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 1. INTRODUCCIÓN Las frutas son alimentos llamativos por su diversidad de colores y formas, además de lo que muestran a simple vista, forman parte de los alimentos con mayor cantidad de nutrientes y sustancias naturales altamente beneficiosas para la salud. Las frutas y todos los vegetales, sobreviven a la intemperie, enfrentando todo tipo de condiciones y agresiones meteorológicas. Todo ello es posible gracias a las sustancias protectoras y antioxidantes naturales que poseen, esas sustancias son las que ofrecen protección cuando se consume el alimento [9]. Las frutas tropicales, también llamadas exóticas, han comenzado recientemente a presentarse con mayor diversidad en los mercados occidentales, siendo muchas de ellas hasta ahora desconocidas  para gran parte de la población. Aún existe mucho desconocimiento en cuanto a la manera de consumir muchas de estas frutas tropicales lo cual puede llevar a su rechazo (Novillo, 2009). Las ventajas de estas frutas son los mayores rendimientos por hectárea que las tradicionales, al  producirse bajo técnicas orgánicas y naturales, guardan un equilibrio de conservación ambiental que propicia nuevas prácticas agronómicas y comerciales para el productor. Ello les da un valor agregado ideal para dirigirlos a mercados con alto poder adquisitivo, lo que reporta mejores ingresos [10]. La carambola ( Averrhoa carambola L.), es un fruto considerado como exótico por su distintiva forma de estrella en la sección transversal, su particular sabor y su color. Estas características le han proporcionado un mercado potencial considerable para combinarse en ensaladas y bebidas, además de su consumo como fruto fresco y procesado. La ubicación geográfica y la diversidad de climas con las que cuenta México le permite ser el  país con mayor variedad de productos frescos en el cual va inmerso el cultivo de frutales [2]. La  producción de nuevos cultivos llamados no tradicionales como el de carambola, es alternativo, adaptado a las condiciones de clima y suelo de la región y con buenas perspectivas de comercialización, producción, y rentabilidad; con el objetivo de diversificar la producción y el ingreso, ya que la rentabilidad que se tiene actualmente con los cultivos tradicionales de mayor
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 importancia (cítricos y café) ha disminuido debido entre otros factores, a los bajos precios de comercialización (Cruz, 2006). Con el presente trabajo, se busca analizar y dar a conocer las características físicas y químicas de la carambola ( Averrhoa carambola L), además de las propiedades antioxidantes de la misma, cultivada en la comunidad de Los Mangos, Yanga, Veracruz.
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 2. MARCO TEÓRICO 2.1 Origen y distribución La carambola ( Averrhoa carambola L.) es una fruta tropical de origen incierto pero se cree que  proviene del suroeste de Asia, específicamente, Malasia e Indonesia. En América fue introducido a fines del siglo XVIII; actualmente se encuentra este cultivo en un gran número de países tales como: Australia, Francia, Tailandia, Indochina, China, Malasia, Brasil, República Dominicana, Venezuela, Colombia, Costa Rica, Estados Unidos, México, Haití, Colombia, Ecuador, y Argentina [3]. En México, el cultivo comercial de esta especie existe desde hace más de 10 años, en Morelos, Colima, Veracruz, Chiapas, Tabasco y Sinaloa (Salinas et al , 2003).



2.2 Descripción



El carambolo es un árbol bajo, de 5 a 10 metros de altura aproximadamente, muy ramificado, de  porte piramidal cuando joven (Figura 1a) pero de copa abierta y redondeada cuando adulto (Figura 1b). Se adapta bien a climas tropicales, con una precipitación de 1500 a 3000 mm anuales y bien distribuida durante el año; aunque puede crecer bien en climas subtropicales  bajos en frío. La temperatura ideal para el desarrollo de esta especie, está considerada entre los 21 y 34 °C, las inferiores a 15 °C afectan su crecimiento y floración (Orduz, 2002; Pérez, 2005).



a



b



Figura 1. Árbol de carambolo: a) Joven, b) adulto 3



 Sus hojas son alternas y compuestas, con número impar de foliolos; ovalados o ligeramente elipsoides, de 2 a 9 cm de largo y de 1 a 5 cm de ancho, el tamaño aumenta de la base al ápice de la hoja de un verde claro (Figura 2). Estas son sensibles a la luz y se pliegan por la noche o cuando el árbol se agita (Pérez, 2005).



