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1. Resumen

México es uno de los principales productores de guanabana en el continente y durante
su procesamiento se generan residuos como la cascara, el cual es de gran interés
debido a su alto contenido en compuestos bioactivos (polifenoles y fibra dietética),
utilizados en la industria alimentaria y farmaceéutica. El objetivo fue evaluar el efecto de
diferentes tamanos de particula de la cascara de guanabana, sobre las propiedades
funcionales de la fibra y su absorcion in vitro de compuestos antioxidantes, para valorar
su aprovechamiento como un alimento funcional con beneficios para la salud. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA vy las diferencias se compararon a un nivel
de significancia de p<0.05. Se evalud color y la particula de 250 um exhibié mayor
luminosidad (68.53). La muestra de 850 um present6é elevado porcentaje de fibra
dietética total (FDT: 77.28%) e insoluble (FDI: 72.92%), mientras que la muestra de
250 pm destacd por su gran contenido en fibra soluble (FDS: 6.11%). En las
propiedades funcionales de la fibra, la cascara de 250 um obtuvo la mayor capacidad
de retencion de agua (CRA: 8.62 g/g), hinchamiento (CH: 4.28 mL/g) y retencion de
lipidos (CRL: 3.77 g/g), mientras que el control demostroé tener mejor capacidad de
retencion de glucosa (CRG: 254.67 mg/g). Se encontré elevada cantidad de
compuestos fendlicos totales en la muestra de 250 um (CFT: 6390 mg EAG/100 g bs),
asi como cifras mas altas en capacidad antioxidante por ABTS (13032.31 umol ET/100
g bs), DPPH (28084.36 umol ET/100 g bs) y FRAP (207.08 umol Fe(l1)/100 g bs). En
bioaccesibilidad in vitro la cascara de 250 um tuvo el mayor porcentaje de CFT, ABTS,
DPPH y FRAP (9, 25, 2 y 13%, respectivamente). En fermentacion coldnica in vitro,
después de 24 horas, la particula de menor tamafio (250 ym) aumenté su porcentaje
en CFT (168%), ABTS (471%), DPPH (15%) y FRAP (38%). El pH de la cascara de
250 um disminuyo (8.50), lo que se asocio con un crecimiento significativo (p<0.05) de
bacterias acido lacticas (7.91 UFC/mL). Finalmente, la cascara de guanabana a 250
pum presentd mejores propiedades funcionales y antioxidantes, sugiriendo su potencial
como un alimento funcional con beneficios para la salud.

Palabras clave: antioxidantes, bioaccesibilidad in vitro, cascara de guanabana,

fermentacion coldnica in vitro, fibra, tamafno de particula.
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2. Abstract

Mexico is one of the main producers of soursop in the Americas, and during its
processing, by-products such as the peel are generated. The peel is of great interest
due to its high content of bioactive compounds (polyphenols and dietary fiber), which
are used in the food and pharmaceutical industries. The objective of this study was to
evaluate the effect of different particle sizes of soursop peel on the functional properties
of its fiber and it’s in vitro absorption of antioxidant compounds, in order to assess its
potential as a functional food with health benefits. The results were analyzed using
ANOVA, and differences were compared at a significance level of p<0.05. Color was
assessed, with the 250 um particle size exhibiting the highest luminosity (68.53). The
850 uym sample showed a high percentage of total dietary fiber (TDF: 77.28%) and
insoluble fiber (IDF: 72.92%), while the 250 pm sample was notable for its high soluble
fiber content (SDF: 6.11%). Regarding the functional properties of the fiber, the 250 ym
peel achieved the highest water retention capacity (WRC: 8.62 g/g), swelling capacity
(SC: 4.28 mL/g), and lipid retention capacity (LRC: 3.77 g/g), while the control
demonstrated superior glucose retention capacity (GRC: 254.67 mg/g). The 250 um
sample displayed elevated levels of total phenolic compounds (TPC: 6390 mg GAE/100
g dw) and the highest antioxidant capacities as measured by ABTS (13032.31 umol
TE/100 g dw), DPPH (28084.36 pmol TE/100 g dw), and FRAP (207.08 umol Fe (11)/100
g dw). In in vitro bioaccessibility tests, the 250 ym peel exhibited the highest
percentages for TPC, ABTS, DPPH, and FRAP (9%, 25%, 2%, and 13%, respectively).
During in vitro colonic fermentation, after 24 hours, the smallest particle size (250 um)
showed increases in TPC (168%), ABTS (471%), DPPH (15%), and FRAP (38%). The
pH of the 250 um peel decreased (8.50), which was associated with significant growth
(p<0.05) of lactic acid bacteria (7.91 CFU/mL). Finally, the 250 ym soursop peel
exhibited superior functional and antioxidant properties, suggesting its potential as a

functional food with health-promoting benefits.

Keywords: antioxidants, in vitro bioaccessibility, soursop peel, in vitro colonic

fermentation, fiber, particle size.
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3. Marco teodrico

3.1 Origen de la guanabana

La guanabana conocida como Annona muricata L. o también llamada guayabano en
Filipinas, sirsak en Indonesia, graviola o papaya brasilefia en Brasil y soursop en inglés
(lango et al., 2022; Osei et al.,, 2023), es un fruto que pertenece a la familia
Annonaceae, abarcando mas de 130 géneros y 2300 especies (Mendoza-Méndez et
al., 2022; Mutakin et al., 2022). El arbol de guanabana tiene hojas tipo perenne, florece
y da frutos la mayor parte del afio (Quilez et al., 2018). Su fruto esta constituido por
20% de cascara, 67% pulpa, 8% son semillas y el 4% es raquis (Figura 1) (Afzaal et
al., 2022). Esta fruta es de color verde con forma ovoide, con diametro entre 29 y 41
cm, puede llegar a pesar entre 0.5 a 4.5 kg, la cascara es espinosa y semi amarga,
mientras que la pulpa es jugosa, aromatica, acida y es de color blanco, sus semillas
suelen estar en el interior y medir de 1 a 2 cm de largo (Nayak & Hegde, 2021; Zubaidi
et al., 2023).

Figura 1. Morfologia del fruto de guanabana.
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3.2 Produccién de la guanabana

La guanabana es una fruta tropical nativa de América Central y este de la India, y
México es uno de los mayores paises productores, seguido de Peru, Brasil, Ecuador,
Guatemala y Haiti, siendo los principales exportadores, especialmente como pulpa y
fruta fresca (Rady et al., 2018; Patil et al., 2023; Santos et al., 2023). En 2022, la
produccion de guanabana en México se elevo hasta treinta y cuatro mil cuatrocientos
treinta y siete toneladas (34,437 t) al ano y los estados con mayor produccién fueron
Nayarit (26,744.16 t), Colima (3,568.30 t) y Michoacan (2,009.96 t) (SIAP, 2022).

3.3 Composicion nutricional de la guanabana

La pulpa de guanabana posee alto contenido de agua (76-83%), carbohidratos (13-
15%) y es baja en lipidos (0.67-0.85%), proteinas (0.26-1.03%) y fibra dietética (0.36-
2.59%) (George et al., 2014; Anaya-Esparza et al., 2020). Respecto a las semillas de
la guanabana, son ricas en aceites (22%) y proteina (21%), el aceite contiene el
28.07% de acidos grasos saturados (acido palmitico) y 71.93% de insaturados (como
el acido linoleico, oleico y estearico) (Barros et al., 2020). Por otro lado, la cascara, de
acuerdo a Chimbevo y Essuman (2019), presenta por cada 100 g de base seca el
41.02% de humedad, 2.96% de cenizas, 3.75% de proteina, 50.03% de fibra, 4.99%
de lipidos y 32.19% de carbohidratos. En otro estudio realizado por Domingues et al.
(2024), encontraron que por cada 100 g de cascara en base fresca contenia 76.44%
de humedad, 0.94% de ceniza, 1.75% de proteina, 17.68% de fibra dietética total,
2.25% de lipidos y 18.62% de carbohidratos totales.

3.4 Capacidad antioxidante y compuestos bioactivos de la guanabana

Existen varios compuestos y metabolitos secundarios en la pulpa de guanabana, asi
como en los subproductos como cascaras y semillas que representan una valiosa
fuente de compuestos bioactivos, entre los que se incluyen &cidos fendlicos,
carotenoides, péptidos, aminoacidos, acidos grasos, minerales, fibra y flavonoides
(Coria-Téllez et al., 2018; Rather, 2023). La rutina, la quercetina y el kaempferol son

algunos de los flavonoides mas comunes en la guanabana (Patil et al., 2023).
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Estudios han cuantificado compuestos antioxidantes, asi como la capacidad
antioxidante de la pulpa de guanabana, dentro de lo que se reporté fue el contenido
total de fenoles (160.28 + 2.89 mg de EAG/100 g), carotenoides (7.44 ug/g), ABTS
(602.52 + 19.1 ymol ET/100 g), DPPH (830.06 + 23.14 ymol ET/100 g) y FRAP
(62.0 £ 26.1 umol de EAA/100 g) (Neta et al., 2018; Villarreal-Fuentes et al., 2020).

Respecto a la cascara de guanabana, son pocos los estudios que reportan el contenido
de antioxidantes. Du et al., (2021) reporté flavonoides totales (0.06 + 0.01 mg EQ/qg),
fenoles totales (4.07 + 0.20 mg EAG/g), asi como su capacidad antioxidante por ABTS
(1.08 + 0.01 mg EAA/g), DPPH (0.70 + 0.01 mg EAA/g) y FRAP (0.11 + 0.01 mg
EAA/g). Mientras que Domingues et al. (2024) estudiaron la cascara fresca y
obtuvieron fenoles totales de 645 + 54 mg EAG/100 g y capacidad antioxidante por
DPPH (3280 + 158 ymol ET/100 g), ABTS (5768 + 386 umol ET/100 g) y FRAP (8997
+ 886 pmol sulfato ferroso/100 g).

La presencia predominante de antioxidantes polifendlicos, como flavonoides y acidos
fendlicos es crucial, ya que éstos eliminan radicales libres, interrumpen las reacciones
en cadena oxidativa y reducen la incidencia de enfermedades cronicas, trastornos
cardiovasculares, cancer y enfermedades neurodegenerativas (Patil et al., 2023; Wu
et al., 2024). Por otro lado, se ha observado que la disponibilidad de compuestos

fendlicos esta influenciada por la fibra contenida en la matriz (Ferreyra et al., 2021).

3.5 Fibra dietética de las cascaras

La fibra dietética (FD) es un polimero de carbohidratos de origen vegetal que no se
digiere en la parte superior del tracto gastrointestinal (Zhang et al., 2024). De acuerdo
a su solubilidad se clasifica en dos categorias, en fibra dietética soluble (FDS) e
insoluble (FDI) (Tian et al., 2022). La FDI (compuesta por hemicelulosa, celulosa y
lignina) se caracteriza por su baja o nula fermentacion, debido a que esta fibra no se
dispersa en agua y por lo tanto, posee alta capacidad de retencion de agua, lo cual
permite absorber y atrapar agua dentro de su matriz porosa, lo que propicia un
incremento del volumen fecal, promueve la absorcion y rapida eliminacion de aceites

(Wang et al.,, 2022). Mientras que la FDS consta principalmente de pectinas,
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oligosacaridos y gomas, las cuales tienen la capacidad de aumentar la viscosidad para
reducir los niveles de glucosa y colesterol séricos (Zou et al., 2022). Ademas, se
caracteriza por ser altamente fermentable por la microbiota intestinal, produciendo
acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el acido acético, propionico y butirico
(Wang et al., 2019; Guan et al., 2021). Cabe destacar que el acido butirico es la
principal fuente de energia para los colonocitos, por o que se considera protector
contra el cancer de colon (Wu et al., 2018). Otro beneficio que aporta la FDS es el
incremento de las bacterias acido lacticas, las cuales pueden restablecer el equilibrio
de las poblaciones de la microbiota intestinal mediante el control de patégenos (Jung
et al., 2021).

Es importante mencionar que las cascaras de frutas contienen gran cantidad de fibra,
lo que puede tener efectos positivos o0 negativos en la biodisponibilidad de los fenoles
(Joseph et al., 2024). Diversos estudios han reportado el contenido de fibra dietética
en cascaras tales como la de platano (53%), aguacate (76.71%), mango (59%) y
guanabana (50.03%) (Zaini et al., 2022; Palma-Gonzalez, 2023; Tariq et al., 2023;
Villacis-Chiriboga et al., 2023). En particular, la cascara de guanabana contiene 4.05%
de FDS y 40.42% de FDI (Villacis-Chiriboga et al., 2023). Por lo tanto, el
aprovechamiento de estos subproductos resulta de gran interés para la produccién de
ingredientes ricos en fibra dietética, ya que los residuos generados pueden
recuperarse Yy reutilizarse, agregando valor a la produccién principal (Garcia-
Amezquita et al., 2018; Masood et al., 2020).

