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COMPUESTOS CON VALOR NUTRICIONAL Y NUTRACEUTICO EN FRUTOS
DE ILAMA (Annona diversifolia Saff.) EN MADUREZ DE CONSUMO

Donaji Sierra Zurita, M. en C.
Coelgio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

La ilama (Annona diversifolia Saff.) es un frutal tropical exético que se produce de
forma silvestre originario de México y Centroamérica, produce frutos de diferentes
colores de pulpa blanca, rosa y morada. Estos frutos se comercializan en mercados
locales y regionales de las zonas productoras. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas organolépticas se considera un cultivo con alto potencial de
comercializacidn. Se colectaron frutos pulpa blanca y rosa en Cocula, Guerrero, los
cuales fueron evaluados por sus propiedades biofisicas, porcentaje de mesocarpio,
exocarpio y semillas; y pérdida de peso. También se cuantificaron las propiedades
bioquimicas, que consistieron en la composicion mineral, acidez titulable, SST y
pérdida de vitamina C. Se prepararon extractos de la pulpa y se separaron por CC
y las fracciones fueron monitoreadas por CCD, las fracciones de interés se
estudiaron por técnicas espectroscopicas UV-visivle, IR, 'H-NMR, 13C-NMR y EM.
Las propiedades antioxidantes de la pulpa y cascara, fueron determinadas mediante
la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales y la capacidad antioxidante por los
ensayos DPPH, FRAP y ABTS. Los resultados de la evaluacion de las propiedades
biofisicas no mostraron diferencias significativas (p<0.05). El macroelento
mayoritario en mesocarpio y exocarpio fue el K (8.5 a 12.52 mg glws) VY el
microelento mayoritario fue el Fe (34.73 a 45.00 mg kg'bs). El exocarpio de los frutos
presentd el mayor contenido de fenoles y flavonoides totales 31.86-39.40 mg EAG
glny 16.71-17.63 mg EC g bh respectivamente y capacidad antioxidante por los
ensayos DPPH, ABTS y FRAP (416.51-482.83, 59.35-62.14 Y 259.62-284.34 pmol
ET g?bn). Del extracto metandlico y cloruro de metileno se aislaron e identificaron:
(+) Catequina, una mezcla de [-sitoesterol, estigmasterol y campesterol, acidos
grasos y glucésidos. Los resultados muestran que los frutos de ilama contiene una
diversidad de compuestos benéficos para la salud.

Palabras clave: Annona diversifolia, composicion mineral, Fitoquimica,
propiedades nutraceduticas.



COMPOUNDS WITH NUTRITIONAL AND NUTRACEUTICAL VALUE IN FRUIT
OF ILAMA (Annona diversifolia Saff.) IN MATURITY OF CONSUMPTION

Donaji Sierra Zurita, M. en C.
Coelgio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

llama (Annona diversifolia Saff.) is an exotic tropical fruit, collected in its native form,
in Mexico and Central America, produces fruits with different pulp colors (white, pink
and purple). These fruits are commercialized in local and regional markets of the
producer zone. Nevertheless, due to its organoleptic characteristics is considered a
culture with high marketing potential. White and pink pulp color fruits were collected
in Cocula Gerrero which were evaluated in its bio-fiscal properties, percentage of
mesocarp, exocarp, seeds and weight loss. Biochemical properties were quantified
also, they consisted in the analysis of mineral composition, tritable acidity, SST and
vitamin C loss. Pulp extracts were prepared and separated by column
chromatography (CC), the fractions were monitored by (TLC), the fraction of interest
were analyzed by spectroscopic technics of UV/Vis, IR, H-NMR, C13-NMR and ME.
The antioxidant properties of the pulp and shell, were determinate by the
quantification of total phenols and flavonoids and the antioxidant capacity by the
assays DPPH, FRAP and ABTS. The bio-fiscal properties results did not show
significant differences (p<0.05). Potassium K (8.5 a 12.52 mg gbs) was the major
macro-element and Iron Fe (34.73 a 45.00 mg kg'bs) was the major micro-element.
The exocarp presented the highest content of total phenols and flavonoids 31.86-
39.40 mg EAG gohand 16.71-17.63 mg EC g vn respectively and the antioxidant
capacity for the assays DPPH, ABTS y FRAP (416.51-482.83, 59.35-62.14 and
259.62-284.34 pmol ET g bn). From the methanol extract and methylene chloride it
was isolated and identified: (+) Catechin and a mixture of B-sitosterol, stigmasterol
y campesterol, fatty acids and glucosides. The results show that the llama’s fruits
contain a diversity of beneficial components for the health.

Key words: Annona diversifolia, mineral composition, photochemistry, nutraceutical
properties
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l. INTRODUCCION GENERAL

La busqueda de alimentos que, ademas de proporcionar nutrientes para el
organismo aporten beneficios para la salud, presentan actualmente un importante
incremento. Los frutos exéticos son un claro ejemplo, por lo que se han investigado
sus posibles beneficios a la salud, asi como fomentar su consumo. Annona
diversifolia (ilama) es un arbol que se encuentra distribuido de forma silvestre en las
orillas de los caminos o como cercas vivientes. Es autoctono de México conocido
comunmente como “ilama”, “ilama zapote”, “ilamazapotl” y “zapote de vieja” (Ruiz y
Morett, 1997), se encuentra en los estados de Guerrero, Michoacan, Edo de México,

Chiapas, Morelos Colima, Oaxaca y Yucatan.

La ilama produce un fruto muy apreciado por su pulpa comestible de textura suave
y sabor agridulce; ademas de poseer un alto contenido de nutrientes, fitoquimicos y
antioxidantes. Los frutos tienen alto potencial de comercializacion debido a sus
atributos antes mencionados y a la diversidad de colores de pulpa. Se consumen
principalmente como fruta fresca, pero también se utilizan en productos
semiprocesados y procesados; se comercializan en los mercados locales entre los

meses de septiembre y octubre.

Una de las caracteristicas de este fruto es que se cosecha una vez que se
encuentra agrietado de la cascara en la zona periduncular. Los frutos de esta
especie se consideran una fuente de compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante y actividad antiradical (Julian-Loaeza et al., 2011).

De la familia Annonacea se conocen numerosos metabolitos secundarios activos
(MSA) con propiedades farmacoldgicas diversas: antitumorales, insecticidas,
dopaminérgicos, antimalaricos, etc (Cortes et al., 2014). Los compuestos bioactivos
gue predominan son acetogeninas seguidas de alcaloides, compuestos fendlicos y
otros; también se han encontrado aceites esenciales y esteroles. La mayoria de los
compuestos fitoquimicos se han identificado a partir de extractos organicos a partir
de hojas, semillas y ramas que son los principales 6rganos de la planta que mas se

han estudiado, debido a que son los mas utilizados en la medicina tradicional.
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El creciente reconocimiento del valor nutricional de la ilama destaca la importancia
de esta fruta como un complemento en la dieta alimentaria, asi como para su
aplicacion en la industria. Estudios farmacoldgicos previos en extractos de hojas
han reportado sus actividades ansioliticas, antinociceptivas y anticonvulsivas,
atribuidas a un metabolito activo no polar identificado como palmitona (Gonzalez-
Trujano et al., 2006)

Dado que la composicidon nutricional y fitoquimica dependen del origen geografico
o las condiciones climaticas, el presente estudio tuvo como objetivo determinar el
contenido de los principales compuestos quimicos con valor nutricional vy
nutraceutico de frutos de ilama con dos colores de pulpay en estado de madurez
comercial provenientes de plantas desarrolladas en el municipio de Cocula,

Guerrero. y comparar los resultados con estudios previos en otras regiones.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general
Determinar el contenido de los principales compuestos quimicos con valor

nutricional y nutraceutico en frutos de ilama (Annona diversifolia Saff) cosechados

en madurez de consumo.

1.1.2. Objetivos especificos
1). Conocer la composicidén de nutrientes en frutos de pulpa blancay rosa.

2). Evaluar las caracteristicas biofisicas, bioquimicas y fisioldgicas en frutos de

pulpa blanca y rosa en madurez de consumo.

3). Caracterizar los compuestos aislados de los extractos de ilama en frutos de pulpa
blanca mediante técnicas espectroscopicas (UV-visivle, IR, TH-NMR, *C-NMR y
EM).

4). Determinar las propiedades antioxidantes de frutos de pulpa blanca y rosa
mediante la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales y la capacidad

antioxidante por los ensayos DPPH, FRAP y ABTS.

1.2. Hipétesis
H1: La concentracién nutrimental, en frutos de pulpa blanca y rosa son similares.

H2: Las propiedades biofisicas y bioguimicas en frutos de pulpa blanca y rosa son

similares.

H3: El contenido de fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante en

frutos de A. diversifolia son similares en pulpa blanca y rosa.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucién

La mayoria de las especies del género Annona provienen de América del Sur y
América Central; la region suroeste de México y Guatemala es el origen de la ilama
(A. diversifolia) (Pinto et al., 2005; Ferreira y Pinto, 2005; Andrés Agustin y Andrés
Herndndez 2011). Es una especie subcaducifolia que desarrolla en regiones
calurosas con alternancia de estacion seca y himeda (Morton, 1987; Ledn, 1989).
En México, se encuentra distribuida en regiones de tropico seco de Guerrero,
Michoacan, Edo de México, Chiapas, Morelos Colima, Oaxaca y Yucatan, en
altitudes de 250 a 1000 msnm (Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011). Se le

conoce con nombres comunes como: ilama o “ilamatzapotl” en el Estado de
México, “papausa” o “papause” en Chiapas; “ilama” o “ilama de
Tehuantepec” en Oaxaca, y “cabeza de ilama” o “cabeza de negro” en

Veracruz (Mahdeem, 1992).

La ilama o papausa esta distribuida, principalmente, en forma silvestre y establecida
en orillas de caminos y en menor grado en huertos de traspatio con plantas
cultivadas a partir de semillas (Estrada y Marroquin-Andrade, 1995; Moreno-
Veldzquez et al., 2008; Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011).

2.2. Caracteristicas del arbol

Los arboles de ilama, son por lo general de porte bajo, con raices pivotantes y
ramificaciones desde la base del tallo, con una altura promedio de 4 metros, aun
cuando pueden ser mas altos (Figura 1). Ademas se caracterizan por tener un eje

central dominante y ramificaciones desde la base (Ballesteros et al., 2010).



Figura 1. Arbol de Annona diversifolia Saff, Municipio de Iguala, Guerrero. Fotografia del

autor.

La raiz es de tipo pivotante, la cual permite a la planta una buena fijacién a suelos
con condiciones de marginalidad, aun en aquellos que presentan un alto grado de
pedregrosidad, volviendose por lo tanto plantas menos exigentes en cuanto a

suelos, que otros cultivos comerciales (Napoledn-Irigoyen, 2004).

Presenta hojas elipticas a oblanceoladas, de 8 cm a 16 cm de largo, con el apice
redondeado (Figura 2a). En la base de las ramas jovenes o de los pedunculos
florales hay bracteas circulares en forma de hojas de esta especie. Las flores salen
del crecimiento nuevo, solitarias o en grupos de dos a tres; los pétalos externos, de
color marrén, miden de 2.5 a 3 cm de largo (Figura 2b) (Andrés y Andrés, 2011).

En general, los frutos de A. diversifolia son ovoides elipsoidales, con la base hundida
y los carpelos sobresalientes, aunque algunos mas lisos; en el apice de estos hay
una protuberancia pequefia o “melén” como en ciertas chirimoyas (Figura 2c)
(Andrés y Andrés, 2011). Se clasifican como frutos carnosos compuestos por

multiples bayas fusionadas asociadas a bracteas y axis floral, similar al de la
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guanabana (Annona muricata) (Salunkhe, D. K. et al. 2000) y contiene numerosas
semillas. La cascara es gruesa y coriacea, de color verde a rojo cenizo, con
apariencia polvosa, al igual que la parte inferior de las hojas (Napoleodn-Irigoyen,
2004).

Las semillas son de forma cilindrica alargada, con una longitud aproximada, que
oscila de 1.5 a 2.5 cm, el grosor es de aproximadamente 1 cm. La semillas estan
cubiertas por una testa dura, poseen textura lisa, color café y brillante (Figura 2d)

(Napoledn-Irigoyen, 2004).

Figura 2. Hojas (A), flor (B), fruto rosa (izquierda) y blanco (derecha) (C) y semillas (D) de
Annona diversifolia Saff. Fotografia del autor.



2.3. Fenologia

La ilama es una especie sub-caducifolia con un ciclo de crecimiento anual
discontinuo que comprende una etapa de crecimiento activo crecimiento vegetativo,
floracion y fructificacidon) y otra etapa de letargo. La primera etapa coincide con la
época de lluvias, con una mayor humedad ambiental y con altas temperaturas;
mientras que la segunda etapa tiene lugar, en forma coincidente con la disminucion

de la humedad del suelo, asi como con la temperatura (Otero-Sanchez, 2005).

2.4. Caracteristicas y usos del fruto

El fruto de ilama tiene una longitud promedio de 12 centimetros (Napoledn-Irigoyen,
2004), son de pulpa color rosa, blanca (Figura 2c) (Pennington, 1968) y morada.
Los frutos son cosechados una vez al afio, cuando ocurre el agrietamiento de la
base del pedunculo, lo que de acuerdo con los productores coincide con la madurez
de consumo (Moreno-Velazquez et al., 2008: Julian-Loaeza et al., 2011). De

acuerdo con Cruz-Pineda (2002) el analisis bromatolégico indica la siguiente

composicion:
Humedad 79.6 %
Proteinas 1.31%
Grasa 0.01 %
Ceniza 1.26 %
Fibra cruda 0.97 %
Fésforo 300 ppm

Segun Moreno-Velazquez (2006) durante el desarrollo de los frutos de ilama detectd
concentraciones de etileno hasta los 99 dias después de antesis (DDA), al momento
de la cpsecha de 227.36 y 83.20 uL C2Hs kg*h™'pulpa blanca y rosa,
respectivamente. Asimismo Moreno-Veldzquez (2006) determino la produccion de



etileno en tres estados de madurez encontrando tasas de produccién de etileno
elevadas de 402.3 a 515.2 yL kg?! h?! en los frutos de pulpa blanca vy
concentraciones de 543 a 1260.4 uL kg* h'' en pulpa rosa a los 71, 85y 99 DDA
situando asi a estos frutos en el grupo de alta produccion de etileno con mas de 100
uL kgt ht,

La intesidad respiratoria en los frutos de ilama varia durante el desarrollo del fruto
con produccién de 117.6 y 127.7 mL de CO2 kg h'! en la fase | de su crecimiento,
de 86.5y 78.7 alos 78 DDA; y 91.1 76 mL de CO2 kg* h'! a los 99 DDA (Moreno-
Velazquez, 2006). Segun Pareek et al. (2011) estos frutos pueden experimentar
dafio por frio y la temperatura minima que resisten varia entre 7 y 15 °C en funcién

de la especie,

La pulpa es suave y tiene un sabor agradable (Julian-Loaeza et al., 2011), presenta
un aroma tipico y su sabor puede variar de simple a dulce (Napoledn-Irigoyen,
2004). Elfruto de ilama o papausa desarrolla peso entre 500y 900 g y un promedio
de 70 semillas por fruto (Cruz-Pineda, 2002). La pulpa, puede alcanzar hasta 50 %
del peso de fruto, ostenta sabor y consistencia agradable al paladar (Moreno-
Veldzquez et al., 2008; Julian-Loaeza et al., 2011).

Varios estudios han demostrado la alta correlacion entre el consumo de frutas en la
prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades (Park et al., 2011). Ademas
de agradable sabor y aroma las frutas exoéticas son una fuente importante de
compuestos bioactivos en la dieta humana, los mas comunes son las vitaminas (C
y E), carotenoides, compuestos fendlicos y fibra dietética (Cardenas et al., 2016).
Por otra parte, el consumo de frutas exéticas estd aumentando en los mercados
nacionales e internacionales debido al creciente reconocimiento de su valor

nutricional.

Los frutales de la familia Annonaceae son ricos en calorias, vitaminas y minerales,
y estan catalogados dentro delas frutas tropicales mas deliciosas (Ballesteros et al.,
2010). En general, las annonas se consumen como frutas frescas, pero también se

utilizan ampliamente en productos semiprocesados y procesados, especialmente
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postres (bebidas, bases para helados, dulces, gelatinas, jaleas, entre otros). A
medida que la demanda mundial de sabores exoticos y alimentos saludables se
expande, es probable que el uso de frutas también se expanda (Cordeiro et al.,
2004). Estos frutos se caracterizan por su sabor y sus componentes nutritivos. Su
valor alimenticio varia, pero la mayoria son abundantes en carbohidratos, proteinas,
calcio, fosforo, hierro, tiamina, niacina y riboflavina, y algunos en magnesio, acido

ascorbico y caroteno (Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011).

Las frutas de Annona contienen una cantidad considerable de compuestos
polifendlicos (Roesler et al., 2006). Estos compuestos son antioxidantes y ayudan a
prevenir enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como el cancer, la
aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas (Steinmetz y Potter, 1996; La
Vecchia et al., 2001; Zibadi et al., 2007). En el cuerpo, los radicales libres se derivan
de dos fuentes: fuentes enddgenas, por ejemplo el metabolismo de los nutrientes y
el proceso de envejecimiento y las fuentes exdgenas, ejemplo contaminacion del

aire 6 ambientales y radiacién solar (Lachance et al., 2001).

