de
catequina y se disolvieron en metanol desgasificado hasta un volumen de 10 mL, a partir de

esta solucion se prepararon los estandares en las concentraciones antes mencionadas.

Extraccion: Se midi6 1 g de pulpa y se agregaron 5 mL de metanol destilado y
desgasificado, la mezcla se sonicé por 30 min a temperatura ambiente, se centrifugé por 30

min a 3000 rpm. El sobrenadante se filtr6 a travésde algoddn.

Cuantificacién: De acuerdo a la metodologia empleada por Won Lee, K. et al. (2003), del

extracto obtenido previamente se tomé 0.1 mL y se adicioné a 2 mL de agua desionizada

(desgasificada) y se mezclaron con 0.150 mL de NaNO» al 5 % (p/v) (desgasificado), esta

mezcla se agit6é por 5 min en vortex, después se adicion6 0.150 mL de AICI3 (acuoso) al 10

% (p/v) y la mezcla se agité por 1 min en vértex. Se adicion6 1 mL de NaOH 1 M y se mezcl6
en vortex por 1 min. Las muestras y los estandares se leyeron en un lector de microplacas con
un filtro de 490 nm. Para la curva de calibracién se utilizé catequina como estandar (Apéndice

5).
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3.4.8 Cuantificacion de la actividad antirradical. Preparacion de las

soluciones: Solucion de DPPH 0.004 % (p/v): Se prepar6 un patrén de DPPH al 0.1 %, para la
cual se pesaron 0.0100 g de DPPH y se disolvieron en 10 mL de etanol purificado y
degasificado, a partir de esta solucion se prepardla solucién etandlica de DPPH al 0.004 %, la
solucién se mantuvo resguardada de la luz, y en refrigeracion a 4 °C entre mediciones.

Para los estandares de &cido ascorbico, BHT y acido galico se midi6 la masa exacta de cada
sustancia para obtener una solucién patrén de 200 ppm y se disolvié en etanol acuoso al 90 %
(v/v). A partir de estas soluciones patrén se prepararon los estandares respectivos. Estandares
de acido ascorbico: 2, 4, 6, 8 y 10 ppm. Estandares de BHT: 10, 20, 30, 50 y 100 ppm.
Estandares de acido galico: 1, 2, 3,4y 5 ppm .

Cuantificacién : La actividad antirradical se determiné mediante el ensayo con DPPH de

acuerdo a la metodologia utilizada por Roesler, R. et al. (2006). Del extracto etanolico obtenido
previamente (extracto fenoles totales), se prepararon diferentes disoluciones etandlicas (con
etanol purificado y desgasificado al 90 %), con las concentraciones siguientes: 500, 1000,
1500, 2000, 2500 y 3000 pg de pulpa/mL para las tres variedades. A 2500 pL de cada
concentracion se les adicionaron 2500 pL de la solucion etandlica de DPPH (0.004 % wiv), y
cada tubo se incubd por 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad con agitacién en
vortex. EI mismo procedimiento anterio se aplicé al acido ascérbico, BHT y acido galico como
controles (Apéndice 6). El contro | negativo se prepard sin extracto, y se usd etanol para
corregir la linea base. La solucionde DPPH se prepar6 el mismo dia, y se guardd en un frasco
ambar cubierto con papel aluminio, almacenado en la oscuridad a 4 °C.
El porcentaje de disminucion de la absorbancia se grafic6 para cada concentracion y el
porcentaje del DPPH consumido se calcul6 con base en el decremento observado en la
absorbancia del radical DPPH. Los cambios en la absorbancia de las muestras se midieron a
517 nm en el espectrofotémetro de UV/Vis. La actividad antirradical se expresé como
porcentaje de inhibicién y se calcul6 usando la férmula siguiente (Yen, G. C. et al., 1994):
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x 100 )
DPPH

donde:
ApppH = valor de la absorbancia de la muestra blanco con DPPH
AgxTr = valor de la absorbancia del extracto a evaluar
Los valores IC5g se reportan como la concentracion final del extracto, en pug de
pulpa/mL, requerido para disminuir al 50% la concentracion inicial de DPPH. Todas las

mediciones se realizaron por triplicado.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores presentados son un promedio * la desviacion estandar ( o) de siete réplicas
para el analisis fisico, y de tres réplicas para el analisis quimico con el programa Microsoft
Excel. Se realizé un analisis de varianza de ANOVA con un nivel de significancia, para p<0.05.
Asi mismo se realiz6 un andlisis para comparaciéon de medias por el método de rangos
multiples de Duncan para p<0.05 (Montgomery, D., 1991) el programa empleado para la
realizaciéon del analisis estadistico fue el Desing Expert 6.0. Para encontrar la relacion entre
variables se realizaron correlaciones lineales por el método de Pearson (Martin, A. A. et al,,
2004), con el programa Agricolae: Statistical procedures for agricultural research, version 1.0-7,

2009.
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RESULTADOS Y ANALISIS

México es un pais con gran diversidad de flora y fauna. Principalmente el sureste del
pais, ya que cuentan con las condiciones climéticas éptimas para el crecimiento de un gran
namero de especies vegetales. Para la recolecciéon de los frutos de A. diversifolia, se
investigaron los lugares en donde estos arboles cre cian, y se encontré que principalmente
abundan en los estados de Chiapas, Guerrero, Tabasco y Oaxaca, por lo que inicialmente se
planteé adquirir frutos del estado de Oaxaca. Nuestras fuentes sefialaron que la A. diversifolia
es un fruto comdn en la poblacién de Union Hidalgo localizada en el Istmo del estado de
Oaxaca. Sin embargo al acudir a este lugar nos percatamos que los arboles no crecian en
cantidades suficientes para hacer un muestreo representativo, y esta poblacion reducida de
arboles se atribuye a que el fruto ya n o se consume. Por lo tanto, la recoleccién se decidio
realizar en el estado de Chiapas, en donde el fruto se comercializa ampliamente. En este
estado se recolectaron entre 6 y 10 kg de cada variedad de los frutos de A. diversifolia, de los
mercados locales de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, asi como de la localidad Luis Echeverria en
donde se cosechan los frutos para venderse en dichos mercados. En esta localidad los arboles
de A. diversifolia crecen de forma silvestre formando cercas vivas en los hogares o como
plantas de traspatio. Se escogieron aquellos frutos que no estuvieran golpeados, raspados o
con algun dafio causado por plagas. Se seleccionaron frutos con madurez organoléptica, es
decir aquellos que estuvieran abiertos, con una porcién de la pulpa expuesta, y en condiciones
de ser ingeridos por los consumidores, como se muestra en la Figura 15. Cabe sefialar que los
frutos deA. diversifolia son cosechados y consumidos cuando la céscara se abre, de lo

contrario los frut os no maduran y practicamente todos se descomponen.
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(a) (b) (©
Figura 15. Frutos de A. diversifolia variedad (a) blanca, (b) rosa y (c) rosa mexicano con madurez
organoléptica

Las propiedades fisicas de las tres variedades del fruto de A. diversifolia evaluadas en el
presente trabajo mostraron no tener diferencias significativas entre ellas a un 5 % de
significancia, Tabla 7. La ausencia de diferencias significativas de las propiedades fisicas
mostradas en la Tabla 7, se atribuyen a que los frutos fueron recolectados en el mismo lugar,
con el mismo estado de madurez y en una sola época del afio, ademéas que son frutos de la
misma especie. Particularmente el color fue la Unic a propiedad fisica que presento diferencias
estadisticamente significativas entre las variedades estudiadas.