3.6 Usos de los residuos de guanabana

El desperdicio de alimentos es una preocupacion relevante para el medio ambiente, la
economia y la sociedad (Searchinger et al., 2019). Segun el indice de Pérdida de
Alimentos 2021 del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA), mas del 17% de la produccién global de alimentos se desperdicia, siendo
los hogares responsables del 61%, los servicios de alimentacién del 26% vy las tiendas
minoristas del 13% (Brennan et al., 2020). La FAO estima que mas de un tercio de los

alimentos destinados al consumo humano se pierden cada ano (FAO, 2019). A lo largo
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de la cadena alimentaria se obtienen desechos, desde la produccion agricola hasta el
consumo en los hogares (Morone et al., 2019). Durante el procesamiento de los
alimentos, son las frutas, vegetales y tubérculos los que mas desechos generan
(Garcia-Herrero et al., 2018; Saparbekova et al., 2022). Las frutas, al procesarlas,
dejan residuos solidos (como cascaras, pieles y semillas) (Campos et al., 2020); estos
contienen fibra dietética, fenoles, carotenoides, polisacaridos, aceites y vitaminas que
benefician a la salud humana (Simat et al., 2024). El porcentaje de residuo varia segun
la fruta, por ejemplo, el platano genera alrededor del 20%, el mango entre 30 y 50%,
la pifia 40-50% y la guanabana el 32% (Tariq et al., 2023).

En los ultimos afos, ha aumentado el interés en la utilizacion de estos subproductos
debido a la extraccién de sus componentes bioactivos, con la finalidad de usarlos en
la produccidn de nutracéuticos, alimentos funcionales e incluso para mejorar la calidad
de los alimentos existentes en términos de propiedades fisicoquimicas, funcionales,
antioxidantes y antimicrobianas (Dilucia et al., 2020; Zemlji€ et al., 2022; Sani et al.,
2022; Fehlberg et al., 2023). Estos avances no solo benefician a la salud, sino que
también reducen el desperdicio total de alimentos y fomentan practicas mas

sostenibles para el medio ambiente (Lucarini et al., 2021).

A pesar de que el uso de cascara de guanabana en nuevos productos ha sido poco
estudiado, éstas podrian aprovecharse de manera similar a otros residuos de
guanabana, como por ejemplo, en infusiones tradicionales, aplicaciones
farmacéuticas, asi como en la produccion de alimentos (Lee et al., 2016; Gavamukulya
et al., 2017; Aguilar-Hernandez et al., 2019; Santos et al., 2023). Ademas, la cascara
de guanabana podria procesarse en harina o polvos, e implementarse en diversos
alimentos como en la panaderia, por su alto contenido de fibra dietética contribuiria a
una mejor salud gastrointestinal (Saavedra et al., 2021). El polvo de cascara de
guanabana, ocasiona un aumento en la capacidad antioxidante de los productos
alimenticios al incorporar compuestos fendlicos, lo que la convierte en un potencial
nutracéutico (Resende y Franca, 2019). Ya que se ha encontrado que los extractos de
este fruto son coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades de la piel,

respiratorias, cardiacas, diabetes y cancer (Adefegha et al., 2015; Miranda et al., 2021;
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Strijk et al., 2021; Ngemenya et al., 2022). Un estudio sobre cascara de guanabana
cortada en pequefos trozos y convertido en polvo fino resaltd la presencia de
fitoquimicos, que tiene un efecto restaurador en las células pancreaticas (Ojo et al.,
2022). Las semillas de guanabana al tamizarlas en polvo fino, demostré tener un alto
contenido en aceite, lo que permite la presencia de compuestos lipofilicos con
propiedades adicionales, asi como la capacidad de atenuar la hiperplasia prostatica
benigna (Adaramoye et al., 2018). Para producir estos polvos a base de subproductos
pasan por un proceso de molienda, que ocasiona una redistribucién de las particulas

y propicia una mejora en la extraccion de compuestos bioactivos (Ahmed et al., 2019).

3.7 Tamaiio de particula

La molienda, proceso por el cual se da un cambio en el tamafo de particula, llega a
producir una redistribucién de los componentes de la fibra en fracciones insolubles a
solubles (Liu et al., 2016). El tamafio de particula de un material influye en aspectos
como su estructura, porosidad, area de superficie, propiedades funcionales, etc. (Zhao
et al.,, 2018). Por lo que una reduccion del tamafo de particula propicia una
transformacién en su estructura, esto afecta el proceso de liberacion de los
compuestos antioxidantes retenidos en la matriz, asi como su absorcion (Speroni et
al., 2020; Li et al., 2021). Asimismo, impacta sobre las propiedades funcionales de la
fibra, ejemplo de ello es la capacidad de hinchamiento, capacidad de retencion de
agua, lipidos y glucosa, las cuales se relacionan con las fracciones de la fibra soluble
e insoluble (Yin et al., 2021). Existen estudios sobre la influencia del tamafo de
particula en otras matrices alimentarias como la cascara de calabaza a 60 ym, cascara
de lima dulce y pomelo a 413 um, cascara de naranja y granada con un rango del
tamano de particula de 53 a 150 um, asi como la cascara de calabaza a 60 um, donde
se encontré que a menor tamafio hubo mejora en sus propiedades fisicas, actividad
antioxidante y microbiana (Vathsala et al., 2024; Karakus et al., 2023; Gauvril et al.,
2024). Mientras que en una cascara de jaboticaba (149 um), demostrd que el tamano
de particula tuvo un efecto positivo en las propiedades del polvo (Gurak et al., 2014).
Cabe mencionar que hasta el momento no existen estudios que evaluen las

propiedades de la cascara de guanabana a diferentes tamafos de particula. Por lo que
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seria de utilidad obtener resultados sobre el tamafio de particula de esta cascara y su

fermentacion por la microbiota intestinal.

3.8 Bioaccesibilidad in vitro de compuestos antioxidantes

La bioaccesibilidad se define como la porcion del compuesto ingerido que se libera de
su matriz alimentaria, quedando disponible para su absorcion en el intestino (Cardoso
et al., 2014). Mientras que la biodisponibilidad se refiere a la liberacidon de antioxidantes
de la matriz alimentaria tras el proceso de digestion (Dominguez-Fernandez et al.,
2021). Estos antioxidantes una vez liberados, pueden ser absorbidos en el torrente
sanguineo e incorporarse al sistema circulatorio, o que les permite volverse
“biodisponibles” y participar en funciones metabdlicas (Thakur et al., 2020). Tanto la
bioaccesibilidad y la biodisponibilidad ofrecen un andlisis detallado sobre las
interacciones entre los nutrientes y los componentes de los alimentos, asi como el
impacto del pH, las enzimas y las técnicas de preparacion y procesamiento en la
capacidad de absorcion de micronutrientes (Sandberg et al., 2005). Lo que podria ser
crucial para determinar la calidad nutricional de un nutriente o alimento, ya que revela

su potencial de ser absorbido por el organismo (Dima et al., 2020).

La bioaccesibilidad se puede evaluar mediante modelos de solubilidad, diazibilidad o
gastrointestinales, que simulan la fase gastrica e intestinal (Wu et al.,, 2024). A
diferencia de la biodisponibilidad que se realiza en modelos in vivo, ya sea en animales
o en humanos, mediante el seguimiento de administracion de una dosis del compuesto
aislado (Actis-Goretta et al., 2013). Aunque estos estudios in vivo proporcionan
informacion precisa, son mas costosos, requieren mayor tiempo, implican la
participacion de humanos y presentan desafios éticos (Thakur et al., 2020). Por ello,
se han desarrollado metodologias in vitro para la bioaccesibilidad que son simples,
rapidas, econdmicas y producen resultados reproducibles (Failla et al., 2008). Existen
varios modelos de bioaccesibilidad in vitro, algunos de ellos son el modelo estatico de
digestion gastrointestinal, el modelo de cultivo celular Caco-2, modelo semi-dinamico
y modelo dinamico de digestion gastrointestinal, entre otros (Wu y Chen, 2021). Estos

meétodos constituyen fases de digestion in vitro de dos o tres, replicando las
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condiciones de la boca (ocasionalmente incluida), el estbmago y el intestino delgado
(Etcheverry et al., 2012).

Se han reportado estudios donde se determind la bioaccesibilidad in vitro de
compuestos fenodlicos presentes en subproductos de guanabana fresca, como la
cascara (Domingues et al., 2024). Durante este proceso, los compuestos fendlicos
totales se unen a las proteinas de diversas formas, como enlaces de hidrégeno,
covalentes e hidrofébicos, esto se ve reflejado al liberarse en el intestino delgado
(Bouayed et al., 2011; Padayachee et al., 2012). La cascara al poseer una gran
cantidad de fibra, puede afectar positiva o negativamente la accesibilidad de
compuestos fendlicos en el tracto gastrointestinal, ya que se conectan mediante
enlaces covalentes y no covalentes (Jakobek y Mati¢, 2019; Ferreyra et al., 2021). Los
compuestos fendlicos que no son absorbidos llegan al colon donde son metabolizados
por la microbiota intestinal en compuestos mas pequefos y simples (Dominguez-Avila
et al., 2020).

3.9 Fermentacion coldnica in vitro

La microbiota intestinal es una comunidad microbiana diversa que reside en el tracto
gastrointestinal, obtiene energia mediante la fermentacién de los alimentos ingeridos
(Vidal et al., 2024). Produce metabolitos vitales como los acidos grasos de cadena
corta (AGCC), promueve el desarrollo y la maduracion del sistema inmunolégico para

proteger al organismo de patégenos externos (Sun et al., 2022).

El proceso digestivo ofrece valiosa informacion sobre la estabilidad de los nutrientes
durante su paso por el tracto gastrointestinal, siendo fundamental para evaluar la
vulnerabilidad de las proteinas frente a la protedlisis y la descomposicion de otras
moléculas, como los lipidos y carbohidratos (Coda et al., 2017; Asensio-Grau et al.,
2018; Ma et al., 2020). La microbiota intestinal utiliza preferentemente carbohidratos
no digeribles, como fibra, celulosa, hemicelulosa, pectina, gomas y alginatos, los
cuales son fermentados en el colon (Veintimilla-Gozalbo et al., 2021). Este proceso da

lugar a la formacién de acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato,
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butirato y propionato, asi como gases como hidrégeno y diéxido de carbono (Koh et
al., 2016).

Por otro lado, los polifenoles que no se absorben en las etapas iniciales de la digestion
pueden quedar adheridos a la matriz alimentaria, siendo liberados mas adelante en el
colon, donde son transformados por la microbiota intestinal en compuestos mas
pequefios que el organismo puede asimilar (Duda-Chodak et al., 2015; Ozdal et al.,
2016). Se ha demostrado que los compuestos fendlicos poseen la capacidad de
reducir la inflamacién y el estrés oxidativo en el colon, ofreciendo asi beneficios para
la prevencion de enfermedades cronicas, como el cancer colorrectal (Cafas et al.,
2024). Ademas, se ha identificado que estos compuestos tienen un efecto modulador
sobre la composicidon de la microbiota intestinal, lo que contribuye a la salud en el
intestino (De Samhita et al., 2023).
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4. Problema de investigacion

Durante el procesamiento de frutas y verduras, se obtiene una gran cantidad de
residuos como cascaras y semillas los cuales son desechados. Por ende, no se les da
un valor agregado, siendo que aun contienen compuestos bioactivos como
antioxidantes vy fibra dietética que pueden beneficiar a la salud humana. Un ejemplo
de ello, es el fruto de guanabana (Annona muricata L.), que durante su procesamiento,
el 32% de su composicion es considerado residuo y de ese porcentaje, el 20%
corresponde a la cascara. En los ultimos afios, se han realizado estudios sobre los
residuos de guanabana (especialmente en semillas y en menor cantidad en la
cascara), y se ha encontrado la presencia de varios compuestos bioactivos, tales como
polifenoles y fibra, los cuales impactan positivamente en la salud y pueden ser
ocupados en la industria farmacéutica y alimentaria. Sin embargo, la informacion
respecto al efecto del tamafio de particula de la cascara de guanabana es nula. Esto
se debe a que la mayor parte de las investigaciones se enfocan en la extraccion de
antioxidantes o las propiedades de la fibra, sin tomar en cuenta este aspecto. El
tamano de particula es de suma importancia, ya que a menor tamafio se produce una
mayor liberacién de los compuestos antioxidantes retenidos en la matriz, asi como su

absorcion intestinal, lo que podria tener un impacto en la salud.
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5. Justificacion

La cascara de guanabana es una buena fuente de compuestos bioactivos como los
compuestos antioxidantes y fibra dietética. Por lo tanto, tienen un valor agregado que
puede aprovecharse en diferentes industrias como la farmacéutica y alimentaria. En
particular, los antioxidantes interactuan con los radicales libres, neutralizandolos y
previniendo el estrés oxidativo, que se asocia con enfermedades cronicas como
diabetes, enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. Por su parte, la
fibra dietética ejerce efectos beneficiosos al interactuar con el sistema digestivo,
mejorando la salud intestinal, regulando los niveles de glucosa y colesterol, y
fomentando el crecimiento de bacterias acido lacticas. Asimismo, es importante
considerar que el tamafio de particula influye en la extraccion de compuestos
bioactivos y en las propiedades funcionales de la fibra, asi como en la absorcién de
estos compuestos. Hasta el momento no existe evidencia respecto a la comparacion
de diferentes tamafos de particula de la cascara de guanabana para extraer
compuestos bioactivos, asi como para la evaluaciéon de las propiedades funcionales
de fibra, bioaccesibilidad y fermentacion colonica in vitro. Por ello, los resultados
obtenidos podrian ofrecer informacion mas amplia sobre la utilizacion de estos

residuos y sus posibles beneficios para la salud.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes tamanos de particula (250, 500, 850 y >850 um) de la
cascara de guanabana (Annona muricata L.), sobre las propiedades funcionales de la
fibra y su absorcién in vitro de compuestos antioxidantes, para valorar su

aprovechamiento como un alimento funcional con beneficios para la salud.