Se han definido una serie de pardmetros, como polifenoles totales, flavonoides
totales, actividad de eliminacion de radicales, capacidad antioxidante y actividad
quelante de Fe?*, para caracterizar la actividad antioxidante. Varios de estos
parametros se han determinado en algunas frutas, incluidos los miembros del
género Annona; p.ej. A. muricata (Hassimotto et al., 2005), A. squamosa (Yan et al.,
2006), A. diversifolia (Julidn Loaeza et al., 2011).

Se ha demostrado que las especies de Annona, son en general una fuente rica de
diferentes minerales importantes como K, Ca, Na, Cu, Fe y Mg (Moghadamtousi et
al., 2015). Los frutos de Annona diversifolia son considerados una fuente importante
de fibra, azlcares, potasio, zinc, y compuestos bioactivos con actividad
antioxidante, tales como flavonoides (Julian-Loaeza et al., 2011). Por lo que se
sugiere que el consumo regular de frutos de Annona diversifolia puede ayudar a

proporcionar nutrientes y elementos esenciales para el cuerpo humano.



Los frutos de ilama son de importancia econémica, principalmente para las
comunidades marginadas de Tierra Caliente en los Estados de Michoacan y
Guerrero ya que cuando es temporada de cosecha (septiembre y octubre), algunas
personas se dedican a su recoleccion para comercializarlas en los mercados

regionales, ademas del autoconsumo (Ballesteros et al., 2008).

Las plantas de la familia Annonaceae ademas de su consumo como frutas frescas
(Cordeiro et al., 2005) también se utilizan en la medicina tradicional (Egydio et al.,
2017). Algunas especies de Annona se emplean para el tratamiento de diferentes
enfermedades, se ha demostrado que las hojas de estas plantas poseen
propiedades analgésicas, anticonvulsivas y tranquilizantes (Carballo et al., 2010;
Gozélez-Trujano et al., 2006). Se han estudiado tres especies de este género en
investigaciones preclinicas, Annona chirimolla, Annona diversifolia y Annona
purpurea Moc. & Sessé ex Dunal (Lopez-Ruvalcava & Estrada-Camarena, 2016).
Los frutos de chirimoya han sido utilizados como antimicrobianos e insecticidas y
como tratamiento para trastornos digestivos y enfermedades de la piel (Amoo et al.,
2008).

2.5. Fitoquimica del género Annona

Varios estudios han caracterizado la actividad farmacolégica de estas plantas
debido a sus compuestos bioactivos (principalmente acetogeninas, flavonoides y
alcaloides) los cuales se encuentran en las raices, las hojas, la corteza, las semillas
y la fruta. Dado su efecto citotoxico, algunos de estos compuestos son agentes
potenciales contra el cancer (Chang et al., 1993; Cortés et al., 1993). Se han
descrito otras actividades para plantas pertenecientes a este género, como:
cardiotonicos (Wagner et al., 1980), insecticida (Sookvanichsilp et al., 1994),
antiparasitario (Pimenta et al., 2003), anticonvulsivantes (N'Gouemo et al, 1997;
Gonzalez-Trujano et al., 1998, 2001, 2006) y actividad ansiolitica (LOpez-Rubalcava
et al., 2005).
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En los ultimos afios se ha destacado su potencial biotecnoldgico dado que poseen
compuestos con actividad antitumoral, antihelmintica, antimalaria, antiprotozoaria,
insecticida, antimicrobiana, antifungica e inmunodepresiva, asociadas a
compuestos de interés entre los que destacan los alcaloides benzilisoquinolinicos y

las acetogeninas (Gonzalez-Esquinca et al., 2011).

Las acetogeninas son metabolitos secundarios derivados de los acidos grasos en
la ruta de los policétidos (Moghadamtousi et al., 2015), se caracterizan por presentar
una cadena de 32 o 34 atomos de Carbono con varias funciones oxigenadas y una
y-lactona terminal (Zeng et al., 1996; Cabedo et al., 2011). Su origen biogenético
es similar al de los acidos grasos. En los ultimos afios, se ha llevado a cabo una
serie de estudios que han permitido postular la forma en que las ACG interaccionan
con el complejo | (Cabedo et al., 2011). Para conocer mejor que parte de la molécula
interacciona con dicho complejo, la estructura de la ACG se ha dividido en cuatro
zonas: a) dominio lactonico terminal, b) dominio espaciador (cadena
hidrocarbonada entre lactona y los anillos THF), ¢) dominio polioxigenado (sistema

THF), y d) dominio hidrofébico terminal (Figura 3).

OH
OH OH
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— .
0~ ~o
— —— \ J \ ~ AN J
Y '
dominio lacténico dominio espaciador dominio polioxigenado dominio hidrofébico
terminal terminal

Figura 3. Estructura quimica de squamocina.

Las ACG exhiben una amplia gama de propiedades biol6gicas, como agentes
terapeuticos contra el cancer debido a sus efectos citotdéxicos (Chang et al., 1993;
Cortés et al., 1993), ademas de propiedades pesticidas, antiparasitarias,

antimicrobianas e inmunosupresoras (Bermejo et al.,, 2005). Las primeras
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acetogeninas aisladas del género Annona fueron en atemoya, A. coriacea, A.

Crassiflora, A. glauca, Asimonia longifolia y Uvaria tonkinesis (Zeng et al., 1996).

Los flavonoides presentes en semillas, raices, corteza, tallos y frutos son posibles
agentes quimiopreventivos, dada la evidencia de que disminuyen la incidencia de

tumores (Cordeiro et al., 2004).

Esta familia es considerada una fuente rica de alcaloides de isoquinolina,
particularmente aporfinicos (Rabélo et al., 2014) como anonaina y liriodenina
(Figura 4) (Bermejo et al., 2005) siendo esta ultima el mas abundante (De la Cruz
et al., 2011). De la Cruz et al., (2011) estudiaron la produccién de liriodenina y
encontraron que la biosintesis ocurre durante las etapas imbibicidén, germinacion
etapa de plantula concluyendo asi que este alcaloide estd asociado con los
procesos de desarrollo en A. diversifolia. La diversidad estructural de los alcaloides
de isoquinolina es tan amplia como el rango de sus actividades biolégicas. Pueden
usarse como antimicrobianos (Simeon et al., 1990), citotéxicos (Wu et al., 1993),
antitumorales (Sonnet y Jacobson, 1971), antiprotozoarios (Tempone et al., 2005),
antiviral (Montanha et al., 1995) ademas de muchas otras aplicaciones, como
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas (Abbasoglu et al., 1991;
Paulo et al., 1992; Rinaldi et al., 2017).

(A)

Figura 4. Estructura quimica de anonaina (a) y liriodenina (b).
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Existe una gran cantidad de alcaloides que se han identificado en diferentes partes
de plantas del género Annona, incluyendo frutos, hojas, ramas, tallos, cortezas,
raices y semillas. Se han reportado 70 alcaloides de 20 especies con alguna
actividad biologica. La mayoria de ellos son derivados de bencilisoquinolinas, sin
embargo se ha observado una amplia variacion en la composicion de alcaloides de
especies de Annona a traves de las partes de las plantas, las semillas y las raices
son fuentes importantes de alcaloides poco comunes en este género (Egydio et al.,
2017). En el Cuadro 1 se presentan algunos alcaloides presentes en especies del

género Annona.
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Cuadro 1. Alcaloides descritos para algunas especies de Annona.

Especie

Parte

Alcaloide

Referencia

A. cherimola Mill.

Hojas

anonaine
liriodenine
nornuciferine

1,2-dimethoxy-5,6,6a,7-

tetrahydro-4h-

dibenzoquinoline-3,8,9,10-

tetraol

Rabélo et al., 2015

Raices

corytenchine
isocoreximine

Martinez et al., 2005

A. diversifolia Saff. Embriones, radiculas | liriodenine Da Cruz et al., 2011
y raices en etapa de De la Cruz etal., 2012
desarrollo
Semillas liriodenine Campos et al., 2008
A. muricata L. Hojas anonaine Vendramin et al., 2013
annonamine De Castro et al., 2016
asimilobine Fofana et al., 2013
coclaurine Coria et al., 2016
isoboldine
isolaureline
liriodenine
N-methylcoclaurine
norcorydine
O-dimethylcoclaurine
O-methylcoclaurine
remerine
xylopine
A. reticulata L. Hojas lanuginosine Nakano et al., 2011
liriodenine
lysicamine
A. squamosa L. Hojas annonaine Magadula et al., 2009
corydine Vendramin et al., 2013
lanugiosine Dholvitayakhun et al.,
liriodenine 2013
lysicamine Nakano et al., 2013
N-methylcoclaurine Baskar et al., 2007
oxophoebine Lebrini et al., 2010
O-methylarmepavine
reticuline
roemerine
Ramillas anomuricine Vila et al., 2003
isocorydine Soni et al., 2012
lanuginosine
N-methylcorydaldine
O-methylarmepavine
Corteza N-nitrosoxylopine Rabélo et al., 2015

norlaureline
roemerolidine

Fuente: Bermejo et al., 2017.
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Una gran diversidad de metabolitos secundarios se han aislado de diferentes
especies del género Annona, entre los cuales destacan la presencia de
acetogeninas, diterpenos y flavonoides aislados de corteza, hojas, frutos y semillas
de Annonaceae (Leboeuf et al.,, 1980: Santos et al., 2000). Los cuales estan
relacionados con las actividades bioldgicas descritas para esta familia, como
antiprotozoario (Tempone et al., 2005) o citotoxico (Mahmound et al., 2011). Sin
embargo, una de las caracteristicas mas importantes de las Annonaceaes es la
presencia de alcaloides (Cavé A., 1985), principalmente bencilisoquinolinas. Esta
clase de alcaloides es la segunda mas abundante encontrada en el género Annona
(Egydio et al., 2017).

Rinaldi et al., (2017) aislaron en extractos de tallos de A. hypoglauca cuatro
alcaloides aporfinicos: isoboldina, nornuciferina, anonaina y actinodafina. Ademas
mostraron actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Enterococcus

faecalis, y un efecto letal contra cancer de mama y colon.

Annona muricata se le han atribuido una amplia gama de actividades
etnomedicinales como  anticancerigenas, anticonvulsivas, antiartriticas,
antiparasitarias, antimalaria, hepatoprotectoras y antidiabéticas. Los estudios
fitoquimicos revelan que las acetogeninas son los principales constituyentes de esta
especie (Moghadamtousi et al., 2015). Otros estudios en diferentes partes de la
planta de Annona muricata han demostrado la presencia de varios compuestos
entre los que destacan alcaloides, flavonoles triglicésidos, megastigmanos,
compuestos fendlicos, ciclopéptidos, y aceites esenciales (Moghadamtousi et al.,
2015).

2.5.1. Fitoquimica de Annona diversifolia Saff

Las hojas de A. diversifolia se emplean como anticonvulsionantes y analgésicos, asi
como también como un agente antiinflamatorio en la medicina tradicional mexicana
(Estrada, 1985; 1994). Las propiedades anticonvulsivas de esta especie se han

demostrado en estudios previos (Gonzalez-Trujano et al., 1998, 2001, 2006).
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Diversos compuestos quimicos se han aislado de distintas partes de la planta de A.
diversifolia, palmitona, B-sitosterol, p-cariofileno, B-selinene, a-cubebeno y linalool.
De los cuales B-sitosterol ha demostrado actividad ansiolitica o antidepresiva en
modelos animales (Chattopadhyay et al., 2003), mientras que la palmitona posee
efectos antinociceptivos, anticonvulsivos o antioxidantes (Gonzalez-Trujano et al.,
2006a; Lépez-Ruvalcava et al., 2006).

Schlie-Guzman et al. (2009) aislaron dos acetogeninas la herradurina y cherimolina
de las semillas de A. diversifolia y evaluaron su actividad citotdéxica en cultivos

celulares, demostrando asi su efecto antitumoral.

En estudios previos se ha demostrado la actividad anticonvulsiva y antidepresiva en
el sistema nervioso central (SNC) del extracto etandlico de hojas de A. diversifolia
(Gonzélez-Trujano et al.,, 1988). Gonzalez-Trujano et al. (2001) aislaron e
identificaron a la palmitona (Figura 5) demostrando que el Unico compuesto activo
anticonvulsivo del extracto etandlico de las hojas de A. diversifolia. Siendo el primer
ejemplo de una cetona alifatica con propiedades anticonvulsivas que podria

representar un nuevo farmaco antiepiléptico de origen natural.

La palmitona es un metabolito secundario de origen policetidico previamente
aislado de Corynebacterium diphtheriae (Pudles, 1954) y varias fuentes como
Lindera umbellata (Hayashi y Komae, 1971), Neolitsea sericea (Komae y Hayashi,
1971) y Annona squamosa (Behari y Sharma, 1971), entre otras.

O
I

C
CHB(CH2)14/ \(CH2)14CH3

Figura 5. Estructura de palmitona.

Las plantas del género Annona son una buena fuente para la extraccion de

compuestos con varias actividades farmacologicas, incluido el SNC. El extracto
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etandlico de hojas A. diversifolia (Carballo et al., 2010). Gonzalez-Trujano et al.
(2006a) demostraron que la palmitona de A. diversifolia ademas de poseer

propiedades antiepilépticas también tiene efectos ansioliticos.

La palmitona produjo una respuesta antinociceptiva, por lo que se evidencia que A.
diversifolia posee actividad antinociceptiva, dando soporte a su uso tradicional para

el tratamiento del dolor espasmadico y artritico (Carballo et al., 2010).

En Annona diversifolia se han aislado de raices y semillas un alcaloide liriodenina,
el cual ha demostrado bioactividad como antioxidante (Costa et al., 2013),
antimicrobiano (Costa et al., 2013), antifangico (da Cruz et al., 2011) y efecto

antiproliferativo de células T infectadas con HTLV-1 (Nakano et al., 2013).
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CAPITULO I. ANALISIS NUTRIMENTAL EN ILAMA (Annona diversifolia
Saff): SUELO, HOJAS Y FRUTO

1.1 Resumen

Annona diversifolia es una anonacea originaria de México y Centroameérica, es de
las mejores frutas de los tropicos bajos y secos (Andrés Agustin y Andrés
Hernandez 2011). En el presente estudio se realizd en arboles de ilama de tres
colores de pulpa, se hicieron analisis de suelo y foliar para determinar las
caracteristicas quimicas del suelo y el estado nutrimental de los arboles. Asi mismo
en frutos de pulpa color blanca y rosa se realizdé un analisis mineral en estado de
madurez de consumo. Se obtuvieron muestras de suelo de 0 a 30 cm, las cuales se
les determind la composicion quimica (pH, CE, MO, P, K, Ca, Mg, Na, N, Fe, Cu,
Zn, Mn y B). Las muestras foliares se les determiné el estado nutrimental (N, P, K,
Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B). La composicion mineral consistio en la determinacion
de N, P, K, Ca, Mg Fe, Cu, Zn, Mn y B. El objetivo fue comparar aspectos
nutricionales entre los diferentes genotipos. El contenido de materia organica fue
alto y el pH neutro en las tres muestras. Los valores nutrimentales quimicos en los
macroelementos en las tres muestras se observaron comportamientos similares,
deficiencias en potasio y excesos de calcio y nitrégeno. En cuanto a los
microelementos estos fueron variables en las tres muestras de muy altos a
moderadamente bajos. Los valores del andlisis foliar en la concentracién de
macroelementos fueron adecuados, deficientes y altos. Los microelementos fueron
adecuados y deficientes en las tres muestras de tejido. La composicion mineral de
los frutos de Annona diversifolia el macroelemento que se encontr6 en mayor
proporcién fue el potasio tanto en exocarpio como mesocarpio con valores de 8.53
—12.52 mg g? 13.92 - 14.12 mg g™* respectivamente en frutos color pulpa blancay
rosa. En los microelementos el mineral encontrado en mayor proporcién fué el hierro
en exocarpio y mesocarpio con valores de 45.31 — 55.41 mg kg* y 34.73 — 45.00
mg kg en los dos colores de pulpa.

Palabras clave: Contenido nutrimental, macroelementos, microelementos,
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1.2 Abstract

Annona diversifolia is an ananacea from Mexico and central America, is one of the
best fruits from the dry and low tropics (Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011).
The present work was done in ilama’s trees of three colors of pulp, analysis of soil
and foliar were done for determinate the chemical characteristic of the soil and the
nutrimental state of the trees. Likewise, mineral analysis in the state of consume
maturity was done in the fruits of white and pink pulp. Samples of soil were taken
from 0 to 30 cm, from which were determinate the chemical composition (pH, CE,
MO, P, K, Ca, Mg, Na, Nt, Fe, Cu, Zn, Mn and B). Nutrimental state was determinate
for foliar samples (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn and B). The mineral composition
consisted to mesure; N, P, K, Ca, Mg Fe, Cu, Zn, Mn and B. The purpose was to
compare nutritional aspects among the different genotypes. The amount of organic
material was high and neutral pH in the three samples. The chemical nutrimental
values in macroelements behaved similarly for the three samples, differences in
potassium and excess of calcium and nitrogen. For the microelements, these were
variables in the three samples from very high to moderately low. The foliar analysis
values in macroelements concentration, were adequate, deficient and high. The
microelements were adequate and deficient for each of the three tissue samples.
For the mineral composition of the fruit of Annona diversifolia potassium was found
in high concentration in exocarp as in mesocarp with values from 8.53 — 12.52 mg
gl 13.92 — 14.12 mg g* respectively in fruit of white and pink pulp. The highest
concentration in microelements was for iron in exocarp and mesocarp with values
45.31 —55.41 mg kg and 34.73 — 45.00 mg kg in both pulp color.