Figura 2. Hojas de carambolo



Las flores son pequeñas con panículas cortas (Figura 3), hermafroditas y de color que van desde el rosado oscuro hasta el rojo y se agrupan en inflorescencias racimosas, opuestas a las hojas en las ramillas o en ramas viejas y defoliadas. Tienen 5 sépalos rojos, de 3 a 4 mm de largo y 5  pétalos oblongos, blancos o amarillentos, con manchas rojas en los bordes; llevan 10 estambres, 5 fértiles y 5 convertidos en estaminodios. Hay dos tipos de flor según la longitud del pistilo, el cual está constituido por un ovario piloso y 5 estilos que miden cerca de 2 mm en las flores de estilos largos y menos de 1 mm en las de estilos cortos. Los insectos son necesarios en la  producción de fruta y son agentes polinizadores dado que el carambolo es una especie de  polinización cruzada (Pérez, 2005).
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 Figura 3. Flores de carambolo



Los frutos son bayas elipsoidales u ovoides con 5 costillas o prominencias longitudinales; en corte transversal da a la fruta una apariencia de estrella por lo que es llamada comúnmente fruta estrella (Figura 4a), los cuales se cosechan todo el año. A cada costilla o prominencia



corresponde un lóculo con dos semillas planas. Los frutos miden de 6 a 12 cm de largo por 3 a 6 cm de ancho (León, 1987). Se da en racimos con un promedio de 8 a 10 frutos por racimo y las mejores frutas se producen si están protegidos del sol a través del follaje de las hojas (Figura 4b), de tal manera que los mejores racimos de frutas se dan en las axilas de las ramas y en la parte interna de la falda de los árboles [2].



a



b



Figura 4 Fruto de carambolo. a) Corte transversal, b) Fruto maduro 5



 La pulpa es jugosa de agradable fragancia y en las variedades más dulces poseen un sabor vivo, ligeramente subácido (Tello et al , 2002). Maduran a los cuatro o cinco meses después de la floración (Orduz, 2002). Tiene una piel fina, lustrosa y comestible, de color entre verde o dorado y amarilloanaranjado cuando está madura, (Figura 5).



Figura 5. Color del fruto



La fruta de carambola en poscosecha es poco tolerante al daño mecánico, debido principalmente a su forma, características cuticulares y su elevado contenido de humedad. La madurez es determinada por la experiencia, desarrollo de color y porcentaje de azúcares. La concentración de azúcares se eleva y la acidez disminuye conforme el color se desarrolla cuando maduran en el árbol. Cuando alcanzan el desarrollo completo de color (anaranjado), las alas de los frutos son muy frágiles y son fácilmente dañadas durante el manejo (Campbell y Koch, 1989). Wan y Lam (1984), citan que la carambola en estado maduro, presenta mejor calidad que en estado inmaduro, ya que los sólidos solubles y la acidez no cambian durante el almacenamiento. Sin embargo, estas características de madurez en el fruto acortan su vida de anaquel e incrementan la susceptibilidad a daños por manejo.
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 2.3 Clasificación taxonómica



El carambolo pertenece al reino vegetal, ubicado en la clase de la dicotiledónea, del orden de las geraniales, dentro de la familia botánica de las Oxalidaceae, perteneciendo al género Averrhoa, ubicándose en la familia carambol a L, adquiriendo el nombre científico de  Averrhoa carambola L.



2.4 Sinonimia internacional



Son diversos y numerosos los nombres bajo los cuales se conoce a la fruta del árbol carambolo ( Averrhoa carambola L.) en el mundo, (Tabla 1).



Tabla 1. Nombres comunes del carambolo en diferentes países



País México República Dominicana Costa Rica Brasil Venezuela Colombia Francia China Filipinas India EUA



Nombre Carambolo, Carambola, Árbol de pepino, Bambolea Cinco dedos Tiriguro, Cambola Lima de Callenas, Camboya Tamarindo Chino, Tamarindo Dulce Carambolo, Caramelo Pomler de Goa, Caramboller, Camboya Yangto, Durazno extranjero Balimbing, Camboya Kamranga Star Fruit, Camboya



2.5 Composición nutricional En la Tabla 2 se muestra la composición de la carambola en estado maduro en base a 100 g de muestra.
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 Tabla 2. Composición química de la carambola (Tello et al , 2002).



