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RESUMEN

Introduccion: El pataxte (Theobroma bicolor) es un fruto sub-utilizado considerado cacao
defectuoso, crece en suelos hiimedos de bosques y selvas, en clima tropical, pesa 400 g
aproximadamente, tiene en promedio 40 semillas rodeadas por pulpa amarilla de color fuerte y un
sabor dulce. En México se le conoce como pataxte y, la presencia de compuestos fendlicos en su
semilla y oligosacaridos en su pulpa, sugieren que posee actividades antioxidantes y prebioticas,
ademas, el perfil de acidos grasos en semilla indica que contiene un 42.2% de acidos grasos
insaturados, otorgandole potencial como alimento funcional. Sin embargo, existen pocas
investigaciones en donde se reporte analisis proximal, actividad antioxidante, perfil de 4cidos grasos
y no existen reportes de analisis fitoquimico, actividad prebidtica y determinacion del contenido de

inulina en semilla y/o pulpa.

Objetivo: Evaluar el potencial como alimento funcional de las semillas y pulpa del fruto del pataxte
(Theobroma bicolor) por medio de andlisis fisico-quimicos, pruebas de actividad prebidtica y

actividad antioxidante, para generar propuestas de alimentos regionales saludables.

Materiales y métodos: Se obtuvieron muestras de semilla y pulpa de pataxte para realizar estudios
bromatoldgicos y se determind composicion proximal. Posteriormente, se realizaron extractos
etanolicos de semilla y pulpa para determinar capacidad antioxidante por reduccion del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), asi como coeficiente de inhibicioén ICso, utilizando acido ascoérbico
como control. Consecutivamente se realizaron analisis fitoquimicos, donde se evalud la presencia de
metabolitos secundarios asociados con actividad biologica, a saber: alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas, triterpenoides y glucésidos cardiotonicos. Para determinar actividad prebiodtica se
realizaron dos pasos, primero se evalud el efecto de extractos de semilla y pulpa en dos
concentraciones (20 y 30%) para crecimiento de bacterias lacticas probioticas (Lactobacillus brevis,
Lactobacillus paracasei y Bacillus mojavensis); como segundo paso, se analiz6 la presencia de inulina
mediante FTIR obteniendo 3 espectrogramas (inulina como control, semilla y pulpa). Debido a los
resultados de contenido de lipidos en semilla (31%), se determiné el perfil de acidos grasos por

cromatografia de gases.

Resultados: En cuanto a estudios bromatologicos y determinaciéon de composicién proximal, se
muestran los porcentajes de hidratos de carbono de 41+1.17%, proteina 19.5+1.87%, humedad
4.73+0.29%, cenizas 3.31%0.1%, lipidos 30.4+2.82% (se procedi6 a realizar perfil de acidos grasos de
semilla para complementar resultados obtenidos). En cuanto a la pulpa, la cantidad de hidratos de
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carbono fue de 45+1.25%, lipidos 2.92+0.62%, proteina 12.4+2.92%, humedad 37.8+2.11% y ceniza
3.4+0.51%. Respecto a capacidad antioxidante los resultados fueron 94%, 65% y 88%,
respectivamente a una concentracion de 4.6 mg/mL; también se calculo el coeficiente de inhibicion
ICso, obteniendo 0.41 mg/mL, 0.75 mg/mL y 10 mg/mL, en semilla, pulpa y control, respectivamente.
Ambos resultados indican que la capacidad antioxidante de pulpa de pataxte es menor a la del control
(acido ascorbico); no obstante, la capacidad antioxidante en semilla es mayor que el acido ascorbico.
Al referirse a analisis fitoquimicos, se encuentra que el extracto de semilla result6 positivo en taninos,
benéficos para la salud como antidiabéticos, anti-mutagénicos y antimicrobianos; ademas, ambos
extractos resultaron positivos para glucésidos cardiotonicos y alcaloides que tienen efectos
antimicrobianos, anti-inflamatorios, anti-bacterianos, anti-cancerigenos, anti-virales, anti-fungicos,
asi como beneficios en el sistema nervioso central y cardiovascular. Es importante resaltar la ausencia
de glucosidos cianogénicos en los extractos, indicador de que no contienen toxinas vegetales. En
cuanto a la determinacion de actividad prebidtica, de las 2 concentraciones probadas, el mayor
crecimiento microbiano se obtuvo en la concentracion al 20%, tanto para pulpa como para semilla
(4.62+0.6 log UFC/mL y 4.82+0.64 log UFC/mL, respectivamente), existiendo mayor crecimiento en
semilla. En pulpa se obtuvieron recuentos de 4.62+0.6 log UFC/mL para Lactobacillus brevis,
4.38+0.76 log UFC/mL para Lactobacillus paracasei y 3.63+0.1 log UFC/mL para Bacillus
mojavensis. En semilla se obtuvieron recuentos de 4.82+0.64 log UFC/mL para Lactobacillus brevis;
4.31+0.65 log UFC/mL para Lactobacillus paracasei y 3.64+0.51 log UFC/mL para Bacillus
mojavensis. También, para determinar la actividad prebiotica, se analiz6 la presencia de inulina
mediante FTIR obteniendo 3 espectrogramas (inulina como control, semilla y pulpa). En las
espectroscopias control y pulpa, se observaron los mismos grupos funcionales debido a que las
absorciones infrarrojas que coinciden son 3300 cm™! (Alcoholes O-H, asociacion polimérica), 2900
cm’! (Vibraciones de tension con enlaces C-H sp®) y 1050 cm™ (Alcohol primario. Vibraciones de
torsion O-H y tension C-H) lo que sugiere que exista inulina en la pulpa del fruto pataxte, sin embargo,
este estudio no es suficiente para afirmarlo. Por ultimo, los resultados del perfil de 4cidos grasos de
semilla fueron 39.23% de acido palmitico, un 35.34% &cido linoleico, 14.04% de acido estearico,
9.3% de acido linoleico y 0.91% de acido miristico. En cuanto al contenido de acido linoleico, la
semilla contiene alto valor nutrimental, debido a los beneficios de salud cardiovascular, efecto
protector contra arritmias cardiacas y mayor efecto neuroprotector para ciertos tipos de epilepsias. Los
resultados obtenidos y antes mencionados, confirman el potencial funcional de la semilla y pulpa del

pataxte.

Palabras clave. Pataxte, antioxidantes, prebioticos, fitoquimicos, acido linoleico.



ABSTRACT

Introduction: The pataxte (Theobroma bicolor) is an under-utilized fruit considered defective cocoa,
it grows in humid soils of forests and jungles, in a tropical climate, it weighs 400 g approximately, it
has an average of 40 seeds surrounded by yellow pulp of strong colour and a sweet taste. In Mexico it
is known as pataxte and, the presence of phenolic compounds in its seed and oligosaccharides in its
pulp, suggest that it has antioxidant and prebiotic activities; furthermore, the fatty acid profile in the
seed indicates that it contains 42.2% of unsaturated fatty acids, giving it potential as a functional food.
Nevertheless, there are few investigations that reports proximal analysis, antioxidant activity, fatty
acid profile and there are no reports of phytochemical analysis, prebiotic activity and determination

of the inulin content in seed and/or pulp.

Objective: To study the physicochemical composition of the seeds and pulp of pataxte fruit
(Theobroma bicolor), its potential to be prebiotic and its antioxidant activity, to determine its potential

as functional food.

Materials and methods: Pataxte seed and pulp samples were obtained to perform bromatological
studies and determine the proximal composition. Subsequently, ethanolic extracts of seed and pulp
were made to determine antioxidant capacity by reduction of the 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazil radical
(DPPH), as well as ICso inhibition coefficient, employing ascorbic acid as a control. Consecutively
phytochemical analyses were carried out, where the presence of secondary metabolites associated with
biological activity was evaluated, namely: alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, triterpenoids and
cardiatonic glycosides. To determine prebiotic activity, two steps were carried out, first it was
evaluated the effect of seed and pulp extracts in two concentrations (20 and 30%) for the growth of
probiotic lactic bacteria (Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei and Bacillus mojavensis); as a
second step, it was analysed the presence of inulin by FTIR obtaining 3 spectrograms (inulin as
control, seed and pulp). Due to the results of lipid content in the seed (31%), the fatty acid profile was
determined by gas chromatography.

Results: With regard to bromatological studies and determination of proximal composition, they are
shown the percentages of hydrates of carbon of 41 + 1.17%, protein 19.5 + 1.87%, humidity 4.73 +
0.29%, ashes 3.31 £ 0.1%, lipids 30.4 + 2.82% (it proceeded to realize seed fatty acids profile to
complement the obtained results). Regarding the pulp, the amount of hydrates of carbon was 45 +
1.25%, lipids 2.92 + 0.62%, protein 12.4 + 2.92%, humidity 37.8 + 2.11% and ash 3.4 = 0.51%.
Respect to the antioxidant capacity, the results were 94%, 65% and 88%, respectively at a
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concentration of 4.6 mg/mL; it was also calculated inhibition coefficient ICso , obtaining 0.41 mg/mL,
0.75 mg/mL and 10 mg/mL, in seed, pulp and control, respectively. Both results indicate that the
antioxidant capacity of pataxte pulp is lower than that of the control (ascorbic acid); however, the
antioxidant capacity in seed is greater than ascorbic acid. When referring to phytochemical analysis,
it is found that the seed extract resulted positive in tannins, beneficial for health like anti-diabetic, anti-
mutagenic and anti-microbial; besides, both extracts were positive for cardiotonic glycosides and
alkaloids that have anti-microbial, anti-inflammatory, anti-bacterial, anti-cancer, anti-viral, anti-
fungal effects, as well as benefits on the central nervous and cardiovascular system. It is important to
highlight the absence of cyanogenic glycosides in the extracts, indicator that they do not contain plant
toxins. As regards the determination of prebiotic activity, of the 2 concentrations tested, the highest
microbial growth was obtained in the concentration at 20%, both for pulp and for seed (4.62 + 0.6 log
CFU/mL and 4.82 + 0.64 log CFU/mL, respectively), existing greater growth in seed. In pulp, they
were obtained re-counts of 4.62 + 0.6 log CFU/mL for Lactobacillus brevis, 4.38 = 0.76 log CFU/mL
for Lactobacillus paracasei and 3.63 £ 0.1 log CFU/mL for Bacillus mojavensis. In seed, they were
obtained re-counts of 4.82 + 0.64 log CFU/mL for Lactobacillus brevis; 4.31 + 0.65 log CFU/mL for
Lactobacillus paracasei and 3.64 = 0.51 log CFU/mL for Bacillus mojavensis. Also, to determine the
prebiotic activity, the presence of inulin was analysed by FTIR obtaining 3 spectrograms (inulin as
control, seed and pulp). In the control and pulp spectroscopies, the same functional groups were
observed because of the infrared absorptions that coincide are 3300 cm™! (O-H Alcohols, polymeric
association), 2900 cm™! (tension vibrations with C-H sp? bonds) and 1050 ¢m™! (Primary alcohol. O-
H torsion vibrations and C-H tension) which suggests that there is inulin in the pulp of the pataxte
fruit; nontheless, this study is not enough to affirm it. By last, the results of the seed fatty acid profile
were 39.23% palmitic acid, 35.34% linoleic acid, 14.04% stearic acid, 9.3% linoleic acid and 0.91%
myristic acid. Respecting the content of linoleic acid, the seed contains high nutritional value, due to
the benefits of cardiovascular health, protective effect against cardiac arrhythmias and greater
neuroprotective effect for certain types of epilepsies. The results obtained and previously mentioned,

confirm the functional potential of the seed and pulp of the pataxte.

Keywords. Pataxte, antioxidants, prebiotics, phytochemicals, linoleic acid.



INTRODUCCION

El género Theobroma de la familia Sterculiaceae esta integrado por 22 especies en el dmbito mundial,
con habitat restringido a bosques hiimedos, representando mayor distribucion geografica en los
estados centro-occidentales (Cuatrecasas, 1964). La etimologia de la palabra Theobroma deriva de
las palabras griegas: 0g6¢ teos = "dios" + Bpopa broma = "alimento" que significa "alimento de los

dioses" (Rios, 2015).