6.2 Objetivos especificos

e Analizar las propiedades fisicoquimicas (pH, solidos solubles totales y color) de la
cascara de guanabana a diferentes tamafios de particula.

e Determinar la fibra dietética total, soluble e insoluble en la cascara de guanabana
a diferentes tamafos de particula.

e Evaluar las propiedades funcionales de la fibra (capacidad de retencién de agua,
hinchamiento, retencion de lipidos y retencién de glucosa) de la cascara de
guanabana a diferentes tamafios de particula.

e Determinar los compuestos fendlicos totales, ademas de la capacidad antioxidante
mediante DPPH, ABTS y FRAP, en la cascara de guanabana a diferentes tamarios
de particula.

e FEvaluar la bioaccesibilidad in vitro de compuestos antioxidantes en la cascara de
guanabana a diferentes tamafios de particula.

e Analizar la fermentacion colénica in vitro (pH, bacterias acido lacticas y
compuestos antioxidantes) en la cascara de guanabana a diferentes tamanos de

particula.
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7. Diseno metodolégico

El presente estudio fue de tipo experimental y en la Figura 2 se observa el diagrama

general del disefio metodoldgico a seguir.

Obtencidon de muestra

Céscara de guanabana (Annona muricata L.)

|

Liofilizacién de la muestra

Tamano de particula (250um,

Molido y tamizado de muestra ——
oy tamiz HESET 500 um, 850 pm y >850 um)

|
! ! ! !

Propiedades Fibra dietética Propiedades Antioxidantes
fisicoquimicas total funcionales l
l, 1 l, Compuestos
e pH « Fibra e Capacidad de antioxidantes __, Bioaccesil_:ilit.jad:'n vitro
+ Sélidos dietética retencion de - Fenoles e
Solubles soluble agua
Totales * Fibra * Capacidad de l l
e Color dietética hinchamiento B
insolube * Capacidad de Ca‘pat.u:Iad Fermentacidn coldnica
retencion de bl in vitro
lipidos * ABTS
« DPPH * pH
* Capacidad de « FRAP « Bacterias 4cido lacticas
retencion de J « Antioxidantes
glucosa J

Analisis estadistico

ANOVA
Tukey (p<0.05)
*SPSS version 25.0 para Windows.

Figura 2. Diagrama de flujo del disefio metodologico.

7.1 Obtencion de muestra

La cascara de guanabana (Annona muricata L.) se obtuvo de la central de abastos de

Pachuca, Hidalgo, proveniente del estado de Nayarit. El fruto fue lavado y cortado en
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trozos, se separ6 manualmente la pulpa de la cascara. Fue almacenado en

congelacion a -32°C para su posterior liofilizacion.

7.2 Liofilizacion de la muestra

La muestra congelada fue liofilizada a 0.045 mBar a 52°C (LABCONCO, FreeZone®,

EUA), se almaceno6 a -32°C y se etiqueto en bolsas de cierre hermético hasta su uso.

7.3 Molido y tamizado de la muestra

La muestra liofilizada fue molida y tamizada a tres tamafios de particula (250, 500 y
850 um, respectivamente) y una muestra sin tamizar (solo fue triturada), catalogada

como control (>850 pm).

7.4 Propiedades fisicoquimicas

7.41.pH

El pH es una escala numérica que cuantifica la concentracion de hidrégeno (H*) de
una solucion mediante una escala de 0 a 14, donde 7 es neutro (Karastogianni et al.,
2015). El pH de las muestras se midié con un potenciémetro (Hanna Instruments, 210,
Rumania), se calibré con las soluciones buffer pH 4 y 7 antes de su uso. Se preparo
una solucion en proporcion de 1:10 (p/v) de muestra y agua destilada en vasos de

precipitado de 25 mL y se sumergié6 el electrodo.

7.4.2. Solidos solubles totales (SST)

Se utilizé un refractdmetro con escala de 0 a 32 °Brix (Hangzhou Chincan Trading Co.,
Ltd., Brix/ATC FG-113, China), fue calibrado con una gota de agua destilada. Para las
muestras, se preparo una solucion acuosa 1:10 y se colocé una gota de la solucién en
el instrumento con una pipeta Pasteur. Los sdélidos solubles totales se expresaron

como °Brix.
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7.4.3. Color

El analisis colorimétrico se realizé con un colorimetro portatil (Generic, CS-10, EUA),

colocando la cantidad de muestra, se obtuvieron coordenadas de color L* a* b*.

Donde:

L* = corresponde a la luminosidad con valores de 0 (negro, minima luminosidad) a 100
(blanco, maxima luminosidad).

a* = coordenadas rojo/ verde (+a indica rojo y -a indica verde).

* = coordenadas amarillo/ azul (+b indica amarillo y -b indica azul).

Los datos obtenidos de los parametros anteriormente mencionados se utilizaron para
obtener los valores de Hue (h°), Croma (C) y diferencia de color (A E), mediante las

siguientes férmulas:
h’,, = arctan (%)

¢ =@+

AE = JAL2+Aa2+Ab2

Los valores de color L* a*y b* se introdujeron en el calculador de color EasyRGB

(2024) para visualizar con exactitud los colores que se identificaron en cada muestra.

7.5. Determinacion de fibra dietética total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI)

Se siguid la metodologia de la AOAC 985.29 para determinar el contenido de fibra
dietética total, mientras que para evaluar el contenido de fibra soluble e insoluble se
utilizé el método enzimatico-gravimétrico de Prosky et al. (1984). Este procedimiento
se llevoé a cabo por medio del kit comercial de FDT (MEGAZYME, K-TDFR-200 A,
Irlanda) y se basoé en 3 fases: digestion enzimatica (elimina componentes digeribles

como proteina y almidén), filtracién (separacién de compuestos digeribles de los no
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digeribles) y correccion del valor de FDT mediante la determinacion de cenizas y
proteinas.

En la primera fase, se pesaron 500 mg de muestra en cuatro matraces Erlenmeyer de
250 mL por muestra. A cada matraz se le anadieron 25 mL de buffer de fosfatos 0.08
M pH 6y 25 pL de a-amilasa para gelatinizar las muestras. Los matraces se cubrieron
con papel aluminio y se colocaron en un bafio de agua (LabTech, LSB-015S, Korea) a
85°C durante 15 min, agitando cada 5 min, luego se dejaron enfriar a temperatura
ambiente por 15 min. Posteriormente, se ajusto el pH a 7.5 con NaOH 0.275 N y se
agrego 50 uL de proteasa para la degradacion de proteinas. Nuevamente se taparon
los matraces con papel aluminio y se colocaron en el bafio de agua con agitacion
continua a 60 rpm (LabTech, LSB-015S, Korea) durante 30 min a 60°C y se enfriaron
a temperatura ambiente durante 15 min. Luego, con HCI 0.325 M se ajusto el pH entre
4 y 4.6, se anadié 100 yL de amiloglucosidasa para la hidrolisis del almidén, se
cubrieron con papel aluminio y se colocaron en el bafio de agua (LabTech, LSB-015S,
Korea) con agitacion constante por 30 min a 60°C. Se dejaron enfriar durante 15 min
a temperatura ambiente. Para determinar la fraccion soluble e insoluble, las muestras
digeridas se centrifugaron (Beckman Coulter, Allegra 25R, EUA) a 10 000 rpm por 10
min, separando el sobrenadante (fibra soluble) del sedimento (fibra insoluble), se
colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se les afadié 4 volumenes de etanol
al 95%. Se dej6 en repos6d a temperatura ambiente durante toda la noche para

precipitar la FDT.

En la segunda fase, las muestras se filtraron utilizando crisoles tipo gooch #2, con una
porosidad de 60 um y una capacidad de 30 mL, los cuales previamente se llevaron a
peso constante en un horno (Scorpion Scientific, A52035, EUA) a 105°C por 1 h.
Luego, se les afadio 250 mg de celita, se llevaron nuevamente a peso constante y se
distribuy6 la celita en el crisol. Posteriormente, cada precipitado resultante de la
primera fase se filtr6. Se realizaron lavados con 10 mL de etanol al 78% (3 veces), 5
mL de etanol al 95% (2 veces) y 5 mL de acetona (2 veces). El residuo en los crisoles
se secd en un horno (Scorpion Scientific, A52035, EUA) a 105°C por 8 h.
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En la tercera fase, a partir del residuo seco obtenido, dos muestras se destinaron para
cenizas y dos para proteinas (equipo de proteinas), con el fin de corregir el valor de

FDT, utilizando la siguiente ecuacion:

% FDT = [((R residuo — P residuo — Aresiduo) — B)/M] * 100
Donde:

R residuo: peso del residuo (mg)

P residuo: peso de proteinas (mg)

A residuo: peso de cenizas (mg)

B: R blanco - P blanco - A blanco (mg)

M: peso de la muestra (mg)

Para cenizas, las muestras destinadas, se colocaron en un crisol de porcelana. Se
sometieron a un proceso de carbonizacién para eliminar la materia organica presente.
Posteriormente, los crisoles con las muestras carbonizadas se transfirieron a la mufla
(Thermo Scientific, FD1535M, EUA) a 525°C durante 3 h. Se dejaron enfriar y se

pesaron.

7.5.1 Propiedades funcionales de la cascara de guanabana

7.5.1.1 Capacidad de retenciéon de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua es la cantidad de agua que se mantiene unida a la
fibra hidratada luego de la aplicacion de una fuerza externa, como la presién o la
centrifugacion (Raghavendra et al., 2005). Se utilizé 500 mg de muestra (P0) y se
adicionaron 10 mL de agua destilada, se agit6 manualmente con una espatula durante
10 min para luego dejar en reposo durante 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm por 20 minutos (Hamilton Bell, VanGuard
V6500, EUA). Se retir6d el sedimento y se pesod (P1). Los resultados se expresaron
como gramos de agua retenidos por gramo de peso seco de la muestra (g/g bs). La

CRA se calculé mediante la siguiente ecuacion:

30



CRA (g) _P1-"PO
g/ PO
Donde:

PO: peso de la muestra

P1: peso del sedimento

7.5.1.2 Capacidad de hinchamiento (CH)

La propiedad de hinchamiento es una medida de la relacién entre el volumen ocupado
por la muestra después de sumergirse en un exceso de agua y su peso real despues
de alcanzar el equilibrio (Raghavendra et al., 2005). Se us6 200 mg de muestra en
probeta graduada de 10 mL (VO), se adicionaron 10 mL de agua destilada y se mezclé
manualmente con una espatula por 5 minutos. Se dejé en reposo temperatura
ambiente por 24 horas para medir el volumen final de la muestra (V1). Los resultados
se expresaron como mililitros de agua por gramo de muestra (mL/g). La capacidad de

hinchamiento se midi6 mediante la ecuacion:

mL V1 — Vo
cr (=)

g/  Pesodela muestra

Donde:
V0: volumen inicial de la muestra

V1: volumen final de la muestra

7.5.1.3. Capacidad de retencion de lipidos (CRL)

Para la CRL se utilizé el mismo procedimiento previamente descrito para CRA, con la
modificacidon de que el agua destilada fue sustituida por aceite de girasol (Femenia et
al., 1997). Los resultados se expresaron como gramos de lipidos retenidos por gramo
de peso seco de la muestra (g/g bs). Se calculé la capacidad de retencion de lipidos

mediante la siguiente ecuacion:

g) P1 — PO

RL |=
¢ (g PO

Donde:
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PO: peso de la muestra

P1: peso del sedimento

7.5.1.4. Capacidad de retencién de glucosa (CRG)

Este método se encarga de medir la cantidad de glucosa que se retiene por gramo de
fibra dietética en una muestra (Ma y Mu, 2015). Para su determinacién se llevo a cabo
la metodologia descrita por Ou et al., (2001). Se prepard una solucién de DNS (acido
3,5 dinitrosalicilico), y para ello se calenté 80 mL de agua a 35°C en un matraz aforado
de 100 mL. Se afadié un 1 g de DNS, 1 g de NaOH, 20 g de tartrato de sodio y 0.05 g
de metabisulfito de sodio, cada reactivo se afadioé por separado hasta su disolucion.
Cuando la mezcla alcanzé la temperatura de 50°C se agrego 0.2 g de fenol, se aford
y se dejo en ebullicion por 1 min. Posteriormente, se enfrio a temperatura ambiente
para su almacenamiento por 16 h a 4°C hasta su uso.