Componentes mayoritarios Sólidos Totales Sólidos solubles  pH Humedad Azúcares reductores Cenizas Grasas Pectina Fibra Proteínas Acidez cítrica Ácido oxálico (mg)



Contenido (%)



Componentes minoritarios



Contenido (mg)



10.30



Vitamina C



23.00



7.20



Caroteno



90.00



2.16



Tiamina (B1)



0.04



89.70



Rivoflavina (B2)



0.02



7.22



Niacina (B5)



0.30



0.49



Fósforo



18.00



1.26



Calcio



0.27



0.10



Hierro



0.40



6.30 0.38 0.72 3.10



2.6 Propiedades atribuidas La carambola es una fruta rica en vitamina C. Esta vitamina antioxidante, ayuda a prevenir algunos cánceres de órganos con mucosa como el estómago, disminuye el riesgo de padecer cataratas y otras enfermedades crónicas o degenerativas. Junto a la acción del ácido fólico y de la fibra soluble ayuda a prevenir el estreñimiento crónico y el cáncer de colon (Palomar, 2006). Contiene compuestos polifenólicos, como los taninos y vitamina C, haciendo que la fruta obtenga una alta capacidad antioxidante. Cuando esta fruta es consumida permite bloquear y eliminar los radicales libres del ser humano, evitando el infarto, colesterol, cáncer al colon, el envejecimiento
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  prematuro, mal de Alzheimer, arteriosclerosis, enfermedades hepáticas, problemas prostáticos y enfermedades de la piel [8]. La fibra soluble impide la absorción del colesterol por el intestino; por su bajo contenido en hidratos de carbono, riqueza en potasio y bajo aporte de sodio, resulta muy recomendable para aquellas personas que sufren de diabetes, hipertensión arterial o afecciones de vasos sanguíneos y corazón (Palomar, 2006). También se recomienda su consumo en otras situaciones: tabaquismo, abuso del alcohol, empleo de ciertos medicamentos, estrés, actividad física intensa, sida, pérdidas digestivas originadas por vómitos o diarreas y enfermedades inflamatorias crónicas. Todas estas circunstancias disminuyen el aprovechamiento de las vitaminas y producen una mala absorción de nutrientes. En México, se ha extendido su uso, ya que es excelente para elevar las plaquetas,  bajar la fiebre y aminorar el dolor de huesos en casos de dengue clásico o hemorrágico [6]. Las personas que sufren de cálculos y otras enfermedades renales, así como de gastritis, deben tener cuidado con el consumo excesivo de carambolo, pues es rico en potasio y oxalato de calcio [7].



2.7 Usos La carambola se utiliza en gelatinas, jaleas, conservas y refrescos, para fabricar vinos y mermeladas; en vinagre y como sustituto del tamarindo para preparar varios alimentos. La pulpa ácida se utiliza para remover manchas en ropa blanca y para abrillantar metales de latón y bronce. Su madera tiene buen comportamiento como combustible. También se consume como fruta fresca, se sirve en las ensaladas como elemento decorativo (Orduz, 2002).



2.8 Antioxidantes Los antioxidantes son moléculas que tienen la propiedad de evitar o prevenir la oxidación con otras moléculas. Se produce una oxidación, siempre que una especie cede electrones a otra, la especie que gana electrones se reduce, y la que pierde se oxida. En estas reacciones de oxidación, a veces, se pueden producir radicales libres, especies muy oxidativas y que pueden producir
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 daños al organismo. Los antioxidantes son especies que acaban estas reacciones, inhibiendo algún producto intermedio y oxidándose los mismos. Las células, como parte de su propio metabolismo, producen radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS). Estos radicales libres, son bloqueados por un complejo sistema antioxidante de enzimas como la catalasa, superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y un continuo de antioxidantes no enzimáticos, como las vitaminas A, E y C, glutatión, ubiquinona o flavonoides. Si se produce un desequilibrio entre los proxidantes y los antioxidantes, se llega a un estado de estrés oxidativo, que puede ser  producido por una excesiva producción de radicales libres. Los seres vivos, tienen un complejo sistema, para hacer frente a esta oxidación, y en especial, los vegetales, por estar expuestos a la radiación solar. Ciertas sustancias, llamadas antioxidantes, desde vitaminas hasta polifenoles,  bloquean la acción de estos radicales libres (Almajano, 2009). Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la característica de  poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxílicas; se encuentran en muchas plantas, algunas de uso común y por sus propiedades antioxidantes merecen mayor atención (Hernández, 1999). Los fenoles tienen la capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno debido a su propiedad como donadores de electrones. La efectividad de su capacidad antioxidante va a depender de su estabilidad en los diferentes sistemas, así como también del número y localización de grupos hidroxilo, que rompen el ciclo de generación de nuevos radicales libres, anticipando las reacciones de terminación actuando como un antirradicalarios (Robles et al , 2007). Constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios de los vegetales, donde tienen diversas funciones fisiológicas. Entre otros, intervienen en el crecimiento y reproducción de las plantas y en los procesos defensivos, (patógenos, depredadores, incluso radiación ultravioleta). Los compuestos fenólicos comprenden desde moléculas simples como lo ácidos benzóicos hasta  polímeros complejos como las ligninas. Los compuestos fenólicos están presentes en todo el reino vegetal y sus cantidades y tipos varían en función de la especie, variedad y parte del vegetal (frutas, semillas, hojas) considerado