En cuanto a la masa del fruto (My), este parametro se encontré en un intervalo desde
686.00£100.0 a 757.20+122.40 g. De acuerdo a lo reportado por Cruz, E. et al. (2000), la masa
encontrada para estos frutos fue de 739 g, lo cual va de acuerdo con los valores obtenidos en
este trabajo.

La densidad de los frutos (or) se encuentra entre el intervalo desde 1.18+0.03 hasta
1.40+0.10 g/mL. Estos valores nos indican, que los frutos, al tener una densidad mayor a uno

son densos, es decir la cantidad de espacios vacios dentro del fruto son pocos.

En cuanto a la esfericidad (¢), a simple vista estos frutos no son completamente
esféricos, lo cual queda demostrado con los valores obtenidos para este parametro, todos < 1.

La mas esférica es la variedad rosa mexicano con un valor de 0.90+0.08, seguida de la
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variedad rosa con un valor de 0.89+0.05 y finalmente la variedad blanca con un valor de

0.85+0.04.

Tabla 7. Propiedades fisicas de las tres variedades del fruto de A. diversifolia.

Variedad*
Propiedad fisica

Blanca Rosa Rosa mexicano
Masa, Ms (g) 686.0 £ 100.0 757.2x122.4 718.1 £106.5
Longitud, L (cm) 11.60+ 1.43 11.03+ 1.08 11.41+1.23
Grosor, T (cm) 8.78+ 1.06 8.55+1.24 8.97+0.71
Ancho, W (cm) 10.04+ 1.28 10.19+£ 0.98 10.42+ 0.54
Volumen, V (mL) 482.0+182.0 604.0+ 158.9 510.0 £ 49.0
Densidad de la fruta ps (g/mL) 1.18+0.03 1.19+0.12 1.40+0.10
Densidad aparente, pp (g/mL) 0.47+0.01 0.50+ 0.001 0.55+ 0.002
Diametro geométrico promedio, Dg (cm) 10.33+0.88 9.90+ 0.85 10.10+0.43
Esfericidad, @ 0.85+ 0.04 0.89+ 0.04 0.90+ 0.08
Porosidad, & 59.80+ 1.10 57.80+ 4.33 60.90+ 2.95
Superficie S (cm?) 335.50+51.47 311.50+54.17  319.00+ 27.80
Epicarpio (%) 36.8+55 325+5.1 27.8+4.1
Mesocarpio (%) 53.2+49 56.7+5.4 59.7+1.2
Semillas (%) 9.9+3.8 108+ 2.1 125+ 3.7

Promedio de siete mediciones + desviacién estandar .

*No existen diferencias significativas (p<0.05) empleando el método de rangos mdltiples de Duncan.

La porosidad (&) nos dice la cantidad de espacios entre los frutos. En las variedades
estudiadas la variedad rosa mexicano mostroé la mayor porosidad con 60.90£2.95, debido a
gue es la mas redonda, seguida de la variedad blanc a con un valor de 59.80+1.10 y

finalmente la variedad rosa con 57.80+4.33. Para el calculo de la porosidad fue necesario la

densidad del fruto (pf) y la densidad aparente (pp), ecuacion 4. Dado que la py se calculd con

una caja de volumen y masa conocidos, los espacios vacios en la caja determinan en gran
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medida la porosidad entre los frutos. Mientras mas grandes y esféricos son los frutos mayor
cantidad de espacios vacios hay en la caja.

Para la superficie (S) los valores encontrados fueron para la variedad blanca
335.504£51.47 cm2, seguida de la variedad rosa mexicano y finalmente la rosa, con
319.00+27.80 cm® y 311.50+54.17 cm?, respectivamente.

Al observar las proporciones de la pulpa (mesocarpio), semillas y cascara (pericarpio) se
tiene que la mayor parte del fruto es pulpa (53.19+4.96 hasta 59.72+1.24 %), sin embargo, en
conjunto la cascara (27.78+4.11 hasta 3 6.81t5.54 %) y las semillas (9.99 + 3.77 hasta
12.51+3.70 %) representan un gran porcentaje también.

A diferencia de las propiedades fisicas mostradas en la Tabla 7, solamente el color
mostré diferencias significativas entre la pulpa de los frutos de A. diversifolia estudiados, Tabla
8. Esto puede observarse a simple vista ya que la diferencia en color, entre cada variedad es

muy notoria Figura 16.

Tabla 8. Parametros de color obtenidos para la pulpa de las tres
variedades del fruto de A. diversifolia en el sistema CIE.

. Tono Cromaticidad
Variedad L* a* b*
(M) (CH
a a
Blanca 65.142 232  17.78 82.572 17.93
Rosa 58.12° 6.68° 10.68° 57.08° 12.60°
Rosa mexicano 47.36° 18.92° -0.48° 358.53° 18.92°

Promedio de tres mediciones. " Valores con la misma letra no son estadisticamente

significativos (p<0.05) por el método de rangos multiples de Duncan.

La variedad blanca fue la que presenté una mayor luminosidad, es decir obtuvo el valor
mas alto de L* con 65.14, seguida de la variedad rosa con un valor de L* igual a 58.12 y la

rosa mexicano tuvo el menor valor, 47.36.
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Figura 16. Pulpa de las variedades (a) blanca, (b) rosa y (c) rosa mexicano de los frutos de A.
diversifolia

En cuanto a los valores de a* y b* obtenidos para las pulpas, la variedad blanca se
encuentra dentro de los colores amarillos teniendo valores mas altos y positivos de b*, mientras
gue la variedad rosa tiende a los rojos, ya que, tuvo valores positivos de a* y de b* y la variedad
rosa mexicano hacia los azules ya que presentd una ligera coloracion morada por lo que los
valores de a* fueron positivos mientras que los obtenidos para el parametro b* fueron
negativos. La distribucion de los colores encontrados en el espacio de color L*, a* y b* se
muestran en la Figura 17 (a).

Los valores del angulo hue (h) definieron el color de cada variedad. La variedad blanca
cae dentro de los amarillos, ya que tiene un valor h de 85.7°, la variedad rosa esta entre los
amarillos y rojos con un valor de h de 57.98° por | 0 que se percibe como rosa, finalmente la
variedad rosa mexicano tuvo un valor de h de 358.53° percibiéndose como roja Figura 17 (b).

Por otra parte, la cromaticidad (C*) de las anonas blancas y rosa mexicano presentaron
un valor parecido, 17.92 y 18.93, respectivamente. Mientras que la anona rosa tuvo un valor
menor a estas, 12.60. Lo anterior se puede interpretar de la siguiente manera: Las anonas

blancas y rosa mexicano se perciben con colores mas intensos que la anona rosa.

50



® Rosa mexicano
L*=47.36

a*=18.92

b*=-0.48

L=0
Negro

(a) (b)
Figura 17. (a) Distribucion e n el espacio de color de L*, a* y b* (CIE) de las variedades del fruto de A.
diversifolia. (b) Localizacién de los tonos de la pulpa en la esc ala hue.

Respecto a las determinaciones quimicas, se encontré que el a nalisis proximal mostré
las primeras diferencias cuantificables (p<0.05) entre las tres varieda des de A. diversifolia,
Tabla 9. Estas diferencias estadisticas se observaron en los porcentajes de proteinas, grasa
cruda, fibra cruda y extrac to libre de nitrégeno. Para los tres primero s componentes fue la
variedad blanca la que pr esentd diferencias con las otras dos varied ades, en cambio en el
ELN las tres variedades fueron diferentes entre si. Esta diferencia e n el ELN sugiere que
existe un componente que no considera el andlisis p roximal y que probablemente pueda ser el
contenido de fibra soluble.