De las 22 especies del género Theobroma, el Theobroma bicolor (mejor conocido como pataxte)
crece en suelos humedos de bosques y selvas, en clima tropical, pesa 400 g aproximadamente es de
forma ovalada con corteza rugosa que es amarilla cuando madura. En su interior contiene en promedio
40 semillas, rodeadas por pulpa amarilla color fuerte y de sabor dulce. Se ha reportado el consumo
de la pulpa en bebidas fermentadas y de la semilla en dulces como mazapan y turrdn, también en

bebidas tipo chocolate. (Garcia, et al., 2002; Hernandez, 2004).

Dentro de especies del género Theobroma, la més conocida es Theobroma cacao, utilizada para la
elaboracion de chocolate y otros productos de importancia econdmica (Cuatrecasas, 1964), ademas,
el cacao es considerado alimento funcional debido a su alta actividad antioxidante y multiples
beneficios al organismo humano. Al pertenecer a la misma especie, se sugiere que Theobroma bicolor
posee potencial como alimento funcional, debido a la presencia de compuestos fendlicos en su semilla
y oligosacaridos en su pulpa, se sugiere también que posee actividades antioxidantes y prebioticas,
del mismo modo, reportes del perfil de 4cidos grasos en semilla indica que contiene un 42.2% de

acidos grasos insaturados (Lopez, 2008).

Por otra parte, los alimentos funcionales son aquellos que ejercen efectos benéficos y nutricionales en
una o varias funciones del organismo y se traducen en una mejora de la salud o en la disminucién del
riesgo de sufrir alguna enfermedad (Fuentes et al., 2002); son componentes bioldgicamente activos
que tienen una caracteristica particular dado que sus componentes benefician al organismo (Fuentes

et al., 2002), dentro de los que se encuentran los siguientes:
e Probidticos, prebidticos y simbidticos.
e Ingredientes funcionales de naturaleza lipidica, como los acidos grasos poliinsaturados.

e Antioxidantes.



Para iniciar, los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que en el colon sirven de
sustrato para los microorganismos, estimulando el crecimiento selectivo de determinadas especies
beneficiosas de la microbiota intestinal (Corzo et al., 2015), dentro de los més importantes y
estudiados se encuentra la inulina. Algunas investigaciones se han enfocado en usar este fructano
como sustrato para hacer crecer o aumenta la resistencia en el colon de bacterias benéficas especificas
(Tomasik, 2003), estas bacterias, mejor conocidas como probidticos son microorganismos no
patdgenos, que, administrados en cantidad adecuada confieren un efecto benéfico sobre la salud del
huésped (OMS, 2011). Cuando encontramos a ambos elementos, tanto prebidticos como probioticos,
el producto es llamado simbidtico, en donde el componente prebidtico selectivamente favorece al
componente probiotico ejerciendo efectos benéficos y nutricionales para mejorar el estado de salud o

disminuir riesgo de enfermedad (Oliveira et al., 2007).

Asimismo, es bien sabido que los 4cidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico son obtenidos
a través de la dieta, debido a que el organismo no puede generarlos, por ese motivo se consideran
esenciales y estan directamente asociados a la prevencion o tratamiento de diversas enfermedades,
como la potencial reduccion de la concentracion de triacilgliceroles en la sangre a través de la
oxidacion de acidos grasos inhibiendo la lipogénesis, también se suelen usar en el control de ciertas
enfermedades como la diabetes mellitus y la obesidad debido a que activan mecanismos de oxidacion
de lipidos, disminuyen la resistencia a la insulina y la esteatosis hepatica; en el caso del cancer, pueden
servir como agentes citotoxicos para ciertas células tumorales y debido a su efecto hipolipémico y
antiinflamatorio, podrian tener efectos benéficos en la prevencion de enfermedades cardiovasculares

(Willis y Marangoni, 1999).

Dentro de los alimentos funcionales més estudiados se encuentran los antioxidantes, que son
compuestos que el organismo crea para que las células neutralicen a los radicales libres, que son
moléculas inestables, altamente riesgosas y reactivas que para estabilizarse oxidan biomoléculas. Este
proceso dafa la funcion de la célula (conocido como envejecimiento). Las mitocondrias, lisosomas y

membrana nuclear son la principal fuente de radicales libres (Vallejo et al., 2017).

Por ese motivo y debido a que existe la necesidad de incorporar alimentos funcionales al mercado
mexicano para mejorar el estado de salud de la poblacion, sabiendo que en México, en el ano 2018

las cifras de pacientes enfermos, dadas por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
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realizada por el instituto Nacional de Salud Publica, arroja cifras de sobrepeso/obesidad por mala
alimentacion y falta de ejercicio fisico, el porcentaje de adultos obesos o con sobrepeso de 20 afios y
mas, es de 75.2% afectando también a nifos (Fuentes et al., 2002), por estos motivos, se sabe que

existe una necesidad real por incorporar alimentos funcionales al mercado.

Debido a lo planteado anteriormente, la presente investigacion pretende caracterizar las semillas y
pulpa del fruto del pataxte (Theobroma bicolor) por medio de andlisis fisico-quimicos y

microbioldgicos para proponer su uso potencial como alimento funcional.
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CAPITULO 1: PROPOSITO Y ORGANIZACION

1.1 Planteamiento del problema

El pataxte es un producto mexicano sub-utilizado del género Theobroma al igual que el cacao
(alimento funcional), por este motivo, se considera que posee actividad prebiodtica y antioxidante.
Debido a la escasa informacion que existe al respecto, se procede a analizarlo y surge la siguiente

pregunta de investigacion:
¢ Existe actividad prebiotica y antioxidante en las semillas y pulpa del fruto pataxte?
1.2 Justificacion

El pataxte es un producto sub utilizado, considerado “cacao defectuoso” en el que se ha identificado
actividad antioxidante de sus extractos y su perfil de acidos grasos en semilla indica que contiene un

42.2% de acidos grasos insaturados (Lopez, 2008).

Debido a que existe la necesidad de incorporar alimentos funcionales al mercado mexicano para
mejorar el estado de salud de la poblacion, se determinara su composicion proximal y se evaluara su

actividad prebiotica y antioxidante para su uso potencial como alimento funcional (Garcia, 2002).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar el potencial como alimento funcional de las semillas y pulpa del fruto del pataxte (Theobroma
bicolor) por medio de andlisis fisico-quimicos, pruebas de actividad prebidtica y actividad

antioxidante, para generar propuestas de alimentos regionales saludables.

1.3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar semillas y pulpa del fruto del pataxte (Theobroma bicolor) de manera
bromatoldgica, en funciéon de su composicion proximal que incluye las determinaciones
de porcentaje de humedad, cenizas, proteina, grasa y azucares totales.
e Determinar la presencia de inulina en las semillas y pulpa del fruto del pataxte

(Theobroma bicolor) mediante espectroscopia infrarroja.
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e Determinar la actividad prebiotica de las semillas y pulpa del pataxte sobre el crecimiento
de Bacillus mojavensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis.

e Determinar la capacidad antioxidante y analisis fitoquimicos de las semillas y pulpa de
pataxte.

e Identificar el perfil de cidos grasos de las semillas.

1.4 Hipotesis

Las semillas y pulpa del fruto pataxte (Theobroma bicolor) presentan actividad prebidtica y

antioxidante, lo cual le proporciona potencial como alimento funcional.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 El género Theobroma

El género americano Theobroma L. de la familia Sterculiaceae consta de 22 especies, con habitat
exclusivo de bosques humedos (Cuatrecasas, 1964). Estd representado por seis especies, las cuales
han sido poco coleccionadas. De las 22 especies conocidas, la mas utilizada y reconocida es
Theobroma cacao, cominmente se usa para la elaboracién de chocolate y otros productos de
importancia econdmica. La literatura cita que su crecimiento y propagacion se extendioé desde la region

de Amazonas hasta el sur de México (Cuatrecasas, 1964).

Las especies Theobroma cacao, Theobroma angustifolia, Theobroma microcarpus, Theobroma
obovatum y Theobroma stipulatum son especies que actualmente se cultivan para posteriormente ser

aprovechados por la industria alimentaria para la produccion de cacao (Cuatrecasas, 1964).

2.1.1 Antecedentes / historia

Los arboles del género Theobroma L., son endémicos de Centro y Sudamérica; Standley (Cuatrecasas,
1964) reconocio las siguientes especies de Theobroma para la flora mexicana: 7. cacao, T. angustifolia
vy T. bicolor; asi como el valor historico, geografico y econémico de las tres especies. Cuatrecasas
(1964) también nos habla de su distribucién en toda América tropical, hablando del sur de México,
Bolivia y Brasil. Las tres especies tuvieron uso y cultivo restringido, mientras que 7. cacao ha sido

ampliamente cultivado y comercializado en todo el mundo (Young, 1994).

Cuatrecasas, en 1964, reconocio la validez de las especies asi como su sinonimia, también tomo los
caracteres senalados por Bernoulli (Rondén, 2005), haciendo un estudio mas profundo y completo,
debido a que toma en cuenta el tipo de germinacion, la forma de las hojas, tipo de polen y fruto; de

esta manera cito las 22 especies validas para Theobroma.

La especie mas representativa del género, por su importancia en la industria alimenticia es Theobroma
cacao. La Figura 1 muestra la distribucion mundial de los paises productores de cacao, que cuentan
con climas himedos y tropicales, destacandose los paises de América del Sur, América Central,

Meéxico, el Caribe, Africa, Asia y Oceania.
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Figura 1. Principales paises productores de Theobroma Cacao (Batista, 2009).

2.1.2 Descripcion

El género se publico en Species Plantarum al ser definido por Carlos Linneo (Roth, 1971). Se trata de
plantas hermafroditas, que en sus arboles o arbustos tienen hojas grandes que pueden ser o no enteras
y ovales, con flores pequefias de aproximadamente 5 pétalos rosas, rojos o amarillos, posee de 10 a 15
estambres tan largos como los pétalos o mas largos. Su fruto es grande, ovoide, cilindrico, con

numerosas semillas cubiertas por pulpa que las une entre si (CONABIO, 2009).

2.1.3 Taxonomia

Theobroma deriva de las palabras griegas: 0g6g teos = "dios" + PBpmdpa broma = "alimento", su
significado entonces es "alimento de los dioses". Su clasificacion cientifica nos indica que pertenece

a la familia Sterculiaceae, como lo indica la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion cientifica del género Theobroma (Rios, 2015).

Division Magnoliophyta (Angiospermac)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledonea)
Sub-clase Dilliniidae
Orden Malvales
Familia Sterculiaceae
Género Theobroma

2.1.4 Usos y/o aplicaciones

Las semillas son de gran valor econdmico, se usan comercialmente para la preparacion del chocolate
y para la extraccion de varios productos secundarios; varias otras especies son aprovechadas

localmente para el mismo fin, o para la preparacion de bebidas refrescantes (CONABIO, 2009).

2.1.5 Especies

De acuerdo a Rios (2015), el género Theobroma, en la familia Malvaceae (antes en la Sterculiaceae)
con 22 especies descritas, ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de Centroamérica,

incluyen:

Theobroma angustifolium, Theobroma bicolor, Theobroma cacao, Theobroma glauca, Theobroma
grandiflorum, Theobroma leiocarpa, Theobroma mammosum, Theobroma mariae, Theobroma
martiana, Theobroma microcarpus, Theobroma obovatum, Theobroma pentagona, Theobroma
purpureum, Theobroma simiarum, Theobroma speciosa, Theobroma stipulatum, Theobroma

subineana, Theobroma sylvestre (Rios, 2015).

Dentro de las especies mas estudiadas e importantes se encuentra Theobroma grandiflorum, es un
arbol que mide aproximadamente de 8-20 m de alto, de corteza grisacea, tiene hojas rigidas, flores de
aproximadamente 16-17 mm de largo, 5 pétalos de 10 mm de largo como lo muestra la Figura 2. Sus

nombre usuales son Copoazu, Cupuast, Copoastl. Su pulpa se usa para preparar jugos, helados y otras
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bebidas tipo chocolate, sus semillas se usan para preparar chocolate blanco. Theobroma grandiflorum

crece en bosques de suelos humedos y da fruto entre los meses de abril-noviembre (Rondén, 2005).

Figura 2. Theobroma grandiflorum a. Rama vegetativa. b. Flor completa. c-d. Pétalo, cara interna y externa. e.
Gineceo. f. Tubo estaminal. g-h. Estambre, cara externa e interna. i. Estaminodio. j. Fruto (Rondén, 2005).