horas de exposición solar, grado de maduración,



condiciones de cultivo, etc. (Muñoz et al , 2007).
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 2.8 Actividad antioxidante en frutas La actividad antioxidante es una estimación fiable y global de la capacidad antioxidante de un alimento, además de ser un parámetro interesante para valorar la calidad dietética del producto en cuestión (Acevedo, 2004). La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura individual y del número de oxidrilos sustituyentes, así como del peso molecular (Paladino, 2008). La evaluación de los componentes nutricionales de un producto alimenticio no es suficiente para entender y evaluar los efectos del mismo en el organismo. También es necesario considerar una serie de microcomponentes (fitonutrientes), conocidos previamente como componentes nonutricionales o secundarios, los cuales incluyen a los compuestos antioxidantes (Moure et al ., 2001; Wang et al ., 1996). Las sustancias fitoquímicas son productos orgánicos constituyentes de alimentos de origen vegetal (frutas y hortalizas y alimentos derivados de ellas), que no son nutrientes y que pueden  proporcionar al alimento unas propiedades fisiológicas que van más allá de las nutricionales  propiamente dichas. Dentro de este término genérico, se incluyen sustancias de diversas familias químicas, como son los polifenoles (Rivas, 2002). Los metabolitos secundarios de las plantas se encuentran en la mayoría de las frutas, verduras, y tés. Las plantas son la base de toda terapia de medicina tradicional y en 1992 se descubrió el efecto positivo de los antioxidantes en frutas y verduras. Hay un interés creciente por conocer la capacidad antioxidante de frutas y verduras para usar su potencial como alimentos nutracéuticos o funcionales (Beltrán et al ., 2009). El efecto beneficioso de los alimentos vegetales se atribuye principalmente a sustancias con actividad antioxidante, como los compuestos polifenólicos, el ácido ascórbico (vitamina C), los carotenoides y la vitamina E. Se ha sugerido que estas sustancias aumentan la defensa antioxidante del organismo, contra el estrés oxidativo, responsable de diferentes tipos de daño celular (Murillo, 2006).
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 Tabla 3. Vitaminas con actividad antioxidante y sus fuentes alimentarias (Avello, 2006).



Vitamina



Vitamina E



Vitamina C



Carotenoides



Fuente alimentaria Aceites vegetales, aceites de semillas prensadas en frío, germen Fuentes más importantes de trigo y de maíz, almendras, avellanas, girasol, frijol de soya, nuez, maní. Papas frescas, pimentón, palta, apio, Otras fuentes significativas repollo, frutas, pollo, pescado. Limón, lima, naranja, guayaba, Frutas carambola, mango, kiwi, fresa,  papaya, mora, piña. Tomate, verduras de hojas verdes (espinacas, perejil, hojas de rábano), Verduras repollo, coliflor, brócoli, pimentón, lechuga. Verduras y frutas amarillas y Betacaroteno anaranjadas, verduras verde oscuro. Alfacaroteno Zanahoria Licopeno Tomate Verduras de hoja verde oscuro, Luteína y zexantina  brócoli.



En general, las frutas son los vegetales más ricos en compuestos polifenólicos, pero algunas frutas los contienen como antioxidantes en mayor concentración (Murillo, 2006). Los antioxidantes polifenólicos se encuentran comúnmente en vegetales, pero sus concentraciones son más altas en las frutas (Tabla 4).



Tabla 4. Productos alimenticios con alto contenido de antioxidantes fenólicos (Avello, 2006).