Cuando se compara el contenido de proteina en la pulpa de las tres variedades de A.
diversifolia se observa qu e la variedad blanca tiene un valor (1.14+0 .01 g/100 g de pulpa)
cercano al descrito por Cr uz, E. et al. (2000) (1.31 g/100 g de pulpa). Las variedades rosa y
rosa mexicano no tuvieron diferencias significativas entre si, mostraron un contenido de

proteina cruda de 0.92+0.0 1 y 0.89+0.03 g/100 g de pulpa fresca respe ctivamente.
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Tabla 9. Analisis proximal (g/100 g de pulpa fresca), pH y acidez titulable, de las tres variedades del fruto
de A. diversifolia.

Determinacion
Variedad

Proteina Grasa Fibra Cenizas Humedad ELN* pH .AC|dez
cruda cruda titulable**

a a a a

Blanca 1.14+0.01% 0.31+0.01* 4.44+0.16° 0.94+0.01* 79.61+0.02° 13.55+0.19° 4.99+0.02®  0.16+0.00

Rosa 0.92+¢0.01° 0.224¢0.03° 0.63:0.02° 0.92+40.03% 78.94+0.06° 18.36+0.06" 5.19+0.05° 0.17+0.01°
Rosa 0.89:0.03"  0.20:0.03° 0.66:0.01° 0.89+0.01% 77.11+0.02% 20.25:0.06° 4.79+0.06°  0.340.00°

™" Valores con la misma letra no son estadisticamente significativos (p<0.05) por el

mexicano

Promedio de tres mediciones * desviacién estandar.
método de rangos mlltiples de Duncan.
* ELN, extracto libre de nitrégeno. ** Expresado como mg de &cido citrico por 100 g de pulpa.

Si se comparan las concentraciones de proteina cruda encontradas para A. diversifolia
con otras especies de anonas, Tabla 10, se observa que el contenido es similar al de la
guandbana, A. muricata (1 g/100 de pulpa fresca). Por otro lado, el resultado obtenido para
este componente en la pulpa de las tres variedades de A. diversifolia se encuentra dentro de

los intervalos descritos para los frutos (0.1 a 1.5 %).

Tabla 10. Andlisis proximal de varias especies de anonas (g/1 00 g de pulpa fresca)

Determinacién

Especie Humedad Proteina Grasacruda Fibracruda Cenizas ELN
Annona cherimolia Mill. 68.7 15 0.1 25 0.7 29.0
Annona squamosa LP 73.8 13 0.4 1.3 0.8 23.7
Annona muricata L.? 83.2 1.0 0.2 0.6 0.5 15.1
Annona reticulata L.2 60-80 2.4 0.2-0.6 0.9-6.6 0.5-1.1 18.5-25.2
Annona crassiflora M.° 67.85+0.59 1.80+0.06 3.22+0.73 ND 0.77+0.01 27.20+4.18
Annona diversifolia Saff.? 71.15 2.8 0.2 1.30 14 24.1
Annona diversifolia Saff.” 79.6 1.31 0.01 0.97 1.26 ND

“Duke, A. T. etal., 1993. = Diaz, R. J. etal., 2004. ~ Roesler, R. etal., 2006. = Cruz, E., et al., 2000.
ND, no determinado.
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Los valores de grasa cruda (0.20 a 0.31 g/100 g de pulpa fresca) encontrados en este
trabajo para A. diversifolia son similares con el reportado por Duke, A. T. et al. (1993) (0.2
g/100 g de pulpa fresca). Respecto al contenido de grasa cruda para otras especies de
anonas, los frutos de A. diversifolia se encuentran dentro del intervalo descrito para estas
anonas que es de 0.01 a 3.22 g/100 g de pulpa fresca. También se puede observar que el
contenido de grasa cruda en todos los casos siempre es menor que el correspondiente de
proteina cruda.

Uno de los componentes de mayor importancia en los frutos, debido a que se encuentra
principalmente en estos alimentos y por el beneficio en al transito intestinal, es la fibra. En esta
tesis se cuantifico la fibra cruda, en donde la variedad blanca mostré el contenido més alto de
las tres variedades con 4.44+ 0.16 g/100 g de pulpa fresca, Tabla 9. Después se encuentran
las variedades rosa y rosa mexicano las cuales no tienen diferencias significativas entre ellas,
con valores de 0.63+0.02 y 0.66+0.01 g/100 g de pulpa, respectivamente. Los valores
reportados para este componente en A. diversifolia por Cruz, E. et al. (2000) y por Duke, A. T.
et al. (1993) son de 0.97 g/100 g de pulpa y de 1.30 g/100 g de pulpa, respectivamente. Estos
valores no concuerdan con lo reportado por esta tesis ya que la variedad blanca tiene
contenido mas alto res pecto a lo reportado, mientras que en las otras dos variedades se
encuentra en menor cantidad. Estas diferencias encontradas en los analisis puede deberse a
gue el grado de madurez ut ilizado en los estudios no fue el mismo. Por otro lado, al comparar
el contenido de fibra cruda de otras especies de anona con la A. diversifolia de pulpa blanca
esta variedad es la segunda en este componente después de Annona reticulata (6.6 g/100 g de
pulpa). Con lo anterior se puede decir que la variedad blanca es una buena fuente de fibra
cruda.

La cuantificacion del extracto libre de nitrdgeno (ELN) representa los carbohidratos
digeribles como almidén, azlcares reductores y no reductores asi como acidos organicos, por
lo que se excluye la fibra cruda. Los valores obtenidos para este componente fueron

53



diferentes en las tres vari edades (p<0.05). El mayor contenido de E LN lo tuvo la variedad
rosa mexicano con 20.25+0.06 g/100 g de pulpa, seguido de la varieda d rosa con 18.36+0.06
g/100 g de pulpay finalm ente la blanca con 13.55+0.19 g/100 g de pulpa, Tabla 9 y Figura 18.
La variedad blanca mostr6 el menor contenido de ELN, esto pue de atribuirse a que el

contenido de fibra cruda es alto respecto a las otras dos variedades.

Proximal
20.25+ 0.06
—
o
o 18.36 + 0.06
o
—
~
=)]
N
(=]
° 13.55 +0.19
c
0]
-
5
+
© 0202003 0664001 0g920.03
0.89 +0.03
0.22 £0.03 0.63 +0.02 0.92 s ot Rosa
4.44 +0.16 o mexicano
0.31+0.01 0.92+0.03
1.14+0.01 Rosa
Extracto libre de 0.94+0.01
N G rasa cruda Blanca
Fibra cruda
Proteinas
Cenizas

Figura 18. Analisis proxim al de la pulpa de tres variedades de A. diversifoli a expresada en masa
fresca.

Si se comparan los valores obtenidos de ELN en esta tesis con los reportados por Duke,
A. T. etal. (1993) ( 24.1 g/100 g de pulpa fresca) las tres varied ades de A. diversifolia tienen
un contenido menor . Las diferencias en el contenido de ELN se deben principalmente al

estado de madurez del fruto y al contenido de fibra cruda. EI ELN en otras especies de
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anona, Tabla 10, varia desde 15.49 g/100 g de pulpa hasta 29 g/100 g de pulpa por lo que los
valores encontrados en este trabajo para la variedad rosa y rosa mexicano se hallan dentro del
intervalo, mientras que la variedad blanca tiene el menor contenido de ELN. El ELN en los
frutos de A. diversifolia podria dar un indicio de la aceptacién entre la poblacién de estos frutos,
es decir, podria indicarnos que variedad seria la mas aceptada, ya que

generalmente mientras mas dulce sea su sabor tendra una mejor preferencia. Con base en
el ELN, la preferencia de los frutos podria proponerse en orden creciente de la siguiente forma:
rosa mexicano>rosa>blanca.