Otra especie estudiada es Theobroma speciosum, es un arbol que aproximadamente mide 9 m de alto,
su fruto mide 10 cm de largo incluyendo pedinculo, sus semillas no son visibles. Como se observa en
la Figura 3. Sus nombres comunes son Kerepo-yek o Chocolatillo, usado tradicionalmente para
preparar chocolate. Crece en bosques himedos, florece y fructifica entre los meses de febrero-abril

(Rondén, 2005).
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Figura 3. Theobroma speciosum. a. Rama vegetativa. b. Pétalo, cara interna. c. Gineceo. d. Tubo estaminal. e.
Estambre, cara externa. f. Estaminodio. g. Fruto (Cuatrecasas 1964).

Sin duda, la especie més estudiada y de gran importancia econémica es Theobroma cacao, es un arbol
de 5 m de alto aproximadamente, su flor mide de 10 a 20 mm de largo y su fruto de 15 a 18 cm de
largo, tiene multiples semillas de superficie lisa y color castafio, como lo muestra la Figura 4. Se le
conoce comunmente como Cacao, Cacaotero, Cacao Criollo, Cacao Calabacillo, Cacao Forastero,
Cacao Trinitario y sus semillas tostadas se procesan para extraer el famoso chocolate. Crece en suelos
htimedos, semi humedos y secos, florece y fructifica en los meses enero, abril, mayo, junio, julio,

agosto y noviembre. (Rondén, 2005)
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Figura 4. Theobroma cacao. a. Rama con flores. b. Flor completa. c-d. Pétalo, cara interna y externa. e. Gineceo. f.
Tubo estaminal. g-h. Estambre, cara externa ¢ interna. i. Estaminodio. j. Fruto. (Tomado de Rondén, 2005).

2.2 Theobroma bicolor
2.2.1 Descripcion

Theobroma bicolor es una especie que crece en suelos huimedos de bosques y selvas, en clima tropical,
pesa 400 g aproximadamente, tiene en promedio 40 semillas, rodeadas por pulpa amarilla color fuerte,
sabor dulce y se ha reportado el consumo de la pulpa en bebidas fermentadas y tipo chocolate; de la
semilla, en mazapan y turrén; sin embargo no ha sido tan investigado, en México se le conoce como

pataxte (Garcia et al., 2002; Hernandez, 2004).

El arbol mide de 3 a 7 m de alto, la flor de 15 a 20 mm de largo, sus pétalos de 3 a 4 mm de largo, son
aproximadamente 5, de color rojo y estan libres entre si, el fruto es una baya de 15 a 25 cm de largo,
sus semillas no estan visibles, como lo muestra la Figura 5. Dentro de los nombres comunes,
encontramos Pataste o Bacao, sus usos mas comunes incluyen su utilizacion para elaborar bebidas
refrescantes y chocolate; Crece en suelos humedos de bosques y selvas, florece y fructifica en los

meses de junio y noviembre. (Rondon, 2005; Cuatrecasas, 1964).
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Figura 5. Theobroma bicolor. a. Rama vegetativa. b. Flor completa. c-d. Pétalo, cara interna y externa. e. Gineceo. f.
Tubo estaminal. g-h. Estambre, cara externa e interna. i. Estaminodio. j. Fruto (Cuatrecasas 1964).

2.2.2 Historia

Debido a que el origen es incierto, Cuatrecasa (1964), propone fue en América Central pero también

se dice que fue en Peru y Ecuador.

Existen reportes a partir del siglo XVI, en 1575 por parte del botadnico Francis Hernandez, en donde
se indica que la distribucion mundial de 7. bicolor es solo en el Continente Americano en Centro y

Sur América, incluyendo México (Hernandez, 1959).

En 1806, Bonpland publico la descripcion botanica de la especie a partir de ejemplares Colombianos

(Cuatrecasas, 1964).

Se han reportado alrededor de 34 nombres diferentes, la mayoria correspondientes a alguna lengua
indigena y otros en castellano. Un nombre que es mas o menos consistente para varios de los grupos
nn n"n <

étnicos es "pataxtle", "pataxte", “pataste” o “patashte”, mientras que en castellano se reportan nombres

como "cacao blanco" o “cacao silvestre” (Rondon, 2005).
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2.2.3 Distribucion

De las 22 especies conocidas, la unica que se cultiva comercialmente es el 7. cacao, sin embargo,
existen otras con alto potencial que se encuentran en proceso de domesticacion, entre ellas 7. bicolor,
nombrada en zonas del pais como en algunos lugares como pataxte, pataste, patashe o cacao cimarréon.
En México se ha reportado su presencia en estados de Chiapas, Oaxaca y Tabasco; y a nivel mundial,

lo encontramos en los paises Colombia, Venezuela y Brasil. (Bressani y Furlan, 1997),

Es bien sabido que México domestica cacao (Ogata, 2007) y se encuentra también el pataxte con una

amplia diversidad de formas y sabores del fruto, como por ejemplo, en algunas regiones de México,

I 4
w7’ 9

es usado para realizar bebidas tradicionales (Galvez, 2016).

Figura 6. Aspecto externo de las diferentes accesiones de frutos de pataxte (Theobroma bicolor) de México (Galvez,
2016).

2.2.3 Propiedades fisico-quimicas y funcionales.

Burlan y Bressani (1999) reportan los siguientes valores de acuerdo a la composicién quimica de las

semillas: humedad 5.57 %, ceniza 4,14 %, proteina 24,42 %, grasa 25,48 %, fibra cruda 30,86 % y
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carbohidratos 15,10 %. En cuanto a la fraccion lipidica, entre los 4cidos grasos saturados (57,94%)
destaca el acido estedrico, mientras que entre los acidos grasos insaturados (42,03 %) presentan
elevada presencia el 4cido oleico 39,9 %, acido linolénico 2,2 % y 4cido linolénico 0,2 %. La presencia
de elevados tenores de acidos grasos insaturados, sugiere mecanismos de proteccion de estos en la

prevencion de procesos oxidativos en presencia de compuestos que poseen actividad antioxidante.

Galvéz (2016), analiz6 el promedio de 3 eco tipos recolectados en Chiapas, Tabasco y Oaxaca, en

semillas de pataxte, en la Tabla 2 se muestran los resultados.

Tabla 2. Composicion fisicoquimica de las semillas de pataxte de México (Galvez, 2016).

PARAMETRO SEMILLAS VALOR
Humedad (%) 3.55
Cenizas (%) 3.52
Lipidos (%) 50.35
Carbohidratos (%) 49.24
Proteinas (%) 21.30

2.2.5 Usos y/o aplicaciones

De acuerdo a la literatura, 7. bicolor se usa con 2 fines, como arboles en huerto para sombra de otras
especies (desde tiempos prehispanicos) y como alimento para preparar bebidas y postres (Cuatrecasas,
1964). Young (1994), menciona que era usado por los mayas como sombra para el mejor desarrollo

de T. cacao.

Hernandez (1959) menciona que el sabor de las semillas era dulces y las preparaciones culinarias
abarcaban el tostado, la adicion de azlicares y en menor medida la preparacion de bebidas. También
lo mezclaban con maiz para hacer una bebida a la que llamaban Quaupatlachtli y se usaba como parte
de una nutricién adecuada; Cuatrecasas (1964) reporta que la pulpa era usada para preparar bebidas

refrescantes.
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Vésquez (1989), reporta que los frutos son comestibles, la pulpa que cubre a las semillas se consume
cruda, con un sabor agridulce, este se usa para la fabricacion de bebidas refrescantes, helados y
chocolates. Las semillas también las consumen en Pert1 y suelen prepararlas en brochetas asadas a la

brasa, asi como bebidas frias y calientes (Ruiz, 1993) (Ledn, 1987).

En México, actualmente la pulpa y semillas de pataxte se usan para elaborar golosinas (mazapanes y
turrones), bebidas en agua fresca y chocolates (mezclados con 7. cacao). En Oaxaca, una de las
bebidas tradicionales llamada “popo” es elaborada con semilla de pataxte, arroz y canela, todos los

ingredientes tostados y molidos, formando una pasta homogénea (Galvéz, 2016).

2.3 Alimentos funcionales
2.3.1 Definicion

Es bien conocido que los alimentos funcionales son tan valiosos para el consumidos, debido a que
contienen compuestos bio activos que ayudan al organismo tener beneficios nutricionales que se ven
impactados en cierta funcidon o varias funciones del organismo y como consecuencia en una mejora

de salud en una disminucion del riesgo de sufrir enfermedades (Fuentes et al., 2002).

El término se utilizd por primera vez en la publicacion de la reglamentacion para los alimentos con
uso especifico en la salud, en la década de los ochentas en Japon. Esta reglamentacion contiene los
ingredientes que desempefian una funcion especifica en las funciones del organismo, promoviendo un

efecto fisioldgico o psicologico (Fuentes et al., 2002).

La demanda de alimentos funcionales se encuentra en crecimiento debido la generacion de una mayor
conciencia de alimentarse mejor por parte de los consumidores. A nivel internacional, el mercado ha
crecido el 5% en 7 afios. Se estima que los alimentos para la prevencion de enfermedades contienen

entre el 60 y el 70% del mercado total alimentos funcionales (Oliveira et al., 2007).

En México, para el afio 2018, las cifras de pacientes enfermos, dadas por la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT), realizada por el instituto Nacional de Salud Publica, arroja cifras de
sobrepeso y obesidad por mala alimentacion y falta de ejercicio fisico, el porcentaje de adultos con

sobrepeso/obesidad es de 75.2% afectando también a nifios (Medina, 2018).

Se necesita tener en cuenta todas la comorbilidades que conlleva un alto peso, como pueden ser

diabetes, hipertension, cancer, infartos, etc. Los alimentos funcionales junto con una dieta adecuada y
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ejercicio fisico, pueden reducir los riesgos de hipertension o diabetes, sindrome de intestino irritable,
disminuir el colesterol, mejorar las defensas, retrasar el envejecimiento y ayuda a mantener un buen
estado fisico. Se debe reconocer que existe un problema de salud publica en México, y existe una

necesidad real de incluir alimentos funcionales (Fuentes et al., 2002).

2.3.2 Tipos de alimentos funcionales.
De acuerdo a Juaréz (2005), existe una amplia gama de alimentos funcionales, algunos tipos son:

e De naturaleza proteica: Pueden ser proteinas e hidrolizados de leche, que ejercen actividades
biologicas en el organismo, a parte de los beneficios nutritivos de los compuestos. Son
inmonoglobulinas y lactoferrina, por mencionar algunas.

e Probidticos, prebidticos y simbidticos.

e Ingredientes funcionales de naturaleza lipidica, como los 4cidos grasos poliinsaturados, omega
3, fitoesteroles, esteroles y estanoles.

e Antioxidantes, como polifenoles, flavonoides y carotenoides.

2.3.2.1 Antioxidantes

Un antioxidante funciona retardando la oxidacién de un sustrato cuando estd presente (Payne et al.,
2010). Existen diferentes tratamientos antioxidantes que dependen del origen y sitio de accion; no se

tienen en cuenta otros aspectos y sistemas del metabolismo (Cuevas et al., 2008).

Los antioxidantes son compuestos que el organismo crea para que las células neutralicen a los
radicales libres (moléculas inestables, altamente riesgosas y reactivas que, para estabilizarse oxidan
bio moléculas). Este proceso dafia la funcion de la célula (conocido como envejecimiento). Las
mitocondrias, lisosomas y membrana nuclear son la principal fuente de radicales libres (Vallejo et al.,

2017).

El exceso de radicales libres en nuestro cuerpo se manifiesta como numerosas enfermedades, estos
atomos contienen uno o mas electrones no pareados en el orbital extremo, lo que creard gran
inestabilidad que da lugar a un sinfin de procesos bioquimicos celulares que causan toxicidad, de esta

manera se rompe el equilibrio del organismo (Vallejo et al., 2017).
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El organismo adquiere en la alimentacién antioxidantes que contrarrestan el efecto de los radicales
libres en el organismo, como por ejemplo la Vitamina C y la E, que se usan para reparar tejidos

corporales y mantener piel, huesos, cabello, ufias, dientes (Ramirez et al., 2012).