Producto Frijol de soya Té verde, té negro Café Vino tinto Romero Cítricos y otras frutas Cebollas Aceitunas



Antioxidante Isofavonas, ácidos fenólicos Polifenoles, catequinas Esteres fenólicos Ácidos fenólicos, polifenoles Ácido carnóstico, ácido rosmárico Bioflavonoides, chalconas Quercetina, camferol Polifenoles 12



 Además de su atractivo color y olor, los frutos tropicales poseen cantidades importantes de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, tales como las vitaminas C y E, carotenoides y polifenoles, especialmente flavonoides. Estos efectos benéficos han sido atribuidos en parte a la  presencia de componentes bioactivos con actividad antioxidante, cuyo mecanismo de acción es inhibir la iniciación o impedir la propagación de las reacciones de oxidación, evitándose así el daño oxidativo. Los constituyentes antioxidantes de los frutos frescos cortados (FFC) son muy susceptibles a degradación cuando se exponen a oxigeno, luz y altas temperaturas. De la misma forma, los  procesos de sanitización donde se emplean compuestos con bajo pH (2-3), pueden favorecer en diferente medida la oxidación y daño del tejido, dependiendo del cultivar y estado de madurez. Cuando los FFC se almacenan por periodos largos (2-3 semanas) se pueden producir perdidas substanciales de vitamina C y otros compuestos bioactivos (Robles et al ., 2007). Los fenoles están asociados al color, las características sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las características nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. La característica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol (Paladino, 2008). Por otra parte, el oscurecimiento del tejido debido a la degradación de fenoles, catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPO), además de afectar la apariencia del producto disminuye la actividad antioxidante por la pérdida de esos compuestos. El cortado promueve la síntesis de etileno, acelerando los procesos de senescencia del producto donde tiene lugar la oxidación de compuestos bioactivos. Durante la senescencia, la acción de la enzima lipoxigenasa (LOX) resulta en la oxidación de ácidos grasos y al mismo tiempo, los carotenoides pueden degradarse  por co-oxidación. A los alimentos los compuestos fenólicos, se presentan conjugados con azúcares, como la glucosa, galactosa, arabinosa, ramosa, xilosa o los ácidos glucorónicos y galacturónicos. También  pueden unirse con ácidos carboxílicos, ácidos orgánicos, aminoácidos y lípidos.
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 En la actualidad, este grupo de compuestos de origen vegetal, presentan un gran interés nutricional, por su contribución, al mantenimiento de la salud humana. Particularmente los jugos cítricos se caracterizan por una acumulación importante de flavonoides y fenilpropanoles, además de ácido ascórbico, siendo todos estos componentes los responsables de proporcionar propiedades benéficas relacionadas con la salud (Acevedo, 2004).



2. 9 Determinación de compuestos fenólicos totales Los compuestos fenólicos (principalmente polifenoles) se determinan haciendo reaccionar los componentes de las bebidas con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta reacción es característica  para compuestos que tienen un grupo hidróxilo unido a un anillo de benceno. El reactivo de Folin – Ciocalteu tiene una coloración amarilla que en presencia de un fenol se torna azul. La intensidad del color azul se mide espectrofotométricamente a 760 nm (Murillo, 2006). El ensayo Folin-Ciocalteu, ha estado utilizado durante muchos años, como medida del contenido en compuestos fenólicos totales en productos naturales. Aún así, el mecanismo básico es una reacción redox, por lo que se puede considerar, como otro método de medida de la actividad antioxidante total. El reactivo Folin-Ciocalteu,



está constituido por una mezcla de ácido



fosfotúngstico (H3PW12O40) y ácido fosfomolibdico (H3PMo12O40), que se reduce por la oxidación de los fenoles en una mezcla de óxidos azules de tungsteno (W8O23) y de molibdeno (Mo8O23). La oxidación de los fenoles, presentes en la muestra, causa la aparición de una coloración azulada que, y que se cuantifica por espectrofotometría en base a una recta patrón de ácido gálico. Se trata de un método preciso y sensible, pero que, aún así, padece numerosas variaciones, cuando es aplicado por diferentes grupos de investigación, fundamentalmente en lo relativo a los volúmenes utilizados de la muestra, concentración de reactivos y tiempo y temperatura de incubación. También se producen numerosas variaciones, en el modo de expresar los resultados, de manera que el patrón recomendado de ácido gálico, ha sido sustituido, en ocasiones por otros. El ensayo de los fenoles totales, se utiliza con frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de
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 alimentos vegetales, como zumos de fruta, al tratarse de un parámetro que generalmente, muestra una estrecha correlación con los diferentes métodos de medir la actividad antioxidante. Así, cuando se evalúan, las propiedades antioxidantes de estos alimentos, el análisis de fenoles,  proporciona información valiosa a la hora de seleccionar, variedades con mayor potencial antioxidante (Almajano, 2009).