El pH medido para todos los frutos, indica que los frutos son &cidos lo que es
caracteristico de practicamente todas las frutas. E | pH menos acido lo tuvo la variedad rosa
con 5.19+0.05, seguido de la variedad blanca con 4.99+0.02 y la variedad mas acida fue la
rosa mexicano con 4.79+0.06, existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre estos valores.
Este valor de pH también puede determinar la preferencia del consumidor por alguna variedad.
La acidez titulable cuantificada para cada variedad fue mayor en la variedad rosa mexicano
con 0.34+0.002 g de acido citrico, se guida de la variedad rosa con 0.17+0.01
g de acido citrico y por ultimo la variedad blanca con 0.16+0.004 g de acido citrico/100 g de
pulpa.

Por otra parte, las determinaciones del analisis pr oximal en las cuales no se encontraron
diferencias significativas entre las variedades fueron el contenido de humedad y cenizas. El
contenido de humedad encontrado para las tres variedades del fruto de A. diversifolia es muy
similar al descrito por Cruz, E. et al. (2000) que fue de 79.6 g/100 g de pulpa. En los resultados
obtenidos por este trabajo la humedad para las tres variedades tuvo un promedio de 78.55 %.
Comparando con los valores reportados para otras especies de anona, Tabla 10, podemos
observar que los frutos de A. diversifolia son de los mas jugosos, ya que el contenido de agua

es aproximadamente del 80 %, siendo un porcentaje caracteristico de los frutos.
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En cuanto al contenido de cenizas la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) se
debe principalmente a que el area en donde se culti varon los frutos fue la misma, por lo que
las caracteristicas del suelo fueron similares, por lo tanto el contenido de cenizas en las tres
variedades fue muy parecido. El intervalo de cenizas para las tres variedades es desde
0.89+0.01 a 0.94+0.01 ¢g/100 g de pulpa fresca. Los valores reportados por Cruz, E. et al.
(2000) y por Duke, A. T. et al. (1993) fueron 1.26 y 1.4 g/100 g de pulpa fresca,
respectivamente, y son diferentes estadisticamente a los encontrados en esta tesis Esta
diferencia se debe a que los frutos analizados no fueron cultivados en el mismo lugar y las
condiciones de cultivo asi como del suelo determinan y condicionan este parametro. Por otro
lado, comparando el contenido de cenizas de los frutos de A. diversifolia con otras especies de
anonas, este valor se encuentra dentro del intervalo que es desde 0.5 g/100 g de pulpa fresca
hasta 1.24 g/100 g de pulpa fresca, Tabla 10.

Con la finalidad de dar una descripcion mas completa de los frutos de A. diversifolia, en
cuanto al contenido de minerales, se realiz6 su determinacién en la pulpa de los frutos. Se
cuantificaron por absorcién atébmica los macrominerales Ca, Mg, Na, y K, y los microminerales

Fe, Cu, Mny Zn, Tabla 11.

Tabla 11. Minerales cuantificados (mg/100 g de pulpa fresca) en la pulpa de las tres variedades del
fruto de A. diversifolia.

) Macroelementos Microelementos*
Variedad
Ca Mg Na K Zn
Blanca 0.86+0.04® 8.00+0.262 2.15+0.222 347+8.80.75% 0.13+0.0042
b b b b
Rosa 22.93+0.51  12.71+0.22  2.96%0.05 335.95+7.112 0.15+0.005
Rosa mexicano 14.17+0.58° 14.01#0.44° 3.18+0.07° 347.40+10.00° 0.10+0.005°

a0,C

Promedio de tres mediciones + desviacion estandar. Valores con la misma letra no son estadisticamente
significativos (p<0.05) por el método de rangos multiples de Duncan.
* Fe, Cu, y Mn no fueron detectados en alguna de las variedades.
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Generalmente los frutos se caracterizan por tener un alto contenido en K (deMan, J. M.,
1999). Lo cual se corrobord, ya que fue el mineral cuantificado en mayor cantidad en las tres
variedades y estos contenidos no tuvieron diferencia significativa (p<0.05). Este mineral
contribuye en el buen funcionamiento de los impulsos nerviosos en el organismo. El promedio
en este mineral para las tres variedades fue de 343.72 mg/100 g de pulpa. La FDA establece
gue aquellos alimentos que aporten arriba del 20 % de la ingesta diaria recomendada de algun
mineral son considerados de al to aporte, la ingesta de K de un adulto recomendado por la
FDA (1993) es de 1000 mg/dia (Tabla 12). Dado que la cantidad de K que aporta una porcion
de 100 g de pulpa de los frutos de A. diversifolia es del 34 % en promedio este fruto se

considera de alto aporte en este macromineral.

Tabla 12. Ingestas recomendadas de minerales
segun la FDA (1993).

Ingesta diaria

Mineral
(mg/dia)
Ca 1000
Mg 400
Na 2400
K 1000
Zn 15

En cuanto al Na, estos frutos no se caracterizaron por tener un alto contenido en este
mineral, se encontraron cantidades muy similares para la variedad rosa mexicano y rosa con
3.18+£0.07 y 2.96+0.05 mg/100 g de pulpa respectivamente, siendo la variedad blanca la
diferente estadisticamente con 2.15+0.22 mg/100 g de pulpa. El Ca fue el mineral mas
abundante después del K. La variedad rosa fue la que presento la cantidad mas alta de este
mineral con 22.93+0.51 mg/100 g de pulpa seguida de la variedad rosa mexicano con
14.17+0.58 mg/100 g de pulpa y finalmente la blanca con 0.86+0.04 mg/100 g de pulpa. Las
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diferencias encontradas en este elemento son muy grandes por lo que las tres variedades son
diferentes estadisticamente (p<0.05). Estas diferencias encontradas principalmente con la
variedad blanca, pueden atribuirse principalmente a que los arboles de esta variedad producen
una cantidad mayor de frutos que los arbol es de las variedades rosa o0 rosa mexicano por lo
gue la concentracion de Ca en los frutos se diluye. Otra posible explicacion podria ser que la
velocidad de crecimiento de los frutos de la variedad blanca es rapida, lo que origina que las
concentraciones de calcio también se diluyan (Saure, M. C., 2004). En cuanto al contenido de
Mg las tres variedades mostraron diferencias significativas, en orden creciente estan la
variedad blanca (8.00+0.26 mg/10 0 g de pulpa) < variedad rosa (12.71+0.22 mg/100 g de
pulpa) y finalmente la variedad rosa mexicano con 14.01+0.44 mg/100 g de pulpa. Aunque las
diferencias son numéricamente significativas se puede argumentar que nutricionalmente

pueden no serlo por la biodisponibilidad de estos en el alimento. (Miller-1hli, N. J., 1996)

En cuanto al contenido de Zn se observaron diferencias significativas entre las tres
variedades. El mayor contenido de este mineral se encontrd a la variedad rosa con 0.15+0.005
mg seguida de la variedad blanca con 0.13+0.004 mg y con el menor contenido la variedad
rosa mexicano con 0.10+£0.005 mg/100 g de pulpa. Cabe mencionar que este mineral es
esencial para el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. La cuantificacion de Fe, Cu
y Mn no fue posible, debido a que se encuentran en concentraciones menores al limite de
deteccién en todas las muestras estudiadas o a que el metabolismo de la planta hace que
estos minerales estén ausentes en los frutos.