Key words: Nutrimental content, macroelements, microelements.
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1.3 Introduccion

En México existen muchas regiones tropicales donde se distribuyen las especies de
las Annonaceas (Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011). Esta familia ha sido
poco explorada, la cual tiene potencial para ampliar sus usos como cultivos
alternativos a frutales que han perdido rentabilidad. (Hernandez-Fuentes et al.,
2016).

Algunas especies de anonas (A. cherimola, A. muricata, A. squamosa) son las que
se han sometido a cultivo comercial en México y en otras partes del mundo con
practicas agrondmicas tales como germinacion de semillas, injertacion, podas,
polinizacién artificial, fertilizaciébn quimica y organica, riegos, control de plagas y
enfermedades (Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011).

La nutricion de los arboles de ilama es uno de los factores mas importante para
aumentar la productividad y al mismo tiempo mejorar la calidad de los frutos. Sin
embargo en las zonas productoras del pais no se realiza esta préctica,
produciéndose de forma silvestre.

Existen pocos trabajos de investigacion sobre la nutricion de las Annonaceas. Vidal-
Hernandez et al. (2014), en Veracruz, México encontré que las plantas de
guanabana que de la composicién quimica del suelo, donde se encontré que los
macroelementos estuvieron muy altos; N: 2.1 %; P: 1.3 %; K: 18.1 %; Ca: 51.5 %y
Mg: 57.0 %. Y el contenido de los microelementos fueron adecuados Fe: 17.7 mg
kg?l; Cu: 1.4 mg kg?; Zn: 2.1 mg kgt y Mn: 19.7 mg kg™*. Estos mismos autores
realizaron analisis foliar donde obtuvieron concentraciones de macroelemento
adecuadas; N: 1.74 %; P: 0.02 %; K: 1.59 %; Ca: 2.62 % y Mg: 0.020 % y
concentraciones de microelementos deficientes; Cu: 2.6 mg kg y altos en Fe: 149
mg kg!; Mn: 57.5 mg kg? adecuados y altos en Zinc: 381 mg kg™. Por su parte
Otero-Sanchez (2005) realizé un analisis foliar en arboles de ilama, donde pudo
detectar concentraciones de macroelementos como N: 12 a 24.3 mg gps; P: 0.53 a
1.17 mg glps; K: 7.34 2 11.76 mg gps; Ca: 7.34 a 11.76 mg gtps; Mg: 2.1 2 3.8 mg
glps Y microelementos como Mn: 65 a 143 ug g* Zn: 14.3a21.7 yggtyB: 39 a
44 ug g*. Endicho trabajo no se determiné los elementos Fe y Cu como en el actual
trabajo.
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En cuanto a la composicién nutrimental se tienen poca informacion sobre la
composicién mineral en frutos de ilama Julian-Loaeza et al. (2011) reportaron la
composicion nutrimental en pulpa de frutos de A. diversifolia de Chiapas. El estudio
incluyo los tres colores de pulpa; y fue determinada la concentracion de Ca, Mg, Na,
Ky Zn, encontrando valores de 0.86 —22.93, 8.0 — 14.01, 2.15-3.18, 335 -335.95
y 0.10 — 0.15 mg 100g* respectivamente. Estudios mas completos sobre la
composicion nutrimental se han realizado en otras especies por ejemplo: en
mesocarpio de frutos de atemoya se han determinado Ca, Na, K, Fe, Zn, Cu, Pby
Cd (Dos Santos et al., 2016) y en A. muricata L. minerales como: K, Na, Fe, Mn,

Cu, Zn, Cay Mg tanto mesocarpio como en exocarpio (Hernandez et al., 2018).

El objetivo de este estudio fue determinar la concentracién nutrimental en muestras
de suelo, hojas y frutos de Annona diversifolia colectados en el Machito de las
Flores, Cocula, Guerrero, y determinar si existe diferencias entre los genotipos
utilizados.

1.4 Materiales y métodos
El estudio se realizé a partir de julio de 2017 con la colecta de suelo y hojas, mientras

que los frutos se obtuvieron en octubre del mismo afo.

1.4.1 Material vegetal y sitio de colecta

Se estudiaron tres variedades de ilama diferenciadas por el color de pulpa de sus
frutos, blanca, rosa 'y morada, las cuales son cultivadas en traspatio en la comunidad
de el Machito de las Flores, Municipio de Cocula, Estado de Guerrero, ubicado
geograficamente a una altitud de 630 m y coordenadas 18° 20' Ny 99° 28' O. La
temperatura media anual es de 25.7 °C, con precipitacion de 132.1 mm, humedad
relativa de 65.7 % y humedad de suelo de 0.2 % (Estacién Meteoroldgica 2017-
2018, CEP-CSAEGRO).
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1.4.2 Analisis de suelo

Para conocer el medio quimico del suelo donde se cultivan las tres variedades de
ilama seleccionadas se colectaron tres muestras suelo en la zona de goteo de los
arboles a una profundidad de 0 a 30 cm, y se trajeron al Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. La preparacion de las muestras consistié en: secado, molido y
tamizado del suelo para el andlisis de fertilidad, se determind: pH por potenciometria
(relacion suelo-agua 1:2), conductividad eléctrica (C. E.), materia organica por
combustion humeda por el método Walkley y Black (Jackson, 1976). La
concentracion de N se determind por el método Kjeldahl. La determinacion de
fésforo fue por el método Olsen (CSTPA, 1980). Para las bases intercambiables
(Ca?*, Mg?*, Na* y K*) se empled acetato de amonio 1N, pH 7.0 para su extraccion;
Cay Mg se determiné por espectroscopia de absorcién atémica, K y Na por emision
atomica. En cuanto a los micronutrimentos (Fe, Mn, Zn, Cu) se utilizé6 DTPA (acido
del dietilen-triamino-pentaacético) para su extraccion y se determind por
espectroscopia por absorcion atomica. La cuantificacion de boro fue con una

solucién de Azometina-h.

1.4.3 Anélisis foliar

El andlisis foliar se realiz6 en las tres variedades, para ello se realiz6 un muestreo
hojas en los cuatro puntos cardinales, en cada punto cardinal se seleccionaron 10
hojas adultas de la parte media del brote del afio. Una vez colectadas fueron
transportadas en refrigeracion al Colegio de Postgraduados Campus Montecillo La
preparacion previa al andlisis consistio en lavar con agua destilada las hojas
posteriormente fueron secadas utilizando una estufa de conveccién (Imperial V
Mechanical and gravity convention ovens Dubuque lowa, EUA) por 72 h a 70 °C,
enseguida se molieron en un molino de acero inoxidable (General Electric Modelo
AC 160, EUA).

Para la determinacion de N se pesaron muestras de 0.1 g de tejido seco y se
colocaron en tubos de digestion, se sometieron a digestion humeda agregando 3
mL de una mezcla de acido sulfurico:salicilico (H2SO4C7HsO3) mas catalizadores y

combustién a 400 °C durante 3 h. Para los elementos P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn
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y B se tomaron muestras de 0.5 g de tejido seco adicionandoles una mezcla de
acidos nitrico:perclérico (HNO3:HCIOa4) (4:2, viv). Después de la digestion, las
muestras se aforaron a 25 mL con agua desionizada y se filtraron. La concentracion
de N se determiné por el método micro-Kjeldahl. Para la determinacion de los demas
elementos se realizé por espectrometria de emision atdmica de induccion por
plasma acoplado (ICP-OES Varian 725ES, Australia).

1.4.4 Analisis de fruto

Para la determinacion de la concentracion nutrimental del fruto, se analizaron
solamente frutos de pulpa blanca y rosa ya que no hubo suficientes frutos de pulpa
morada para los analisis proyectados. Los frutos se cosecharon en estado de
madurez comercial, cuando ocurre el agrietamiento de los mismos. El analisis se
realizé en tres frutos para cada color de pulpa; de cada uno de estos se separo la
cascara (exocarpio) y pulpa (mesocarpio) y se secaron utilizando una estufa de
conveccion (Imperial V Mechanical and gravity convention ovens Dubuque lowa,
EUA) 72 h a 70°C, posteriormente se molieron en un molino de acero inoxidable
(General Electric Modelo AC 160, EUA).

Se tomaron muestras de 0.25 g de tejido seco en tubos de digestidn, se sometieron
a digestion humeda adicionando 2 mL de una mezcla de H2SO4:HCIO4 y 1 mL de
H20:2. a 400 °C durante 3 h. Después de la digestion, las muestras se aforaron a 25
mL con agua desionizada y se filtr6. La concentracion de N se determiné por el
método micro-Kjeldahl. El resto de los elementos se determiné mediante un equipo
de espectrometria de emision atémica de inducion de plasma acoplado (ICP-OES
Varian 725ES, Australia).

1.4.5 Analisis estadistico

Los analisis foliar y nutrimental en frutos se realizaron por triplicado usando un
disefio experimental completamente al azar. Los datos obtenidos se sometieron a
un analisis de varianza y comparacion de medias empleando la prueba Tukey con

un nivel de confiabilidad p < 0.05. El analisis de los datos se realizdé con el paquete
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estadistico Statgraphics version plus 5.1 (Statistical Graphics Corp., Manugistics,
Inc., Cambridge, MA, EUA).

1.5 Resultados y discusion

1.5.1 Caracteristicas quimicas del suelo

La quimica del suelo representa una conexién esencial entre las consideraciones
sobre la fertilidad, comprende aspectos de la quimica de soluciones y de la quimica
de fase sdlidas (minerales) (Thompson y Troeh, 1988). Un andlisis de suelo es una
guia que describe la disponibilidad de nutrientes y el potencial de absorcién por un

cultivo.

Para interpretar los atributos quimicos evaluados se us6 la informacion propuesta
por Castellanos et al. (2000). Los suelos de la region de los tres colores de pulpa
son neutros (6.9 a 7.2) (Cuadro 1) de acuerdo a la NOM- 021-SEMARNAT-2000, la
neutralidad es una condicion adecuada para la asimilacion de los nutrientes y para
el desarrollo de las plantas. Los valores de C.E. son <2 en las tres variedades, es
decir con efectos despreciables de la salinidad segun la NOM- 021-SEMARNAT-
2000. El contenido de materia organica se encuentra en un intervalo de 7.1 (suelo
para el genotipo con frutos de pulpa blanca) a 9.9 % (suelo del genotipo con frutos
de pulpa morada) el cual es muy alto en los tres casos. El nivel de fésforo en el
suelo para el genotipo cuyos frutos son de pulpa blanca (14 ppm) es
moderadamente bajo, el rosa (16 ppm) es medio y el morado (24 ppm) es
moderadamente alto. EIl potasio en los tres casos es muy bajo (<100 ppm), las
deficiencias de potasio son tan comunes que se considera uno de los tres

principales elementos fertilizantes (Thompson y Troeh, 1988).

El contenido de calcio en suelo es moderadamente (>4500 ppm) para los tres tipos
de pulpa, mientras que los contenidos de magnesio para los tres colores de pulpa
estuvo en un intervalo de medio, encontrandose en un rango de 200 a 400 ppm y

los contenidos de sodio en las tres muestras fueron muy bajos.
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El contenido de nitrdgeno presente en las tres muestras de suelo fue muy alto
(>0.25) de acuerdo a la NOM- 021-SEMARNAT-2000. El hierro en el color morado
y rosa (10 ppm) es medio y para el caso del blanco (13 ppm) es moderadamente
alto. El contenido de cobre en los tres casos es alto (1.8 a 2.5 ppm). El zinc es
moderadamente bajo para el blanco (1.2 ppm) y el rosa (1.0 ppm) y para el morado
es moderadamente alto (3.8 ppm). El manganeso en el morado es moderadamente
alto (22 ppm) y para el blanco y rosa es alto (30 y 27 ppm). Y el boro para el blanco

y rosa (0.6 ppm) es bajo y para el morado (1.5 ppm) es moderadamente alto.
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Cuadro 2. Fertilidad del suelo en sitios con genotipos de ilama, cuyos frutos son de pulpa blanca, rosa y morada, en la

localidad de el Machito de las Flores, Iguala, Guerrero.

pH CE M.O. P K Ca Mg Na N Fe Cu Zn Mn B
Suelo/Va
riedad de
pulpa
1:2 (dsm?) (%) (ppm) % ppm
H.O
6.9 0.8 7.1 14 0.9 10740 226 0.2 0.5 13 2.3 1.2 30 0.6
Blanca (Ne) (MuB) (MA) (MoB) (MuB) (MA) (M) (MuB) (MuA) (MA) (A) (MoB) (A) (B)
7.2 0.3 8.0 16 1.0 11780 287 0.2 0.4 10 25 1.0 27 0.6
Rosa (Ne) (MuB) (MA) (M) (MuB) (MA) (M) (MuB) (MuA) (M) (A) (MoB) (A) (B)
7.0 0.5 9.9 24 3.3 10 680 321.6 0.6 0.5 10 2.1 3.8 22 15
Morada  (Ne) (MuB) (MA) (MA) (MuB) (MA) (M) (MuB) (MuA) (M) (A) (MA) (MA)  (MA)

Ne = neutro; MuB = muy bajo; B = bajo; MoB = moderadamente bajo; M = moderado; A = alto y MA = moderadamente

alto.
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1.5.2 Andlisis nutrimental en hojas

En el Cuadro 2 se muestran los promedios de concentracion nutrimental en hojas
de los tres genotipos de ilama, donde se observa contenidos de nitrégeno entre 23.0
y 28.0 mg glps sin diferencias significativas (p < 0.05). Otero-Sanchez (2005)
encontré valores de 12.0 a 24.3 mg g'ps en ilama. Los valores criticos para atemoya
en Australia (Paul & Duarte, 2011) una de las annonaceas se encuentra en un rango
de 25 a 30 mg g%, lo cual indica que los resultados encontrados se encuentran

dentro del rango.

El intervalo de concentracion de fésforo fue de 1.1 a 1.5 mg gps Nno presentaron
diferencia significativa (p < 0.05), resultaron altos al compararlos con los valores de
Otero-Sanchez (2005), quien menciona valores de 0.53 a 1.17 mg g'ps. Los
resultados indican que este elemento se detect6 en cantidades bajas respecto a los

valores criticos para atemoya (1.6 a 2.0 mg g1) (Paul & Duarte, 2011).

Las concentraciones de potasio variaron de 1.5 y 4.1 mg glps con diferencia
significativa (p < 0.05), siendo el color rosa y morada los superiores, y se consideran
bajas de acuerdo a Otero-Sanchez (2005). Los valores en ilama fluctian entre 7.34
- 11.76 mg g ps, asi mismo las cantidades de potasio fueron inferiores a los valores
criticos para atemoya (10.0 a 15.0 mg g') (Paul & Duarte, 2011). Los arboles
analizados muestran una asimilaciéon baja de potasio, este debido a la falta de

fertilizacion.

El intervalo de concentraciéon de calcio fue de 14.0 - 18 mg gps sin diferencia
significativa, mientras que Otero-Sanchez (2005) reporta valores de 7.34 - 11.76 mg
gps. Los valores criticos para atemoya son de 6 - 10 mg g* (Paul & Duarte, 2011).
Por lo que se puede decir que la concentracion de calcio es superior al rango
aceptable, y se tiene un exceso de calcio en los tres genotipos. El calcio es un
elemento estructural en la planta ya que constituye la lamina media, las paredes y
membranas de la célula y, ademas, participa en la division y extension celular (Diaz
et al., 2007).
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La concentracion de magnesio se encontré entre 2.0 y 2.4 mg gps sin diferencia
significativa entre los diferentes colores de pulpa, Otero-Sanchez (2005) reportd
valores de 2.1 a 3.8 mg gps, mientras que los valores criticos para atemoya (Paul
& Duarte, 2011) son de 3.5 - 5 mg g, por lo que hay una deficiencia de este

nutrimento.

El intervalo de concentracion de hierro fue de 59.9 y 79.7 mg kgps sin diferencia
significativa, estos valores se encuentran dentro de los valores criticos para
atemoya (50 - 70 mg Kg') (Paul & Duarte, 2011), siendo la de color morada (79.66
mg kg?) la que es superior a los valores criticos.

El intervalo de concentracién de cobre es de 5.9 y 8.8 mg kgps sin diferencia
significativa, siendo inferiores a los valores criticos en atemoya (10 - 20 mg Kg?)
(Paul & Duarte, 2011).

La concentracion de zinc se encontr6é entre 12.7 y 14.6 mg kgps, sin diferencia
significativa, lo anterior contrasta en los valores superiores reportados por Otero-
Sanchez (2005) (14.3 - 21.7 mg gps) en la misma especie. Las concentraciones
de este elemento son bajas de acuerdo a los criticos para atemoya (15 — 30 mg Kg
1) (Paul & Duarte, 2011). Estas deficiencias se pueden deber a que el zinc es

facilmente lixiviable, sobre todo en suelo permeables (Mendez et al., 2008).

Los valores de manganeso se encontraron entre 10.1y 14.1 mg kg ps sin diferencia
significativa, estas concentraciones denotan deficiencias de acuerdo a Otero-
Sanchez (2005) (65 a 143 mg g'ps) y a los valores criticos para atemoya (30 - 90
mg Kg?) (Paul & Duarte, 2011).