Cuando el equilibrio existente entre los radicales libres y los sistemas del organismo antioxidantes se
altera a favor de los radicales libres, se produce un estrés oxidativo, que desencadena multiples
enfermedades. Los radicales libres se pueden producir por radiacion solar, respuestas
inflamatorias/inmunologicas, consumo de alcohol, tabaquismo, déficit de micronutrientes y otros

factores (Ramirez et al., 2012).

El aumento en las especies oxidantes y/o una disminucion en los mecanismos de detoxificacion de
ellas se da gracias a la vida sedentaria, el fumar, exposicion a pesticidas, metales, toxicos y algunos
medicamentos, por mencionar algunos. El incremento de radicales libres promueve la aparicion y
desarrollo de enfermedades como céncer, diabetes, aterosclerosis, desérdenes neurodegenerativos y

envejecimiento (Londofio et al., 2012).

Los antioxidantes de mayor interés, son las sustancias polifenolicas o polifenoles, terpenoides y
compuestos azufrados (Figura 7). Se usan actualmente para la elaboracion de alimentos funcionales.
Muchos de estos compuestos son los principios activos de extractos que se llegan a comercializar

como suplementos o productos dietéticos (Juaréz, 2005).
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Figura 7. Ejemplos de algunos metabolitos bioactivos de las principales familias de metabolitos secundarios vegetales.
(polifenoles, terpenoides y compuestos azufrados) (Juarez, 2005).

Metabolitos secundarios con capacidad antioxidante del género Theobroma.

Polifenoles

La principal causa de muerte en el mundo son enfermedades cardiovasculares. La OMS public6 que
en 2005 fallecieron 17,5 millones de personas por enfermedades cardiovasculares (30% de las muertes
a nivel mundial), la cifra estd en aumento. Una dieta rica en polifenoles vegetales mejora la salud y

disminuye la probabilidad de padecer enfermedades cardiovasculares (Peréz, 2009).

Los polifenoles los encontramos ampliamente en ejemplos de la naturaleza propia, en donde la

estructura molecular se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos fenolicos. Originados como
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metabolito secundario en compuestos de origen vegetal, haciendose vitales para funciones fisiologicas
vegetales, como por ejemplo, brindarles defensa ante situaciones de estrés y estimulos.
Los grupos de polifenoles: Acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides,

se nombran en funcion el nimero de anillos que poseen (Pérez, 2009).

Los compuestos fenolicos constituyen numerosas sustancias con estructuras de familias diversas como
lo muestra la Figura 8. Estos compuestos son los responsables de las caracteristicas organolépticas

propias de los alimentos de origen vegetal, influyendo en la calidad (Barberan, 2001).
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Figura 8. Diferentes familias de metabolitos de naturaleza polifendlica.(Juaréz, 2005).
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Flavonoides

Los flavonoides son compuestos bio activos que reducen el riesgo de enfermedades como
cardiovasculares, hipertension, cancer y diabetes, debido a esto, existe mucho interés por la
investigacion de los flavonoides en los alimentos. Estudios realizados demuestran que la
concentracion de catequinas en el plasma, observada en sujetos que consumen fruta, verdura y vino,
incrementa su actividad antioxidante, lo que en parte podria explicar la proteccion relativa contra la

enfermedad coronaria (Vallejo, 2017).

El consumo de alimentos con flavonoides reduce el riesgo de padecer céancer, debido a su
concentracion de luteolina, quercetina, kaempferol, apigenina y taxifolina. Los mecanismos se
encuentran en estudio, pero estd demostrado que los flavonoides inhiben la lipogénesis y la formacion

de células cancerigenas (tanto de mama como de prostata).

Algunos flavonoides dificultan la absorcion del promotor tumoral en el tubo digestivo (Vallejo, 2017).

El tocoferol actiia como un transductor que informa a las células. (Fleves, 2002).

Carotenoides

Gracias a la investigacion, se sugiere la obtencion de compuestos para la proteccion de la célula contra
el dafio oxidativo, ya que, el estudio de los antioxidantes presentes en alimentos vegetales dice que
estos compuestos dan proteccion a cancer, enfermedades cardiovasculares, y otras enfermedades

cronicas (Carranco, 2011).

Los carotenoides son tetraterpenos que tienen unidades de isopreno con un anillo de ciclohexano
sustituido e insaturado en cada uno de los extremos, estos pigmentos se forman en plantas, algas y
algunas bacterias; son sensibles a 4cidos, calor, luz, oxigeno, entre otros. Tienen dobles enlaces

conjugados llamados cadena poliénica.

En los alimentos vegetales su contenido sigue el modelo de los cloroplastos, siendo de mayor a menos

cantidad la luteina, caroteno, entre otros (Carranco, 2011).
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2.3.2.2 Acidos grasos

Los lipidos son un grupo de compuestos organicos de diversas estructuras, que obtenemos de fuentes
animales o vegetales y desempefian un papel importante en la nutricion del humano. Algunos de estos
son esenciales, ya que el organismo no puede generarlos y es necesario obtenerlos a partir de fuentes
exogenas, tal es el caso de algunos 4cidos grasos poliinsaturados, especialmente el 4cido linoleico

(Ledn, 2014).
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Figura 9. A) 4cido decanoico o acido caprico, B) acido octadecanoico o acido estearico. C) acido cis-9.octadecanoico o
acido oleico, D) acido cis-9,cis-12-octadecadienoico o acido linoleico (Ledn, 2014).

Los acidos grasos son los constituyentes basicos de los lipidos, presentan un grupo carboxilo y
distintas longitudes de cadena de carbonos como se muestra en la Figura 9. Los acidos grasos, son
clasificados sobre la base del nimero de enlaces de atomos de carbono. Los 4cidos grasos saturados,
no tienen dobles enlaces, como por ejemplo el acido caproico (C6:0), el acido caprilico (C8:0), acido
caprico (C10:0) y acido latrico (C12:0); los acidos grasos insaturados, presentan 1 o mas dobles

enlaces (Sayago, 2008).
Dentro de la clasificacion de alimentos se encuentra este grupo debido a que estan altamente asociados

a la prevencion o como parte del tratamiento de diversas enfermedades, por ejemplo, cardiovasculares

(Willis y Marangoni, 1999).
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2.3.2.3 Prebioticos

Los prebioticos son productos que encontramos en los alimentos y no son digeribles, al llegar al
intestino grueso se utilizan como alimento o sustrato para los microorganismos de la microbiota
intestinal, otorgandoles energia, metabolitos y micronutrientes, de esta manera se estimula el

crecimiento selectivo de ciertas especies de microorganismos (Corzo et al., 2015).

En la Tabla 3 se muestran los carbohidratos que pueden cumplir con estos requisitos y que son objeto

de investigacion, como por ejemplo la inulina y sus derivados.

Disponibles en el mercado, encontramos a los fructooligosacéridos, debido a que existen varios

estudios donde se ha demostrado su actividad prebidtica (Tomasik, 2003).

Tabla 3. Composicion quimica de carbohidratos prebidticos (Juaréz, 2005).

COMPONENTE COMPOSICION
Inulina B (2-1) fructano
Fructo-oligosacaridos B (2-1) fructano
Galacto-oligosacaridos Oligogalactosa (85%)
Oligosacaridos de soja Mezcla de rafinosa y estaquiosa
Xilo-oligosacaridos Xilosa con uniones B (1-4)
Isomalto- oligosacaridos Mezcla de oligébmeros de glucosa con uniones o (1-6)
Oligosacaridos transgalactosilados 6” galactosil-lactosa
Lactulosa Galactosil B (1-4) fructosa

En la actualidad, se ha trabajado en la generacion de prebiodticos combinando con avances en métodos
biotecnoldgicos para su obtencion. Asi, se estudia la posibilidad de mejorar su funcionalidad,

destinandolos a bacterias especificas o aumentando su resistencia en el colon (Tomasik, 2003).
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2.3.2.4 Probioticos

Segun la Organizacion Mundia de la Salud, los probiodticos son “microorganismos no patdégenos, que,
administrados en cantidad adecuada confieren un efecto benéfico sobre la salud del huésped” (OMS,

2011).

Produccion
delgA

Figura 10. Mecanismos de actividad probidtica (Ewaschuk, 2006)

Como se muestra en la Figura 10, entre las actividades de los probioticos cientificamente probadas en
numerosos estudios, destaca la produccion de IgA, produccion de antimicrobianos e

inmunorregulacion (Ewaschuk, 2006).

Asimismo, estudios apoyan el efecto beneficioso en las inflamaciones intestinales en las que podria
estar implicada una respuesta inmune anormal, determinada genéticamente, frente a la microflora
normal que reduciria los niveles de lactobacilos. Otros efectos beneficiosos incluyen la prevencion de
la diarrea del viajero, sindrome de colon irritable, estrefiimiento, asi como influir en la flora endégena

y sistema inmune, los cuales juegan un papel en la modulacion de la carcinogénesis (Juaréz, 2005).
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2.3.2.5 Simbidticos

Cuando encontramos a ambos elementos, tanto prebidticos como probidticos, el producto es llamado
simbiotico, en donde el componente prebiodtico selectivamente favorece al componente probidtico
(Oliveira et al., 2007). Estos, ejercen efectos beneficiosos y nutricionales en una o varias funciones
del organismo, mejora el estado de salud o disminuye el riesgo de sufrir enfermedades, denominado

alimento funcional (Fuentes et al., 2002).

Para prolongar el efecto de los probioticos, parece necesario potenciar su supervivencia, asegurando
que lleguen en altas cantidades al intestino grueso y aumente su tiempo de residencia ahi. Esto se
facilita con la presencia de prebiodticos. En el mercado se encuentran yogures, conteniendo inulina y
bacterias; sin embargo, el desarrollo de estos productos es escaso en produccién, alternativas e

investigacion (Juarez, 2005).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé considerando los objetivos planteados en el Capitulo 1.

e Analisis bromatologicos.

e Determinacion de presencia de inulina.

e Actividad prebiotica.

e (Capacidad antioxidante y andlisis fitoquimico.

e Perfil de acidos grasos en semilla.

3.1. ANALISIS BROMATOLOGICOS

3.1.1. Humedad

El contenido de humedad en las semillas y pulpa de pataxte se determiné siguiendo el método oficial
31.012 1984 de la A.O.A.C. (1984), el cual consiste en someter la muestra a secado en estufa de
desecacion, registrando el peso de la muestra antes y después del secado, calculando el porcentaje de

humedad empleando la siguiente ecuacion (ec. 1):

Humedad (%)= (Mi-M2) 100/M;-My (Ec.1)
Donde:
MO = Peso, en g, de la cépsula, varilla y arena.
M1 = Peso, en g, de la cépsula, varilla y arena y muestra antes del secado.

M2 = Peso, en g, de la cépsula, varilla, arena y muestra después del secado.

3.1.2. Determinacion del contenido de proteinas
La determinacion de nitrogeno se realizé por el método Kjeldahl (Kjeldahl, 1883; Osborne, 1978), en
donde se determina el contenido de nitrégeno total y se expresa el conjunto de sustancias nitrogenadas

como % de nitrégeno total o % de proteinas.

En 1883 Johann Kjeldahl desarroll6 el método mas usado actualmente para el andlisis de proteinas,

conocido como método Kjendall. La metodologia incluye una mezcla de sulfato de amonio, en donde
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se digiere el nitrégeno orgénico total, digiriéndose de esta manera las proteinas de los alimentos, la
mezcla obtenida, posteriormente se neutraliza con una base y se destila, obteniendo liberacion de
amoniaco, en donde al momento de destilar la solucion es arrastrado y recogido en una solucion de
acido bdrico, posteriormente, estos aniones se titulan con HCIl estandarizado para determinar el
nitrogeno de la muestra. En etapas del método primero se lleva a cabo la digestion, con H2SOs,
sometiéndose a calor, posteriormente se lleva a cabo una neutralizacion del (NH4)2SO4 digerido con
una base fuerte (disolucion de NaOH, 35%) y después, se realiza una destilacion sobre un volumen
conocido de acido fuerte (disolucion de acido borico al 4%), finalmente se hace una valoracion, debido

a que el anion borato es titulado con HCI estandarizado.