Para encontrar alguna correlacion entre las cenizas y los minerales determinados en la
pulpa de los frutos, se realizaron correlaciones (r) de Pearson, los resultados se muestran en la
Tabla 13. La mejor correlacion encontrada fue entre las concentraciones de Mg y Na, ya que
tienen una r = 1, Figura 19, esto quiere decir que a medida que aumenta la concentracion de
Mg en la pulpa, aumenta la concentracion de Na, cabe sefialar que en la
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literatura no existen correlaciones similares descritas para frutos, pero esta dependencia
puede atribuirse a que el metabolismo de la planta hace que se requieran relaciones
proporcionales de estos minerales . También se observan buenas correlaciones entre la
concentracion de Cenizas-Mg y Cenizas-Na, sin embargo estas no son significativas para una

p<0.05, Figura 19.

Tabla 13. Correlaciones lineales entre el total de cenizas y el contenido de
minerales de acuerdo al analisis de correlacion (r) de Pearson.

Variables Cenizas Ca Mg Na K Zn
Cenizas 1 -0.50 -0.91 -0.91 -0.09 0.68
Ca -0.50 1 0.82 0.82 -0.82 0.29
Mg -0.91 0.82 1 1.000 -0.34 -0.32
Na -0.91 0.82 1.00 1 -0.34 -0.31
K -0.09 -0.82 -0.34 -0.34 1 -0.78
Zn 0.68 0.29 -0.32 -0.31 -0.78 1

Los valores en negritas son estadisticamente significativos (p<0.05).

En los controles cuantificados se tuvo un porcentaje de recuperacion de entre el 107 y el
123 %, lo cual nos indica que los métodos empleados para la destruccion de la materia
organica y cuantificacion de minerales, fueron repr oducibles y permitieron una cuantificacion
total, sin pérdida de estos componentes durante la realizacion del analisis, Apéndice 7.

Se observo que la suma total de los minerales en cada una de las variedades, no
corresponde al total de cenizas cuantificadas mediante el andlisis proximal, esto se debe a que
en las cenizas encontramos a los minerales en forma de 6xidos, no como elementos, por lo que
también se debe considerar la cantidad de oxigeno presente en el éxido de cada mineral. Otra
causa es que no se cuantificé el fosforo, mineral que se encuentra en cantidades importantes

en los frutos, por lo que las diferencias pueden atribuirse a estos dos factores.
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Figura 19. Analisis de Pearson de cenizas, Ca, Mg, Na, Ky Zn

Dentro de los carbohidratos que se encuentran principalmente en las frutas, estan la
sacarosa, glucosa y fructosa, los cuales fueron cuantificados por HPLC en este proyecto,
Figura 20. La variedad rosa mexicano presentd las concentraciones mas altas de los tres
carbohidratos, de sacarosa 9.33+0.31 g, de glucosa 3.54+0.08 y de fructosa 4.81+0.09 g, todas
las concentraciones por 100 g de pulpa fresca, Figura 20.

Como se observa en la Figura 20, las concentraciones de los tres azlcares varian entre
las tres variedades, encontrando, que existe diferencia significativa entre ellas (p<0.05). Debido
a la estructura de los azUcares, estos propo rcionan diverso poder edulcorante o diferente nivel
de dulzura, tomando como base a la sacarosa asignandole un valor de 1 se ha descrito que la
fructosa es 1.8 veces mas dulce que la sacarosa, mientras que la glucosa es menos dulce con
un valor de 0.7 (Badui, S. D., 1993). Con base en lo anterior el dulzor es debido a la sacarosa
en todos los frutos, ya que las concentraciones en la pulpa de este carbohidrato es mayor en
las tres variedades, mientras que la concentracién de la fructosa no es lo suficientemente alta

para superar el dulzor proporcionado por la sacarosa.
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Figura 20. Sacarosa, gluc osa y fructosa (g/100 g de pulpa fresca) en los frutos de A. diversifolia

La vitamina C es u na de las principales vitaminas presente e n alimentos como los
frutos, por lo que en este proyecto se cuantific6 como mg de vitamina C por 100 g de pulpa
fresca, Tabla 14. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la variedad blanca
tuvo la concentracidon mas alta de esta vitamina con 2.38+0.18 mg/100 g de pulpa fresca. Las
variedades rosa y rosa mexicano no presentaron una diferencia significativa entre ellas, pero si
con la variedad blanca ( p<0.05). Los datos obtenidos en este trabajo no concuerdan con lo
reportado con otros autor es, 14 mg/100 g de pulpa fresca (Duke, A. T. et al., 1993). Cabe
sefialar que Duke, A. T.et al. (1993) no indica la variedad del fruto estu diada.

Por otro lado Moren o-Velasquez, D. et al. (2008) encontraron concentraciones de 8.2
mg/100 g de pulpa blanca y de 8.6 mg de acido ascoér bico/ 100 g de pulpa rosa. Esta diferencia
de los contenid os descritos para la vitamina C tanto en e ste trabajo como en la literatura se
puede atribuir a que el método empleado por Moreno-Velasquez, D. et al. (2008) no fue el
mismo al utilizad o en este trabajo, pues los autores describen el uso de titulacion mientras que
en esta investigacion fue mediante un método espectroscopico. También esta
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diferencia se puede explicar a que el estado de madurez de los frutos no es el mismo, ya que
Moreno-Velasquez, D. et al. (2008), sefialaron que los frutos empezaban a abrirse, mientras
gue para este trabajo los frutos ya estaban en plena madurez organoléptica. Es importante
mencionar que los mismos autores antes citados describen que las concentraciones de
vitamina C disminuyen a medida que aumenta la madurez del fruto (Moreno-Velasquez, D. et

al., 2008).

Tabla 14. Contenido de vitamina C (mg/100 g), fenoles totales (mg EAG/100 g), flavonoides (mg EC/100
g) y actividad antirradical expresada como ICsg de la pulpa fresca de los frutos de A. diversifolia.

Vitamina C Fenoles totales Flavonoides Actividad antirradical

Variedad (mg/100 g) (mg EAG/100 g)* **  (mg EC/100 g)*** IC50 (Hg/mL)* * *x*x
Blanca 2.38+0.18% 170.16 + 4.44° 152.04 + 5.39 1714.99 + 61.82%
Rosa 1.64 +0.10" 129.27 + 1.32° 107.41 +5.15 1998.19 + 63.14"
Rosa mexicano 151+ 0.25b 170.88 + 2.19° 142.56 + 2.55 1701.07 + 47.42%
Acido ascorbico - - -- 4.27+0.289
Acido galico - - - 1.63+0.06 ¢
BHT - - - 23.89 + 0.67°

Promedio de tres mediciones * desviacion estandar. “~ Valores con la misma letra no son estadisticamente significativos
(p<0.05) por el método de rangos multiples de Duncan. d IC5q de los controles utilizados para medir actividad antirradical.

* Cuantificados en los extractos etandlicos de la pulpa. ** Equivalentes de acido galico (EAG). *** Cu antificado en los
extractos metanolicos de la pulpa, equivalentes de catequina (EC). **** |Cgq (concentracién final del extracto en las cubetas
definido como pg/mL de los extractos requerida para decrecer la concentracion inicial de DPPH en un 50%).