Para la curva estandar (Anexo 1) se realizé una solucion de glucosa (concentracion 10
g/L), se peso 0.25 g de glucosa en 25 mL de agua destilada, posteriormente se hicieron
concentraciones 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 y 10 mg/mL (glucosa/agua destilada), a las
cuales se les aplicé la técnica de azucares reductores acorde con lo descrito por Miller
(1981). La cual consistio en tomar 30 pyL de cada concentracion, adicionar 180 pL de
DNS, mezclar con un vértex y mantener en ebullicion por 15 min, enfriar y anadir 1230
ML de agua destilada. Se midié la absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, Software Gen5 v. 2.09, EUA) y se us6 agua destilada
como blanco (para azucares reductores).

En tubos de centrifuga de 15 mL, se mezclaron 250 mg de muestray 10 mL de solucion
glucosada (concentrada a 0.5 g de glucosa en 100 mL de agua destilada) y un blanco
(250 mg de muestra con 10 mL de agua destilada), se homogeneizaron en un vortex.
La mezcla se mantuvo en una incubadora (Labtech, LSI-3016A, Korea) con agitacion
constante a 100 rpm por 6 h a 37°C y se centrifugd (Hamilton Bell, Vanguard V6500,
EUA) a 3500 rpm durante 15 min. Se utiliz6 el sobrenadante para realizar la técnica de
azucares reductores. Los resultados se expresaron como miligramos de glucosa

retenida por gramo (mg/g) de peso seco de la muestra.
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7.6. Extraccion de antioxidantes con solventes organicos

Se realizé una extraccion acuosa-organica (Saura-Calixto et al., 2010), se pesé 250
mg de muestra, se afiadidé 10 mL de metanol/agua (v/v), se agité a 300 rpm durante 30
min y se centrifugd (Hamilton Bell, VanGuard V6500, EUA) a 3400 rpm por 20 min. Se
reservo el sobrenadante, mientras que al precipitado se le agregé 10 mL de
acetona/agua (70%), y se continué con el mismo procedimiento antes descrito. Se
mezclaron los sobrenadantes obtenidos y se aforaron a 25 mL con la mezcla de
metanol/agua y acetona/agua (v/v). La extraccion obtenida se utilizé para cuantificar

compuestos fendlicos y medir su capacidad antioxidante.

7.7. Compuestos fendlicos totales (CFT)

Para determinar el contenido de fenoles totales se llevo a cabo el procedimiento de
Folin-Ciocalteu (Stintzing et al., 2004). Se prepard una solucion Folin-Ciocalteu (0.2 N)
a una proporciéon de 1:10, una solucién de carbonato de sodio (7.5 mg en 100 mL de
agua destilada) y la solucién de acido galico (AG) (7.5 mg en 25 mL de agua destilada).
Se elabord una curva estandar (Anexo 2) a las siguientes concentraciones 0, 100, 200
y 300 mg/L (AG/agua destilada). Luego, se aplicé la técnica tomando 100 yL de cada
concentracion, se agregaron 500 uL de solucion Folin y 400 pyL de solucién de
carbonato de sodio, la mezcla se agité en un voértex y se dejo reposar por 30 min. Se
midioé la absorbancia a 765 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, Software Gen5 v. 2.09, EUA), el blanco fue agua destilada. A las muestras se
les aplicd la misma técnica. Los resultados se expresaron como miligramos

equivalentes de acido galico por 100 g de base seca (mg EAG/100 g bs).

7.8. Capacidad antioxidante

7.8.1. Método ABTS

La actividad de eliminacion de radicales libres ABTS se determin6 de acuerdo a los
métodos descritos por Kuskoski et al., (2005). La solucion de ABTS 7 mM (76.8 mg en
20 mL de agua destilada) y el persulfato de potasio 2.45mM (6.6 mg en 10 mL de agua

destilada) se mezclaron para generar radicales libres de ABTS. Después se dejaron
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en incubacién por 16 horas en la oscuridad a temperatura ambiente. Mediante la
dilucion de la solucion de ABTS con agua destilada se obtuvo una lectura de
absorbancia de 0.7 £ 0.1 a 754 nm. Se realizd una curva estandar (Anexo 3) en
concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ymol/L con una solucién de Trolox (3.75 mg
en 50 mL de etanol). Para la técnica, se utilizaron 100 yL de muestray 900 pL de ABTS
y se dejaron reposar por 7 min. La absorbancia se leyé a 754 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software Gen5 v. 2.09, EUA), el blanco fue
agua destilada. A las muestras se les aplico la técnica previamente descrita. Se tomo
como estandar de referencia al Trolox y los resultados se expresaron como micromoles

equivalentes de Trolox por 100 g de base seca (umol ET/100 g bs).

7.8.2. Método DPPH

Este método se basa en que el radical posee un electron desapareado, es de color
azul-violeta, el cual reacciona ante la presencia de una sustancia oxidante
decolorandose a un amarillo palido (Luo, 2023). El ensayo de actividad de eliminacién
de radicales libres DPPH, se realizé de acuerdo al método descrito por Morales y
Jiménez-Pérez (2001). Se elabord una solucion de DPPH (7.4 mg/100 mL de etanol).
Posteriormente se realizé una curva estandar (Anexo 4) con Trolox (3.75 mg/50 mL de
etanol) en concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300 umol ET/L. Después, se aplico la
técnica, tomando 100 puL de muestra y se adicionaron 500 pL de solucion DPPH, se
dejoé reposar por 1 hora a temperatura ambiente y se leyé a 520 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software Gen5 v. 2.09, EUA), el blanco fue
etanol. Se aplicoé la misma técnica para las muestras y los resultados se expresaron

como micromol equivalente de Trolox por 100 g en base seca (umol ET/100 g bs).

7.8.3. Método FRAP

El analisis de potencial antioxidante de reduccion férrica (FRAP) se basa en la
reduccion del complejo férrico incoloro (Fe*+ tripiridil triazina) a un complejo ferroso de
color azul (Fe?+ tripiridiltriazina) por la accion de antioxidantes donadores de electrones
a pH bajo (Benzie y Strain, 1996). El reactivo FRAP (10:1:1) se prepard mezclando un
tampon de acetato (acetato de sodio anhidrido 0.3 M, pH 3.6 se ajusté con acido
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aceético glacial), TPTZ 10 mM (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), cloruro férrico 20 mM y HCI
40 mM vy sulfato ferroso 5 mM. Para la curva estandar (Anexo 5) de sulfato ferroso
(diluido en HCI 40 mM), se llevaron a cabo las siguientes concentraciones: 0, 20, 30,
40y 50 umol Fe (ll)/L. Posteriormente, se empled la técnica a las concentraciones, se
tomaron 30 pL de cada una, se agregd 90 uL de agua destilada y 900 uL del reactivo
de FRAP, se agitaron con un vortex y se dejaron reposar en un bafo de agua
(Lumistell, IH-6L, EUA) a 37°C por 10 minutos, Se leyeron en un lector leidas en un
lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software Gen5 v. 2.09, EUA) a 593
nm. Se us6 agua destilada como blanco. Se aplico la misma técnica a las muestras y
los resultados se expresaron en micromol de Fe*? por 100 gramos en base seca (umol
Fe (11)/100 g bs).

7.9. Bioaccesibilidad intestinal in vitro de antioxidantes

Los modelos de digestion in vitro son una simulacidon de los procesos de digestion
gastrointestinales, que representa simplificadamente las condiciones in vivo (Cabezas-
Teran et al., 2022). Se utilizé el modelo de digestion in vitro seguido de dialisis (Trinidad
et al., 1996), con algunas modificaciones (Ramirez-Moreno et al., 2017). Se pes6 1 g
de muestra liofilizada en tubos de centrifuga de 50 mL, se homogeneizaron en 20 mL
de agua y se ajusté el pH a 2.0 con HCI 6 M. Luego, se les agrego6 240 uL de solucion
de pepsina (40 mg de pepsina por mL de HCI 0.1 mol/L), se agité en un vértex y se
colocaron en una incubadora (Labtech, LSI-3016A, Korea) durante 2 h a 37°C en
agitacion constante (60 rpm). Después se agregaron 3 mL de solucion de bilis-
pancreatina (5 mg de pancreatina mas 12.5 mg de colato de sodio y 12.5 mg de
desoxicolato de sodio por 1 mL de NaHCO;) y agité en un vortex. Los productos
obtenidos de la digestidn se colocaron en membranas de dialisis con un tamafo de
corte 12 kDa (previamente sumergidas en agua destilada a ebullicién por 5 min) y se
dializaron en 250 mL de solucion de bicarbonato de sodio 0.025 M a pH 7.5, seguido
se dejaron en incubacion (Labtech, LSI-3016A, Korea) con agitacion a 60 rpm por 16
h a 37°C. Por ultimo, se almacené la fraccion bioaccesible (aquella que atravesé la
membrana de dialisis) para determinar el contenido de fenoles totales y su capacidad

antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP), de acuerdo a las metodologias descritas en los
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apartados 6.6.1 y 6.6.2 respectivamente. La fraccion no bioaccesible se almaceno en
tubos de centrifuga de 50 mL a -32°C y fueron liofilizados a 0.045 mBar a 52°C
(LABCONCO, FreeZone®, EUA). El indicador de bioaccesibilidad en el intestino
delgado es la diferencia de los parametros de la concentracion de fenoles en la fraccidn
dializada sobre la muestra antes (muestra original) y después del proceso de digestidon

in vitro.

7.10. Fermentacion colénica in vitro

La fraccién de la muestra que no atravesd la membrana se denomind fraccion no
bioaccesible. Este fue utilizado como sustrato en el modelo de fermentacion coldnica
in vitro. Se llevé a cabo en estrictas condiciones anaerébicas (Saura-Calixto et al.,
2006) utilizando sobres generadores de gas. El método de fermentacion coldnica in
vitro fue de acuerdo a Barry et al. (1995) y estandarizado por Gohi y Martin-Carrén
(1998), con modificaciones. Se preparo el medio anaerobio (adaptado por Goering,
1970) con pequenas modificaciones, la preparacion de las soluciones del medio
anaerobio se encuentra en el Anexo 6. En un matraz aforado de 500 mL, se agregd
1.25 g de ftripticaseina, 62.5 pL de solucién micromineral, 125 mL de solucién
macromineral y 125 mL de solucion buffer y se aford. EI medio anaerobio y la solucién
reductora se esterilizaron (Wacs-1080, Wise clave, EUA) por separado.
Posteriormente, al medio anaerobio se le agregd 16.75 mL de la solucidn reductora,
se agitdé y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Luego, en tubos de ensaye con
fondo plano de 50 mL se colocaron 100 mg de muestra previamente liofilizada (fraccion
no bioaccesible) y se utilizo como blanco aquel que no contenia sustrato (blanco
negativo, (B-)) y otro que contenia lactulosa (blanco positivo (B+) (sustrato
completamente fermentable). Se agregaron 16 mL de medio anaerobio, se colocaron
tapones de aluminio y se mantuvieron a 4°C por 16 h, con el objetivo de hidratar la
muestra. Después, se prepard una solucion de inéculo al 10% (p/v, material fecal y
medio anaerobio). Para ello, se recolecté 10 g de materia fecal en fresco en un vaso
estéril de 120 mL, disuelto en 90 mL de la solucién anaerobia estéril. Se mezclo, se
filtr6 con gasas estériles para eliminar las particulas grandes y se mantuvo a una

temperatura de 37°C hasta su uso.
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Pasado el tiempo de hidratacion de la muestra, se adicionaron a cada tubo de ensaye
4 mL del inéculo (preparado anteriormente) y se mezcldé manualmente con una
espatula de vidrio (hora 0), seguido se les colocé una pequefia tira de indicador
anaerobico que contiene resazurina (SIGMA-ALDRICH, BR0055B, UK) y se taparon
nuevamente. Luego, los tubos de ensaye se colocaron 1 en 1 en un contenedor
hermético y un sobre generador de gas (GASPAK EZ CAMPY, BD-2660680, UK) y se

cerro inmediatamente para generar las condiciones anaerobias (Figura 3).