La concentracién de boro oscilé entre los valores 24.3 y 28.8 mg kgps, Otero-
Sanchez (2005) encontré valores superiores (39 a 44 mg gps) a los de este trabajo,
mientras que los datos obtenidos se encuentran dentro de los valores criticos para
atemoya (15 - 40 mg Kg?) (Paul & Duarte, 2011).
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Cuadro 3. Concentracion nutrimental en hojas de tres genotipos de ilama (Annona diversifolia Saff), diferenciados por su
color de pulpa colectados en el sitio.

mg g mg kgt
Frutos de
pulpa N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B

Blanca 259a 1.2 ab 15b 140 a 20a 599 a 59a 14.6 a 10.1 a 24.4 a
Rosa 23.0a 1.1a 3.2a 18.0 a 24 a 62.6 a 6.1a 13.6 a 11.0a 24.3 a
Morada 28.0a 1.45b 4.1 ay 150a 20a 79.7 a 8.8a 12.7 a 14.1 a 28.8 a
CV (%) 14.3 17.4 41.8 16.4 17.1 20.1 26.9 16.6 21.8 16.1
DMS 8.5 0.4 1.2 53 0.9 28.6 3.6 6.1 5.2 10.2

Promedios (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. (Tukey, p<0.05).
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1.5.3 Anélisis nutrimental en fruto

Los minerales son vitales para el mantenimiento de la salud del cuerpo humano.
Estos minerales se requieren en nuestra dieta en grandes cantidades (> 100 mg/dia)
se conocen como macro-elementos y los que se requieren en pequefas cantidades
(<100 mg/dia) se conocen como micro-elementos. Los macro-elementos incluyen
Na, K, Ca, Mg y P tienen multiples funciones dentro del cuerpo, tales como la
iniciacion para produccion de hormonas y la aceleracion de los procesos
metabolicos. Los micro-elementos como Fe, Iz, Cu, Zn, Cr y Mn interactian con
vitaminas y macro elementos para mejorar sus efectos en el cuerpo. Sin embargo,
la presencia de estos elementos por encima de los niveles permisibles puede causar

varias consecuencias (Lugwisha et al., 2016).

En el Cuadro 3 se presentan los valores de concentracion nutrimental en frutos de
dos genotipos de ilama (blanco y rosa) en mesocarpio y exocarpio en madurez de
consumo, donde se observa que el potasio es el macro-elemento que se encontrd

mas abundante seguido del nitrégeno.

El contenido de nitrégeno en mesocarpio fue de 8.2 mg g'ps y 4.8 mg g2ps, siendo
estadisticamente diferente, sobresaliendo la pulpa blanca. En cuanto al fésforo se
encontré en un rango de 1.1 mg gps en los dos colores de pulpa, estos valores son
superiores a los reportados por Cruz-pineda (2002) reporta que el contenido de

fosforo en ilama del estado de Guerrero es de 0.3 mg g.

El potasio es el mineral mas abundante de los macro-elementos en pulpa, se
encontré en un rango de 8.5y 12.5 mg g-ps sin diferencia significativa, los valores
reportados por Julidn-Loaeza et al. (2011) en frutos de A. diversifolia fueron de 3.47
(blanca) y 3.35 (rosa) mg gpr desarrollados en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México,
estos valores son inferiores a los encontrados en este trabajo, esta diferencia tal vez
se deba a que los frutos analizados no fueron cultivados en el mismo lugar y las
condiciones de cultivo son determinantes para la absorcién de este mineral. Valores
similares a este trabajo fueron encontrados en saramuyo (8.73 mg gi)

desarrollados en Tanzania (Lugwisha et al., 2016). A nivel funcional el potasio tiene
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un papel en la fotosintesis y en el metabolismo de los carbohidratos de las plantas
(Hernandez et al., 2018).

El calcio en pulpa fue de 1.2 (blanca) y 1.7 (rosa) mg g~ps sin diferencia significativa.
Julidn-Loaeza et al. (2011) reporta valores muy bajos de calcio en la misma especie
2.2 mg gpr en pulparosay 0.0086 mg gt en pulpa blanca. Este comportamiento

se justifica debido a las altas concentraciones de este mineral en el suelo.

En cuanto al contenido de magnesio en pulpa se observaron diferencias
significativas entre los dos colores, el mayor contenido se encontré en la blanca con
0.6 mg g'ps Y en menor contenido en la rosa con 0.4 mg gps, Julidn-Loaeza et al.
(2011) encontr6 menores concentraciones de este mineral en la misma especie

0.082 mg gpf (blanca) y 0.027 mg gLpr.

El hierro fue el microelemento encontrado en menor cantidad en pulpa, la blanca
fue la que tenia mas 45.0 mg kg'ps y la rosa la de menor contenido 34.7 mg kg ps,
sin embargo no hubo diferencia significativa. Estas cantidades de hierro son
mayores a las encontradas en saramuyo, con valores de 7.7 mg kgl
(Abdualrahman et al., 2016) y 12.7 mg kgpr (Lugwisha et al., 2016). La variacion
de los niveles de estos minerales podria deberse a diferencias en los niveles de los
elementos presentes en el suelo y las diferentes tasas de absorcion de estos
elementos por las plantas, que a su vez esta influenciada por el pH del suelo, las
interacciones con coloidales del suelo, actividad microbiana y condiciones fisicas
del suelo como la aireacion, compactacion, temperatura, humedad y contenido de
materia organica (Henrigez et al., 2010). El hierro es un elemento esencial para casi
todos los organismos vivos ya que participa en una amplia variedad de procesos
metabdlicos, como el transporte de oxigeno, la sintesis de acido desoxirribonucleico
(ADN) y el transporte de electrones. Sin embargo, en cantidades excesivas, puede

causar dafo tisular (Abbaspour, et al., 2014).

El contenido de cobre en pulpa fue de 1.1 mg kg'ps en la blanca y 0.3 mg kg
para la rosa sin diferencias significativas, el valor en pulpa blanca es mayor mientras
que en pulpa rosa valores similares se encontraron en saramuyo 2.9 mg kg2pf

(Abdualrahman et al., 2016). En cuanto al zinc el contenido en pulpa fue de 6.9 mg
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kglps en blancay 2.2 mg kg?ps en la rosa, sin diferencias significativas. Julian-
Loaeza et al. (2011) encontré concentraciones mas bajas se encontraron el ilama
1.3 mg kg*pten pulpa blanca y 1.5 mg kgt en pulpa rosa. Estas diferencias se
pueden atribuir al origen de la fruta, debido a que los arboles tienen diferente manejo
de nutricién. En saramuyo se han reportado valores de 3.7 mg kg pt (Abdualrahman
et al., 2016) y 5.1 mg kgpt (Lugwisha et al., 2016), destacando que la pulpa blanca
de ilama tiene mayor contenido de este mineral en comparacion a los reportados.
Cabe mencionar que este mineral es esencial para el metabolismo de carbohidratos,

lipidos y proteinas Julian-Loaeza et al. (2011).

La concentracién de manganeso fue de 1.3 mg kg2ps en pulpa blanca mientras que
en la pulpa rosa fue de 0.6 mg kg'ps sin diferencia significativa. El boro es el
segundo micro-elemento que se encontré en mayor proporcién en pulpa blanca fue
de 8.4 mg kgps y en pulpa rosa fue 7.3 mg kgps sin diferencia significativa, Otero-
Sanchez (2005) encontro valores superiores en pulpa de frutos agrietados de ilama
44.9 mg kg, lo anterior podria significar que los frutos estudiados presentan

deficiencia de dicho mineral.

Se ha establecido que los minerales en los frutos se encuentran en bajas
concentraciones; sin embargo, ejercen un papel fisiolégico muy importante en el
desarrollo y crecimiento de los mismos (Hernandez et al., 2018). El contenido
mineral de las frutas suele variar considerablemente con respecto al area en donde
se ha cultivado; el calcio, es un elemento que se encuentra en los tejidos vegetales
participando en varios procesos fisioldgicos (Ramirez-Méndez et al., 2012). Aunque
las frutas no son ricas en minerales, el mas abundante en ellas es el potasio (Leon-

Méndez et al., 2016), lo cual coincide con los resultados de este trabajo (Cuadro 4).

Las variaciones en el contenido de estos minerales probablemente se debiera a las
condiciones agroclimaticas de la zona donde se encontraban las plantaciones, a la
fisiologia de la planta estudiada, a su estado de madurez, a las practicas agricolas
y factores ecoldgicas (Hernandez et al., 2018; Fernandez et al., 2007).
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Cuadro 4. Concentracion nutrimental en el exocarpio, mesocarpio y total de frutos de ilama (Annona diversifolia Saff)
pulpa blanca y rosa, en estado de madurez comercial colectados en el sitio.

mg g mg kg
Frutos de
pulpa N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B
Exocarpio
Blanca 7.8a l6a 139a 17a 09a 453a 36a 94a 1.3 aY 94a
Rosa 9.3a l6a 141 a 22a 08a 554a 212a 52a 0.2b 99a
CV (%) 47.1 10.2 5.1 23.9 9.9 19.8 48.3 43.7 81.8 12.6
DMS 10.0 0.4 1.8 0.9 0.2 21.0 2.9 5.6 0.3 3.0
Mesocarpio
Blanca 8.2a l1la 85a l12a 06a 450a 1lla 6.9a 13a 8.4a
Rosa 48Db l1la 125a 17a 04b 347a 03a 22a 0.6a 7.3 a
CV (%) 35.0 20.7 34.7 28.5 27.6 18.5 105.9 69.7 61.2 19.4
DMS 3.3 0.6 7.4 0.8 0.2 15.0 1.4 4.7 2.1 3.5
Total
Blanca 16.0a 27a 224a 29a l1l6a 90.3a 46a 1l16.2aY 26a& 17.8 a
Rosa 141a 27a 266a 39a 1l1l2a 901a 24a 7.4Db 0.8b 17.1a
CV (%) 44.0 24.9 25.3 29.0 28.8 22.9 87.8 56.7 69.4 18.6
DMS 4.4 0.4 3.9 0.5 0.2 14.9 1.9 3.3 0.4 2.2

Promedios (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. (Tukey, p<0.05).
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1.6 Conclusiones

Las muestras de suelo analizadas de los diferentes genotipos presentaron valores
de P, K, Ca, Mg, Na y N que fluctian entre muy bajos y moderadamente altos. Las
concentraciones de los microelementos (Fe, Cu, Zn, Mn y B) oscilaron de
moderadamente bajas a moderadamente altas.

Las concentraciones de N, Ca, Fe y B, analizadas en las hojas de ilama, se
detectaron en cantidades normales de acuerdo a los valores criticos; sin embargo,
las concentraciones de P, K, Mg, Cu, Zn y Mn resultaron deficientes. Las
deficiencias de Ky Zn concuerdan con los bajos niveles de estos mismos elementos

en el suelo.

Se determiné la composicion nutrimental en pulpa y cascara de los frutos de ilama
en madurez de consumo. De los macroelementos N, P, K, Ca y Mg, el nivel mas
alto fue de K, es decir 8.53 - 14.12 mg g%ps. Y de los microelementos Fe, Cu, Zn, Mn

y B, la concentracion mas alta fue de Fe, con valores de 34.73 - 55.41 mg kg ps.
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CAPITULO Il. CARACTERISTICAS BIOFISICAS Y BIOQUIMICAS DE
FRUTOS DE ILAMA (Annona diversifolia Saff), PULPA BLANCA Y ROSA

2.1 Resumen

Los frutos de Annona diversifolia se cosechan una vez al afio, y se consumen
cuando la cascara en la base del peddnculo se abre y parte de la pulpa se expone
al ambiente. Los frutos se consumen principalmente en fresco y tienen un sabor
agradable al paladar. El objetivo del trabajo fue evaluar las caracteristicas biofisicas
y bioquimicas en frutos de ilama en madurez de consumo almacenados a
temperatura ambiente (21 °C). Se colectaron frutos de pulpa blanca y pulpa rosa a
los cuales se les evaluo las variables de pérdidas de peso, proporcion
cascara/pulpa, sélidos solubles totales, acidez titulable y vitamina C. La pérdida de
peso fue de 3.52 y 3.53 %, sin diferencia entre los dos tipos de pulpa. Tampoco
hubo diferencia en la proporcién cascara/pulpa, cuyos valores fueron 48.34 y 43.48
% para los frutos de pulpa blanca, 43.47 y 49.02 % en frutos pulpa rosa. Sin
embargo, el contenido de solidos solubles totales al finalizar la evaluacion varié
entre 21.14 y 19.47 °Bx, fue mayor en la pulpa blanca. El contenido de &cido citrico
no mostré diferencia entre los dos colores de pulpa, al finalizar el valor para ambas
fue de 0.40 %. El contenido de vitamina C fue de 21.65 y 22.23 mg 100 g%,
respectivamente, sin diferencia entre los dos colores de pulpa. Los frutos de ilama
pulpa blanca y rosa no mostraron diferencias significativas en cuanto a las variables

evaluadas durante su almacenamiento.

Palabras clave: Annona diversifolia, frutos de ilama, caracteristicas biofisicas,
bioquimicas.
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2.2 Abstract

Fruits of Annona diversifolia were cultivated ones a year and are consumed when
the skin opens from the footstalk and part of the pulp is exposed to the ambient. The
fruits are consumed mainly in fresh and they have a good taste for the palate. The
purpose of this work, was to evaluate the biophysics and biochemical characteristics
in fruits of ilama, in consume maturity, stored at room temperature (21 °C). Collected
fruits of white and pink pulp, were evaluated in the variables of; loss of weigh,
skin/pulp proportion, total soil soluble, tritable acidity and vitamin C. Loss of weigh
was from 3.52 and 3.53 %, without differences in both colors. Neither there were
differences in the skin/pulp proportion whose values were 48.34 and 43.48 % for the
white pulp fruits, 43.47 and 49.02 % for the pink one. Nevertheless, the amount of
total soil soluble at the end of the evaluation was between 21.14 and 19.47 °BX,
higher for white pulp fruits. citric acid did not show differences between both colors
of pulp, the ending values for both of pulps was 0.40 %. The content of vitamin C,
was 21.65y 22.23 mg 100 g-1 respectively without differences between both colors
of pulp. llama’s fruits of white and pink pulp did not show significance differences

the evaluated variables during the stored.

Key words: Annona diversifolia, ilama fruits, biophysical, biochemical

characteristics.
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2.3 Introduccion

Las plantas pertenecientes a la familia Annonaceae son conocidas desde tiempo
por su interés econdémico de sus (proporcionan frutos comestibles y aceites
esenciales) como por su utilizacion en medicina tradicional y popular (pesticidas y

antiparasitarias) (Cabedo et al., 2011)

El valor econdmico de las anonaceas esta relacionado principalmente por el uso
alimenticio de sus frutos dulces y de alto valor nutritivo, ademas de ser atractivos,
exoticos y fuente importante de carbohidratos, minerales y vitaminas (Andrés
Agustin y Andrés Hernandez 2011). También se puede separar la pulpa, en
particular la de guanabana, y congelarla o utilizarla en fresco para elaborar
helados, paletas, licores, mermeladas o jugos. Los frutos de las anonas son
altamente fragiles y se requiere de cuidados extremos desde la cosechay el manejo
postcosecha, pues el manejo inadecuado afecta y reduce la calidad del producto
(Andrés Agustin y Andrés Hernandez 2011). El sistema postcosecha de estas frutas
aun no esta desarrollado adecuadamente, y por lo tanto, varios problemas de
manejo siguen siendo comunes. El ablandamiento rapido de las frutas después de
la cosecha, especialmente durante el transporte y la comercializacién, es un
problema importante. Las Annonas son frutas climatéricas, generalmente
caracterizadas por una alta respiracion y produccion de etileno, y son sensibles al
frio. Los frutos de las Annonas son relativamente suaves y deben manipularse con

cuidado para minimizar los hematomas (Pareek et al., 2011).

La recoleccion de los frutos A. diversifolia debe hacerse de forma manual, para no
dafnarlos. El indice de cosecha de la ilama es cuando el fruto empieza a abrirse en
la base del pedunculo, de lo contrario, el fruto no alcanza su madurez de consumo.
Un arbol en produccién puede tener rendimientos entre 30 a 60 frutos por afio (Cruz-
Pineda, 2003).

A. diversifolia presenta una diversidad de colores de pulpa, que puede ser: purpura,
rosada cremosa y blanca. La cascara, presenta diferentes texturas de lisas a

rugosas; segun la forma del fruto, se encuentran de forma acorazonada, conicas,
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ovaladas y redondas (Napoledn-Irigoyen, 2004). Los frutos son especiales por su
delicioso sabor y por su alto valor nutricional. Su valor alimenticio es importante por
poseer carbohidratos, proteinas, calcio, fosforo, hierro, tiamina, niacina y riboflavina
(Cruz-Pineda, 2003). Sin embargo tiene buen potencial para procesamiento
agroindustrial, por ejemplo en ElI Salvador se han desarrollado trabajos
encaminados al manejo postcosecha y procesamiento obteniendo cuatro opciones:
almacenamiento de fruta fresca (eliminando hongos y bacterias a partir de una
disolucién clorada), pulpa refrigerada, pulpa esterilizada y mermelada (Napoleon-
Irigoyen, 2004).