Procedimiento:

Se pesd 1g de ambas muestras por separado y se introdujeron a un tubo de digestion, se aiadio 5g de
catalizador Kjendall y 10 mL de 4cido sulfurico al 95-98%, posteriormente, se colocaron los tubos en
el bloque de digestion (con el colector de humos funcionando); se realizé la digestion a 400°C durante
30 minutos, pasando el tiempo, se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente y lentamente se
dosificaron 50 mL de agua destilada al tubo, durante 5 minutos se dejo enfriar la muestra a temperatura

ambiente.

Su usaron 25 mL de 4cido borico en un matraz erlenmeyer de 250 mL y 2 gotas de indicador mixto y
se coloco el tubo con la muestra en el destilador para la neutralizacion. Las destilacion se prolongo
hasta que se destilaron 150 mL (aproximadamente 10 min). Se valorar con 4cido clorhidrico 0.31 N,
hasta que la solucién cambi6 de color verde a color violeta. Posteriormente, los datos obtenidos se

utilizaron para obtener el % de proteina utilizando la ecuacion 2 y 3, mostradas a continuacion:

% Nitrogeno= 1.4X(v1-v0) X N/P (Ec.2)

% Proteina= % Nitrégeno X F (Ec.3)
Donde:
P = peso en g de la muestra.
v1=volumen de HCI consumido en la valoraciéon (mL).
N = normalidad del HCI.

V0 = volumen de HCI consumido en la valoracion de un blanco (mL).
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F = Factor de conversion para pasar de contenido en nitrégeno a contenido en proteinas. La mayoria
de las proteinas contienen un 16% de N2, de modo que el factor de conversion es 6,25 (100/16 = 6,25),
pero se han obtenido empiricamente otros factores de conversion en funcion de la materia prima

utilizada.

3.1.3 Determinacion del contenido de lipidos

La extraccion de lipidos, se realiz6 por medio del método Goldfish (Osborne, 1978). El método tiene
como propdsito determinar la cantidad de grasa en una muestra mediante la extraccion continua de un
disolvente orgénico, se calienta y volatiliza para posteriormente condensarse sobre la muestra. El
disolvente estuvo constantemente goteando en la muestra para lograr extraer la grasa. Al final, se

diferencia el peso inicial del final para determinar el contenido de grasa

Procedimiento:

Se pesaron 4g de muestra y se depositaron en el cartucho del aparato Goldfish, se vertieron 40 mL de
éter etilico en un vaso Goldfish que previamente fue puesto a peso constante. Posteriormente, se puso
en marcha el equipo, manteniendo el sistema de extraccion también en funcionamiento. Se realiz6 la

determinacion por triplicado usando la ecuacion 4 para obtener el resultado final.

% de grasa =PG - PV X 100 PM (Ec.4)
Donde:
PG= Peso del vaso con grasa seca.
PV= Peso del vaso vacio.

PM=Peso de la muestra

3.1.4 Determinacion del contenido de azucares totales

La determinacion de azlicares totales se llevod a cabo siguiendo la técnica Miller o de reactivo DNS
(acido dinitrosacilico). Este reactivo es capaz de oxidar azucares reductores dando resultados
colorimétricos que se miden en espectrofotometro a longitud de onda 575 nm (Miller, 1959). Los
azucares reductores poseen un grupo carbonilo libre formado por un grupo hemiacetal que le confiere

la caracteristica de poder reaccionar con otros compuestos.
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Procedimiento:

En una balanza analitica se pesaron cuidadosamente 0.5 g de 4cido 3,5 dinitrosalicilico, 15g de tartrato
de Na-K y 0.8 g de NaOH; Posteriormente se disolvié el NaOH en 20 mL de agua y se puso en
agitacion para anadir el tartrato de Na-K. Con agua se completaron 40 mL después se afiadid
lentamente el acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS); se dejé en agitacion hasta que se incorporaron
totalmente todos los reactivos. En tubos de cristal de 10 mL se adicion6 0.5 mL de muestra 'y 0.5 mL
del reactivo de DNS. Los tubos se colocaron en bafio termostatado a 50 °C por 5 min. Se enfriaron
hasta temperatura ambiente y se le afiadié 5 mL de agua destilada. Al final, se agitd vigorosamente

para posteriormente realizar las lecturas correspondientes con el espectrofotometro a 540 nm.

Curva patron de glucosa

Se realiz6 una curva patron, elaborada en diferentes concentraciones con sus respectivas absorbancias
(ver Figura 11) y se observo que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de
azlcares presentes en la solucion, obteniendo una R?*= 0.9784. La solucion de glucosa tenia las

concentraciones: 0.5, 0.9, 1.3, 1.5y 1.9 g/L.. Se desarrolla la reaccion con el reactivo DNS.
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Figura 11. Curva de calibracion generada con concentraciones obtenidas.
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A partir de la Figura 11 se obtiene por el método de regresion matemadtica una ecuacion lineal que se

muestra en Ec. 5.

x= (y-b)/m (Ec.5)
Donde:

La pendiente es m, representa la variacion de y por cada unidad de x.

3.1.5 Determinacion del contenido de cenizas

El contenido de ceniza se determin6 mediante el Método 31.012 de la A.O.A.C. (1984), el principio
de método consiste en la oxidacion de la materia orgdnica contenida en la muestra, todo esto, en
ausencia de flama a una temperatura alta, que se encuentra entre los 550 - 600°C; dejando solo el

material inorganico o ceniza.

Procedimiento:
Primero se prepard la muestra, se peso y deshidrato, siguiendo los mismos pasos de determinacion de
humedad. Posteriormente, en un crisol de porcelana que previamente se calcind y llevo a peso
constante, se colocaron 5 g de muestra seca, se coloco el crisol en la mufla y se calcin6 a 550°C por
12 horas, la muestra se incinerd y se obtuvieron cenizas, posteriormente, se enfrid el crisol llevandolo
a la estufa y posteriormente al desecador. Se peso y determin6 contenido de cenizas con la siguiente
ecuacion (Ec. 6)

Contenido de ceniza (%) = 100 ((A-B)/C) (Ec. 6)
Donde:
A = Peso del crisol con muestra (g)
B = Peso del crisol con ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)

3.2 Determinacion de presencia de inulina.

La determinacion de presencia de inulina se llevo a cabo mediante espectroscopia de infrarrojo con
transformada de fourier (FTIR) (Duffendack, 19). Es un método por el cual se estudia la absorcion o
emision de energia radiante originada por la interaccion entre la radiacion electromagnética y el

material en estudio. Es una técnica empleada para obtener la huella dactilar propia de la molécula de
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la muestra analizada, y lo que sucede es que absorbe la onda infrarroja de acuerdo con los enlaces
quimicos y estructurales de las moléculas, de esta manera, proporciona informacion de la estructura
especifica de bio moléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, reconociendo

o identificando grupos funcionales.

Esto se logra gracias a como el haz de luz infrarroja puesta sobre la muestra, tiene una relacion

senal/ruido. (Barraza, 2013).

Procedimiento:

Para la determinacion, se realizd un control con inulina, posteriormente se prepard la muestra de
pataxte realizando una hidrdlisis con 4cido citrico y se precipitd con etanol, se agregd NaOH 0.25N
con agitacion constante hasta obtener distintos valores de metoxilacion, se frend la reaccion con HCI
y posteriormente se adicion6 etanol a 96°. Para su analisis se us6 un espectrofotometro FT-IR

(Cary 630, Agilent Technologies, EE. UU.), En el rango del namero de onda de 1800 a 800 cm.

3.3 Actividad prebidtica.

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron los microorganismos Lactobacillus brevis, Lactobacillus
paracasei y Bacillus mojavensis. Como medios de crecimiento se utilizaron MRS caldo (medio

liquido) y MRS agar (medio solido).

Estos microorganismos se sembraron por separado en placas de agar MRS, se incubaron durante 48
horas a 37°C, posteriormente a partir de una colonia aislada se prepar6 un precultivo constituido por
caldo MRS, en un tubo de 10 mL estéril, nuevamente se incuba durante 48 horas a 37°C. El producto

obtenido, se probd en 2 concentraciones diferentes, descritas mas adelante.

Al mismo tiempo, se realiz6 el extracto vegetal y el extracto de minerales, ambos se esterilizaron. El
extracto de minerales se formul¢ a partir de 0.27g de fosfato de potasio dibasico, 0.35g de fosfato de
potasio monobasico, 0.53g de floruro de amonio, 0.75mg de cloruro de calcio, 100mg de cloruro de
magnesio y 20mg de cloruro ferroso por cada 1000 mL de preparacion. El extracto vegetal se hizo de
las 2 partes del pataxte estudiadas (pulpa y semilla) por separado y sin algin tratamiento previo, este

contenia 10g de pulpa o semilla de pataxte y 90 mL de solucion salina estéril.
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Posteriormente, se constituyeron mezclas en 2 diferentes concentraciones en un tubo estéril:

1. 100 pL del caldo MRS con el microorganismo + 8 mL de extracto de minerales + 2 mL extracto

vegetal. Y se le denominé extracto 80/20.

2. 100 pL del caldo MRS con el microorganismo + 7 mL de extracto de minerales + 3 mL extracto

vegetal. Y se le denominé extracto 70/30.

Ambos se realizaron por triplicado y se incubaron durante 48 horas a 37°C.

Se prepararon cajas petri con agar MRS y se hicieron 4 diluciones (10!, 102, 102 y 10*#) colocando

10 pL del preparado descrito anteriormente y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Posteriormente,

se contaron las placas que tenian entre 25 y 250 colonias; para su posterior reporte se realizd cuenta

en placa, todo ésto como se describe en la Figura 12.
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Figura 12. Cuenta en placa de bacterias (Camacho, 2009).
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3.4 Capacidad antioxidante.

Para determinacion de la concentracion de compuestos antioxidantes se utilizo la técnica 2,2-Difenil
Picrilhidrazilo, mejor conocida como DPPH, que ha sido descrita hace mas de 50 afios y los valores
experimentales se expresan como ICso, que calcula la concentracién de la muestra problema que
produce una inhibicion del 50% del radical libre DPPH. El valor de ICso es dependiente de la
concentracion del DPPH en el medio de la reaccion e influye en la evaluacion de la capacidad
antioxidante. E1 DPPH con el radical oxidado presenta un color inicial morado que a medida que se
va reduciendo se torna amarillo. Esta diferencia de color permite cuantificar el porcentaje de DPPH
reducido; la capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacion DPPH, seglin la

formula de Yen and Duh et al. (1994) (Ecuacion 7):

% de captacion DPPH= A inicial — A final/ A inicial X 100 (Ec. 7)

Donde:
A inicial es la absorbancia de control a tiempo 0 min

A final es la absorbancia del antioxidante a tiempo 10 min

El porcentaje de captacion DPPH es proporcional a la concentracion de antioxidantes, y la
concentracion que provoca una disminucion en la concentracion inicial de DPPH. Se prepar6 una
solucion de DPPH, poniendo como blanco etanol y como grupo control acido ascérbico. Las medidas
de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 517 nm, con 15-30 minutos tiempo de
incubacion, en un espectofotometro UV/vis modelo VE-5100UV. Los valores fueron expresados

comparandolos con equivalentes de acido ascorbico.

Preparacion de la curva de referencia: Para realizar la curva de referencia se prepararon soluciones
de 4cido ascorbico en concentraciones de 0.0625, 0.625, 6.25, 12.5 y 25 miligramos por litro de etanol
respectivamente, se realizé la medicion del porcentaje de captacion de DPPH empleando la ecuacion

7.

Coeficiente de inhibicion (ICsg). El coeficiente de Inhibicion (ICso) se calculd con la ecuacion de
regresion, la cual se obtiene de la curva de referencia de cada patrén analizado para el método de

decoloracion del radical DPPH.
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3.5 Analisis fitoquimico

Presencia de metabolitos secundarios asociados con actividad biologica, a saber: alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenoides y glucésidos cardiotonicos (Dominguez, 1983). Se
realizaron pruebas quimicas cualitativas para determinar preliminarmente la presencia o ausencia de
diferentes grupos de metabolitos secundarios en los extractos cloroférmicos de la planta, de acuerdo
con los métodos reportados por Dominguez (1983). Se usaron aproximadamente 0.02 g de cada

extracto para su realizacion.

Determinacion de alcaloides:

Se mezcl6 el extracto cloroformico con HCI al 1% hasta formar una suspension y se filtr6 hasta obtener
un filtrado completamente transparente. Se ensayo con alicuotas del filtrado con los reactivos Mayer,

Wagner y Dragendorft.