2.10 Análisis bromatológico El análisis de alimentos es la disciplina que se ocupa del desarrollo, uso y estudio de los  procedimientos analíticos para evaluar las características de alimentos y de sus componentes. Esta información es crítica para el entendimiento de los factores que determinan las propiedades de los alimentos, así como la habilidad para producir alimentos que sean consistentemente seguros, nutritivos y deseables para el consumidor. Existen un número considerable de técnicas analíticas para determinar una propiedad particular del alimento. De ahí la necesidad de seleccionar la más apropiada para la aplicación específica. La técnica seleccionada dependerá de la propiedad que sea medida, del tipo de alimento a analizar y la razón de llevar a cabo el análisis.



2.10.1 H umedad. Método por secado de estufa La determinación de secado en estufa se basa en la pérdida de peso de la muestra por evaporación del agua. Para esto se requiere que la muestra sea térmicamente estable y que no contenga una cantidad significativa de compuestos volátiles. El principio operacional del método de determinación de humedad utilizando estufa y balanza analítica, incluye lavado de la muestra, pesado, secado, enfriado y pesado nuevamente de la muestra. (Nollet, 1996).



2.10.2 Sólidos totales Se definen los sólidos totales como los residuos de material que quedan en un recipiente después de la evaporación de una muestra y su consecutivo secado en estufa a temperatura definida. Los 15



 sólidos totales incluyen los sólidos suspendidos, o porción de sólidos totales retenidos por un filtro,



y



los



sólidos



disueltos



totales,



o



porción



que



atraviesa



el



filtro.



El origen de los sólidos disueltos puede ser múltiple, orgánico e inorgánico. La determinación de sólidos disueltos totales mide específicamente el total de residuos sólidos filtrables (sales y residuos orgánicos).



2.10.3 Sólidos solubles totales



El contenido de sólidos solubles es un buen estimador del contenido azúcar en los jugos de frutas, ya que ésta representa más del 90% de la materia soluble en la mayoría de ellos. Frecuentemente se consideran los °Brix como equivalentes de los SST porque el mayor contenido de sólidos solubles en el jugo de las frutas son azúcares, sin embargo es más preciso realizar las correcciones pertinentes a las lecturas registradas con los brixómetros para obtener datos reales en términos de SST. También deben hacerse correcciones por la temperatura a la cual se realice la determinación. Los sólidos solubles del zumo de los cítricos están formados, fundamentalmente, por los azúcares reductores y no reductores y por los ácidos orgánicos. En la maduración, el contenido en azúcares aumenta y el de ácidos disminuye [11,12].



2.10.4 Azúcares reductores Cuando un azúcar reductor se calienta en condiciones básicas se degrada y algunos de los  productos de degradación reducen los iones cúpricos para formar oxido cuproso (Pomeranz y Meloan, 2000). Una amplia variedad de métodos se han utilizado para determinar azucares reductores, todos estos han sido variaciones del método de Fehling. Estas variaciones han sido para cada tipo de alimento, en cualquier caso el principal logro de modificaciones ha sido mejorar la precisión de reducción y eliminar cualquier factor que interfiera con la producción de oxido de cobre, de los factores estudiados, la alcalinidad del reactivo, la proporción, el tiempo de calentamiento, la concentración del azúcar, parecen ser los más importantes.
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 A partir de esto, diferentes técnicas han sido utilizadas para determinar el oxido cuproso que se forma y se han obtenido datos de calibración; de estos métodos los más usados son el método de Lane-Eynon y el método Munson y Walker. En el método Lane-Eynon se titula con el reactivo de Fehling caliente en dos etapas, primero se añade una cantidad de reactivo de Fehling tal que se lleve a cabo la total reducción y después se determina el punto final con azul de metileno por goteo, es necesario un control de la temperatura y se sugieren dos titulaciones (Pomeranz y Meloan 2000).



2.10.5  Pectina Las soluciones pécticas son solubles en agua con una alta proporción de galacturonanos o galacturonorhamnanos, aunque también arabinanos, galactanos y arabinogalactanos han sido aislados de la fracción péctica de varias plantas. Las soluciones pécticas incluyen polisacáridos que pueden ser extraídos con agua caliente. Es usual añadir un agente quelante como EDTA u oxalato de amonio al medio de extracción para liberar aquellas pectinas que están presentes como sales de calcio. (Southgate, 1991)