El objetivo de este estudio fue evaluar las caracteristicas biofisicas y bioquimicas
de frutos de ilama colectados en el Machito de las Flores, Cocula, Guerrero, para

determinar si existe diferencias entre los genotipos de pulpa blanca y rosa.

2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Material vegetal

Los frutos fueron colectados en octubre 2017, se colectaron frutos de pulpa blanca
y rosa en estado de madurez comercial (una vez que el fruto estaba agrietado, lo
cual coincide con el indice de cosecha de los productores). Los frutos se
transportaron al laboratorio de postcosecha del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo y se almacenaron a temperatura ambiente (21 °C) para su posterior

evaluacion.

2.4.2 Proporcion de pulpay céscara
Se tomo el peso de cada fruto entero y enseguida se separd y peso la pulpa, la
cascara y las semillas; con estos datos se calcul6 el porcentaje respecto al peso del

fruto entero. Adicionalmente se cont6 el nimero de semillas por fruto.

2.4.3 Pérdida de peso del fruto
Se regqistro el peso individual de cinco frutos de cada uno de los genotipos en una
balanza electrénica (ALSEP modelo EY-2200 A, Tokyo, Japon) al dia 1, 2 y 3 de
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almacenamiento a temperatura ambiente (21 °C). Los datos se registraron en

porcentaje.

(Peso inicial—Peso final) N

Pérdida de peso (%)

Peso inicial

2.4.4 Sélidos solubles totales y acidez titulable
Los sdlidos solubles totales (SST) y la acidez titulable (AT) se determinaron en la
pulpa de los dos genotipos al dia 1, 2 y 3 de almacenamiento a temperatura

ambiente.

La determinacion de solidos solubles totales se realizé con el método de la AOAC
(1990), se tomd una muestra de la pulpa (sin dilucién) y se cuantific6 con un
refractdbmetro digital ATAGO PR-100 con escala de 0-32 % (Honcho, Itabashi-Ku,

Tokyo, Japdn). Los sélidos solubles totales se expresaron en grados Brix (°Bx).

Para la determinacion de acidez titulable se utilizé el método de la AOAC (1990), se
pesaron 10 g de pulpa y se mezclaron en 50 mL de agua destilada, se filtré el
extracto y se tomo una alicuota de 5 mL depositandolos en un vaso de precipitado,
posteriormente se agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0.01 N.
El porcentaje de acidez se calculd, con base en el acido citrico, con la siguiente
ecuacion (2):

% d des = (mL de NaOH gastados)(N de NaOH)(Meq)(VT)(100)
0deaciaez = (Alicuota)(Peso de muestra) s (2)

Donde:

VT= volumen total (mL de agua destilada méas los gramos de muestra después de

mezclarse).
Meg. de acido citrico= miliequivalentes del acido citrico = 0.064

N de NaOH= Normalidad de la solucion NaOH utilizado para titular = 0.01N

39



2.4.5 Vitamina C

Se determind la pérdida de vitamina C en pulpa de los dos genotipos al dia 1,2y 3
de almacenamiento mediante el método colorimétrico del 2,6-diclorofenol-indofenol
(A.O.A.C., No. 967.21, 1990). Se pesaron 3 g de pulpa y se homogeniz6 con 30 mL
de acido oxalico (0.5 %). De la mezcla se tomo una alicuota de 5 mL y se titulé con
solucién de Tillman (2,6-diclorofenol indofenol al 0.02 %, Merck) hasta obtener una
coloracion rosa permanente por 1 minuto. Los resultados se reportaron en mg de
acido ascorbico 100 g de pulpa.

La curva de calibracion del &cido ascorbico se prepar6 en un rango de concentracion
de 0.02 a 0.07 uL mL%, la ecuacién obtenida de la curva se utilizé para determinar

la concentracion de acido ascorbico en la muestra.

2.4.6 Anadlisis estadistico

Los analisis de pérdida de peso y proporcion pulpa y cascara se realizaron con cinco
repeticiones; y para SST, AT y vitamina C se realizaron por triplicado usando un
disefio experimental completamente al azar. Los datos obtenidos de los analisis en
fruto se sometieron a un andlisis de varianza y comparacion de medias empleando
la prueba Tukey con un nivel de confiabilidad p < 0.05. El andlisis de los datos se
realiz6 con el paquete estadistico Statgraphics version plus 5.1 (Statistical Graphics
Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA).

2.5 Resultados y discusion

2.5.1 Proporcion de pulpay céscara

Los resultados indican que no hubo diferencias significativas entre los frutos de
pulpa blanca y rosa (Cuadro 5) los frutos de pulpa blanca y pulpa rosa. En cuanto
al porcentaje de pulpa se obtuvieron valores de 43.48 y 49.02 % para pulpa blanca
y rosa, respectivamente, no presentaron diferencias significativas, estos valores son

similares a los que reporta Moreno-Velazquez (2006) en frutos colectados en el
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Estado de Guerrero, México encontrando 38.67 y 41.71 % en pulpa blanca y rosa
respectivamente. En cuanto a la cascara los valores fueron 48.34 y 43.47 % en
blanca y rosa, sin diferencias significativas, Moreno-Veldzquez (2006) encontr6é
valores menores en pulpa blanca (38.67 %), pero en pulpa rosa el valor es similar
al de este trabajo (41.71 %). El porcentaje de semillas fue de 8.18 y 7.51 % en pulpa
blanca y rosa sin diferencias significativas y el nimero de semillas en pulpa blanca
fue de 39.40 % y en rosa 33.80 % sin diferencias significativas Cruz-Pineda (2002)

reporta que un fruto de ilama tiene un promedio de 70 semillas por fruto.

Cuadro 5. Proporcién cascara/pulpa/semillas, con base a peso del fruto.

%

Frutos de
pulpa Pulpa Céscara Semillas No. Semillas
Blanca 43.5a 48.3 a 8.2a 394 a
Rosa 49.0 a 435a 7.5a 33.8a
CV (%) 13.1 13.2 30.0 39.2
DMS 8.2 8.5 3.6 21.7

Promedios (n=5). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa.
(Tukey, p<0.05).

2.5.2 Pérdida de peso

En el Cuadro 6 se presentan los porcentajes de pérdida de peso durante tres dias
de almacenamiento. Los frutos de pulpa blanca al tercer dia de almacenamiento
registraron una pérdida de peso de 3.52 %, mientras que los de pulparosa la pérdida
fue de 3.53 %. Durante los tres dias ambos colores de pulpa presentaron valores
similares, sin diferencia significativa. Asi mismo, Valle-Guadarrama et al. (2012)
encontraron valores similares en frutos de esta especie en estado de madurez
similar, de aproximadamente 5 % al tercer dia de almacenamiento en condiciones
de medio ambiente , mientras que al noveno dia de evaluacion la pérdida fue de

casi el 20 %.
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Cuadro 6. Pérdida de peso del fruto de ilama durante tres dias de almacenamiento
a2l °C.

Dias de almacenamiento

Frutos de
pulpa 1 2 3
Blanca 10a 24 a 35a
Rosa 1.0a 25a 35a
CV (%) 23.2 21.3 20.4
DMS 0.4 0.9 1.2

Promedios (n=5). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa.
(Tukey, p<0.05).

2.5.3 Solidos solubles y acidez titulable

En el Cuadro 7 se presentan resultados del contenido de sélidos solubles totales en
la pulpa de color blanca y rosa. Se observa que al dia 1 y dia 2 los valores para
ambos tipos de pulpa son similares sin diferencia significativa. Sin embargo, al dia
3 las diferencias fueron significativas, sobresaliendo los frutos de pulpa blanca
(21.14 °Bx). En tales frutos también se encontr6 que del dia 1 al dia 2 hubo un
incremento de solidos solubles totales de 21.66 a 24.50 °Bx, esto podria deberse a
una maduracion acelerada (Yamashita et al., 2002) en los frutos de ilama debido a
sus mayores tasas de respiracion; sin embargo al dia 3 hay una disminucién a 21.14
°Bx. En el caso de los frutos de pulpa rosa el incremento al dia 2 es insignificante
de 22.10 a 22.73 °Bx y para el dia 3 su contenido es de 19.47 °Bx. Moreno-
Velazquez (2006) reporta datos de frutos de ilama en madurez comercial pulpa
blanca de 18.55 y 13.20 °Bx en pulpa rosa al dia 3 de almacenamiento, mientras
gue Valle-Guadarrama et al. (2012) el contenido de sdlidos solubles fue de 17.4 °Bx
en frutos de Cd. Altamirano, Guerrero, México. Moo-Huchin et al. (2012) en frutos
de la misma especie del estado de Yucatan en estado de madurez comercial
encontraron 19.38 + 0.40 °Bx, en comparacion con los datos obtenidos en este

trabajo son menores. Esta diferencia muestra el efecto que pueden tener las
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condiciones ambientales o la heterogeneidad que puede encontrarse en la especie
(Valle-Guadarrama et al., 2012).

Cuadro 7. Contenido de sélidos solubles totales en frutos de pulpa blanca y rosa
durante tres dias de almacenamiento a 21 °C.

Frutos de Dias de almizenamiento
pulpa 1 2 3
Blanca 21.7 a 245 a 21.1aY
Rosa 22.1a 22.7 a 195b
CV (%) 10.1 7.7 6.1
DMS 55 3.9 1.7

Promedios (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa.
(Tukey, p<0.05).

En el Cuadro 8 se presentan los valores de acidez titulable, en ambas pulpas se
observé que el contenido de acido citrico disminuyd al tercer dia de su
almacenamiento, el contenido de acidez fue de 0.4 % en ambos casos. Estos
porcentajes son mayores a los valores de 0.16 y 0.17 % reportados Julidn-Loaeza
et al. (2011) para frutos pulpa blanca y rosa desarrollados en Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, México. Moreno-Veladzquez et al. (2008) reportd valores superiores 0.57
y 0.58 % al tercer dia de almacenamiento, mientras que Valle-Guadarrama et al.
(2012) reporta valores de entre 0.18 y 0.22 % para un estado de madurez semejante
al noveno dia de almacenamiento. Se observo al inicio del almacenamiento un
aumento de la acidez, esto se puede atribuir a la produccion de acidos organicos
durante la maduracién (Pareek et al., 2011) seguido de un descenso como ocurre
en la mayoria de los frutos durante el almacenamiento (Yamashita et al., 2002). El
contenido de acidez en A. diversifolia se encuentra dentro de los valores promedio
reportados en otras especies de Annona; por ejemplo, A. cherimola, A. squamosa y
atemoya que contiene de 0.4 - 0.7 % (Pareek et al., 2011).
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Cuadro 8. Acidez titulable (% &cido citrico) en frutos de pulpa blanca y rosa durante
%

Frutos de Dias de almacenamiento
pulpa 1 2 3
Blanca 0.6 a 05a 0.4a
Rosa 05a 0.5a 04a
CV (%) 19.3 10.9 14.4
DMS 0.2 0.1 0.1

tres dias de almacenamiento a 21 °C.

Promedios (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa.
(Tukey, p<0.05).

2.5.4 Vitamina C

En el Cuadro 9 se muestran los valores de vitamina C (expresados en miligramos
de acido ascoérbico/100 g de peso fresco) durante cuatro dias de almacenamiento,
se pudo apreciar que en ambas pulpas no se encontrd diferencia (p<0.05). Los
frutos tuvieron entre 35.04 y 29.22 mg 100 g* al dia 1 y para dia 3 el contenido de
vitamina C estuvo entre 22.2 y 22.8 mg 100 g-%, los valores encontrados en estos
frutos fueron similares a lo reportado por Moo-Huchin et al. (2012) (26.98 =+ 2.46
mg 100 g?) en frutos de Yucatan. En otros estudios se han reportado valores
inferiores Moreno-Velazquez et al.,, (2008) en frutos cosechados en madurez
comercial reportd valores de 8.2 y 86 mg 100 g! pulpa blanca y rosa
respectivamente, Julian-Loaeza et al. (2011) en frutos de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas
encontré contenidos de 2.38 = 0.18 y 1.64 = 0.10 mg 100 g en pulpa blanca y
rosa. En frutos de A. cherimola, A. squamosa y atemoya en estado de madurez

comercial se han encontrado valores de 45 - 69 mg 100 g* (Pareek et al., 2011).
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Cuadro 9. Pérdida de vitamina C (mg 100 g*) del fruto de ilama durante tres dias
de almacenamiento a 21 °C.

Dias de almacenamiento

Color de 1 2 3
pulpa

Blanca 35.0a 339a 222 a
Rosa 29.2 a 28.0a 22.8 a
CV (%) 12.2 15.8 5.8
DMS 5.8 9.4 3.2

Promedios (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa.
(Tukey, p<0.05).

2.6 Conclusiones

Los frutos de pulpa color blanca y rosa presentaron caracteristicas similares durante
su almacenamiento en cuanto a sus propiedades biofisicas de proporcion cascara,
pulpa, semillas y pérdida de peso, asi mismo, sus propiedades bioquimicas (acidez
titulable y vitamina C), pero si presentaron cambios en el contenido de sélidos
solubles totales.
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CAPITULO lIl. ESTUDIO FITOQUIMICO DE EXTRACTOS DE PULPA DE ILAMA

(Annona diversifolia Saff)

3.1 Resumen

El presente trabajo consistio en el aislamiento y caracterizacion de algunos
metabolitos secundarios del extracto de acetato de etilo y diclorometano de la pulpa
color blanca de Annona diversifolia. Las diversas propiedades nutraceuticas y
farmacoldgicas que posee, convierten a esta especie en una valiosa fuente de
estudio para la obtencidon de compuestos bioactivos. Hasta hoy, los estudios
fitoquimicos son mas frecuentes en partes aéreas y raices. En vista de lo anterior,
se plante6 realizar el estudio fitoquimico de la pulpa. El trabajo inicié6 con la
preparacion del extracto metandlico, el cual se obtuvo mediante extracciones
sucesivas con metanol como disolvente a temperatura ambiente, a partir del
material solido liofilizado. Posteriormente, a partir del extracto metandlico se hicieron
particiones para obtener los extractos de acetato de etilo y diclorometano.
Inicialmente, se realiz6 la separacion de los compuestos del extracto de
diclorometano y de acetato de etilo por cromatografia en columna, usando
disolventes y mezclas de estos con polaridad variable: diclorometano, acetato de
etilo y metanol. Los productos obtenidos corresponden a tres compuestos diferentes
de los cuales se logr6 aislar la (+) catequina, una mezcla de fitoesteroles y acidos
grasos. La purificacién de estos se efectu6 mediante cromatografia en columna a
gravedad y flash, simultdneamente con cromatografia en columna flash preparativa
automatizada. Para la identificacion de los compuestos aislados, se usaron por
técnicas espectroscopicas de 'H RMN, 3C RMN, DEPT, HMBC, HSQC, IRy EM.

Palabras clave: Fitoquimica, Anona diversifolia, (+) Catequina, fitosteroles, acidos

grasos.
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3.2 Abstract

The present work consisted in the isolation and characterization of some secondary
metabolites from the ethyl acetate and methylene chloride extracts from white pulp
of Annona diversifolia. The various nutraceutical and pharmacological properties
that it possesses, convert this specie in a valuable source of studio for obtaining bio-
active compounds. So far as today, the phytochemical studies are more frequent in
aerial parts and roots. Thus, it was planned to do the phytochemical study of the
pulp. The work starts with the preparation of the methanol extract, which was
obtained by successive extractions with methanol from the lyophilized solid material,
at room temperature. From this methanol extracts, partitions were done with ethyl
acetate and methylene chloride. Initially, it was realized the separation of the
compounds from methylene chloride and ethyl acetate extracts by column
chromatography using mixtures of solvents (methylene chloride, ethyl acetate and
methanol) in several and increasing polarities. The products obtained correspond to
three different compounds from which (+) catechin was isolated and a mixture of
phytosterols and fatty acids. Their purification was done by gravity and flash column
chromatography, simultaneously with flash automated preparative column. For the
identification, of the isolated compounds, spectroscopic technics of H-NMR, 13C-
NMR DEPT, HMBC, HSQC, IR y EM were used.

Key words: phitochemistry, Annona diversifolia, (+) catechin, phytosterols, fatty

acids.

47



3.3 Introduccién
Las especies de Annona, han sido utilizadas como medicina natural para el

tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, por pueblos nativos de
diversas culturas. Existe un gran numero de estudios sobre las actividades
farmacoldgicas de este género en la literatura (Quilez et al., 2018). Se han utilizado
diferentes partes de la especie, sin embargo las hojas y las semillas tienen usos
muy bien establecidos, incluyendo aplicaciones contra: pardsitos, procesos
inflamatorios, diabetes y cancer, (Mishra et al., 2013), (Roduan et al., 2018). Las
especies que comandan un gran numero de estudios son: A. muricata, A.
squamosa, A. cherimola, A. senegalensis, A. Montana, A. glabra, A. crassiflora, A.
reticulata, y A. coriacea. Derivados de estos estudios, se han identificado muchos
metabolitos secundarios activos (MSA), los cuales juegan un papel importante en el
descubrimiento de nuevos medicamentos (Cortés et al., 2014).

Una de las clases principales de MSA aislados en Annonaceae, son las
acetogeninas (ACGSs) investigadas exhaustivamente por sus efectos antitumorales.
Las acetogeninas también exhiben efectos inmunosupresores, pesticidas,
antiprotozoales, antimicrobianos, antipaltdicos, antihelminticos y antivirales.
Ademas tienen aplicaciones exitosas y productos comerciales para el tratamiento
del herpes bucal y el tratamiento infestaciones de piojos de la cabeza, pulgas y

garrapatas.