Para la realizacion de reactivo Mayer, se disolvio 1.36 g de HgCl en 60 mL de agua destiladay 5.0 g
de KI en 10 mL de agua destilada de forma separada. Después, se mezclaron ambas soluciones y aford
a 100 mL con agua destilada; para la realizacion de reactivo de Dragendorft, se disolvié primero 8.0
g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de HNO3 y después, 27.2 g de KI en 50 ml de agua
destilada. Se mezclaron ambas soluciones y se dejo reposar por 24 horas. Posteriormente, se decantd
la solucion y aford a 100 mL con agua destilada; para la realizacion del reactivo de Wagner, se mezcld
1.27 g de yodo resublimado y 2.0 g de KI en 20 ml de agua destilada. Se afor¢ la soluciéon a 100 mL
con agua destilada. La presencia de precipitado con la adicion del aguno de los 3 reactivos indica una

prueba positiva.

Determinacion de saponinas:
Se realizd con 2 procedimientos diferentes:
Ensayo con agua caliente

Se mezcl6 el extracto cloroférmico con agua destilada caliente en un tubo de ensaye y se agité durante
5 minutos. La formacion de espuma estable con apariencia de panal de abeja durante 30 minutos indica

una prueba positiva.

Ensayo con reactivo Rosenthaler
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Se afiadid al extracto una gota del reactivo de Rosenthaler mas una gota de H.SO4 concentrado. La
aparicion de un color violeta es positivo para saponinas de triterpenos pentaciclicos. Para preparar el

reactivo se disolvio 1.0 g de vainillina en 100 mL de etanol.

Determinacion de triterpenos

Se disolvi6 la porcion del extracto cloroformico en 1 mL de cloroformo concentrado, se agregd 1 mL
de anhidrido acético y se dejo reposar en hielo durante 5 minutos, posteriormente, se afiadieron 2 gotas
de H2SO4 concentrado, se reposd por 1 minuto. La presencia de un anillo de color rojo, rosa, pirpura,

verde o azul en la interfase sefala una prueba positiva.

Determinacion de taninos

Se realizé con 2 reactivos distintos; con cloruroro férrico y con reactivo de gelatina, en ambos casos
se observd un precipitado y consider6 la prueba como positiva. Con cloruro férrico, se disolvio el
extracto en cloroformo concentrado, se filtr6 la solucion y tomo 2 alicuotas de 1 mL para los ensayos
con 3 gotas de cloruro férrico al 10%. Con reactivo de gelatina, se disolvi6 el extracto en cloroformo
concentrado, se filtr6 la solucion y tomo 2 alicuotas de 1 mL para los ensayos con 3 gotas reactivo de

gelatina.

Determinacion de flavonoides

Se trabajo con alicuotas del extracto disuelto en cloroformo concentrado y se realiz6 con 2 reactivos
diferentes; Shinoda e hidroxido de sodio. Para la prueba de Shinoda se tom¢ una alicuota de 1 mL del
extracto disuelto y afiadid un trozo pequefio de viruta de magnesio amalgamado mas 2 gotas de HCl
concentrado, para la reaccion con hidroxido de sodio, se agregd y mezclarén 2 gotas de NaOH diluido

a una alicuota del extracto.

Determinacion de glucosidos cianogénicos

Se prepar¢ el reactivo de Guignard, disolviendo 1.0 g de Na,CO3 y 0.01 g de 4cido picrico en 100 mL
de agua destilada. Posteriormente, se impregno una tira de papel filtro con reactivo de Guignard y sec6

a temperatura ambiente. Después, se coloco el papel dentro de un tubo de ensayo con una alicuota del
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extracto disuelto con cloroformo concentrado. Se calentd a 35 °C durante 3 horas a bafio maria y

observo la aparicion de una coloracion roja o rosa sobre el papel indica que la prueba es positiva.

Determinacion de glucosidos cardiotonicos y lactonas sesquiterpénicas

Se trabajo con alicuotas del extracto disuelto en etanol concentrado. Se afiadieron 3 gotas del reactivo
Baljet a una alicuota de 1 mL del extracto disuelto y se mezcld. Para preparar el reactivo se realizaron
dos soluciones, en una se disolvid 1.0 g de 4cido picrico en 100 mL de etanol y en la otra, 10.0 g de

NaOH en 100 mL de agua destilada.

3.6 Perfil de acidos grasos

La cromatografia de gases (GC) se usa para separar y detectar compuestos de pequefio peso molecular
en la fase gaseosa. La muestra es un gas o liquido que se vaporiza en el puerto de inyeccion; Existen
2 fuerzas oponibles, que da, como resultado el movimiento de las sustancias, dividiendo a las 2 fuerzas
en: La fuerza de manejo que, mueve las substancias al flujo y la fuerza resistente (o de accion de
retardo), que impide el movimiento de sustancias ocasionando su movimiento arrastrandolas del flujo
y logrando su adhesion al adsorbente. La cromatografia de gases, suele ser utilizado para detectar
componentes especificos en el andlisis de alimentos, por lo general, es uno de los mas aplicables,
mostrado en la Figura 13. EL modelo usado en la presente investigacion es el 6890N; Agilent

Technologies, Palo Alto, CA, USA.

Procedimiento:

La extraccion del aceite de las semillas de pataxte se realizd por método Goldfish, descrito
anteriormente. El perfil de los 4acidos grasos contenidos en la semilla del pataxte, se determind
mediante cromatografia de gases. Primero, la grasa fue metilada colocando una gota de la mismay 10
mL de solucion metanolica de hidréxido de sodio (2%). Esta mezcla se introdujo en un matraz
conectado a un sistema refrigerante y se calenté a 140°C durante 30 min, se agregaron 5 mL de
trifluoruro de boro-metanol y se calentaron por 15 min. Finalmente, se agregaron 10 mL de agua 'y 20
mL de pentano. La parte turbia fue separada y el resto se colocd en un frasco. Se inyectaron 0.5 pL y
se analizaron en un cromatografo de gases (6890N; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)

equipado con una columna Agilent HP-88 y un detector de ionizacion de flama. Se utilizaron nitrogeno
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y helio como gases acarreadores a 1.3 mL/min. La temperatura del detector se mantuvo a 240°C

durante 50 min.

Jeringa de inyeccién
dela muestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo

r\ Horno de temperatura
= programable

\ Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 13. Componentes de un cromatégrafo. Tomado de Fabela-Moron(2015).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se presenta el andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos en las
experimentaciones antes mencionadas, con el fin de lograr los objetivos planteados al inicio de la

tesis, bajo el siguiente orden:

e Resultados de analisis bromatologicos
o Andlisis bromatoldgico de semilla
o Andlisis bromatoldgico de pulpa
e Presencia de inulina
o Presencia de inulina en semilla
o Presencia de inulina en pulpa
e Actividad prebiotica
o Actividad prebidtica de semilla
o Actividad prebiotica de pulpa
e Actividad antioxidante cualitativa y cuantitativa
o Actividad antioxidante cualitativa y cuantitativa de semilla
o Actividad antioxidante cualitativa y cuantitativa de pulpa
e Pruebas fitoquimicas
o Pruebas fitoquimicas en semilla
o Pruebas fitoquimicas en pulpa

e Perfil de acidos grasos semilla

4.1. Resultados de analisis bromatologicos
4.1.1. Analisis bromatologico de semilla
De los andlisis realizados a la semilla del fruto se obtienen los resultados presentados en la tabla 4,

complementado con el andlisis proximal de la figura 14.
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Tabla 4. Analisis bromatoldgico en semilla de pataxte.

PARAMETRO PORCENTAJE (%)
Humedad 4.73+0.29
Hidratos de carbono 41+1.17
Proteina 19.5+1.87
Lipidos 30.4£2.82
Ceniza 3.31+0.1

Se observa que la cantidad de hidratos de carbono es de 41+1.17%, de proteina 19.5+1.87%, humedad
4.73+0.29%, cenizas 3.31+0.1%, de lipidos es de 30.4+2.82%. Se procedi6 a realizar perfil de 4cidos

grasos de semilla para complementar resultados obtenidos.

@ Humedad Hidratos de carbono mEProteina W Lipidos Ceniza

Cenizélumedad
3% 5%
2

Lipidos
31%
Hidratos de carbono
41%

Proteina
20%

Figura 14. Anélisis proximal de semillas de pataxte

La tabla 5 muestra una comparacion de los resultados obtenidos con lo reportado por otros autores; se

muestra que los valores obtenidos son muy parecidos con Galvez (2016) y Burlan & Bressani (1999).

En hidratos de carbono el resultado es mucho mas cercano a Galvez, en lipidos con Burlan, proteinas

estd por debajo de ambos, humedad y cenizas es mas parecido a los resultados de Burlan.
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Tabla 5. Comparacion de resultados del andlisis bromatologico en semilla de pataxte (Galvez et al., 2016; Burlan &

Bressani 1999).

PARAMETRO Galv‘ez etal. (201.6) MEXICO Burlan & Resultados

SEMILLAS (promedio de 3 eco tipos recolectados Bressani obtenidos
en Chiapas, Tabasco y Oaxaca) (1999). PERU

Humedad (%) 3.55 5.57 4.73+£0.29
Cenizas (%) 3.52 4.14 3.31+0.1
Lipidos (%) 50.35 25.48 30.4£2.82
Carbohidratos (%) 49.24 15.10 41+1.17
Proteinas (%) 21.30 24.42 19.5+1.87

4.1.2. Analisis bromatologico de pulpa
De los andlisis realizados a la pulpa del fruto se obtienen los resultados presentados en la tabla 6,

complementado con el andlisis proximal de la figura 15.

Tabla 6. Analisis bromatolégico en pulpa de pataxte.

PARAMETRO PORCENTAJE (%)
Humedad 37.8+£2.11
Hidratos de carbono 45+1.25
Proteina 12.4+1.59
Lipidos 2.92+0.62
Ceniza 3.410.51

Se observa que la cantidad de hidratos de carbono es de 45+1.25%, de lipidos es de 2.92+0.62%, de
proteina 12.4+2.92%, humedad 37.842.11%, ceniza 3.4+0.51%.
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Figura 15. Analisis proximal de pulpa de pataxte

Tabla 7. Comparacion de resultados del analisis bromatologico en pulpa de pataxte (Garcia 2002).

] Garcia (2002). Resultados
Parametro Mezcla .
. obtenidos
pulpa/semilla
Humedad (%) 35.58+0.18 37.8+2.11
Hidratos de carbono (%) 17.36+0.23 45+1.25
Proteina (%) 13.30+0.06 12.4+1.59
Lipidos (%) 32.95+0.23 2.92+0.62
Ceniza (%) 0.84+0.002 3.4+0.51

La tabla 7 muestra una comparacion de los resultados obtenidos con lo reportado por Garcia (2002).
En cuanto a humedad y proteina los valores obtenidos son muy parecidos con Garcia, el valor de
hidratos de carbono es mas alto que el obtenido por Garcia y el valor de lipidos esta por debajo que el

obtenido por Garcia, esta variacion puede deberse a que el estudio de Garcia se realiz6 a partir de una
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mezcla semilla/pulpa del fruto y por esa razon la cantidad de lipidos en nuestro estudio es menor,

recordando que la mayor cantidad de lipidos del fruto se encuentra en la semilla y no en la pulpa.

4.2. Presencia de inulina

Se utiliz6 inulina como control, y se obtuvo el espectrograma mostrado en la figura 16, en donde

podemos observar 3 sefales diferentes; la primer sefial se encuentra en la posicion 3300 cm™, lo que

nos indica que se trata de un alcohol polimérico; la segunda sefial se da en la posicion 2900cm™!, lo

que nos indica que se trata de vibraciones de tension enlaces C-H sp?; la tercer sefial nos habla del tipo

de alcohol, se encuentra en la posicion 1050 cm!, esto nos indica que se trata de un alcohol primario.

Se anexa el algoritmo general de interpretacion de espectros de IR (Anexo 1).

Se anexa la tabla de vibraciones de estiramiento del enlace O-H. Alcoholes y fenoles. (Anexo 2).

Se anexa la tabla de vibraciones de estiramiento del enlace C-OH. Tipos de alcohol. (Anexo 3).

Transmittance
G

Wavenumber {cm-1)

71 T T T T [ T T T T [ T T T T T T
3500 3000 2500 2000

L L
1500

Figura 16. Espectroscopia infrarroja de inulina.