Por otro lado cuando se compararon las concentraciones de vitamina C en la pulpa de
los frutos de A. diversifolia, obtenidos en este trabajo, con frutos del mismo género, se
encontrd que tienen concentraciones menores a los reportados para otras anonas.

Sin embargo al comparar las concentraciones de vitamina C en la pulpa de los frutos de
A. diversifolia, con otros frutos consumidos cominmente, se encont r6 que es similar al
reportado para las ciruelas con 1 mg/100 g de pulpa fresca y las peras con 3 mg/100 g de

pulpa fresca (Dlrust, N. et al., 1997), Figura 21.
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Figura 21. Vitamina C (mg de vitamina C/100 g de pulpa fresca) en frutas co minmente consum idas
(*Durd st, N . et al., 1997) y de los frutos de A. diversifolia

Actualmente se ha investigado sobre la funcionalidad de los alimentos sobre el
organismo, principalmente de los frutos. Por lo que en este trabajo se cuantificé la cantidad
de fenoles totales en la ulpa de los frutos de A. diversifolia, ya ue estos metabolitos
secundarios son los comp uestos principales que aportan propiedades funcionales biolégicas a
los productos vegetale s. Las concentraciones de fenoles totales obtenidos para cada variedad
se muestran en a Tabla 14 y estan expresado s como mg equivalentes de acido galico (EAG) .
La variedad con mayor concentracion de fenoles fue la variedad rosa mexicano con
170.88+2.19 mg EAG /100 g de pulpa, seguido de la variedad blanca, la cual tuvo un valor muy
similar con 17 0.16+4.44 mg EAG/100 g de pulpa y por ultimo se encon tré la variedad rosa con
129.27 +1.32 mg EAG/100 g de pulpa. De acuerdo al andlisis estadistico realizado se
determin6 g ue no existen diferencias significativas (p<0 .05) entre la variedad blanca y rosa

mexicano, m ientras que la variedad rosa tiene diferenci a significativa respecto a las otras dos.

Los compuestos fendlicos disminuyen conforme la madurez es mayor en el fruto, sin
embargo aumentan con el estrés producido durante su almacenamien to por magulladuras o
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infecciones con hongos (Badui, S. D, 1993). Debido a lo anterior el analisis de compuestos

fenolicos se llevo a cabo en pulpa de frutos sanos, como se mencioné anteriomente.

En la Figura 22 se muestra el contenido de fenoles totales de las tres variedades de A.
diversifolia estudiadas, asi como los valores obtenidos por Chun, O. K. et al. (2005) para
otros frutos consumidos comunmente por la poblacion. Como se observa, la cantidad de
fenoles totales contenidos en la pulpa de los frutos de A. diversifolia es comparable con
frutos como las fresas con 225 mg EAG/100 g de pulpa y el pomelo con 161.73 mg EAG/100
g de pulpa en la caso de la variedad blanca y rosa mexicano, y con las manzanas con una
concentracion de 118.3 mg EAG/100 g de pulpa y naranjas con 112.29 mg EAG/100 g de

pulpa para el caso de la variedad rosa.
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Figura 22. Fenoles totales, expresado como mg equivalentes de acido gélico (EAG)/100 g de pulpa
fresca, para frutas consumidas cominmente (*Chun, O. K. et al., 2005) y para las tres variedades de
A. diversifolia.

De acuerdo al trabajo realizado por Vasco, C. et al. (2008), se tiene una clasificacion
para los frutos de acuerdo a su contenido de fenoles totales. Esta clasificacion incluye a los

alimentos de bajo contenido fenélico como aquellos que poseen menos de 100 mg/100 g de
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pulpa, como alimentos intermedios a aquellos que tuvieran un contenido de entre 101-1000
mg/100 g de pulpa, y dentro de los de alto contenido fendlico a aquellos que estuvieran por
arriba de 1001 mg/100 g de pulpa. Con base en esta clasificacion los frutos de A. diversifolia
estan dentro del intervalo de alimentos intermedios, por tener mas de 100 mg EAG/100 g de
pulpa.

Por ofro lado existen reportes o estudios, en frutos del género Annona, como A.
crassiflora (Roesler, R. et al., 2006) y A. cherimolia Mill (Vasco, C. et al., 2008). Los autores
encontraron una cantidad importante de fenoles totales en los extractos etandlicos de la
pulpa de A. crassiflora, 652.25 mg EAG/100 g de pulpa fresca, mientras que para A.
cherimolia Mill encontraron una concentraciéon de 323 mg/100 g de pulpa fresca.
Comparando estos valores con los de los frutos de A. diversifolia se tiene que las tres

variedades muestran menores concentraciones, Figura 23.
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Figura 23. Fenoles totales expresado como mg EAG/100 g de pulpa fresca de los frutos A. cherimolia
(*Vasco, C. et al., 2008), A. crassiflora (**Roesler, R. et al., 2006) y de A. diversifolia.

La cantidad de fenoles varia enormemente entre frutos del mismo género. Estas

diferencias puede atribuirse a los métodos utilizados para la extraccion y cuantificacion de

65




fenoles, para este trabajo se tomaron diferentes condiciones entre las que estan, la

desgasificacion de los disolventes y la inyeccién de nitrégeno en los tubos de reaccion, lo
cual minimiza la concentracién de oxigeno. Cabe sefialar que cuando hay cantidades
importantes de oxigeno en el medio de reaccion las concentraciones de fenoles totales se
sobreexpresan para las pulpas estudiadas. Aunque también esta diferencia se puede atribuir
al propio metabolismo secundario de la especie. En los controles cuantificados se tuvo una
recuperacion del 99 al 105 %, lo que nos indica que los métodos empleados para la
extraccion y cuantificacion, fueron reproducibles y permitieron una cuantificacion total, sin
pérdida de fenoles durante la realizacién del anélisis, Apéndice 7.

Dentro de los fenoles totales, estédn los flavonoides, metabolitos secundarios que
también tienen gran capacidad para atrapar radicales libres. En este proyecto se
cuantificaron los flavonoides en los extractos metandlicos de la pulpa de los frutos de A.
diversifolia, Tabla 14. La variedad blanca mostré el contenido mas alto (152.04+5.39 mg/100
de pulpa fresca), seguido de la variedad rosa mexicano y finalmente la rosa con 142.56+2.55
y 107.41+5.15 mg/100 g de pulpa fresca respectivamente. Siendo estadisticamente diferente
(p<0.05) la variedad rosa respecto a las otras dos variedades. Cabe mencionar que se han
reportado estudios, en otras especies de annona, en donde se identificaron algunos
flavonoides presentes en estos frutos, algunos de los encontrados se muestran en la Figura
6.

Otro parametro que nos permite determinar la funcionalidad de un alimento, y que esta
relacionado con el contenido de fenoles totales, es la actividad antirradical. Por medio de
esta, podemos determinar la capacidad de un alimento in vitro, en este caso de los frutos de
A. diversifolia, para inhibir la accién de los radicales libres, principales causantes de la
degradacion oxidativa en el organismo. En este trabajo se cuantifico la actividad antirradical
frente al radical DPPH de los extractos etandlicos de la pulpa. Los valores obtenidos de la

actividad antirradical evaluada en los frutos de A. diversifolia se muestran en la Tabla 14. La
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actividad antirradical esta expresada como ICs, que es la concentracion de la pulpa del fruto
necesaria para inhibir al 50 % la actividad del radical DPPH, por lo que a menor
concentracion mejor ICso 0 mejor actividad antirradical. La variedad con una mejor ICs, fue la
rosa mexicano con 1701.07+47.42 pg/mL, con un valor similar la variedad blanca
1714.99+61.82 pg/mL, finalmente la variedad rosa tuvo un ICs, de 1998.19+63.14 pg/mL.