Hora O Hora 24
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s

Figura 3. Modelo de fermentacion colénica in vitro

Los contenedores se colocaron en un bafio de agua con agitacion (LabTech, LSB-
015S, Korea) a 20 rpm durante 24 h a 37°C. Para detener la fermentacion (después
de las 24 h), se afadi6 2 mL de hidroxido de sodio 1 M. Previamente se tomaron
alicuotas al inicio (0 h) y fin (24 h) del estudio para la medicién de pH (210, Hanna
Instruments, EUA) y conteo de bacterias acido lacticas (Anexo 7). Las muestras se
centrifugaron (Beckman Coulter, Allegra 25R, EUA) a 10,000 rpm por 10 min, el
sobrenadante se almacend a -30°C para el analisis de antioxidantes (compuestos
fendlicos totales, ABTS, DPPH y FRAP).
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Para la preparacion del inéculo se utilizdé la mezcla de materia fecal proveniente de 4
sujetos (2 mujeres y 2 hombres) sanos, con edad entre 21 y 30 afos, sin consumo de
antibioticos en los ultimos 3 meses y con una alimentacion balanceada de acuerdo a
lo que menciona Zhang et al. (2019) y Klostermann et al. (2023). Previamente, los
donadores firmaron un consentimiento informado (Anexo 8), el cual fue aceptado en la
evaluacion del protocolo de investigacion por parte del Comité de Etica e Investigacion
del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
(UAEH). Dicha solicitud fue aprobada en enero de 2024 (Anexo 9).

7.10.1. Conteo de bacterias acido lacticas (BAL)

El recuento de bacterias acido lacticas (BAL), se realiz6 al tiempo 0 y 24 horas de la
fermentacion colénica in vitro. Se prepararon diluciones de la muestra, se tomaron 100
ML diluidos en 900 uL de caldo peptonado (DIBICO, México) previamente esterilizado
(Wacs-1080, Wise clave, EUA). Se realizé la siembra por extension en placa y se
tomaron 20 uL de cada dilucién. Se us6 agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (DIFCO,
México). Las cajas petri se colocaron en un contenedor de cierre hermético para
mantenerlas en anaerobiosis usando 2 sobres generadores de gas (GASPAK EZ
CAMPY, BD-2660680, UK) y una tira de indicador anaerdbico (resazurina) (SIGMA-
ALDRICH, BR0055B, UK) y se incub6 a 37°C durante 48 horas (IDF, 1997). Se realizd
el conteo de bacterias acido lacticas y los resultados se expresaron como unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) de muestra.

7.11. Analisis estadistico

Todos los experimentos se hicieron por triplicado, los resultados se expresaron como
la media = desviacion estandar (DE) y fueron analizados a través del modelo
unidireccional de varianza (ANOVA). Las diferencias entre las medias fueron

comparadas con una prueba Tukey, con un valor de significancia de p<0.05.

Para pH y bacterias acido lacticas después de fermentacion coldnica in vitro, se utilizé

una prueba t de Student con un nivel de significancia de p<0.05. Asimismo, se llevaron
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a cabo las demas pruebas previamente descritas. Se uso el paquete estadistico SPSS

version 25.0 para Windows.

8. Resultados y discusion

8.1 Propiedades fisicoquimicas

8.1.1. pH

Los valores de pH obtenidos de la cascara de guanabana se aprecian en la Figura 4.
La muestra control (>850 um) alcanzé un pH de 4.58 + 0.02, siendo significativamente

mayor (p<0.05) en comparacion con las demas muestras.
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Figura 4. Valores de pH en la cascara de guanabana a diferentes tamanos de particula.
a¢ | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.
CONTROL: cascara triturada (>850 um).

En contraste con otras matrices alimentarias, Sogi et al. (2013) reportaron que la
cascara de mango liofilizado y tamizado a 500 ym, obtuvo un pH de 4.29 + 0.12.
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Mientras que en una cascara de granada con un tamafo de particula de 297 ym, se
alcanz6 pH de 3.24 + 0.08 (Sarkar et al., 2024). Esto puede ocurrir porque, al reducir
el tamano de particula, los acidos organicos se separan de los componentes a los que

estan ligados, lo que provoca una disminucién del pH (Corona et al., 2019).

8.1.2. Sdlidos solubles totales (SST)

En la Figura 5 se pueden observar los valores de SST de la cascara de guanabana.
La muestra tamizada a 250 ym present6 la cifra mas alta con 4.13 + 0.06 °Brix, a
diferencia de la particula de 850 ym y el control, que alcanzaron cifras mas bajas con
1.20 £ 0.00 y 1.03 = 0.06°Brix, respectivamente.

(&)
1

Sdlidos solubles totales (°Brix)
w

CONTROL 250 um 500 pm 850 pm
Tamarno de particula
Figura 5. Valores de solidos solubles totales (°Brix) en la cascara de guanabana a
diferentes tamafos de particula. ¢ Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) entre las muestras. CONTROL.: cascara triturada (>850 um).

En un estudio con cascara de jaboticaba liofilizada (tamafio de particula de 149 ym),
obtuvieron 6.6 * 0.3 °Brix (Gurak et al., 2014). Por otro lado, en cascara de granada a

297 um se alcanzaron valores de 6.24 + 0.20 °Brix (Sarkar et al., 2024). De acuerdo a
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Shojaeiarani et al. (2020), una reduccién en el tamafo de particula podria incrementar
la liberacién de los SST, debido a la ruptura de la estructura de la fibra, lo que

expondria la superficie interna de la cascara a los disolventes, como el agua.

8.1.3. Color

Los parametros de color en la cascara de guanabana se aprecian en la Tabla 1. En el
parametro L* (luminosidad) se registraron cifras entre 49.39 y 68.53, para la

coordenada a* entre -2.79 y 0.03, y la coordenada b* entre 22.36 y 30.65.

Tabla 1. Parametros de color en la cascara de guanabana a diferentes tamafios de

particula

Tamano de particula

Coordenadas CONTROL 250 pym 500 pym 850 uym
L* 49.39+0.322 68.53+0.28¢ 65.16+0.04° 64.67 £0.11°
a* -2.79+0.032 -0.85+0.05¢ -1.73+0.03° 0.03+0.01¢
b* 22.36 +0.112 26.28+0.09° 28.79+0.08° 30.65+0.14 ¢
h° 96.22+0.369 91.58+0.04> 9268+0.12°¢ 90.00 £ 0.09 @
c* 22.45+0.172 26.29+0.09° 28.83+0.07° 30.65+0.14
AE - 19.63+0.21°> 17.06 +0.28 2 17.61+0.17 2

ad | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.
CONTROL: cascara triturada (>850 um).

En la luminosidad (L*) se observé un aumentd al disminuir el tamafno de particula, la
cascara de 250 ym presentd la cifra mas alta con 68.53 = 0.28 (p<0.05). En la
coordenada a*, la cascara de 850 um alcanzé el parametro mas alto con 0.03 £ 0.01
(p<0.05) por sobre las demas muestras, los cuales fueron negativos, indicando una
tendencia hacia el color verde. Del mismo modo para la coordenada b*, la cascara de
850 um alcanz6 un valor superior a las demas muestras (p<0.05) con 30.65 + 0.14,
asimismo todas las muestras dieron valores positivos, por lo cual denotan una
inclinacion al color amarillo (Tabla 1). Estos resultados fueron en contraste con una

cascara de sandia liofilizada (149 ym) que obtuvo datos de 53.72 (L*), -0.67 (&%) y
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21.04 (b*) (Sangwan et al., 2024), menores a los reportados en este estudio a un

tamano de particula de 250 pm.

Para la tonalidad (h°), la cascara de guanabana a diversos tamafos de particula,
mostraron un rango entre 90.00 y 96.22, ubicandose entre el angulo 90 y 180°, lo cual
indica tonalidades amarillas-verdes, siendo la cascara control la que obtuvo el dato
mas elevado (96.22 + 0.36). En cascara de manzana verde liofilizada (Granny Smith)
sin tamizar se report6 95.7 (Henriquez et al., 2012), similar al encontrado en la muestra
control. En cambio, Ledo et al. (2017) en un subproducto (epicarpio y mesocarpio) de
pequi (Caryocar brasiliense Camb.) secado al horno y con un tamafio de particula de
425 pm, alcanzo6 un valor de 70.2, este resultado fue menor al presentado en este
estudio a un tamafo de particula de 500 um. Por otra parte, la pureza o croma (C¥),
obtuvo cifras entre 22.45 y 30.65, siendo la cascara tamizada a 850 ym mayor
significativamente (p<0.05) (Tabla 1). Los valores de C* fueron similares a una cascara
de granada a 297 ym (26.78) (Sarkar et al., 2024).

Respecto a la diferencia de color (AE), la muestra control se consider6 como
referencia. El rango obtenido fue de 17.06 a 19.63, donde a menor tamafio de particula
hubo una diferencia evidente (Tabla 1). Segun Mokrzycki y Tatol (2011) una diferencia
con valor <2 puede ser detectada por una persona con experiencia y cuando es =2 5
cualquier persona puede distinguir la diferencia de color. La disminucién del tamafio
de particula posiblemente incrementa las interacciones entre los enlaces moleculares
y disminuye el volumen libre en la matriz alimentaria (Karakus et al., 2023). Lo anterior
resulta en una superficie mas uniforme y homogénea, que podria reflejar la luz y
generar una superficie con mayor absorcion y dispersién de la luz (Yuan et al., 2023).
Mientras que, al incrementar el tamafo de particula, la superficie se vuelve mas
heterogénea, por lo tanto, aumenta la longitud de la luz, eleva la absorbancia y reduce

la reflectancia, ocasionando diferencias en a*, b*y C* (Hidalgo et al., 2014)

Por otro lado, en la Figura 6 se muestra el color de las cascaras desde 2 angulos. El

primero fue usando los valores obtenidos en las coordenadas L*, a* y b*, los cuales se
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introdujeron en el calculador de color EasyRGB, con el propdsito de mostrar
objetivamente el color de cada muestra (Figura 6A-D). En segundo lugar, se presenta
el color de la cascara como el individuo la visualiza (Figura 6a-d) y éste fue obtenido a
través de una camara digital. Por lo tanto, es factible detectar una diferencia entre los
colores captados por la camara digital (Figura 6a-d) y los captados por el calculador
de color (Figura 6A-D). Se observa que en la Figura 6B, la cascara de 250 ym tuvo
mayor luminosidad en contraste con las demas muestras. Esto se refleja en las
imagenes obtenidas por los instrumentos utilizados y, a su vez coincide con el
resultado de la coordenada L* mostrado en la Tabla 1. Cabe mencionar que también
se aprecia la diferencia de color (AE) en la Figura 6, distinguiéndose al menos 2 colores
respecto a la muestra control. Por lo que es acorde con lo antes mencionado (valores

>5 indican que cualquier sujeto es capaz de distinguir la diferencia de color).

Figura 6. Color obtenido de la cascara de guanabana. a) CONTROL: cascara solo
triturada (>850 pm), b) 250 pym, ¢) 500 um y d) 850 um.

8.2 Fibra dietética total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI)

En la Tabla 2 se observa el contenido de fibra dietética en la cascara de guanabana a
diferentes tamanos de particula. Las cascaras de todos los tamafos de particula
presentaron elevado porcentaje de fibra total, a excepcion del tamafio de 250 ym. Se
distinguié un mismo comportamiento en el contenido de FDI. Sin embargo, para la
fraccion soluble, la cascara de menor tamafio (250 um) registré el mayor porcentaje
significativamente (p<0.05) con 6.11% en relacién con las otras muestras.
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Tabla 2. Contenido de fibra dietética total, soluble e insoluble de la cascara de

guanabana a diferentes tamafos de particula

Tamaho de Fibra dietética (%)
particula
Total Soluble Insoluble
CONTROL 76.18 +2.40° 3.39+£0.202 72.79+227°
250 um 4519+2.482 6.11+£0.29¢ 39.09+2522
500 um 74.06 + 2.09° 4.45+0.22°" 69.61+2.16°
850 ym 77.28 +2.43° 435+0.22°" 72.92 +2.41°

ac | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la

misma columna. CONTROL.: cascara triturada (>850 um).

En base a una investigacion realizada por Villacis-Chiriboga et al. (2023) sobre cascara
de guanabana liofilizado a un tamafio de particula de 425 pm, el contenido de FDT,
FDS y FDI fue de 44.46%, 4.05% y 40.42% respectivamente, estos datos fueron
inferiores a los reportados en este trabajo. La diferencia entre la cascara de guanabana
analizada en este estudio y la de Villacis-Chiriboga et al. (2023) podria ser debido al
grado de maduracion, las condiciones climaticas y de almacenamiento, el tamano de
particula al que fue expuesto el fruto, asi como los procedimientos y métodos de
extraccion (De Morais et al., 2015; Arruda et al., 2023). Cabe destacar que el mayor
contenido de FDS en la muestra de menor tamafio de particula, podria deberse a la
degradacion de la fibra insoluble como la hemicelulosa, celulosa y lignina durante la
molienda, ya que se rompe los enlaces de hidrégeno intramoleculares, ocasionando
una redistribucion de la fraccion soluble (Liu et al., 2016; Zheng et al., 2023; Weng et
al., 2022).