48



4.2.1. Presencia de inulina en semilla
Se observa el espectrograma del extracto de semilla en la figura 17, en donde la absorcién infrarroja

mostrada en 3300 cm™! (alcohol polimérico) es la tnica caracteristica parecida a la inulina, por lo tanto

disminuye la posibilidad de que exista inulina en el extracto de semilla.
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Figura 17. Espectroscopia infrarroja de semilla de pataxte.

4.2.2. Presencia de inulina en pulpa

Se observa el espectrograma del extracto de pulpa en la figura 18, en donde se encontraron similitudes
con la espectroscopia de la inulina, mostrada en la figura 16, las absorciones infrarrojas que coinciden
son 3300 cm™! (Alcoholes O-H, asociacion polimérica), 2900 cm™! (Vibraciones de tension Enlaces C-
H sp® y 1050 cm™' (Alcohol primario. Vibraciones de torsiéon O-H y tension C-H) mostrados en la

tabla 8, lo que sugiere que exista inulina en la pulpa del fruto pataxte, sin embargo, este estudio no es

suficiente para afirmarlo.
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Figura 18. Espectroscopia infrarroja de pulpa de pataxte

Tabla 8. Absorciones infrarrojas de espectroscopias de inulina y pulpa de pataxte.
Estado del alcohol Posicion cm™ Caracteristicas de los grupos funcionales
Polimérico 3300 Alcoholes. O-H. Asociacion polimérica.
Puentes intramoleculares C-H 2900
Primario 1050

Vibraciones de tension Enlaces C-H sp®.

Alcohol primario. Vibraciones de torsién O-H y tensién C-H
4.3. Actividad prebidtica

De los analisis realizados a la semilla y pulpa del fruto, se obtienen los resultados presentados en las

figuras 19 y 20, en donde se muestra el crecimiento de 3 bacterias lacticas (BAL) Lactobacillus brevis,
concentraciones.

Lactobacillus paracasei y Bacillus mojavensis, en extracto de semilla de pataxte en 2 diferentes

Las 2 concentraciones a las que realizaron los experimentos son; extracto 70% minerales + 30%
80/20.

pataxte; denominado extracto 70/30 y extracto 80% minerales 20% pataxte; denominado extracto
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4.3.1. Actividad prebiotica de semilla

La figura 19 resume los recuentos de 4.66+0.1 log UFC/mL para Lactobacillus brevis; 4.32+0.6 log
UFC/mL para Lactobacillus paracasei y 3.69+£0.56 log UFC/mL para Bacillus mojavensis en el
crecimiento de probidticos con extracto al 70/30 de semilla de pataxte. Y para el extracto 80/20 se
obtuvieron recuentos de 4.82+0.64 log UFC/mL para Lactobacillus brevis; 4.31+0.65 log UFC/mL
para Lactobacillus paracasei 'y 3.64+0.51 log UFC/mL para Bacillus mojavensis.

6-
B Extracto 80/20
] Extracto 70/30
E 4
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\) & Y
v . &
\Y; Q'
Probidticos

Figura 19. Crecimiento de 3 BAL en extracto de semilla de pataxte en 2 diferentes concentraciones.

Los resultados muestran que todos los extractos de pataxte son funcionales para el crecimiento de
bacterias lacticas (BAL) Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei y Bacillus mojavensis, sin
embargo, de las concentraciones probadas, el mayor crecimiento se obtuvo con el microorganismo

Lactobacillus brevis en el extracto 80/20 de semilla (4.82+0.64 log UFC/mL).
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4.3.2. Actividad prebiotica de pulpa

La figura 20 nos resume los recuentos de 4.54+0.6 log UFC/mL para Lactobacillus brevis; 4.41+0.76
log UFC/mL para Lactobacillus paracasei y 3.66+0.1 log UFC/mL para Bacillus mojavensis
crecimiento de probiodticos con extracto 70/30 de pulpa de pataxte. Y para el extracto 80/20 se
obtuvieron recuentos de 4.62+0.6 log UFC/mL para Lactobacillus brevis; 4.38+0.76 log UFC/mL para
Lactobacillus paracasei 'y 3.63+0.1 log UFC/mL para Bacillus mojavensis.
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Figura 20. Crecimiento de 3 BAL en extracto de pulpa de pataxte en 2 diferentes concentraciones.

Al comparar los resultados con los obtenidos de Vargas (2019), se observa crecimiento de 1.44+0.04
Log 10 UFC/mL de Lactobacillus plantarum, usando como extracto semillas de amaranto reventadas
al 14%, siendo mayor el crecimiento de BAL con extracto de pataxte tanto para semilla como para

pulpa, como lo muestra las figuras 19 y 20.
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4.4. Actividad antioxidante en pulpa y semilla de pataxte

4.4.1. Actividad antioxidante cualitativa de pulpa y semilla de pataxte

El analisis cualitativo de los extractos etandlicos de pulpa y semilla de pataxte se llevo a cabo en placas
de silica gel utilizando el radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). La actividad antioxidante
se manifesto mediante el cambio de color producido, debido a la reaccion entre el DPPH con los
extractos. Como lo muestra la Figura 21, el método estd basado en el cambio de coloracion debido al

mecanismo de la capacidad captadora de radicales de los compuestos fendlicos.

O,N o
O,N OH 2 o
OH H
s N—f:l HOs 2 N—N NO, +
2 —_—
& o o
2

DPPH (violeta) DPPH-H (amarillo)

Figura 21. Mecanismo de la capacidad captadora de radicales de los compuestos fendlicos (Ocampo, 2014).

Se puede observar que ambos extractos etandlicos tienen actividad antioxidante, determinado

mediante el cambio de color en placa, con el reactivo DPPH, como lo muestran las figuras 22 y 23.

Figura 22. Analisis cualitativo de la actividad antioxidante del DPPH en placa con extracto etanélico de semilla.

Figura 23. Analisis cualitativo de la actividad antioxidante del DPPH en placa con extracto etandlico de pulpa.
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4.4.2. Actividad antioxidante cuantitativa de pulpa y semilla de pataxte

Para evaluar la actividad antioxidante se obtuvieron extractos de pulpa y semilla de pataxte secados
en etanol y concentrados en el rotavapor. La actividad antioxidante se realiz6 por reduccion del radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), con lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 517 nm,
usando espectroscopia ultravioleta-visible, donde se utliza radiacion elctromagnética de las regiones
vidibles (la radiacion absorbida por las moléculas desde esta region de espectro provoca transiciones
electronocas que pueden ser cuantificadas). Se preparo la solucion de DPPH, como blanco su utilizé
etanol y como grupo control acido ascorbico. E1 DPPH con el radical oxidado presenta un color inicial
morado que a medida que se va reduciendo se torna amarillo. Esta diferencia de color permite
cuantificar el porcentaje de DPPH reducido; la capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje

de captacion DPPH.

Los resultados cuantitativos de la actividad antioxidante de las semillas y pulpa de pataxte indican que
la capacidad antioxidante en semilla, pulpa y control fue del 94%, 41% y 83%, respectivamente a una
concentracion de 4.6 mg/mL como lo muestra la Figura 24. La capacidad antioxidante de pulpa de
pataxte es menor a la del control (acido ascorbico), sin embargo, la capacidad antioxidante en semilla

es mayor que en acido ascorbico.
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Figura 24. Actividad antioxidante en semilla y pulpa de pataxte, comparado con acido ascorbico.
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En la Tabla 9 se muestra la concentracion minima inhibitoria (ICso) calculada para cada una de las
muestras evaluadas. Se observa que la semilla de pataxte es la de menor I1Cso (0.41mg/mL), al ser
comparado con pulpa y Acido ascorbico, lo que evidencia que los bajos valores de ICso presentados
en la semilla, son mejores pues necesitan de una menor concentracion de la muestra para inhibir el 50

% del radical libre DPPH.

Tabla 9. Concentracion inhibitoria ICso (para inhibir el radical libre DPPH)

Muestra ICSO
Acido ascérbico 0.75 mg/mL
Pulpa pataxte 10 mg/mL
Semilla pataxte 0.41 mg/mL

Ademas, Sotero (2011) realizé un andlisis de capacidad antioxidante también en extractos de paxtate,
reportd un ICso de 31.710 mg/mL; en ese mismo andlisis, Sotero evalud la capacidad antioxidante de
Theobroma cacao, encontrando en semilla un ICso de 0.52 mg/mL, al compararlos con los resultados
obtenidos en semilla, se concluye que la mayor capacidad antioxidante se obtuvo en las muestras

analizadas en el presente estudio, en semilla de pataxte (0.41 mg/mL).

4.5. Pruebas fitoquimicas en semilla y pulpa de pataxte

El tamiz fitoquimico es una herramienta en la investigacion del potencial bioldgico y farmacologico.
Los andlisis fitoquimicos preliminares, han demostrado ser un método adecuado para poner de
manifiesto metabolitos secundarios relacionados con actividades biologicas. Se determino mediante
este analisis, que el pataxte contiene alcaloides, taninos, glucdsidos cardiotonicos y lactonas

sesquiterpénicas; asi como también asegurarnos de la ausencia de glicdsidos cianogénicos.

En la Tabla 10 Se pueden observar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico y los

compuestos mas abundantes son alcaloides y taninos en semilla.
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Tabla 10. Presencia de metabolitos secundarios en extracto etanélico de semilla y pulpa de pataxte.

METABOLITO SECUNDARIO REACTIVO RES;JULLTI;?OS RESSE%IT&DAOS
MAYER (+) (++)
ALCALOIDES WAGNER (+) (+++)
DRAGENDORFF (+) (++)
Tt
TANINOS
GELATINA (-) (++)
GLUCOCIDOS CIANOGENICOS GUIGNARD (-) (-)
GLUCOSIDOS CARDIOTONICOS Y BALJET (+44) (+)

LACTONAS SESQUITERPENICAS

*Interpretacion de resultados: Abundante (+ + +), Moderado (+ +), Escaso ( +)

Los alcaloides, abundantes en semilla, tienen nitrogeno en su estructura y contiene uno o mas atomos
de nitrogeno en un anillo heterociclico. Son derivados de aminodcidos y manifiestan una significante

actividad farmacologica (Martinez et al., 2008).

Los taninos, abundantes también en semilla, quimicamente, son polimeros de polifenoles
heterogéneos, son ésteres formados por una molécula de aztiicar unida a un variable de moléculas de
acidos fenolicos; se han convertido en un tema de interés cientifico debido a su potencial nutrimental,
debido a que se atribuyen beneficios para la salud como anti-diabéticos, anti-mutagénicos y

antimicrobianos (Martinez et al., 2008).

Por medio del reactivo de Baijet se obtuvieron abundantes glucésidos cardiotonicos y lactonas
sesquiterpénicas en pulpa. Las lactonas sesquiterpénicas forman parte de los principios activos de una
gran variedad de plantas medicinales que son usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y han mostrado diferentes actividades biologicas tales como
antimicrobiana, citotdxica, antinflamatoria, antibacteriana, anticancerigena, antiviral, antifingica,

efectos en el sistema nervioso central y cardiovascular asi como su potencia alergénica (Ruiz, 2015).
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La principal propiedad de los glucosidos cardiotonicos es el incremento de la fuerza y velocidad de
las contracciones cardiacas, su efecto en el miocardio se produce tanto en los pacientes enfermos como
en los de corazon sano, los mejores resultados de su suministro se obtienen en la insuficiencia cardiaca
sistolica asociada a miocardiopatias, miocardiopatia isquémica, hipertension arterial o lesiones
valvulares reumadticas. También es util en pacientes que no se controlan con diuréticos (Casamitjana,

2002).

Otro punto a analizar de la Tabla 10, es la ausencia tanto en semilla como en pulpa de glucocidos
cianogénicos, son buenos resultados debido a que se trata de toxinas vegetales. La toxicidad de los
compuestos cianogénicos se debe al acido cianhidrico que se libera durante su hidrdlisis. La accion
del acido cianhidrico consiste en la inhibicion de la citocromoxidasa, lo que bloquea la respiracion
celular. La toxicidad esta condicionada por la concentracion del compuesto y por el tiempo de
exposicion al mismo, la dosis letal de acido cianhidrico en humanos es de 0.5 a 3.5 mg/kg de peso

corporal en una sola toma. (Arrazola, 2002).