En la Figura 24 se grafict el % de inhibicion del radical DPPH a 0.004 % (p/v) contra la
concentracion del extracto, en pg/imL, de la pulpa del fruto de las tres variedades de A.

diversifolia.
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! 4Rosa ICs = 1998.19 + 63.14 ug pulpa/mL

Figura 24. Actividad antirradical de los extractos etanélicos de la pulpa de las tres variedades del fruto
de A. diversifolia

Como se observa en la Figura 24 las variedades blanca y rosa mexicano practicamente

inhibieron al radical DPPH con las mismas concentraciones. Este comportamiento se puede
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atribuir a que la naturaleza quimica de los fenoles totales y a que sus concentraciones son
practicamente las mismas. En relacién a la variedad rosa fueron necesarias concentraciones
mas altas del extracto para inhibir el 50 % del radical DPPH, por lo que mostré una ICs, mas
alta.

Con la finalidad de relacionar la concentracion de fenoles totales y flavonoides con la
actividad antirradical, se realizd una correlacion de Pearson por minimos cuadrados, y se
encontré que existe una correlacion lineal, r = -1, para los fenoles y la actividad antirradical,
mientras que para el contenido de flavonoides con la actividad antirradical también se
observo una buena correlacion, r = -0.969, sin embargo esta no es significativa (p<0.05).

Estos valores de r obtenidos para fenoles y flavonoides nos indican que la actividad
antirradical encontrada en los frutos se debe a la actividad de los fenoles de forma sinérgica.
Por otro lado la correlacion obtenida con la vitamina C tuvo una r = -0.306, esto indica que no

hay correlacion entre la concentracién y la actividad antirradical.

Tabla 15. Correlaciones lineales entre la actividad antirradical, fenoles
totales, flavonoides y el contenido de vitamina C de acuerdo al
analisis de correlacion (r) de Pearson.

Variables ICso  Fenoles totales Flavonoides Vitamina C
I1Cs 1 -1.000 -0.969 -0.306
Fenoles totales  -1.000 1 0.975 0.331
Flavonoides -0.969 0.975 1 0.531
Vitamina C -0.306 0.331 0.531 1

Los valores en negritas son estadisticamente significativos (p<0.05).

Con respecto a la relacion de fenoles totales con la actividad antirradical, es
congruente dado que los fenoles totales son componentes organicos que estructuralmente
deslocalizan radicales faciimente y posteriormente se estabilizan como derivados de

quinolinas, Figura 25. Ademés existen reportes en la literatura donde los extractos etandlicos
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de frutos conteniendo fenoles totales se correlacionan con la actividad antirradical (Du, G. et

al., 2009).

Figura 25. Producto de oxidacion de un fenol (flavonoide).

De acuerdo a las caracteristicas quimicas encontradas en la pulpa de cada variedad,
se considera que la mejor de ellas, como fuente de energia, es la variedad rosa mexicano ya
que posee el mayor contenido de carbohidratos. Como fuente de minerales las tres
variedades son consideradas de alto aporte en cuanto al potasio, ya que las tres aportan
mas del 20% de la ingesta diaria recomendada para este mineral. Finalmente, en cuanto a
considerarlos como alimento funcional, las mejores variedades fueron la blanca y rosa
mexicano, por poseer el mayor contenido de fenoles totales y flavonoides totales, asi como

contar con la mejor actividad antirradical.
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CONCLUSIONES

La masa medida en los frutos de A. diversifolia, de entre 686.0 a 757.2 g, demuestra
que son de los mas grandes del género Annona, después de la Annona muricata
(1,319 q).

Las propiedades fisicas: masa, longitud, grosor, ancho, volumen, densidad de la
fruta, densidad aparente, didmetro geometrico promedio, esfericidad, porosidad y
superficie no tuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
tres variedades de los frutos de A. diversifolia.

El color cuantificado espectrofotométricamente arroja que la anona blanca (h =
82.579 prese_nté una coloracion amarilla, la rosa (h = 57.989 una amarilla-rojiza y la
rosa mexicano (h = 358.539 una coloracién roja. Si endo el Gnico parametro fisico con
diferencias significativas (p<0.05).

El analisis proximal mostré que ia variedad blanca tuvo el mayor contenido de fibra
con 4.4 g/100 g de pulpa, por lo tanto también mostré la menor cantidad de ELN.

El macromineral encontrado en mayor concentracion en la pulpa de los frutos de A.
diversifolia fue el K con valores desde 335 a 347 mg/100 g de pulpa fresca, mientras
que el unico micromineral detectado y cuantificado fue el Zn en concentraciones
desde 0.10 a 0.15 mg/100 g de pulpa fresca.

De los fenoles cuantificados la mayoria corresponden a flavonoides en la pulpa de las
tres variedades.

Los extractos organicos polares de la pulpa de las tres variedades del fruto de A.
diversifolia presentaron un contenido intermedio de fenoles totales, flavonoides y una

actividad antirradical proporcionada por los fenoles totales.
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Las propiedades que marcaron la diferencia entre las tres variedades de frutos fueron

las quimicas, ya que en ellas se observaron mayores diferencias significativas
(p<0.05).
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabajo se proponen los siguientes puntos que tienen

como fin, formar un conocimiento mas completo sobre los frutos de A. diversifolia.

* Determinar la estructura quimica de los compuestos fenolicos y flavonoides
encontrados en la pulpa de los frutos de A. diversifolia y evaluarlos frente al
radical DPPH para saber si la actividad antirradical es sinérgica o no.

¢ Cuantificar la concentracion de fenoles totales y flavonoides en las semillas y
hojas de A. diversifolia.

» Evaluar la actividad antioxidante mediante poder reductor en los extractos

etandlicos de la pulpa de los frutos de A. diversifolia.
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APENDICES

APENDICE 1

Curvas de calibracién obtenidas mediante HPLC a partir de los estandares de sacarosa,
glucosa y fructosa (0.20, 0.65, 1.10, 1.55 y 2.00 % p/v).
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APENDICE 2

Curvas de calibracion de los estandares de Ca, Mg, Na, K, Fe, Cu, Mn y Zn para la
cuantificacion de minerales, en las concentraciones correspondientes en ppm, por absorcion

atomica.
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K

y = 0.3959x +0.0111
R? = 0.9942
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{y= 0.0901x + 0.0125
1 Ri=09999
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APENDICE 3

Curva de calibracion del estandar de &cido ascorbico para la cuantificacion de vitamina C por
un método espectrofotométrico, en concentraciones de 2 a 10 ppm.

Acido ascérbico

0.080
0.070
0.060
v 0.050 -
' 0.040 -
= 0.030
0.020
0.010

0.000

y = 0.006x + 0.0034
R?=0.9946

Concentracion (ppm)
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APENDICE 4

Curva de calibracion del estandar de 4cido galico para la cuantificacion de fenoles totales por
el méetodo de Folin-Ciocalteu, en concentraciones de 25 a 150 ppm.

Absorbancia

0.180
0.160

0.140 -
0.120 -

0.100

0.080 -

0.060
0.040
0.020
0.000

Acido galico

y =0.0011x - 0.0161 s
R?=0.9868

25 50 75 100 125 150

Concentracion (ppm)
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APENDICE 5

Curva de calibracion del estandar de catequina para la cuantificacion de flavonoides totales
por un método espectrofotométrico, en concentraciones de 100 a 500 ppm.