Por otro lado, la presencia de un alto contenido de FDI podria atribuirse a la
caracteristica propia de las cascaras, ya que las células vegetales estan rodeadas por
una pared celular rigida compuesta por fibra insoluble (Ahmad y Khalid, 2018). En
contraste con la FDS que se encuentra en menor cantidad en las cascaras de frutas,
debido a que forman estructuras mas suaves como geles y mucilagos (Wang et al.,
2022). Los resultados son relevantes, ya que, a nivel fisiolégico, el FDS podria reducir

el contenido de colesterol en la sangre, regular el equilibrio de la glucosa y prevenir el
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cancer colorrectal (Li et al., 2024). Mientras que el FDI podria contribuir a la reduccién
de la presion arterial mediante la absorcion de colesterol y sales biliares. En el aspecto
tecnologico, un alto contenido de FDT mejoraria la textura, reologia, caracteristicas
sensoriales, nutricionales, estabilidad y vida util de los alimentos, debido a sus

propiedades funcionales (Fayaz et al., 2022).

8.3 Propiedades funcionales de la cascara de guanabana

8.3.1 Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se evalud la capacidad de retencion de agua en las cascaras de guanabana en
distintos tamanos y los resultados se muestran en la Figura 7. La cascara de menor
tamano (250 um) tuvo significativamente la mayor CRA con 8.62 + 0.18 g/g bs, en
comparaciéon con las demas muestras. Este valor fue mayor a un estudio en cascaras
de mango a 250 ym y 180 ym (7.79 y 8.18 g/g bs) (Serna-Cock et al., 2015). Una
reduccion en el tamaino de las particulas provoca cambios en la estructura interna de
las fibras, aumentando su porosidad y area superficial (Jiang et al., 2022). En
particular, la fibra soluble tiene una mayor probabilidad de exponer mas grupos
hidroxilo, los cuales pueden formar enlaces de hidrogeno con el agua, lo anterior
incrementa su capacidad para retener mas moléculas de agua (Luo et al., 2018; Huang
et al., 2020). La capacidad que tiene la cascara de guanabana para retener agua
podria impactar a nivel fisioldgico, ya que incrementa el bolo fecal, disminuyendo la
absorcion de glucosa, grasa y colesterol en sangre (Dias et al., 2020). Mientras que, a
nivel tecnoldgico, la fibra soluble propicia una viscosidad media y la formacion de geles
(Ozyurt & Otles, 2016).
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Figura 7. Capacidad de retencidén de agua (g/g bs) en la cascara de guanabana a
diferentes tamafos de particula. ¢ Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) entre las muestras. CONTROL.: cascara triturada (>850 um).

8.3.2 Capacidad de hinchamiento (CH)

Se midié la capacidad de hinchamiento de la cascara de guanabana a diversos
tamanos de particula (Figura 8). Al igual que la CRA, la cascara con tamano de 250
pum, fue mayor significativamente (9.99 + 0.01 mL/g bs) (p<0.05) respecto a las demas
muestras. Esta cifra fue mas alta respecto a una cascara de granada (4.28 £ 0.29 mL/g
bs) a 294 uym (Sarkar et al., 2024).

El resultado se podria atribuir a cambios en la superficie de la fibra soluble inducidos
por la reduccién del tamano de particula, esto expone mas grupos hidrofilos y formas
dipolares en la superficie de la fibra, facilitando la interaccion con el agua y por lo tanto
mejora la CH (Feng et al., 2022; Jiang et al., 2022).

Fisiolégicamente la CH, al expandir el volumen de los alimentos, reduce la ingesta de
calorias y aumenta la sensacion de saciedad (Lambert et al., 2016). Ademas, la CH

promueve la salud intestinal, debido a que regula la microbiota, favorece la eliminacion
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de carcinogenos y disminuye el riesgo de enfermedades como el cancer de colon
(Morozov et al., 2018; He et al., 2021; Fu et al., 2022).

En el aspecto tecnolégico, la CH (al igual que la CRA) incrementa la viscosidad de las
mezclas alimentarias, proporciona estabilidad y espesor; también, ocasiona mayor
volumen a los alimentos, util para productos como panes, pasteles o salsas, ya que
absorbe mas agua, reduce la deshidratacién de los alimentos (Villacis-Chiriboga et al.,
2023; Zheng et al., 2023).
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Figura 8. Capacidad de hinchamiento en la cascara de guanabana a diferentes
tamarios de particula. @9 Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre

las muestras. CONTROL: cascara triturada (>850 um).

8.3.3. Capacidad de retencion de lipidos (CRL)

La Figura 9 muestra los valores obtenidos en la capacidad de retencion de lipidos
(CRL) en la cascara de guanabana a 3 tamafos de particula. Las muestras
presentaron un rango de 2.92 y 3.42. La cascara de 250 ym fue mayor (p<0.05) con

3.77 £ 0.10 g/g bs, respecto a las demas muestras. Los resultados de la particula de
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menor tamafo de este estudio fue similar a una cascara de aguacate (300 pym) con
3.10 £ 0.16 g/g bs (Dias et al., 2020).
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Figura 9. Capacidad de retencion de lipidos en la cascara de guanabana a diferentes

tamanfios de particula. 9 Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre

las muestras. CONTROL: cascara triturada (>850 pym).

Esto sugiere que, al disminuir el tamafio de particula, incrementa el area de superficie
especifica y la porosidad, caracteristicas que facilitan la exposicion de grupos no
polares adicionales como hidrocarburos, ésteres, entre otros (Li et al, 2024). El
aumento de grupos hidrofébicos podria mejorar la interaccion molecular y las fuerzas
de Van der Waals de las particulas de aceite, ademas de mejorar su adhesién e inhibir
su pérdida y asi obtener una buena capacidad de retencion de lipidos (Jia et al., 2019;
He et al., 2023).

A nivel fisiolégico, una alta CRL podria reducir el nivel de colesterol sérico al absorber
grasa o aceite en el tracto gastrointestinal (Cui et al., 2019; Yang et al., 2024). Ademas

de modular la oxidacién y acumulacién de grasa dentro del cuerpo, incrementar la
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cantidad de grasa en las heces y posiblemente ayudar en el mantenimiento o la
reduccion de peso (Xie et al., 2017).

Respecto a su posible aplicacion tecnologica, esta propiedad podria estabilizar
emulsiones alimentarias, dar textura a productos alimenticios, mantener el sabor y
mejorar las caracteristicas sensoriales de los alimentos (Pathania y Kaur, 2021;
Siddiqui et al., 2023, Pramana et al., 2024).

8.3.4. Capacidad de retencién de glucosa (CRG)

Los resultados de la capacidad de retencion de glucosa (CRG) se muestran en la figura
10. La muestra control obtuvo la cifra mas alta significativamente (p<0.05) con 254.67
+ 6.32 mg/g bs, mientras que la cascara de guanabana a un tamafo de 250 um no se
le detectd esta capacidad. En un estudio realizado en cascara de aguacate con un
tamafo de particula >850 ym, se obtuvo una CRG de 87.68 + 1.35 mg/g bs (Palma-
Gonzalez, 2023), valor que fue menor en comparacion con la cascara de guanabana
al mismo tamafio de particula. Por lo tanto, este resultado sugiere que, a un mayor
tamafo de particula existe un area de superficie mas compleja, lo que facilita la
formacion de una red de fibras insoluble capaz de atrapar mas moléculas de glucosa
(Yan et al., 2024; Vathsala et al., 2024).

La capacidad de retencién de glucosa esta relacionada con el aspecto tecnolégico de
los alimentos, ya que es util para mejorar su textura (Ma et al., 2023). Por otro lado, a
nivel fisiolégico, la CRG que presenta la cascara de guanabana podria ralentizar la
difusion de glucosa y asi retrasar la absorcion en el tracto gastrointestinal e inhibir el
aumento de la glucosa en sangre postprandial (Zheng et al., 2016; Dong et al., 2019).
A su vez, podria actuar como un hipoglucemiante en el tratamiento de la diabetes (He
et al., 2021).
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Figura 10. Capacidad de retencién de glucosa en la cascara de guanabana a diferentes

tamarfios de particula. 2P Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre
las muestras. CONTROL: cascara triturada (>850 um). N/D: No detectado.

8.4. Compuestos fendlicos totales

En la Tabla 3 se presenta el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) en la
cascara de guanabana durante el proceso de digestidn in vitro, mostrando resultados
de la bioaccesibilidad in vitro, tanto en intestino delgado como grueso (muestra original,
muestra bioaccesible y fermentable). En la muestra original (extraccion organica-
acuosa), se observa que la cascara con tamafo de 250 um obtuvo valores
significativamente mayores (6390 + 148.63 mg EAG/100 g bs), en comparacion con
las demas muestras. Mientras que la muestra de 850 pm registré el menor contenido
fendlico (3340 £ 12.37 mg EAG/100 g bs). En un estudio realizado sobre la cascara de
mandarina tamizada a 149 ym, se evalu6 el contenido de compuestos fendlicos totales,
alcanzando 1547 + 39 mg EAG/100 g bs (Wang et al., 2023), lo que fue inferior al
presente estudio. Esto sugiere que las particulas mas pequenas, al tener una mayor
area superficial, permiten mayor tasa de transferencia de masa, facilitando la liberacién
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de compuestos fendlicos incrustados en la matriz fibrosa (Ahmed et al., 2019). A nivel
tecnoldgico, la cascara de guanabana, debido a su alto contenido de CFT, podria ser
utilizada como aditivo alimentario (conservador) para mejorar la calidad de los

productos alimenticios (Skendi et al., 2022).

Tabla 3. Compuestos fendlicos totales (mg EAG/100 g) en la cascara de guanabana

a diferentes tamafios de particula.

Tamaiio de Muestra Fracciéon Muestra
particula Original Bioaccesible Fermentable
CONTROL 4190.00 £ 167.36 ° 461.44 +7.66° 5667.20 + 40.33 ¢
250 ym 6390.00 £ 148.63 © 566.10 £ 3.40 ¢ 10718.40 + 83.95 ¢
500 pm 4328.10 £ 121.71° 31487 £1.402 2411.20 £60.97 ©
850 um 3340.00 £ 12.37 @ 299.67 £ 19.96 @ 2129.60 £ 54.96 @

EAG/100 g: equivalentes de acido galico por 100 g de base seca. 29 Letras diferentes
indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la misma columna.
CONTROL: cascara triturada (>850 um).

Respecto a la muestra bioaccesible, también la cascara de 250 ym mostré un
contenido de compuestos fendlicos totales mas alto (566.10 £ 3.40 mg EAG/100 g bs)
en comparacién con las demas muestras (Tabla 3). En una investigacion sobre
cascara de mango tamizada a 250 pym, se encontré 1175 mg EAG/100 g bs (Zahid et
al., 2022), superior al obtenido en el presente estudio. Como se menciono
anteriormente, la reduccion del tamafio de particula impacta positivamente en la
liberacion de compuestos, y por lo tanto, podria aumentar su bioaccesibilidad en
comparacién con particulas de mayor tamarfio (Vasiluk et al., 2023). Sin embargo, la
incompleta bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos podria explicarse por la
inestabilidad de éstos frente a las enzimas digestivas y los cambios de pH, lo que
conduce a su degradacion o biotransformacién en metabolitos (Pinto et al., 2023a).
Asimismo, los compuestos fendlicos no liberados permanecen unidos a proteinas,

celulosa y lignina a través de enlaces covalentes, retenidos en la fraccion no
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bioaccesible (Pinto et al., 2023b), los cuales se van a colon y probablemente son

fermentados por la microbiota.

Después de la fermentacion coldnica in vitro, la cascara con tamafio de 250 pm
presento valores de 10718.40 + 83.95 mg EAG/100 g bs, significativamente superiores
a las demas muestras (Tabla 3). Cardenas-Castro et al. (2021) encontraron 20.61 mg
EAG/100 g bs en la cascara de tomate (500 ym), mientras que en cascara de tuna
(500 um) se reportdé 316 mg EAG/100 g bs (Manzur-Valdespino, 2022), resultados
inferiores a los presentados en esta investigacion. Esto sugiere que un tamafio de
particula mas pequefio, al exponer una mayor area superficial, ocasiona el
rompimiento de la pared celular de la matriz alimentaria (Hu et al., 2023; Xie et al.,
2024), lo que facilita la liberacion de los compuestos fendlicos totales de la fibra, que
se encuentran unidos a la celulosa, hemicelulosa y proteinas estructurales (Zhang et
al., 2020). Esto permite su metabolizacion en compuestos fendlicos simples bajo la
accion de las enzimas digestivas y de la microbiota intestinal (Zhang et al., 2022; Hu
et al., 2023). Ademas, la microbiota metaboliza los fenoles liberados en otros fenoles
o derivados fendlicos mediante reacciones de divisibn de anillo, reduccion,
descarboxilacion, desmetilacion y deshidroxilacion (Wu et al., 2022; Hu et al., 2023),

lo que explica el aumento significativo en su contenido.