2.10.6 Cenizas. Método de cenizas totales Las cenizas de un alimento son un término analítico equivalente al residuo inorgánico que queda después de calcinar la materia orgánica. Las cenizas normalmente, no son las mismas sustancias inorgánicas presentes en el alimento original, debido a las perdidas por volatilización o a las interacciones químicas entre los constituyentes. La determinación en seco es el método más común para cuantificar la totalidad de minerales en alimentos y se basa en la descomposición de la materia orgánica quedando solamente materia inorgánica en la muestra, es eficiente ya que determina tanto cenizas solubles en agua, insolubles y solubles en medio ácido.
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 2.10.7 Proteínas. Método de Kjeldahl El procedimiento de Kjeldahl determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las no  proteínas como las proteínas verdaderas (Aurand et al ., 1987). El método se basa en la determinación de la cantidad de Nitrógeno orgánico contenido en  productos alimentarios, compromete dos pasos consecutivos: a. La descomposición de la materia orgánica bajo calentamiento en presencia de ácido sulfúrico concentrado.  b. El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra Durante el proceso de descomposición ocurre la deshidratación y carbonización de la materia orgánica combinada con la oxidación de carbono a dióxido de carbono. El nitrógeno orgánico es transformado a amoniaco que se retiene en la disolución como sulfato de amonio. La recuperación del nitrógeno y velocidad del proceso pueden ser incrementados adicionando sales que abaten la temperatura de descomposición (sulfato de potasio) o por la adición de oxidantes (peróxido de hidrógeno, tetracloruro, persulfatos o ácido crómico) y por la adición de un catalizador (Nollet, 1996).



2.10.8 Acidez total La acidez total o acidez titulable se define como la suma de todos los ácidos orgánicos encontrados en el alimento (fruta, vegetales, alimentos procesados, etc.) que pueden ser valorados mediante una titulación con una base fuerte, generalmente usando el hidróxido de sodio. El resultado se expresa refiriéndose al ácido que se encuentre en mayor proporción. La determinación de la acidez total se basa en el hecho de que las frutas contienen ácido cítrico, ácido tartárico y ácido málico, los cuales reaccionan con álcalis fuertes para dar origen a las sales sódicas correspondientes.
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 2.10.9 pH La medición del pH indica la presencia de los iones de hidrógeno en la solución preparada de él o los alimentos a analizar, es por esto que la acidez total no se encuentra relacionada directamente con el valor propio del pH. El pH presente en el alimento será el resultado de los sistemas amortiguadores naturales que  predominen en el mismo. Los alimentos son llamados ácidos cuando sus valores de pH son menores a 4.5, los alimentos no ácidos son aquellos que tienen rangos de pH mayores.



2.10.10 Grado de maduración Generalmente en la maduración de los frutos, los tejidos se reblandecen y pierden cohesión, esto es a causa de un incremento de pectina soluble en agua acompañada de una pérdida de  protopectina. Este incremento de pectina soluble se atribuye a la acción de las poligalacturonasas que actúan de forma conjunta con otras enzimas tales como las pectinmetilesterasas (PME) y varias glicosidasas. Hablando de frutos climatéricos, las glicosidasas particularmente llegan a un incremento cuantitativo y a un aumento de actividad al mismo tiempo que hay incremento de  producción de etileno.



2.10.11 F ibra cruda



La fibra dietética se define como los polisacáridos y lignina que no son digeridos por enzimas humanas (Lee y Prosky, 1995). Los métodos (AOAC 985.29, 993.21, Horwitz, 2005) se fundamentan en aislar la fracción del interés con la precipitación selectiva y después determinar su peso. La fibra dietética es uno de los componentes de las plantas que es comestible, está formada por carbohidratos que son resistentes a la digestión y a la absorción en el intestino delgado humano y así mismo que puede ser total o parcialmente fermentada en el intestino grueso.
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 La fibra puede ser clasificada en dos grupos, fibra soluble y fibra insoluble. Para la determinación de cada uno de las clasificaciones se emplean diferentes métodos cuantitativos, ya que hay unos que identifican y cuantifican cada una de las fracciones ó la fibra bruta (insoluble), otros la fibra total (soluble e insoluble). Al hablar de fibra bruta se hace referencia al residuo orgánico combustible e insoluble generado después de someter la muestra en determinados tratamientos sucesivos con petróleo ligero, acido sulfúrico diluido hirviente, hidróxido de sodio diluido hirviente, acido clorhídrico diluido, en alcohol y éter. Dejando así el residuo el cual contiene celulosa, lignina y hemicelulosa.