Catequina

|
|
0.45 ;
0.40 - y = 0.00077x - 0.00647 i
0.35 - R?=0.997 -

Absorbancia

100 200 300 400 500 |

Concentracién (ppm)
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APENDICE 6

Curvas de los controles en concentraciones de 1 a 5 ppm para 4cido galico, de 2 a 10 ppm
para acido ascorbico y de10 a 100 ppm para BHT, para actividad antirradical utilizando el
radical DPPH.

‘ Acido galico ‘ Acido ascérbico ‘
| |
|
100 < 100 _1
[ 90 ‘ 90 [
| -~ | PR e |
| s 80 |
8% 70 ’ .§§ 70
(28 6 | g8 ;
|Ex 50 1 ICs = 1.6320.06 | 48 i’g ICso = 4.27:0.28 5
(=R 40 - i
4'\"9. 30 ' ¥8 % ;
. 20 ? 10 j
10 ‘ 0 ’
I 0 % ; 4 i 4 ‘ |
= 0 2 4 6 8 10 |
; 0 1 2 3 4 5 ‘
= Concentracién (ppm) ] ks ConcontraclbL(ppm) Ll
| BHT
| |
] 100 |
w y |
~ 80 - [
[ e 70 -
| 38 60
| 85 50 ‘
[ ‘_ég:_ 40 ICso = 23.89:0.67 ‘
| agﬁ. 30 4 |
| "2 2
‘ 10 - ;
0 4 i

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 |
_ Concentracién (ppm)
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APENDICE 7

Tabla 16. Controles de minerales, vitamina C y fenoles totales utilizados expresados en
mg/100 g de pulpa fresca.

Anlisis Blanca Rosa Rosa Mexicano
Muestra Control Muestra Control Muestra Control
Ca 0.86+0.040 0.92 22.93+0.510 ND 14.17+0.58 ND
Mg 8.00+£0.260 8.95 12.71£0.220 ND 14.01+0.44 ND
Zn 0.13+0.004 0.16 0.1540.005 ND 0.1040.01 ND
Vitamina C 2.38+0.180 2.16 1.64+0.100 1.85 1.51+0.25 1.43

Fenoles totales 170.1644.440  168.98 129.27+1.320 136.22 170.88+2.19  174.97
ND, no determinado.
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ANEXOS

Anexo 1

' Mezclar 10 g de pulpa con 100 mL
‘ de agua desionizada

Filtrar la mezcla a través de un
algodén

Medir el pH de la solucion \

Figura 26. Determinacién de pH (NMX-F-102-8-1978)
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Homogeneizar de 15 a 20 g de
pulpa de cada fruto

~

N

Centrifugar por 15 minutos

N

Tomar 5 mL del sobrenadante
y mezclar con 5 mL de agua
desionizada

N

Titular con NaOH 0.05 N hasta
unpHde9

Figura 27. Determinacion de acidez titulable (NMX-F-102-S-1978)
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Anexo 3

Llevar a peso constante
vidrios de reloj

~

Colocar 10 g de pulpa sobre
el vidrio de reloj

#

I

{ Colocar en la estufa a 110 °C |
§ durante 5.5 h |
1

5,

Enfriar en un desecador

|
|

V)

la pulpa seca

Pesar el vidrio de reloj con ,[
i

R

N

7

Reportar el peso seco de la [
pulpa }

Figura 28. Determinacién de humedad, método AOAC 925.09

Peso de la muestra (g) = W,
Pérdida de peso (g) =W,

% Humedad= % x 100
1
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Anexo 4

| Llevar a peso constante los crisoles

i
|
' Pesar 2 g de pulpa seca en los crisoles

Carbonizar la muestra con un mechero &
hasta que no salgan humos

Incinerar a 600 °C durante 24 h

Pesar el crisol frio con las cenizas y
reportar el peso.

Figura 29. Determinacion de cenizas, método AOAC 923.03

Masa del crisol vacio (g) = W,
Masa del crisol con la muestras después de la incineracién (g) = W»
Peso de la muestra (g) = P

W,-W.
%Cenizas= (%) x 100
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Anexo 5

Colocar en un matraz seco, perlas de
ebullicién, 1 g de CuSO,-5H,0.y 10 g KSO,,
con 1 g de fruto seco

\»/
L R G bl Volumen de la solucién de NaOH requerido para la
Agregar H,SO, . ¥ calentar suavemente prueba en blanco (mL) = V.
hasta cese de espuma, después : : 3
vigorésamente hasta que quede un liquido Volumen de la solucion de NaOH requerido para la
claro y de color azulado. muestra problema (mL) = V
b 5 Normalidad de NaOH = N
" v %Proteina bruta = ((V, - V;)x Nx 1.4 x 6.25)x 100

i
‘f Enfriar y agregar 50 mL de agua destilada

\, _ /

N

{
En otro matraz agregar 50 mL de HCI 0.1 N y 4
gotas de indicador mixto

\

\.\A/ i
El matraz unido por la perilla Kjeldhal, y ésta a su |
Pasar el contenido del matraz Kjeldhal a una vez a un refrigerante 3
| matraz dedestilacion enjuagando con agua
destilada hasta 500 mL. 4
s J
b
\,\”/
| Introducir el refrigerante en el matraz que
Afadir granallas de Zn y solucién de NaOH contendra la solucion de HCI, que servira para el |
33 % cuidadosamente evitando el mezclado destilado quedando las uniones bien ajustadas
de las dos capas en el matraz con tapones de corcho.
4
s i
g
Destilar
\AV/

Titular el destilado con NaOH 0.1 N
para valorar el exceso de HCI.

Figura 30. Determinacion de proteinas, método AOAC 954.01
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Anexo 6

Pesar la muestra seca y colocarla en el
| cartucho extractor

Afadir éter de petréleo al sistema
soxhlet

Refiuir durante 2 horas (el sifoneo
debe ser 2 30 veces)

Evaporar el disolvente y secar el
matraz a 100 °C

7
. MRS

W,

Llevar a peso constante y reportar la |
masa de las grasas :

\, /

Figura 31. Determinacion de grasa cruda, método AOAC 920.39

Peso de la muestra antes de la desecacion (g) = W,

Peso del matraz sin grasa (g) =W,
Peso del matraz con grasa (g) = W;

Wa-W.
% Grasa cruda= ( SV 2) x 100
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Anexo 7 -
| Pesar 1g de muestra y agregar H,SO, al | o

!

|

E 1.25 % en un matraz
i

[

Refluir por 30 minutos

o
A

W [h4: =

'IK‘\ ‘:“ ' :

y AR

LA UL A e

Filtrar en un Buchner con papel filtro

humedo. Lavar con NaOH 1.25 % ’
\ 7
- Llevar a ebullicién por 30 minutos. Filtrar
- en papel filtro libre de cenizas y lavar con |

- H,0 hirviendo, HCI 1 % y H,0 hirviendo, Z
hasta eliminar el &cido. '

o

Lavar 2 veces con alcohol y 2 con acetona.

Pasar el papel filtro a un crisol, secar, }

carbonizar e incinerar a 550 °C por 3 h. €
Pesar
Figura 32. Determinacion de fibra cruda, método AOAC 962.09 b
Peso de la muestra (g) = W,
Peso de la materia soluble (g) = W,
s
Peso de las cenizas (g) = W,
W;-W. F
% Fibra cruda= ( 3 2) x 100 ‘
Wi (B
|53
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