Los CFT son conocidos por su actividad antioxidante (Guan et al., 2021),
antimicrobiana (Wu et al.,, 2018), antiinflamatoria (Kauffmann y Castro, 2023),
anticancerigena (Bilgin et al., 2022; Mohammed et al., 2023), antimutagénica (Sahu et
al., 2023), antihipertensiva (Ahmed et al., 2019), antidiabética (Lv et al., 2020;
Sansenya et al., 2022), hepatoprotectora (Ramos et al., 2021) y neuroprotectora (Al-
Khayri et al., 2022). Por lo tanto, su consumo podria prevenir las patologias antes

mencionadas.
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8.5 Capacidad antioxidante

8.5.1 ABTS

La cascara de guanabana con un tamafio de particula mas pequefio (250 ym) en la
muestra original mostr6 mayor capacidad antioxidante (13032.31 + 298.95 umol
ET/100 g bs), en comparacién con la cascara que solo se trituré (>850 pm), que
presentd menor capacidad antioxidante (6976.87 + 143.34 umol ET/100 g bs) (Tabla
4). En un estudio sobre la cascara de aguacate tamizada a 250 uym se reportaron
valores de 1934.30 + 138.26 ymol ET/100 g bs (Palma-Gonzalez, 2023). Mientras que
Sogi et al. (2013) analizaron la cascara de mango tamizada a 500 uym, encontrando
1970 pmol ET/100 g bs. Estos valores fueron inferiores a los registrados para la
cascara de guanabana con el mismo tamafo de particula. Se ha informado que la
reduccion del tamafo de particula provoca la fragmentacion celular de la matriz
alimentaria, lo que aumenta la superficie especifica (Weng et al., 2022). Esto facilita la
dispersabilidad y, en consecuencia, incrementa la liberacibn de componentes

bioactivos, resultando en una mayor capacidad antioxidante (Hong et al., 2020).

Tabla 4. Capacidad antioxidante medida por ABTS (umol ET/100 g) en la cascara de

guanabana a diferentes tamanos de particula.

Tamano de Muestra Fraccion Muestra
particula Original Bioaccesible Fermentable

CONTROL 5976.87 + 143.34 @ 2536.00 +29.01°  26428.39 + 1261.55 @
250 ym 13032.31£298.95¢  3229.13+91.16¢ 61439.14 £ 937.02 ©
500 uym 7868.03 + 164.96 P 2785.33+21.32°¢ 36245.59 + 758.83 °
850 um 7731.97 £262.41° 1879.70 £ 52.752  34353.12 +2145.92°

ET: equivalentes de Trolox por 100 g de base seca. 29 Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la misma columna. CONTROL:

cascara triturada (>850 pm).

En la fraccion bioaccesible, la muestra con un tamafio de particula de 250 um, la
capacidad antioxidante fue de 3229.13 + 91.16 umol ET/100 g bs, significativamente
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mas alta que en las demas muestras (Tabla 4). En contraste, se encontré que la
cascara de naranja brocada (Citrus sinensis) tamizada a 149 ym tuvo 692 umol ET/100
g bs (1.73 mg ET/g bs) (Wang et al., 2023).

Cuando el tamafio de particula es reducido, puede aumentar la capacidad antioxidante
durante la bioaccesibilidad (Lyu et al., 2020). Sin embargo, dado que las cascaras
vegetales estan compuestas principalmente por fibras, esto dificulta la interaccién con
enzimas digestivas como la pepsinay la tripsina (Su et al., 2018). Ademas, el pH neutro
o ligeramente alcalino puede interferir en la solubilidad de los compuestos bioactivos

y por lo tanto en su capacidad antioxidante (Wang et al., 2016).

Después de la fermentacion coldnica in vitro, la cascara de guanabana de 250 pm
presenté 61439.14 + 937.02 ymol ET/100 g bs, significativamente mayor (p<0.05) a
diferencia de las demas muestras (Tabla 4). Estos resultados superaron los obtenidos
para el polvo de semilla de guanabana secado a calor (2000 um), que alcanz6 2039
pmol ET/100 g bs (Andrade et al., 2022).

Las particulas con tamano mas pequefio al presentar area de superficie mayor, las
hace mas susceptibles a la accién de la microbiota intestinal (Hu et al., 2023). Como
resultado, los polifenoles, al estar mas expuestos se metabolizan en otros compuestos,

lo que incrementa la capacidad antioxidante (Zhang et al., 2023).

Debido a su alta capacidad antioxidante, la cascara de guanabana podria proteger las
células vy tejidos del dafo al capturar radicales libres, formar complejos con iones
metalicos y prevenir la extraccion continua de hidrogeno (Mucha et al., 2021). Ademas,
al neutralizar los radicales libres y promover otros procesos en el cuerpo, podria ayudar
a prevenir enfermedades crénicas (Zheng et al., 2023).

8.5.2 DPPH

La capacidad antioxidante medida por DPPH en la cascara de guanabana se presenta
en la Tabla 5. En la muestra original, la cascara tamizada a 250 um mostré capacidad

54



antioxidante significativamente superior, con 28084.36 + 1930.47 ymol ET/100 g bs,
en comparacion con las demas muestras. En otras matrices alimentarias como la
cascara de calabaza (Cucurbita maxima) tamizada a un tamafio de particula de 60 um,
presentd 1534.9 + 11.8 umol ET/100 g (Gavril et al., 2024), y en una cascara de mango
tamizada a 500 ym, se reportd 21900 pmol ET/100 g (Sogi et al., 2013), los cuales

fueron inferiores a lo observado en este estudio.

Tabla 5. Capacidad antioxidante medida por DPPH (umol ET/100 g bs) en la

cascara de guanabana a diferentes tamafios de particula.

Tamaiio de Muestra Fraccion Muestra
particula Original Bioaccesible Fermentable
CONTROL 21963.85 £ 440.75 ° 532.11 £ 16.64 @ N/D
250 pm 28084.36 + 1930.47 °© 622.07 £ 7.68° 4216.67 + 420.07
500 pm 23112.56 + 1485.74 >  569.99 + 24.09 @ N/D
850 um 15627.95 £ 497.41 2 537.24 £ 36.96 @ N/D

ET: equivalentes de Trolox por 100 g de base seca. 2° Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la misma columna. CONTROL.:

cascara triturada (>850 um). N/D: No detectado.

La fraccion bioaccesible de la particula de 250 um alcanzé capacidad antioxidante
significativamente mas alta (622.07 + 7.68 pmol ET/100 g bs) en comparacién con la
muestra control y a 850 um (Tabla 5). Este resultado fue menor que los reportado por
Wang et al. (2023) en una cascara de naranja (Citrus sinensis) tamizada a 149 um,
que mostré valor de 1012 pmol ET/100 g bs (2.53 mg ET/g bs).

En cuanto a la fermentacion coldnica in vitro, solo la muestra de 250 ym mostré
capacidad antioxidante (4216.67 + 420.07 ymol ET/100 g bs), mientras que en las
demas cascaras no se detectd (Tabla 5). Hasta la fecha, no se han encontrado
investigaciones sobre la capacidad antioxidante por DPPH en cascara de guanabana

después del proceso de fermentacion colénica in vitro. Sin embargo, en un estudio
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realizado en semillas de guanabana secadas al horno con circulacién de aire forzado
y trituradas a 2000 pm, alcanzé 6291 umol ET/100 g (Andrade et al., 2022).

Qi et al. (2023) sugieren que la disminucion de la capacidad antioxidante podria
deberse al cambio en un pH mas elevado durante la fase intestinal. Después del
periodo de fermentacion, es probable que los compuestos antioxidantes hayan
experimentado cambios estructurales, como la desprotonacion de los grupos hidroxilo
(Bouayed et al, 2011). No obstante, estos compuestos disminuyeron
significativamente a las 24 horas, lo que sugiere que los compuestos antioxidantes

podrian metabolizarse tardiamente durante la fermentacién (Zhang et al., 2023).

8.5.3 FRAP

Se evaluod la capacidad antioxidante por FRAP en la cascara de guanabana a distintos
tamanos de particula (Tabla 6). En la muestra original, la cascara tamizada a 250 um
presento la capacidad antioxidante mas alta (p< 0.05), con una cifra de 207.08 + 3.95
umol Fe(l1)/100 g bs. Estos resultados fueron superiores en comparacion a una
cascara de sandia (>850 um), que alcanz6 una capacidad antioxidante de 67.38 + 2.18
pmol Fe(l1)/100 g (De Faria et al., 2023), asi como la cascara de mango tamizada a
500 pm, que obtuvo 134 umol Fe(l1)/100 g (Sogi et al., 2013). Estos hallazgos son
consistentes con los reportados previamente en el contenido de compuestos fendlicos
totales, sugiere que, al reducir el tamafio de particula, incrementa el area superficial y
facilita la liberacion de compuestos antioxidantes que propician un aumento en la
capacidad antioxidante para neutralizar radicales libres y prevenir el daio oxidativo
(Ahmed et al., 2019). Por lo tanto, estos compuestos podrian relacionarse con la

capacidad antioxidante medida por FRAP.

En la muestra bioaccesible, la cascara de 250 ym mostré una capacidad antioxidante
de 26.84 £ 0.45 pmol Fe(l)/100 g bs, siendo significativamente mayor en comparacién
con las demas muestras (Tabla 6). Dato que fue superior al reportado por Wang et al.
(2023) en una cascara de naranja tamizada a 149 pm, que mostré 18296 pmol
Fe(11)/100 g (45.74 mg ET/g bs).
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Tabla 6. Capacidad antioxidante medida por FRAP (umol Fe(II)/100 g) en la cascara

de guanabana a diferentes tamafios de particula.

Tamaiio de Muestra Fracciéon Muestra
particula Original Bioaccesible Fermentable
CONTROL 90.49+0.52° 22.85+0.44°¢ 52.94 £+ 1.26 ¢
250 uym 207.08 + 3.95¢ 26.84 £ 0.45¢ 78.85+0.82 ¢
500 uym 149.38 £ 0.74 ¢ 21.35+0.08° 16.17 £0.16
850 um 138.68 + 1.55° 18.23 £ 0.07 @ 9.74 £ 0.09 @

ad | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la

misma columna. CONTROL.: cascara triturada (>850 um).

Para las muestras fermentadas, la cascara de 250 um registré el valor mas alto con
78.85 + 0.82 ymol Fe(11)/100 g bs, superando significativamente (p<0.05) a las demas
cascaras (Tabla 6). En un estudio realizado por Andrade et al. (2022), en semillas de
guanabana tamizadas a 2000 ym, reporté 295 ymol Fe(Il)/100 g.

La capacidad antioxidante presente en la cascara de guanabana, reduce el dano
causado por el estrés oxidativo, protegiendo el tracto gastrointestinal antes de que
estos compuestos entren en circulacion sistematica (Shi et al., 2022; Kruk et al., 2022).
Esto es crucial, ya que podria ayudar a prevenir enfermedades cronicas y canceres,

como el cancer de colon (Liu et al., 2019).

8.6 Cambio de pH durante fermentacion coldnica in vitro

En la Figura 11 se muestran los valores de pH al inicio (hora 0) y después de 24 horas
del proceso de fermentaciéon coldnica in vitro. El rango de pH en la hora cero fue de
9.34 a 9.49. La muestra a tamafo de particula de 250 ym comenzd6 con el pH
significativamente mas bajo (9.34 + 0.01) en comparacion con las demas cascaras
(p<0.05). Tras 24 horas de fermentacién, todas las muestras experimentaron una
disminucion significativa en el pH, siendo el blanco positivo (lactulosa), el que alcanzé
el valor mas bajo con 8.15 £ 0.01. Es coherente, ya que la lactulosa es un compuesto

totalmente fermentable. En segundo lugar, se encontraron las cascaras de 250 um vy
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500 ym, que obtuvieron pH de 8.50 £ 0.12 y 8.63 + 0.02 respectivamente. Se puede
observar que la lactulosa disminuy6 considerablemente 1.32 unidades, seguido de la
cascara de 250 pm y 500 ym con 0.84 y 0.79 unidades, respectivamente, ambos
respecto al tiempo inicial. Cardenas-Castro et al. (2021) observaron un
comportamiento similar en cascara de tomate tamizada a 500 ym, donde el pH inicial
oscilaba entre 6.9 y 7.2. Después de 48 horas de fermentacién, el pH disminuyd
aproximadamente 1 unidad. Aunque estos valores fueron menores que los reportados

en el presente estudio, la tendencia es comparable.