4.6. Perfil de acidos grasos semilla

Después de analizar los resultados de las pruebas bromatologicas del presente estudio, se decidio
realizar el perfil de 4cidos grasos de semilla por cromatografia de gases, debido a que se encontrd que
la semilla contiene 31% de lipidos. Se obtuvo el espectrograma del perfil de 4cidos grasos de la semilla
de pataxte, mostrada en la Figura 25, en donde se observa acido palmitico, acido linoleico, acido

estedrico, acido linoleico, dcido miristico, dcido latrico, 4cido araquidinico.
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Figura 25. Perfil de 4cidos grasos del aceite de semilla de pataxte.

Adicionalmente, en la Tabla 11 se muestra los dcidos grasos mayoritarios presentes, se observa que
existe un 39.23% de acido palmitico, un 35.34% 4acido linoleico, 14.04% de acido estearico, 9.3% de

acido linoleico y 0.91% de 4cido miristico.

Tabla 11. Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de pataxte.

, Nomenclatura Porcentaje de abundancia
Acidos grasos

abreviada (%)

Acido palmitico C16:0 39.23

Acido estedrico C18:0 14.04

Acido oleico cis9-C18:1 35.34
Acido linoleico c9,12-C18:2 93
Acido miristico C14:0 0.91

La grasa obtenida de la semilla de pataxte se convierte en una opcion de producto con gran valor

nutrimental y comercial. Al comparar los resultados obtenidos con otros estudios (Tabla 11), se puede
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observar que el contenido de acido palmitico presente en las semillas pataxte es mayor que el reportado
en otros estudios y represent6 el mayor porcentaje en su contenido (39.23%), incluso siendo mayor
que la grasa de cacao (26.8%), el grano fresco de cacao “tipo criollo”(31.32%) y que el aceite de
copoazu (7.8%); sin embargo, respecto al 4cido esteérico, es menor la cantidad (14.04%) respecto a la
grasa de cacao (33.6%), el grano fresco de cacao “tipo criollo” (23.1%) y que el aceite de copoazi

(32.9%).

La semilla cuenta contiene 35.34% de 4cido oléico, siendo mayor que la cantidad presente en el grano
fresco de cacao “tipo criollo” (26.72%), pero menor que el cacao (39.9%), este acido graso
monoinsaturado de la serie omega 9, ejerce una accion beneficiosa en los vasos sanguineos, ayuda a
disminuir el colesterol de baja densidad (LDL) o “malo”, rediciendo el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares. El acido linoleico se encuentra en mayor concentracion en el pataxte (9.3%) que en
las otras grasas: grasa de cacao (2.9%), grano fresco de cacao “tipo criollo” de cacao (7.6%), aceite
de copoazu (3.5%), aceite de semilla de mango manila (5.8%); como es bien es conocido, los acidos
grasos poliinsaturados como el acido linoleico, estan directamente asociados a la prevencion o
tratamiento de diversas enfermedades, pueden reducir la concentracion de triacilgliceroles en la sangre
a través de la oxidacion de acidos grasos inhibiendo la lipogénesis, también se suele usar en el control
de ciertas enfermedades como la diabetes mellitus y la obesidad debido a que activan mecanismos de
oxidacion de lipidos, disminuyen la resistencia a la insulina y la esteatosis hepdtica, en el caso del
cancer pueden servir como agentes citotoxicos para ciertas células tumorales y debido a su efecto
hipolipémico y antiinflamatorio, podrian tener efectos benéficos en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares (Willis y Marangoni, 1999).

Es importante también destacar que el pataxte supera los porcentajes de 4cido palmitico (39.23%) y
acido linoleico (35.34%) que los andlogos de chocolate untable (19 % y 28.9% respectivamente) o
chocolates de reposteria (26.5% y 34.4%, respectivamente), lo que indica que podria tener un uso

potencial en la industria alimenticia como parte de estos productos.
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Tabla 18. Comparacion de la composicion quimica del aceite de semilla pataxte y otros alimentos de referencia

Grasa de
. Grano fresco semilla de Aceite de
Aceite de Manteca de o mango .
, de cacao “tipo semilla de ,
Resultados copoazu. Cacao criollo” maneo manila Analogo de
semilla de (Mangifera & chocolate, Chocolates de
Acidos grasos Nomenglatura pataxte Tl heol?roma Theobroma Theobroma znd;ca L)). (Mangifera untables reposteria
abreviada grandiflorum cacao cacao cultivo ICA indica L)
(Theobroma 1841 (Salinas, N. (Negro, E.
bicolor) (Alviarez, E.  (Lannes et al., (Lares, M. picuda (Tapia, M. Et 2012). 2019)
2016) 2004), 2013) al. 2013)
(Lopez, M. Et '
al. 2016).
Acido
C16:0 39.23 7.8 26.8 31.32 10.64 12.2 19 26.5
palmitico
Acido
C18:0 14.04 329 33.6 23.1 37.7 323 8 33.73
estearico
Acido
cis9-Cl18:1 35.34 42.2 34.9 26.72 42.94 45.6 28.9 344
oleico
Acido
¢9,12-C18:2 9.3 3.5 29 7.63 5.18 5.8 0.3 0

linoleico




CONCLUSIONES

En cuanto a los andlisis bromatoldgicos de semilla realizados, la cantidad de hidratos de carbono fue
de 41+1.17%, de proteina 19.5£1.87%, humedad 4.73+0.29%, cenizas 3.31+£0.1%, lipidos
30.4+2.82%. Por otra parte, los resultados bromatoldgicos de pulpa mostraron la cantidad de hidratos
de carbono en 45+1.25%, lipidos 2.92+0.62%, proteina 12.442.92%, humedad 37.8+2.11%, ceniza
3.4+0.51%.

Respecto a la determinacion de contenido de inulina, al comparar el espectrograma del extracto de
pulpa con inulina, se encontraron las mismas absorciones infrarrojas; 3300 cm™! (Alcoholes O-H,
asociacion polimérica), 2900 cm™! (Vibraciones de tension Enlaces C-H sp® y 1050 ¢cm™! (Alcohol
primario. Vibraciones de torsion O-H y tension C-H), lo que sugiere que existe inulina en la pulpa

del fruto pataxte, sin embargo, este estudio no es suficiente para afirmarlo.

Relacionado con la actividad prebidtica, de las 2 concentraciones probadas (20/80 y 30/70), el mayor
crecimiento microbiano se obtuvo en extracto al 20% tanto en pulpa como en semilla. En pulpa, se
obtuvieron recuentos de 4.62+0.6 log UFC/mL para Lactobacillus brevis, 4.38+0.76 log UFC/mL
para Lactobacillus paracaseiy 3.63+0.1 log UFC/mL para Bacillus mojavensis. En semilla, se
obtuvieron recuentos de 4.82+0.64 log UFC/mL para Lactobacillus brevis, 4.31+0.65 log UFC/mL
para Lactobacillus paracasei'y 3.64+0.51 log UFC/mL para Bacillus mojavensis. Por lo tanto, los
extractos de pataxte son efectivos para el crecimiento de bacterias lacticas, teniendo el mayor

crecimiento Lactobacillus brevis al 20% de extracto de semilla.

Cabe destacar que ambos extractos etanolicos tienen actividad antioxidante, determinado mediante el
cambio de color en placa, con el reactivo DPPH. La capacidad antioxidante en semilla, pulpa y control
fue del 94%, 65% y 88%, respectivamente a una concentracién de 4.6 mg/mL, mostrando ICso de

0.41 mg/mL, 0.75 mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente.

En cuanto a las pruebas fitoquimicas, resultaron positivas a taninos en semilla; lo que puede justificar
su alta capacidad antioxidante obtenida anteriormente y nos indica grandes beneficios a la salud;
ademads, en ambos extractos resultaron positivos para glucésidos cardiotonicos y alcaloides, que son
beneficos debido a sus diferentes actividades bioldgicas tales como antimicrobiana, citotdxica,

antinflamatoria, antibacteriana, anticancerigena, antiviral, antifingica, efectos en el sistema nervioso



central y cardiovascular. Adicionalmente, ambos extractos, resultaron negativos a glucocidos

cianogénicos, lo que quiere decir que no contiene cianuro, que es una sustancia toxica para organismo.

Para cerrar, el perfil de 4cidos grasos arrojé un 39.23% de acido palmitico, un 35.34% 4cido linoleico,
14.04% de acido estedrico, 9.3% de éacido linoleico y 0.91% de 4cido miristico. La grasa obtenida de
la semilla de pataxte se convierte en una opcion de producto con valor nutrimental debido a contiene
el 9.3% de acido linoleico, 4acido graso no saturado esencial, con efectos a la salud tales como
asociacion a un riesgo menos de enfermedad cardiovascular, efecto protector contra arritmias
cardiacas, activan mecanismos de oxidacion de lipidos, ayudan a disminuir la resistencia a la insulina
y la esteatosis hepatica, en el caso del cancer pueden servir como agentes citotoxicos para ciertas

células tumorales y debido a su efecto hipolipémico y antiinflamatorio.

Debido a los resultados obtenidos, confirmamos el potencial funcional de la semilla y pulpa del

pataxte.

RECOMENDACIONES

1. Llevar a cabo una determinacion que confirme la presencia de inulina en pulpa de pataxte.

2. Someter el fruto a diferentes tratamientos térmicos para conocer el impacto que se genera.

3. Cuantificar la concentracion de taninos en semilla, ya que en el presente estudio se llevo a cabo
determinacion cualitativa.

4. Usar ultrasonido a diferentes ondas para conocer si hay un efecto en presencia de antioxidantes.

5. Compartir la informacién obtenida con las industrias alimentaria, farmacoldgica y cosmética.

6. Elaborar una bebida funcional simbidtica, usando como base semilla/pulpa de pataxte.
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ANEXOS

ANEXO 1. Algoritmo general de interpretacion de espectros de IR.
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Fuente: Rojo, F. (s.f.).
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ANEXO 2. Tabla de vibraciones de estiramiento del enlace O - H. Alcoholes y fenoles.

Estado del alcohol Posicion, em™ | Coeficiente ¢ | Forma | Notas
1) Libre, sin asociar: 3640-3610 30-100 Agudo | Medido en fase vapor o en disolventes
Primano, -CH>-OH 3640 70 no polares, pero si estos estan
Secundario, himedos. también aparece la sefial del
SDCH—OH 3630 60-50 agua en 3710.
Terciario.
E:}_ OH 3620 45
Fenoles. $-OH 3610
2) Hidroperdxido: -O-O-H | 3560-3530
Puentes de hidrogeno:
3) Dimero 3600~3500 Agudo |[No se observa normalmente, por
R—OH-’(])—R ocultarlo la banda polimérica. También
H aqui aparecen otros puentes de
hidrogeno con éteres, cetonas y aminas
4) Polimérico 3400~-3200 Grande Ancho | También aqui aparecen las aminas
R_(I) (I)_R (3500~3200) y la pequeiia seiial de
H H sobretono del carbonilo.
R—OH—0O—R En muestras himedas aparece la sefial
Ili de estiramiento H-O-H (3600~3100).
R—OH é) en cuyo caso también se observa la
il flexién en 1640~1615.
Puentes intramoleculares:
5) Alcoholes polivalentes | 3600~3500 50-100 Agudo
6) puentes T 3600-3500
7) Puente intramolec. con [ 3200~2500 Ancho | Generalmente se pierde bajo la sefial de
carbonilos. nitro, l,:tc. los estiramientos C-H

Fuente: Rojo, F. (s.f.).

ANEXO 3. Tabla de vibraciones de estiramiento del enlace C - OH. Tipos de alcohol.

Desplazamientos, cm

Notas

Tipo de alcohol | Posicion, cm

Primario 1050 (1075~1025)
Secundario 1100 (1150~1100)
Terciario 1125 (1200~1100)
Fenoles 1200 (1250~1150)

Ramificacion en a: -15
Insaturacion en o -30
Anillo en a-a': -50

Insaturacion en o y anillo a-a': -90
Dieno conjugado en a: -140

Las insaturaciones pueden ser
alquenos o aromaticos. Sobre 3
y mas lejos no influyen en la
posicion. Si tanto en o0 como en
o' y o" hay ramificaciones,
descuente otros 15 cm™.

Fuente: Rojo, F. (s.f.).
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