Por otro lado, también se han aislado alcaloides de tipo isoquinolina. Estos MSA se
les ha encontrado actividades biolégicas como: antioxidante, antidepresivo,
antiepiléptico, antimicrobiano, antiplasmodial, antiproliferativo, antibacteriano,
antifangico, antiulceras, ansiolitico, citotoxico, inmunnoestimulante y larvicida
(Egydio et al., 2017).

Adicionalmente, el género Annona contiene compuestos con diversas actividades
farmacoldgicas, incluidas las que actian sobre el sistema nervioso central (Carballo
et al., 2010). Carballo et al., (2010) demostraron que el extracto etandlico de hojas
de Annona diversifolia posee actividad antinociceptiva, dando soporte a su uso en

la medicina tradicional para el tratamiento del dolor espasmaodico y artritico. Se ha
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comprobado que esta familia contiene compuestos lipofilicos con actividades
biologicas, siendo el componente principal el g-sitoesterol, otros esteroles

encontrados son el estigmasterol y campesterol (Santos et al., 2016).

En Annona diversifolia, estudios previos en extractos crudos han demostrado la
amplia variedad de compuestos presentes; la deteccidn por cromatografia de capa
delgada (CCD) ha revelado la presencia de terpenos, flavonoides y alcaloides. Asi
mismo se han encontrado acidos grasos saturados e insaturados, como el oleico,
linoleico, palmitoleico, palmitico y estearico (Gonzalez-Trujano et al., 2001; Julian-
Loaeza et al., 2011)

Los estudios fitoquimicos en Annona diversifolia se han hecho principalmente en
semillas, hojas, raices y partes aéreas en general. Sin embargo, estudios
fitoquimicos en la pulpa de esta especie son poco comunes. Por lo anterior el
enfoque de este estudio consistio en aislar compuestos, purificar e identificar
compuestos de los extractos obtenidos a partir de pulpa de ilama con el objetivo de
encontrar compuestos nuevos de interés. Lo que constituye una fuente constante
de inspiracion para quimicos, farmacélogos y para todos los investigadores
interesados en el descubrimiento de una nueva familia de medicamentos (Cortés et
al., 2014).

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Material vegetal
El trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Productos Naturales, del

Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo,
utilizando el genotipo de pulpa blanca, en estado de madurez comercial. Las
semillas y cascara fueron removidas, enseguida la pulpa (1.9 kg) se congel6 para
liofilizarla (-50 °C con una presién de 15 x 103 mBar, por 48 h) posteriormente en

un equipo (Labconco 7751000, Kansas, EUA) obteniendo una masa final de 431.3
g.
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3.4.2 Reactivos y disolventes

Los disolventes: hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol y acetona, se
destilaron por los métodos convencionales reportados por Armarego (2017). Los
reactivos quimicos, como el &cido fosfomolibdico, y el nitrato cérico fueron obtenidos

de Sigma Aldrich y la mayoria fueron utilizados sin purificacion adicional.

3.4.3 Preparacion del extracto de diclorometano

La pulpa liofilizada se le adicion6 CH2Cl2 y se dejé macerar durante tres dias,
enseguida se decantd y filtr6 el diclorometano para su evaporacion en un
evaporador rotatorio (Buchi R-3, Labortechnik AG, Flawil, Suiza) a 35 °C y alto

vacio, esto se repitié cuatro veces para finalmente obtener 0.861 g del extracto de

diclorometano (Figura 6).

Pulpa liofilizada

Evaporacion

Maceracion con CH,Cl,

—>

(3 dias, 4 veces)
Filtracion

Evaporacion

Extracto de CH,Cl,

Figura 6. Ruta de obtencion del extracto de diclorometano de A. diversifolia.

3.4.4 Preparacion del extracto metandlico

El residuo sélido remanente, libre de disolvente se le hizo una segunda extraccion
por maceracion con MeOH durante tres dias, enseguida se decantd y filtr6 el MeOH,

para su evaporacion en un evaporador rotatorio al vacio, esto se repitié cuatro veces

para finalmente obtener el extracto metandlico.
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Pulpa liofilizada

Maceracion con MeOH (3 dias, 4 veces)
Filtracion
Evaporacion

Extracto Metanolico

Adicion de una mezcla MeOH/H,O
Evaporacion del MeOH

Extracto acuoso

Separacion por particion
liquido-liquido con AcOEt

l '

Fase AcOEt

Fase acuosa

* Evap. ¢ Evap.

Extracto Acuoso Extracto AcOEt

Figura 7. Obtencion del extracto metandlico de A. diversifolia.

El extracto metandlico crudo y seco, se diluyé nuevamente con una mezcla MeOH-
H20 (1:2 v/v). Seguidamente se evaporo el MeOH para obtener una fase acuosa del
extracto. Al extracto acuoso se le hizo una separacién por particion liquido-liquido
con acetato de etilo, obteniéndose de la separacion anterior una fase acuosay una
de AcOEt. Se recuperé cada fase para ser evaporados en un evaporador rotatorio
al vacio, esta misma operacion se repitid6 cuatro veces, obteniéndose 3 g del

extracto de acetato de etilo y 50 g de extracto acuoso (Figura 7).

3.4.5 Separacion y purificacion de metabolitos secundarios
Se empled la cromatografia en columna (CC) para la separacién de los compuestos

del extracto de CH2Cl2 y de acetato de etilo empleando gel de silice 60 (0.040-
0.0630 mm, malla 230-400 ASTM) y Sephadex® LH-20 (tamafio de poro 25 a 100 L)
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como fase estacionaria. El procedimiento empleado para la preparacion y desarrollo

de CC para cada extracto es el siguiente:

Preabsorcion del extracto de CH2Clz:

1.
2.

El extracto CH2Cl2 (0.86 g) se diluy6 en diclorometano.

La mezcla se homogenizé y posteriormente se evaporo el disolvente en un
rotavapor a presion reducida, dejando el extracto seco e impregnado en su
totalidad en la silice.

El extracto pre-absorbido se pulverizé en un mortero para obtener particulas

finas.

Montaje de la columna cromatografica:

1.

La columna de vidrio se empacé aproximadamente hasta la mitad con silice
pre-absorbida en CH2Cl2 aproximadamente en una relacion 1:2 p/v (silice:

solvente).

2. Se agrego6 el extracto impregnado en silice a la columna.

Se empezé la elucion, colectando fracciones de 25 mL, usando como
eluyente inicial CH2Cl2 y posteriormente se aument6 la polaridad para
incrementar el gradiente con mezclas CH2Cl>-MeOH hasta llegar a 100 %
MeOH.

El monitoreo de las fracciones se desarroll6 por CCD, cuando ya no se
observaba la separaciéon de compuestos, se aumentaba progresivamente la
polaridad.

Preparacion de la CC para el extracto de acetato de etilo:

1.

La columna de vidrio se empacé con 40 g de Sephadex® LH-20 y se pre-
absorbié con la mezcla MeOH- CH2Clz en una relacion 1:1 v/v.

Se agrego el extracto de acetato de etilo (3 g) diluido en MeOH a la columna.
Se empez6 la elucion, colectando fracciones de 15 mL, usando como
eluyente una mezcla MeOH- CH2Cl2 (1:1 v/v).

El monitoreo de las fracciones se desarrollo por CCD, cuando ya no se
observaba la separacion de compuestos, se aumentaba progresivamente la

polaridad.

52



3.4.6 Andlisis por cromatografia en capa delgada
La observacion de la composicion de las fracciones se realiz6 por CCD, en

cromatoplacas de gel de silice 60-F2s4 (Merck). El revelado fisico de las
cromatoplacas se hizo con luz ultravioleta en una lampara de UV Mineral Light y el
revelado quimico se llevé a cabo empleando acido fosfomolibtico o disolucion de

nitrato cérico amoniacal, seguido por el calentamiento de las cromatoplacas.

3.4.7 Separacion por cromatografia flash preparativa automéatica
La cromatografia en columna automética flash para purificacion de los compuestos

se llevd a cabo en un cromatografo HPLC de fase preparativa: Isolera™ One
Biotage® con colector de fraccién unica y detector UV-VIS de doble longitud de

onda, acoplada a un detector de masas Isolera™ Dalton-Nanolink marca Biotage®.

3.4.8 Andlisis espectroscopico de los productos aislados

Los espectros de RMN 'Hy 13C se determinaron mediante un equipo a 600 MHz
Ascend marca Bruker y un 400 MR DD2 Agilent usando CDCIs, CDsOD y DMSO
como disolvente, y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. El (5) esta dado
en ppm y las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz). Los
espectros de infrarrojo se tomaron en un equipo FTIR Cary 630 (Agilent
Technologies, EUA). Los espectros de masas (EM) fueron determinados en un
detector selectivo de masas de baja resolucion por la técnica de impacto electrénico
(IE) (Agilent Technologies modelo 5977A MSD) con un Quadrupole simple modelo
5977A MSD, EUA) se utiliz6 una columna HP-5MS UI. La difracciéon de Rayos X se
realizé por el método de Rayos X monocristal en un equipo tipo ESP-E-001 marca
Bruker en el Laboratorio Nacional (LANISAF).

3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Aislamiento y purificacion de compuestos
El estudio inicio, con el tratamiento del extracto de acetato de etilo, el cual se

fracciond6 mediante cromatografia por columna a gravedad empacada con
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Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. Las fracciones colectadas, se dejaron
evaporar, cada una de ellas y se evalué el perfil cromatografico por CCD en
cromatoplacas de gel de silice 60. De las fracciones de interés que fueron
analizadas, se aislaron y purificaron por cromatografia de columna flash (CCF) los
compuestos siguientes: de las fracciones 26-30 eluidas con MeOH:CIl2CH:z (1:1), se
obtuvo la catequina (1), como un sélido color blanco, de la fraccion 4 - 7 eluidas con
la misma mezcla se obtuvieron los esteroles (estigmasterol y campesterol) (2). De
manera similar, el tratamiento por CC del extracto de Cl2CHz, presentd en las

fracciones 7 - 12 de la columna el aislamiento del soélido blanco -sitoesterol (3).

3.5.2 Andlisis espectroscopico y elucidacién estructural de compuestos

3.5.2.1 Catequina (1)
El compuesto (1) (Figura 11) reportado en este trabajo se identifico por el analisis

de los datos obtenidos en los espectros de IR, RMN 'H, RMN 3C. Complementando
con los datos espectroscopicos de DEPT, COSY HMBC, HSQC y EM. Los espectros
de resonancia magnética nuclear de protén y carbono (*Hy '3C) se determinaron

usando CD3OH y Dimetilsulféxido (DMSO) como disolvente.

El aislamiento de este compuesto (1) se observé por CCD, el compuesto se extrajo
en mezclas de disolventes a alta polaridad, lo que indica que este posee grupos
funcionales como hidroxilos que otorgan alta polaridad al compuesto. La pureza se
verificé igualmente en la placa de cromatografia, la cual se observa una mancha
compacta y no se detectan mezclas de ella por lo que se puede afirmar, que

corresponde a un solo compuesto (Figura 8).
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Figura 8. CCD del compuesto 1.

El espectro IR del compuesto (1) (Figura 9) muestra dos sefiales en 3452 cm?, las
cuales corresponden a los estiramientos O-H de alcoholes que no presentan puente
de hidrégeno, como lo es el caso de los fenoles o alcoholes en estado sdlido,
ademas de sefiales a 3167 y 2931 cm*, correspondientes a los estiramientos C-H
de sistemas aroméaticos y CHsy CHz respectivamente. Se descarta la presencia de
grupos funcionales como C=0. Las sefiales descritas son las mas relevantes para

este espectro.
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Figura 9. Espectro de infrarrojo del compuesto 1.
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En el espectro de RMN 'H (Figura 10) muestra un total de 13 tipos de sefiales a
diferentes desplazamientos, un grupo de sefiales importantes aparece en: 6 9.09,
8.88, 8.78 y 8.70 ppm, cada sefial integra para 1 hidrégeno, las cuales se podrian
asignar por los desplazamientos a campo bajo como hidrégenos de fenol. Otro
grupo de sefnales a & 6.68, 6.66, 5.89, 5.72, 4.79 y 4.65 ppm corresponden a
desplazamientos caracteristicos de protones sobre anillos aroméaticos, ademas de
hidrogenos de alcohol en base a carbono alifatico. Una sefial interesante aparece a
0 4.01 ppm, esta sefial corresponde a un hidrégeno sobre carbono unido a un grupo
hidroxilo, finalmente un par entre & 2.70-266 ppm (1H, ddd, J =8.0, 6.3, 4.7 Hz) vy
0 2.50-2.47 ppm (1H, ddd, J=8.0, 6.3, 4.7 Hz) corresponden a un par de hidrogenos
unidos a un mismo carbono (diastereotépico), acoplados a otro hidrogeno vecinal,

el desplazamiento sugiere hidrogenos del tipo bencilico.
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Figura 10. Espectro de RMN de H del compuesto 1.
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Los espectros de RMN 13C tomado en DMSO deuterado (Figura 11) presentan 12
sefales distinguibles, sin embargo un analisis mas detallado muestra un total de 15
sefales, ya que algunas aparecen como un grupo con desplazamientos similares,
la asignacién de los carbonos se hizo por el analisis detallado de los experimentos

bidimensionales, principalmente el HSQC.
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Figura 11. Espectro de RMN de *C del compuesto 1.

Adicionalmente se compard su desplazamiento para la estructura propuesta con
un reporte de los desplazamiento para la (+) catequina (Cuadro 10), finalmente la
diferencia es minima en los desplazamientos, cabe sefalar que son pocos reportes

de los desplazamientos quimicos de protén y de carbono para la (+) catequina en
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Dimetilsulfoxido deuterado, es mas comun encontrar tablas de desplazamientos
cuando los espectros fueron tomados en metanol deuterado (CD3OH) o acetona
deuterada (CD3COCDs). Mediante este analisis se comprueba que la férmula
molecular del compuesto es CisH1406. Para confirmar la asignacion de los atomos
de carbono e hidrogeno se realiz6 un analisis detallado por experimentos

Bidimensionales (Anexos).

Cuadro 10. Datos de RMN 13C (100 MHz), para el compuesto 1 (F23-25).

F23-25 Reportado @
No 5 (C) 5 (C)
1 157 157.4
2 156.71 157.1
3 156.25 156.7
4 144.97 145.4
5 14491 1454
6 131.08 131.5
7 118.43 118.8
8 115.37 115.9
9 115.23 115.7
10 98.96 99,4
11 95.54 96.0
12 94.55 95.0
13 78.53 79.1
14 65.39 65.7
15 28.67 29.1

a Cren-Olivé, C. et al./ Tetrahedron Letters 43 (2002) 4545-4549.

Con los anteriores datos no cabe duda que el compuesto 1 corresponde a la

estructura de la Catequina, Figura 12.
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Figura 12. Estructura propuesta para el compuesto 1.

3.5.2.2 Estigmasterol y Campesterol (2)
De las fracciones 6-9 (97:3 CH2Cl2:AcOEt) de la columna sephadex del extracto de

acetato de etilo, se hizo una separacion cromatografica que permitié el aislamiento
de una mezcla solida de color blanco en las fracciones 25-36, en la mezcla de
elucién CH2Cl2:AcOEt 97:3. Como se observa en la CCD (Figura 13) la mezcla
denominada F25-36-C5, corresponde principalmente a dos compuestos que se

obtuvieron por filtracion.

Figura 13. CCD de la mezcla estigmasterol y campesterol.
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La mezcla sélida, se le realiz6 una separacion por cromatografia de gases y se
analizd por espectrometria de masas, en un equipo acoplado de CG-EM. El
cromatograma de gases obtenido para esta mezcla sélida (F25-36-C5), permitié
observar una mezcla de compuestos (Figura 14). Sin embargo el andlisis de los
espectros de masas de los picos mas representativos en el cronograma permitié

identificar principalmente 2 compuestos.
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Figura 14. Cromatograma de gases del solido F25-36-C5.

Una busqueda de cada uno de los picos a diferente tiempo de retencién, arrojo
principalmente los espectros de masas de dos compuestos para esta mezcla solida.
Se compar6é con la biblioteca de compuestos del NIST (por sus siglas en
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inglés, National Institute of Standards and Technology), por medio del Sofware
Mass-Hunter del cromatégrafo de gases de Laboratorio Nacional de Investigacion y
Servicios Agroalimentarios y Forestales (LANISAF), en donde se tomaron las
muestras. Uno de los compuestos encontrados corresponde al estigmasterol
(Figura 15), El espectro muestra una sefial correspondiente al idbn molecular 412

(m/z) y los fragmentos abundantes caracteristicos de su estructura.
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Figura 15. Espectro de masas del estigmasterol.

De la misma manera, se logroé identificar el esterol campesterol con un ion molecular

de 400 (m/z) y su patron de fragmentacién caracteristico (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de masas del campesterol.