Al disminuir el tamafo de particula de la matriz vegetal, aumenta su area de superficie
y afecta su composicion, resultando en un contenido mas elevado de fibra soluble, esto
incrementa la tasa de fermentacion debido a la mayor accesibilidad de los
microorganismos a los sustratos (Yao et al., 2022; Xie et al., 2024). Asimismo, la
reduccion de pH en el lumen coldnico desempefia un papel crucial para la inhibicién
de microorganismos patégenos (Sanders et al., 2019), lo que podria estar relacionado
con el crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) y acidos grasos de cadena corta
(AGCC), quienes son los principales responsables de la disminucion del pH (Peredo-
Lovillo et al., 2020). Por lo que el consumo de cascara de guanabana podria favorecer
el crecimiento de bacterias beneficiosas y limitar a las bacterias patdégenas (Baky et
al., 2021). Ademas, podria estimular la produccion de acidos grasos de cadena corta,
como acetato, propionato y butirato, siendo este ultimo una fuente de energia preferida
por los colonocitos, o que a su vez podria reducir la apariciéon o el desarrollo de
tumores (Liu et al., 2019).
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Figura 11. Valores de pH durante la fermentacién colonica in vitro. 29 Letras diferentes
indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras en la hora 0. AP Letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras en la hora 24.
*Indica diferencias significativas (p<0.05) entre las 0 y 24 horas. CONTROL: cascara
triturada (>850 um), Blanco positivo: lactulosa (sustrato totalmente fermentable),

Blanco negativo: muestra sin sustrato

8.7 Bacterias acido lacticas (BAL) durante la fermentacioén colénica in vitro

Los resultados del recuento de bacterias acido lacticas (BAL) al inicio (hora 0) y tras
24 horas de fermentacion coldénica in vitro se muestran en la Figura 12. Al comienzo
del proceso, no se encontraron diferencias significativas entre las cascaras. La
cuantificacion de BAL a la hora 0 fue entre 7.33 £ 0.05y 7.49 £ 0.07 UFC/mL. Después
de 24 horas de fermentacion, el blanco positivo (lactulosa) mostré un aumento
significativo (p<0.05) alcanzando 8.98 + 0.05 UFC/mL, superando a las demas

muestras, seguido de la particula de menor tamano (250 ym) con 7.91 £ 0.10 UFC/mL.
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Figura 12. Recuento de bacterias acido lacticas durante la fermentacion colénica in
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totalmente fermentable), Blanco negativo: muestra sin sustrato.

Ambas cascaras demostraron un aumento significativo (p<0.05) de bacterias acido
lacticas después de las 24 horas, ya que la lactulosa aumenté 1.49 UFC/mL, mientras
que la cascara de guanabana de 250 pm incrementd 0.42 UFC/mL. Estos resultados
fueron superiores a los reportados por Massa et al. (2022) en subproductos de
jabuticaba con un tamano de particula inferior a 1000 um, donde a la hora 0 el recuento
de BAL fue de 4.32 UFC/mL, aumentando 0.58 (4.90 UFC/mL) después de 24 horas.

El crecimiento bacteriano puede variar significativamente entre diferentes cascaras, ya
que depende del sustrato disponible en la matriz fermentada (Lee et al., 2021; Vilas-
Franquesa et al., 2024). Asimismo, a medida que disminuye el tamano de particula

aumenta su superficie especifica, permitiendo una mayor interaccion entre los
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microorganismos y los sustratos, aunque también propicia un ambiente mas acido para
el crecimiento de BAL (Wang et al., 2019; Yang et al., 2024). Ademas, el aumento de
estas bacterias podria estar relacionado con el alto contenido de fibra soluble y ciertos
compuestos fendlicos que actuan como sustratos fermentables para estos
microorganismos (Massa et al., 2020). La importancia de las BAL se ha asociado con
diversos beneficios para la salud, como la mejora de la barrera intestinal, la respuesta
del sistema inmune y la inhibicion de patdgenos como Clostridium y Bacteroides
(Owolabi et al., 2020; Massa et al., 2022).
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Conclusiones

En el analisis de la cascara de guanabana, la muestra control (>850 um)
presentd el pH mas alto, mientras que la muestra de 250 pm mostré el mayor
contenido de sélidos solubles. En cuanto a los parametros de color, la muestra
de 850 um registré los valores mas elevados, indicando una tonalidad mas
verde.

Respecto al contenido de fibra, la mayoria de las muestras de cascara de
guanabana mostraron niveles altos de fibra dietética total e insoluble, a
diferencia de la cascara de 250 ym, que destacd por tener un porcentaje
significativamente mayor de fibra soluble.

En cuanto a las propiedades funcionales de la cascara de guanabana, la
muestra de 250 pm evidencid mayor capacidad de retencion de agua,
capacidad de hinchamiento y capacidad de retencion de lipidos, en
comparaciéon con las demas muestras. Sin embargo, la muestra control (>850
Mm) demostré mayor capacidad para retener glucosa.

Asimismo, la muestra de 250 pym exhibié mayor contenido de compuestos
fendlicos totales, asi como capacidad antioxidante (por ABTS, DPPH y FRAP),
tanto en la muestra original como después de los procesos de bioaccesibilidad
y fermentacion colonica in vitro.

Ademas, se observé que, en la fermentacién coldnica in vitro, después de 24
horas, el pH de la cascara de 250 pym disminuyd, lo que se asocié con un

aumento en el crecimiento de bacterias acido lacticas.

De manera general, la cascara de guanabana con tamafo de particula de 250 uym

presentd las mejores propiedades funcionales, antioxidantes y mayor recuento de

bacterias acido lacticas. Por lo tanto, se sugiere que tamanos de particula menores

(250 ym) en la cascara de guanabana, son ideales para incrementar las caracteristicas

antes mencionadas, aunque su uso dependera del campo de aplicacion. Finalmente,

la cascara de guanabana también podria ser de interés para desarrollar productos

alimentarios con propiedades funcionales y antioxidantes beneficiosas para la salud.
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10.Recomendaciones

Identificar y cuantificar los compuestos fendlicos presentes en la cascara de
guanabana Annona muricata L. a diferentes tamanos de particula mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Identificar y cuantificar acidos grasos de cadena corta (acido acético, propionico
y butirico) por cromatografia de gases después de fermentacion coldnica in
vitro.

Evaluar el potencial antiinflamatorio de la cascara de guanabana a diferentes
tamafos de particula.

Probar su aplicacion en un producto alimenticio con propiedades funcionales,

antioxidantes o probidticas con beneficios para la salud.
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Anexos
Anexo 1. Curva de calibracion de glucosa para capacidad de retencion de glucosa.
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Anexo 3. Curva de calibracion de Trolox para la capacidad antioxidante por ABTS.
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Anexo 4. Curva de calibracion de Trolox para la capacidad antioxidante por DPPH.
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Anexo 5. Curva de calibracion de sulfato ferroso para la capacidad antioxidante por
FRAP.
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Anexo 6. Preparacion de soluciones para el medio anaerobio (Fermentacion colonica

in vitro)

Medio anaerobio (por 1 L de agua desionizada)
2.5 g de tripticaseina

125 pL de solucion micromineral

250 mL de solucién buffer

250 mL de solucién macromineral

e Solucion micromineral (por 5 mL de agua desionizada)
660 mg de cloruro de calcio dihidratado

500 mg de cloruro de manganeso tetrahidratado

50 mg de cloruro de cobalto hexahidratado

400 mg de de cloruro férrico hexahidratado

e Solucion macromineral (por 250 mL de agua desionizada)
1.42 g de fosfato de sodio dibasico

1.55 g de fosfato de sodio monobasico

0.15 g de sulfato de magnesio heptahidratado

e Solucion buffer (por 250 mL agua desionizada)
1.0 g de bicarbonato de amonio
8.75 g de bicarbonato de sodio

e Solucion reductora (por 33.5 mL de agua desionizada)
0.20 g de clorhidrato de cisteina

0.20 g sulfuro de sodio nonahidratado

1.34 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M
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Anexo 7. Diagrama sobre metodologia de fermentacién colonica in vitro

Dia 2: Preparacion del inéeulo, inicio de la hora 0 de la fermentacion
colénica y siembra de BAL
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Comienza la hora 0

Colocacién de las muestras
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—
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Muestras con inéeulo en

condiciones de anaerobiosis

Incubacién en
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Termina la hora 24

Se vuelve a tomar una

alicvota para BAL y pH

Durante los dias

Q0

Siembra de BAL

-2 Sobres Gaspak

-2 tiras de indicador anaerobio

siembra de cierlas dcido lacticas
en anaerobiosis a 37°C por 48 h

98



Datos extras
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Anexo 8. Consentimiento Informado

N
CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO Q@@

Fecha: __ de 2024 ‘““mioce

Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto:

“Funcionalidad, bioaccesibilidad y fermentacioén colénica in vitro de la cascara de

guanabana (Annona muricata L.) a diferentes tamanos de particula”
Responsable: Dra. Quinatzin Yadira Zafra Rojas

Estimado (a) participante:

Objetivos: Esta investigacion tiene como objetivo analizar el efecto de diferentes tamafios de
particula (250, 500, 850 y >850 um) de la cascara de guanabana (Annona muricata L.) en sus
propiedades funcionales de fibra y absorcion in vitro de compuestos antioxidantes para
determinar su aprovechamiento como alimento funcional con beneficios para la salud.

Procedimientos: Si usted acepta participar, ocurrira lo siguiente:

Proporcionara una muestra de heces (durante aproximadamente 1 vez cada semana por un

mes), el cual sera utilizado como indculo para la prueba de fermentacién colénica in vitro de la
cascara de guanabana.

Confidencialidad: Toda la informacion que usted nos proporcione para el estudio sera de
caracter estrictamente confidencial y anénimo, sera utilizada unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro propdsito. Usted quedara
identificado(a) con un numero y no con su nombre. Los resultados de este estudio seran

publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Aclaraciones: Es importante aclarar que si usted consume algin complemento o suplemento
de fibra dietética ajeno al proyecto es posible presentar alguno de los efectos secundarios
como: meteorismo, distensién, vaciamiento gastrico acelerado.

Se le informa que los gastos relacionados con esta investigacion originados al momento en

que, voluntariamente, acepte participar en la misma, seran cubiertos en su totalidad por el
presupuesto del proyecto.
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Riesgos potenciales/compensacion: El riesgo de formar parte de esta investigacién es
minimo. No presentara ninguna molestia, debido a que el procedimiento no es invasivo al solo
ser necesario la donacion de materia fecal, para lo cual se le proporcionara un vaso clinico
estéril.

Participacion voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacién del
mismo en cualquier momento. Su decisién de participar o de no participar no afectara de
ninguna manera.

Esta carta de consentimiento informado esta validada por el Diario Oficial de la Federacion.

Numeros a contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con
respecto al proyecto, por favor comuniquese con el/la investigador/a responsable del proyecto:
Dra. Quinatzin Yadira Zafra Rojas, en un horario de 9:00 am a 14:00 h. Si usted tiene preguntas
generales relacionadas con sus derechos como participante de un estudio de investigacion,
puede comunicarse con la presidente del Comité de Etica del Instituto de Ciencias de la Salud
de la UAEH, al teléfono (71 7 20 00) ext. 4312 de 8:00 am a 16:00 h. O si lo prefiere puede
escribirle a la siguiente direccion de correo electronico investigacion_icsa@uaeh.edu.mx.

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que le
pedimos sea tan amable de firmar.

Consentimiento para su participacioén en el estudio
Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio

Nombre completo del participante
Fecha:

Dia/ Mes / Ao

Firma del participante

Nombre completo del Testigo 1:
Direccion:

Firma:

Relacion con el participante:
Fecha:

Dia/ Mes / Afio

P.L.N. Blanca Nazareth Silis Ambrosio
si421791@uaeh.edu.mx
Tel. 7721412729
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Anexo 9. Aprobacién por el Comité de Etica e Investigacion de la UAEH
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S San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo a 22 de enero de 2024
Oficio Comiteei.icsa /ICSa «214» / 2024

Asunto: DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION.

Silis Ambrosio Blanca Nazareth
Investigador Principal
Correo: 51421791 (@uaeh.edu.mx

PRESENTE

Titulo del Proyecto: Propiedades funcionales, bioaccesibilidad y fermentacién colénica in
vitro de la cdscara de guandbana (Annona Muricata L.) a diferentes tamaiios de particula.

Le informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluado por el Comité de Etica e
Investigacion del Instituto de Ciencias de la Salud y las opiniones acerca de los documentos
presentados se encuentran a continuacion:

Decision
«Aprobado»

Este protocolo ticne vigencia del 22 de enero de 2024 al 22 de enero de 2025.

En caso de requerir una ampliacion, le rogamos tenga en cuenta que deberd
enviar al Comit¢ un reporte de progreso de avance de su proyecto al menos 60
dias antes de la fecha de término de su vigencia.

Le rogamos atender las indicaciones realizadas por el revisor, y enviar nuevamente una version
corregida de su protocolo para una nueva evaluacion.
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