3.5.2.3 B-sitoesterol (3)
De las fracciones 7-12 (100% CH2Cl2) de la columna del extracto de cloruro de

metileno, se hizo una segunda purificacion, obteniéndose un sélido blanco cristalino
en las fracciones 27-45, con una elucion de 100 % CH2Cl2, cuyo Rf fue de: 0.30. El
sélido se compar6 mediante CCD con una muestra auténtica de (Sigma-Aldrich). La
presencia de la estructura también se corroboro mediante el analisis

espectroscopico de IR (ATR) (Figura 17).
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El espectro de IR (ATR) Figura 14, muestra una banda ancha entre 3425.9-3315.7
cm correspondiente al grupo hidroxilo (O-H), las bandas de 2935 y 2867.3 cm™
corresponden a los estiramientos C-H de CHs, CH2, CH. A 1668.7 cm™ se observa
la sefial del estiramiento C=C del doble enlace, la sefial a 1055.5 cm

correspondiente a la vibracion C-C.
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Figura 17. Espectro de infrarrojo del compuesto 3-sitosterol.

Finalmente, en otras fracciones de la columna se obtuvo mas de este compuesto,
el cual se identific6 por cromatografia de gases y de masas CG-EM con ion
molecular de 414 (m/z) correspondiente al B-sitosterol, este compuesto es muy
comun en los extractos menos polares de la mayoria de las plantas. El espectro de
masas corresponde a este compuesto y a sus patrones de fragmentacion

caracteristico (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de masas del B-sitosterol.

3.5.2.4 Ergosterol (estructura cristalina) (4)
Del extracto crudo de diclorometano, se observoé la formacién de un sélido cristalino,

el cual se decanté y se filtr6 para obtener unos cristales interesantes. Los cristales
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se observaron mas detalladamente con un microscopio convencional y las
estructuras fueron candidatas para realizar un experimento de difraccion por rayos
X (Figura 19).

Figura 19. Microscopia de los cristales de Ergosterol.

El espectro de difraccion de rayos X, proporciono un resultado interesante, primero
se confirma la estructura del ergosterol (Figura 20 a) y adicionalmente se observé
la cristalizaciéon como un dimero que contiene un doble puente de hidrégeno con
una molécula de agua (Figura 20b y 20c). Lo anterior ocurre en la celda unitaria de
la red cristalina. Este resultado es atractivo, ya que puede ser explotado para
estudios fisicoquimicos del tipo: de dinamica molecular y distancias de enlace de la
estructura cristalina como insumo para futuros modelos de accion biologica de este

fitosterol.
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'

Figura 20. a) Estructura del Ergosterol, b) Proyeccion de los puentes de hidrégeno entre el
agua y las moléculas del ergosterol, c) Proyeccion de la unidad minima de celda unitaria
del espectro de Difraccion por Rayos X.

c)
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3.5.2.4 Acidos grasos (5)
En casi todas las fracciones se encontrd la presencia de una mezcla oleosa

traslicida denominada DOSI-F-6. La mezcla se aislé por medio de la CC, el aceite
obtenido fue analizado por espectroscopia de RMN. El espectro de resonancia
magnética nuclear de H del compuesto DOSI-F-6 (Figura 21), presenta 10 sefiales
con intensidades significativas, estas sefiales son caracteristicas a las que
presentan los hidrogenos de los principales componentes en los 6leos, o en los
triglicéridos. Una comparacion con datos reportados en la literatura (Mallamace et
al., 2018) demuestra la existencia de las sefiales caracteristicas de los aceites
vegetales (Figura 22). Como puede observarse en el Cuadro 11, los
desplazamientos para los diferentes tipos de hidrogenos caracteristicos en las
mezclas oleosas de los acidos insaturados, palmitico, oleico y linolénico, presentes

en el aceite de oliva coinciden con las sefiales encontradas en la mezcla DOSI-F-6.

Es importante sefialar que los aceites vegetales, presentan diferentes proporciones
de &cidos grasos saturados e insaturados, como acido palmitico, acido oleico
(omega-9), acido linoléico (omega-6) y linolénico (omega-3), de manera que las
sefales resultantes son consecuencia de la sobreposicién de protones, formando
diferentes desplazamientos quimicos y presentan tamafios distintos dependiendo

de la proporcion de acidos grasos.
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Sample Name:

DOSI F-6- Data
Collected on:

Agilent-NMR-vnmrs4d00
Archive directory:

/home /vnmrl/vamrsys /data
Sample directory:

DOSI F-6_20180210_02
FidFile: DOSI F-6_PROTON_O1

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Feb 10 2018
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Figura 21. Espectro de RMN de *H del compuesto F-6.
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Figura 22. Espectro de RMN de *H del aceite de oliva.
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Cuadro 11. Desplazamiento quimico (8) y asignacion de las principales sefiales de

resonancia en el espectro de 'H RMN de la mezcla DOSI-F-6.

~ (3) ppm (3) ppm . ,
Senal DOSI-F-6  Literatura? Proton (H) Grupo funcional

1 0.85-0.90 0.9 -CHs Protones metilicos en el
extremo de todas las cadenas
del grupo acilo

2 1.24-1.36 1.3 -(CH2)n- Hidrogenos metilénicos de
acidos grasos de triacilglicerol

3 1.54-1.60 1.6 -OCO-CH2-CH,-  Hidrogenos B-carboxilicos

4 1.99-2.06 2.0 -CH2CH=CH- Hidrégenos alilicos externos

5 2.28-2.33 2.3 -OCO-CH:- Hidrégenos a-carboxilicos

6 2.74-2.78 2.8 =HC-CH>-CH= Hidrégenos alilicos internos

7 4.11-4.16 4.1 -CH>OCOR- Hidrogenos & metilicos del
glicerol

8 4.26-4.30 4.3 -CH,OCOR- Hidrogenos y metilicos del
glicerol

9 5.32-5.34 5.3 -CHOCOR Hidrogenos € metilicos del
glicerol

10 5.32-5.38 5.4 -CH=CH- Hidrogenos olefinicos

& D. Mallamace et al. / Physica A 499 (2018) 20-27

3.6 Conclusiones
Derivado del estudio fitoquimico de los extractos de acetato de etilo y diclorometano,

particion del metandlico de la pulpa (blanca) de ilama, se lograron aislar y purificar
completamente dos compuestos. De acuerdo a la analisis de los datos
espectroscopicos obtenidos en los espectros, se encontré que las estructuras
quimicas de los compuestos corresponden a: (+) catequina y B-sitosterol. Ademas
se obtuvo una mezcla soélida en los cuales se pudo determinar por CG-EM la
presencia de estigmasterol y campesterol como componentes principales. Por otro
lado se determiné por espectroscopia por difraccion de Rayos X la estructura del
ergosterol como un dimero anclado por una molécula de agua. Finalmente se
corroboro la presencia de acidos grasos, compuestos muy comunes en este tipo de
sustratos alimenticios. Aunque muchos compuestos diversos se han reportado en
la fitoquimica de annonaceas, es la primera vez que se reporta el aislamiento de (+)

catequina de la pulpa en el extracto de acetato de etilo de la especie.
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CAPITULO IV. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE ILAMA (Annona
diversifolia) EN PULPA Y CASCARA

4.1 Resumen

Actualmente existe interés en la investigacion de frutos silvestres para identificar
sus propiedades nutraceuticas y aplicaciones potenciales para la salud humana,
ademas de fomentar su consumo y produccion. Los frutos de Annona diversifolia,
conocidos como ilama han sido poco estudiados, no obstante, se asume que
poseen compuestos antioxidantes con actividad biolégica. El objetivo del presente
estudio fue evaluar las propiedades antioxidantes in vitro en la pulpa y cascara de
dos genotipos de frutos de ilama, pulpa rosa y blanca, provenientes del estado de
Guerrero. Las propiedades antioxidantes de las cascaras de Annona diversifolia, asi
como sus respectivas pulpas, fueron determinadas cuantificando su contenido de
fenoles y flavonoides totales y .la capacidad antioxidante por los ensayos ABTS,
DPPH y FRAP. De acuerdo con los resultados, no se observaron diferencias
significativas en el contenido fendlico de las cascaras de ambos frutos y fue superior
al 70% respecto al encontrado en las pulpas (8.51+1.09 y 8.65+1.49 mg EAG g™).
Por otro lado, en las pulpas se encontré un mayor porcentaje de flavonoides (44.7-
52.4%) en relacion al contenido fendlico. Finalmente, las céscaras de ilama
mostraron una mayor capacidad antioxidante, acorde con su mayor contenido
fendlico. Los tres ensayos probados para medir capacidad antioxidante, mostraron
la misma tendencia tanto en cascara como en pulpa y los valores méas altos
correspondieron al ensayo del radical libre DPPH. Por lo tanto, se concluye que la
cascara de ambos tipos de frutos es una fuente de antioxidantes con potencial de
uso en la industria alimentaria o farmacéutica, asimismo se confirma que la pulpa
de estos frutos es una fuente de antioxidantes naturales benéficos para la salud de

los consumidores.
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Palabras clave: Annona diversifolia, frutos de ilama, fenoles totales, flavonoides

totales, capacidad antioxidante.

4.2 Abstract

Recently, there exist interest in the researches related to wild fruits, for identify their
nutraceutical properties and potential applications for the human health, additionally
to foment their production and consume. Fruits of Annona diversifolia known as
ilama, have been scarcely studied, however, it is assumed that they contain
biologically active antioxidant. The purpose of the present study was to evaluate the
antioxidant properties in vivo in pulp and skin of two genotype of ilama, pink and
white pulp, coming from Gerrero state. The antioxidant properties in skin and pulp of
Annona diversifolia were measured thought the quantification of total phenols and
flavonoids and the antioxidant capacity by ABTS, DPPH and FRAP assays.
According to the results obtained, there were not observed significant differences of
the phenolic contain, between the skins of both genotype and they were 70% higher
with respect to their pulps (8.51+1.09 and 8.65+1.49 mg EAG g1). On the other side,
it was found higher percentage of flavonoids in pulps (44.7-52.4%) compared to the
phenolic contain. Finally, the skin of ilama showed higher antioxidant capacity,
according to their higher phenolic contain. Three of the intended assays to measure
the antioxidant capacity, showed the same tendency in skin and pulp and the higher
values were for the free radicals assays DPPH. Thus, is concluded that the skin of
both genotype is a source of antioxidants with potential uses in foods and
pharmaceutical industry, moreover, is confirmed that the pulps of both genotype are

source of natural antioxidants beneficial for the consumer health.

Key words: Annona diversifolia, ilama fruits, total phenols, total flavonoids,

antioxidant capacity.
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4.3 Introduccion

Las frutas y vegetales son una fuente rica de metabolitos secundarios o compuestos
bioactivos. Estos componentes son importantes debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Patil et al., 2009).

Los antioxidantes, son compuestos capaces de retrasar o inhibir los procesos de
oxidacion que se producen bajo la influencia del oxigeno atmosférico o por las
especies reactivas de oxigeno, por lo tanto, este tipo de compuestos estan
involucrados en el mecanismo de defensa del organismo contra las patologias
asociadas al ataque por radicales libres, de esta manera reducen el estrés oxidativo
en las células y son utiles en el tratamiento de muchas enfermedades humanas
como el cancer, afecciones cardiovasculares, y procesos inflamatorios, deficiencias
cardiacas y diabetes (Krishnaiah et al., 2011; Patil et al., 2009; Picoshi et al., 2002).
Los antioxidantes mas comunes en las frutas son los compuestos fendlicos, las
vitamina A, B C, E y los carotenoides; estos Ultimos en menor proporciéon (Lim et
al., 2007). El consumo de frutas y verduras se ha asociado con la reduccién de
enfermedades crénicas como diabetes, enfermedades cardiovasculares y varios
tipos de cancer (Sun et al., 2002; Almeida et al., 2011).

Los compuestos fendlicos como los flavonoides, acidos fendlicos y taninos
representan un grupo de sustancias comunes en las plantas, caracterizados
estructuralmente por la presencia de una o mas unidades de fenol, dentro de este
grupo los flavonoides son la clase mas abundante y estudiada (Lima et al., 2014) y
tienen diversos efectos biolégicos, como antiinflamatorios, anticancerigenos y

antiateroscloroticos estos atribuidos a su actividad antioxidante (Chung et al., 1998).

Estudios realizados en anonaceas han proporcionado informacion sobre la
presencia de compuestos con actividad antioxidante en cascara y semilla, siendo
las semillas la principal fuente de antioxidantes (Roesler et al., 2007). El contenido
promedio de fenoles totales en la pulpa de Annona diversifolia es de 100 mg EAG
100 gt (Vasco et al., 2008).
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A pesar de que existen varios meétodos para determinar la capacidad antioxidante,
es importante disponer de una metodologia reproducible y rapida. Si bien, cada
método tiene sus propias bondades y desventajas, se ha encontrado que los mas
comunes y confiables son los métodos ABTS y DPPH; estos han sido modificados
y mejorados en los ultimos afios (Krishnaiah et al., 2011). El ensayo de inhibicion
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es una de las pruebas antioxidantes
mas ampliamente utilizadas para muestras de plantas. EI DPPH es un radical libre
estable que reacciona con compuestos que pueden donar un atomo de hidrogeno
(Krishnaiah et al., 2011). El ensayo ABTS también se utiliza para determinar la
capacidad antioxidante (captacién de radicales libres), y tiene la ventaja de ser uno
de los mas rapidos, originando resultados reproducibles y coherentes. Ademas, el
ABTS presenta importantes ventajas; muestra varios maximos de absorcion y un
amplio espectro de solubilidad, permitiendo el ensayo de compuestos tanto de

naturaleza lipofilica como hidrofilica (Kuskoski et al., 2005).

El objetivo de este estudio fue determinar las propiedades nutracéuticas, in vitro, en
pulpa y cascara y pulpa de dos genotipos de frutos de Annona diversifolia
colectados en El Machito de las Flores, Municipio de Cocula, Guerrero, para
establecer la existencia de diferencias entre los genotipos de pulpa blanca y rosa,

respecto a su potencial nutracéutico.
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4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Material vegetal

Los frutos de pulpa blanca y rosa de A. diversifolia fueron colectaron en estado de
madurez comercial en octubre de 2017, en el Machito de las Flores, Municipio de
Cocula, Estado de Guerrero, ubicado geogréficamente a una altitud de 630 m y
coordenadas 18° 20' N y 99° 28" O. La pulpa y cascara fueron liofilizados durante
48 h (-50 °C, 15 x 103 mBar) en un equipo Labconco 7751000, Kansas, EUA.

4.4.2 Actividad antioxidante

Preparacion de extractos

A partir de cascara y pulpa liofilizada se prepararon los extractos de acuerdo con la
metodologia de Herndndez-Rodriguez et al., (2016). Cada muestra se mezclé con
metanol al 80% en proporcion 0.1:10 y 0.2:10 (p/V) de cécara y pulpa,
respectivamente. El pH se ajust6 a 3.0 con acido clorhidrico HCI al 10 %.
Posteriormente, la extraccion se hizo por agitacion (5 min, a 3000 rpm) en vortéx,
(Vortéx synergy, WVR International), sonicacién por 15 min (Ultrasonic Cleaner
8890, Cole Parmer), y agitacion en incubadora (30 min, 30 °C) (Orbital Prendo INO-
650 M). Finalmente, los extractos fueron centrifugados (1277 g, 15 min) (SOLBAT
J-600, México). Los sobrenadantes fueron recuperados y aforados a 10 mL con el
disolvente empleado para la extraccion, se colocaron en frascos ambar y se
refrigeraron (-21 °C) para el analisis posterior de fenoles, flavonoides totales y

capacidad antioxidante. Cada muestra se proceso por triplicado.

Los extractos se diluyeron a una concentracién adecuada de acuerdo con cada una
de las pruebas aplicadas (CFT, FT, DPPH, ABTS, FRAP), de tal manera que se
obtuviesen datos dentro del intervalo de cada una de las curvas de calibracion.
Ademas, se realiz6 una correccién de los resultados obtenidos con respecto al

contenido de humedad para ser comparables respecto a la literatura.
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Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (CFT) fue determinado por el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) adaptado a microplacas. Se utilizd una
microplaca de 96 pozos para llevar a cabo la reaccion, en cada pozo se colocaron:
el extracto con la dilucion adecuada (25 pL), agua destilada (125 pL), reactivo de
Folin-Ciocalteu diluido (1:10) (20 pL) y Na2COs al 20 % (30 pL). La mezcla de
reaccion se agitdo y se dejo reposar durante 30 minutos en ausencia de luz, la
absorbancia frente al blanco fue medida a 765 nm en un lector de microplacas
multidetector con inyectores Synergy® HT equipado con el software Gen5 de
andlisis de datos (Biotek Instruments Inc., Winoosky, VT, USA). La curva de
calibracion del acido galico se prepar6 en un rango de concentraciones de 0.001 a
0.01 mg mL™, la ecuaciéon obtenida de la curva fue utilizada para determinar la
concentracion de fenoles totales en la muestra. Las lecturas de absorbancia se
hicieron por cuadruplicado. Los resultados fueron expresados como miligramos
equivalentes de 4cido galico por gramo de muestra en base himeda (mg EAG gbh

_1)-
Determinacién de flavonoides

Los flavonoides totales (FT) fueron determinados de acuerdo al procedimiento de
Kubola & Siriamornpun (2011) adaptado a microplacas. Una alicuota de extracto
(0.5 mL) se mezclé con 2.5 mL de agua destilada y NaNO:z al 5 % (0.15 mL),
después de 5 min, se agreg6 0.3 mL de AICI3 .6H20 (10 %). La mezcla se dej6
reposar durante 5 min y enseguida se agregdé 1 mL de NaOH (5 %); las muestras
fueron agitadas en vortex (3,000 rpm, 3 min). Finalmente se transfirieron 200 pL de
cada muestra a los pozos de la microplaca y se midi6 la absorbancia a 510 nm. Las
mediciones se hicieron por cuadruplicado. El intervalo de la curva de calibracion de
catequina fue de 0 a 130.18 uM. La ecuacion obtenida de la curva de calibracion de
catequina fue utilizada para determinar la concentracion de flavonoides totales en
las muestras. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de

catequina por gramo de muestra en base hiumeda (mg EC gbh 72).
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Ensayo ABTS

El ensayo ABTS descrito por Re et al. (1999), adaptado a microplacas se utiliz6 para
medir la capacidad antioxidante en extractos de frutos de A. diversifolia. El radical
libre ABTS™ se gener6 por la reaccion de ABTS (7.4 mM) con persulfato de sodio
(2.6 mM) en proporcion 1:1. Esta disolucion se dejé reposar durante 16 h y
finalmente fue diluida para obtener una absorbancia entre 0.7 y 1.2 nm, para lo cual
se tomaron 600 pL y se aforaron a 10 mL con metanol al 80%. En los pozos de la
microplaca se mezclaron 20 pL de muestra y 180 pL de la disoluciéon ABTS*. Como
control; se us6 la disolucion ABTS* (200 uL). La microplaca se agité y la mezcla de
reaccion se dejo reposar durante 10 min protegida de la luz. La disminucion de la
absorbancia de la mezcla de reaccion se midi6 a 734 nm. Las mediciones se
hicieron por cuadruplicado. La ecuacidén obtenida de la curva de calibracion de
Trolox fue utilizada para determinar la capacidad antioxidante de las muestras. El
intervalo de concentraciones de la curva de calibracion de Trolox fue de 4.99 a 59.93
MM. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por

gramo 57 de muestra en base hiimeda (umol ET gbh™).

Ensayo DPPH

La capacidad de atrapamiento de radicales libres se midi6 utilizando el ensayo
DPPH descrito por Cheng et al. (2006) adaptado a microplacas. En los pozos de la
microplaca se mezclaron 200 pL de una serie de diluciones de los extractos a
diferentes concentraciones y 50 pL de disolucion de DPPH (0.099 mM). Como
blanco; se us6 metanol al 80 % (250 pL) y como control una mezcla de metanol al
80 % (200 pL) y DPPH 0.099 mM (50 pL). La curva estandar de Trolox se prepard
en el intervalo de una concentraciones de 3.99 y 47.94 uM. La microplaca fue
agitada y conservada en oscuridad durante 30 min y la absorbancia se midio a 515
nm. El porcentaje de DPPH degradado fue determinado de acuerdo a la siguiente

ecuacion (3):

Amuestra — Ablanco

% DPPH'degradado =1 — x100 ... (3)

Acontrol — Ablanco
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Donde Amuestra, Ablanco, Acontrol Fepresenta la absorbancia del antioxidante de

referencia o de la muestra, blanco y el control.

Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por gramo de
muestra en base himeda (umol ET gon™?). El intervalo de la curva de calibracion de
Trolox fue de 3.99 a 47.94 uM. El porcentaje de reduccion del DPPH fue graficado
contra las concentraciones de las muestras y la concentracion inhibitoria 50 (Clso)
fue calculada de la ecuacion de regresion obtenida. Las determinaciones fueron

llevadas a cabo por cuadruplicado.

Ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

La capacidad antioxidante por el ensayo FRAP se evalué de acuerdo con el
procemiento descrito por Benzie & Strain (1996) adaptado a microplacas.. El
reactivo FRAP se prepar6 en el momento de su uso mezclando buffer de acetatos
(300 mM, pH 3.6), disolucién de TPTZ 10mM en HCI 40 mM y disolucién de cloruro
de fierro (lll) 20 mM, en una proporcion de 10:1:1, respectivamente. En una
microplaca de 96 pozos se colocaron 20 uL de extracto 180 pL de la disolucién
FRAP y 60 pL de agua destilada, como blanco se utilizd6 una mezcla de disolucién
FRAP (200 pL) y agua destilada (60 pL). Después de 30 segundos se midi6 la
absorbancia a 595 nm. Las mediciones se hicieron por cuadruplicado. El intervalo
de la curva de calibracion de Trolox fue de 3.84 a 46.10 uM. La ecuacion obtenida
de la curva de calibracién de Trolox fue utilizada para determinar la capacidad
antioxidante de las muestras. Los resultados se expresaron como micromoles

equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base himeda (umol ET gon™?).

4.4.3 Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado usando un disefio experimental
completamente al azar. Los datos obtenidos de fenoles totales, y flavonoides, asi
como para la capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) se sometieron a un

analisis de varianza y comparacion de medias empleando la prueba Tukey con un
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nivel de confiabilidad p < 0.05. El analisis de los datos se realizd con el paquete
estadistico Statgraphics version plus 5.1 (Statistical Graphics Corp., Manugistics,
Inc., Cambridge, MA, EUA).

4.5 Resultados y discusion

4 5.1 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos encontrados en frutas y verduras han demostrado interés
debido a su alto potencial como agentes antioxidantes (Moo-Huchin et al., 2014).
En el Cuadro 12 se muestran los resultados de fenoles y flavonoides totales, asi
como de la capacidad antioxidante de pulpay cascara de los frutos de A. diversifolia.
Como se puede observar existen diferencias significativas en el contenido de
fenoles totales entre la pulpay la cascara, no obstante, la cascara presentd el mayor
contenido de fenoles totales en ambos tipos de pulpa (31.86 + 2.51mg EAG gbn),
no exhibiendo diferencias significativas entre ellas. Este resultado coincide con
trabajos en los cuales los subproductos de las frutas, como la cascara, suelen
contener mayor contenido de compuestos bioactivos que la parte comestible (Can-
Cauich et al., 2017). Moo-Huchin et al. (2014) reporté menor CFT en pulpa de ilama
provenientes de Yucatan en madurez comercial (2.46 mg EAG g?n), al igual que
Julidn-Loaeza et al. (2011) en frutos provenientes de Chiapas 1.70 mg EAG gon
(pulpa blanca) y 1.29 mg EAG gbn (pulpa rosa). El CFT de los frutos evaluados en
este estudio fueron superiores a los valores reportados por Almeida et al. (2011) en
frutos de saramuyo (Annona squamosa) (0.81 mg EAG g'bh) y guanabana (Annona
muricata) (0.54 mg EAG gbh) provenientes de Brasil.

Como se puede observar a pesar de ser la misma especie existe variacion en el
contenido de compuestos fendlicos, esto podria deberse a factores ambientales,
dependiendo la regidn, y a las diferentes cantidades extraidas de compuestos
fendlicos (Nam et al., 2017). Los compuestos fendlicos son considerados los
principales fitoquimicos responsables de la actividad antioxidante (George et al.,
2014).
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Cuadro 12. Fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante en frutos de ilama por el color de pulpa y tejido.

Tejido Color de Fenoles totales  Flavonoides DPPH ABTS FRAP Clso
pulpa (mg mL1ph)
(mg EAG g'bn) (mg EC gtoh) (umol ET gbn) (umol ET gbn) (umol ET gbn)
Blanca 31.86a+251 16.71a+1.67 482.83a+31.55 62.14a+292 259.62 a + 52.02 0.08a+0.01
Cascara
Rosa 39.40a+5.35 17.63a+1.58 416.51a+78.07 59.35a+1.20 284.34 a + 35.92 0.07a+0.01
Blanca 8.51b+1.09 3.60 b + 0.65 82.86b+11.38 17.82b+1.87 61.95b + 6.98 0.02b+0.0
Pulpa
Rosa 8.65b+1.49 3.12b +0.55 7755b+12.05 15.88b+2.31 70.46 b +12.42 0.02b+0.0

Promedios (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. (Tukey, p<0.05).
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Los flavonoides son el grupo méas comun y ampliamente distribuido de los
compuestos fendlicos vegetales, que se producen en todas las partes de la planta,
particularmente en las células vegetales fotosintetizadoras. Se ha demostrado que
muchos flavonoides tienen actividad antioxidante y capacidad para prevenir
enfermedades coronarias y anticancerigena (Yao et al., 2004). En este estudio, los
flavonoides también se encontraron en mayor proporcion en la cadscara de los frutos

de ambos colores de pulpa (Figura 23).

El contenido de FT en la pulpa fue mayor al reportado por Moo-Huchin et al. (2014)
en pulpa de ilama en madurez de consumo (2.30 mg EC gbh). De igual manera fue
mayor al reportado por Julian-Loaeza et al. (2011) en frutos de ilama de Chiapas

(1.52 mg EC g en pulpa blanca y 1.07 mg EC gtoh en pulpa rosa).

Las variaciones en el contenido de fenoles totales y flavonoides totales en
comparacion con otros resultados pueden deberse a factores como: el grado de
madurez de los frutos, diferencias genéticas y a las condiciones ambientales

durante el desarrollo del fruto (Zadernowski, Naczk,& Nesterowicz, 2005).

100
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Figura 23. Proporcion de contenido total de fenoles (CTF) y flavonoides totales (FT) en
frutos de A. diversifolia por el color de pulpa vy tejido.
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4.5.2 Capacidad antioxidante

En el presente estudio se emplearon tres ensayos diferentes (ABTS, DPPH y FRAP)
para evaluar la capacidad antioxidante en frutos de A. diversifolia. De acuerdo al
Cuadro 11 la cascara fue estadisticamente superior que la pulpa, ademas, de que
se observa una tendencia mayor para DPPH>FRAP>ABTS (Figura 24). La
capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS en pulpa fue de 15.88 + 2.31 a
17.82 b +1.87 umol ET guh, estos valores fueron superiores respecto a lo reportado

por Moo-Huchin et al. (2014) (6.74 umol ET g'bh) en frutos de la misma especie.

Por otro lado, la capacidad antioxidante de los frutos evaluados con el ensayo DPPH
fue mayor en los de pulpa color blanca. Los resultados obtenidos en pulpa (77.55
12.05 y 82.86 + 11.38 umol ET g'un) fueron superiores a lo reportado por Moo-
Huchin et al. (2014) (3.57 pumol ET g'wn) en frutos de ilama, y a los valores
reportados por Almeida et al., (2011) para saramuyo (6.21 + 0.62 umol ET gtbn) y
guanabana (6.09 £ 0.13 pmol ET g-on).

En cuanto a los valores encontrados para el ensayo FRAP estuvieron en un rango
de 61.95 + 6.98 a 70.46 + 12.42 pmol ET glbh.
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Figura 24. Comparaciones del contenido equivalente a TROLOX en frutos de ilama por el
color de pulpay tejido.
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Otro parametro determinado por el ensayo DPPH fue la concentracion inhibitoria 50
(Cls0) que representa la concentracion necesaria de extracto para inhibir al 50% la
actividad del radical DPPH (Cuadro 12). El DPPH es un radical libre estable
ampliamente utilizado para evaluar la capacidad de los extractos en su accién como
eliminadores de radicales libre o donadores de hidrégeno, y para evaluar la actividad
antioxidante de una matriz alimentaria (Loizzo et al., 2012). Un bajo valor indica una
mayor capacidad antioxidante. La cascara de ambos colores de pulpa fueron las
de mejor ICs0 (0.02 + 0.0 mg mL™1), seguido de la pulpa (0.08 £ 0.0 mg mLt) por su
parte, Julian-Loaeza et al. (2011) estudiaron la capacidad antioxidante en frutos de
ilama obteniendo valores superiores a los de este estudio (1.71y 1.99 mg mL?) en

pulpa blanca y pulpa rosa, respectivamente.

4.6 Conclusiones

Los frutos de Annona diversifolia contienen cantidades apreciables de fenoles
totales, flavonoides y capacidad antioxidante, mas en cascaras que en la pulpa, sin
importar el color de la pulpa. Con esto; se demuestra que la cascara de ilama se
puede considerar una fuente valiosa de compuestos fendlicos con actividad
antiradicalaria y por lo tanto posee un alto potencial de uso, para la prevencion de

enfermedades causadas por el estrés oxidativo.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo se realizé un analisis detallado de la composicion nutrimental, la
determinacion de actividad antioxidante, ademas de un estudio fitoquimico parcial
de los frutos de dos colores de pulpa de A. diversifolia. Particularmente, la
constitucion del mesocarpio de los frutos de ilama, contiene una gran variedad de
compuestos minerales esenciales para el organismo humano. En cuanto al estudio
fitoquimico; se identificO por primera vez la (+) catequina, ademas de esteroles,
acidos grasos y glucésidos. En general, el mesocarpio de ilama contiene
compuestos lipéfilos y fendlicos. La confirmacion de una alta capacidad antioxidante
en los frutos de ilama, exaltan a esta especie como para su empleo como
ingredientes con valor agregado en la industria farmacéutica y de alimentos. Estos
resultados apoyan el uso de esta fruta exdtica como una fuente rica de componentes
gue promuevan la salud, con capacidad de prevenir enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo, aunado a incentivar contribuciones para conservar la
biodiversidad y promover el desarrollo y explotacion de las frutas exoticas de

México.
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Anexo 1. Espectro COSY de la (+) Catequina en DMSO.

102




Lf_
o LB
1= 'z
N 5
— .
[ < ;g
] g
] s

s e T e T T T e

Anexo 2. Espectro HSQC de la (+) Catequina en DMSO.
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Anexo 3. Espectro HMBC de la (+) Catequina en DMSO.

103




	PORTADA

	CARTA DE CONSENTIMIENTO
	HOJA DE FIRMAS

	RESUMEN
	ABSTRACT
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIAS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	I. INTRODUCCIÓN GENERAL
	1.1. Objetivos
	1.1.1. Objetivo general
	1.1.2. Objetivos específicos

	1.2. Hipótesis

	II. REVISIÓN DE LITERATURA
	2.1. Origen y distribución
	2.2. Características del árbol
	2.3. Fenología
	2.4. Características  y usos del fruto
	2.5. Fitoquímica del género Annona
	2.5.1. Fitoquímica de Annona diversifolia Saff

	CAPÍTULO I. ANÁLISIS NUTRIMENTAL EN ILAMA (Annona diversifolia Saff): SUELO, HOJAS Y FRUTO
	1.1 Resumen
	1.2 Abstract
	1.3 Introducción
	1.4 Materiales y métodos
	1.4.1 Material vegetal y sitio de colecta
	1.4.2 Análisis de suelo
	1.4.3 Análisis foliar

	1.5 Resultados y discusión
	1.5.1 Características químicas del suelo
	1.5.2 Análisis nutrimental en hojas
	1.5.3 Análisis nutrimental en fruto

	1.6 Conclusiones

	CAPÍTULO II. CARACTERÍSTICAS BIOFÍSICAS Y BIOQUÍMICAS DE FRUTOS DE ILAMA (Annona diversifolia Saff), PULPA BLANCA Y ROSA
	2.1 Resumen
	2.2 Abstract
	2.3 Introducción
	2.4 Materiales y métodos
	2.4.1 Material vegetal
	2.4.2 Proporción de pulpa y cáscara
	2.4.3 Pérdida de peso del fruto
	2.4.4 Sólidos solubles totales y acidez titulable
	2.4.5 Vitamina C
	2.4.6 Análisis estadístico

	2.5 Resultados y discusión
	2.5.1 Proporción de pulpa y cáscara
	2.5.2 Pérdida de peso
	2.5.3 Sólidos solubles y acidez titulable
	2.5.4 Vitamina C

	2.6 Conclusiones

	CAPITULO III. ESTUDIO FITOQUÍMICO DE EXTRACTOS DE PULPA DE ILAMA (Annona diversifolia Saff)
	3.1 Resumen
	3.2 Abstract
	3.3 Introducción
	3.4 Materiales y métodos
	3.4.1 Material vegetal
	3.4.2 Reactivos y disolventes
	3.4.3 Preparación del extracto de diclorometano
	3.4.4 Preparación del extracto metanólico
	3.4.5 Separación y purificación de metabolitos secundarios
	3.4.6 Análisis por cromatografía en capa delgada
	3.4.7 Separación por cromatografía flash preparativa automática
	3.4.8  Análisis espectroscópico de los productos aislados

	3.5 Resultados y discusión
	3.5.1 Aislamiento y purificación de compuestos
	3.5.2  Análisis espectroscópico y elucidación estructural de compuestos
	3.5.2.1  Catequina (1)
	3.5.2.2  Estigmasterol y Campesterol (2)
	3.5.2.3 β-sitoesterol (3)
	3.5.2.4 Ergosterol (estructura cristalina) (4)
	3.5.2.4 Ácidos grasos (5)

	3.6 Conclusiones

	CAPÍTULO IV.  PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE ILAMA (Annona diversifolia) EN PULPA Y CÁSCARA
	4.1 Resumen
	4.2 Abstract
	4.3 Introducción
	4.4 Materiales y métodos
	4.4.1 Material vegetal
	4.4.2 Actividad antioxidante
	Preparación de extractos
	Determinación de fenoles totales
	Determinación de flavonoides
	Ensayo ABTS
	Ensayo DPPH
	Ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

	4.4.3 Análisis estadístico

	4.5 Resultados y discusión
	4.5.1 Fenoles totales
	4.5.2 Capacidad antioxidante

	4.6 Conclusiones

	CONCLUSIONES GENERALES
	LITERATURA CITADA
	ANEXOS