2.10.12 Vitamina C La vitamina C o ácido ascórbico es una vitamina hidrosoluble derivada del metabolismo de la glucosa. Actúa como agente reductor y es necesaria para la síntesis de las fibras de colágeno a través del proceso de hidroxilación de la prolina y de la lisina. También protege al organismo del daño causado por los radicales libres (Valdés, 2006).
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 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN En México, la Carambola ( Averrhoa carambola L), es un fruto poco conocido, la superficie  plantada en áreas tropicales es de alrededor de 100 hectáreas, reportadas en Morelos, Chiapas, Veracruz, Michoacán y Nayarit, pero la superficie se está incrementando por productores innovadores, que están visualizando a futuro, nuevas alternativas de producción. La Carambola es una fruta novedosa, de alto valor económico y buenas perspectivas de comercialización nacional (Cruz, 2006). Por lo tanto es importante conocer las características físicas y químicas de la fruta, tomando como referencia una comunidad agrícola veracruzana.
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 4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS



4.1 Hipótesis El consumo alimenticio del carambolo proporciona un beneficio nutricional y contribuye a la salud.



4.2 Objetivo General Determinar la capacidad antioxidante del carambolo y evaluar su análisis proximal.



4.3 Objetivo Específico







Realizar el análisis bromatológico del carambolo.







Identificar cualitativamente metabolitos secundarios responsables de la actividad antioxidante.







Determinar vitamina C.







Evaluar la capacidad antioxidante por el método de Folin-Ciocalteu.
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 5. METODOLOGÍA



El presente trabajo se realizó en el laboratorio 110 de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad. En la Figura 6 se presenta el desarrollo experimental. Ubicación de especie  Averrhoa carambola L Recolección de fruto Análisis  bromatológico



Actividad antioxidante



Humedad, Sólidos totales, Sólidos solubles, Azúcares reductores, Pectinas, Proteínas, Acidez total, pH, Cenizas, Fibra cruda, Vitamina C



Maceración en etanol



Reducción de volumen



Determinación de absorbancia en espectrofotómetro



Preparación de curva de calibración



Pruebas fitoquímicas



Determianción de compuestos fenólicos totales por método FolinCiocalteu



Figura 6. Diseño experimental para el estudio de la carambola ( Averrhoa carambola  L).
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 5.1 Material Vegetal La especie de Averrohoa carambola se localizó entre los municipios de Yanga y Cuitláhuac, a la altura del kilometro 20.5 de la carretera federal Córdoba- Veracruz. La elección de los individuos fueron dos árboles de cultivo de traspatio de carambolo, de características similares, con una altura aproximada de 3 m.



5.2 Recolección de muestra La colecta de los frutos en la localidad de Los Mangos municipio de Yanga, Veracruz; se realizó  por las mañanas durante el periodo de mayo a octubre de 2011. La elección de los frutos se realizó considerando homogeneidad en el tamaño, sazón y color, libres de daños por insectos,  plagas o deformaciones. A continuación fueron trasladados dentro de un recipiente de plástico  para evitar daños mecánicos a la Facultad de Ciencias Químicas de Orizaba Veracruz, para efectuar la limpieza de los frutos con agua y jabón antes de realizar los análisis correspondientes.



5.3 Análisis bromatológico Las determinaciones que se realizan más frecuentemente para conocer la composición de los alimentos incluyen la determinación de humedad, cenizas, proteína total, fibra, acidez, pH y carbohidratos como azucares reductores y pectina.



5.3.1 H umedad. Método por secado de estufa Para esta prueba se pesaron de 5 a 10 g de muestra en cápsula previamente a peso constante; c la cápsula se coloca en la estufa de aire por 2 horas a 110 °C. Transcurrido este tiempo es transferida al desecador; se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa. Este procedimiento se realiza por triplicado. La determinación de humedad se obtiene mediante la siguiente fórmula:
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   P  P 1    100 % Humedad    P    2  



Donde: P= peso del recipiente con la muestra húmeda, en gramos. P1= peso del recipiente con la muestra seca, en gramos. P2= peso de la muestra, en gramos.



5.3.2 Sólidos totales Se pesaron de 5 a 10 g de muestra en una cápsula de porcelana, puesta previamente a peso constante, posteriormente se introduce en una estufa de aire a una temperatura de 110 °C por 2 h. Transcurrido este tiempo se transfiere al desecador, dejándose enfriar a temperatura ambiente  para registrar su peso en balanza analítica.



% Sólidos Totales  100  humedad 



5.3.3 Sólidos solubles totales Se expresaron como °Brix, esta determinación se realizó con un refractómetro de mano marca ATAGO a 25 °C. Se colocó una gota de jugo de carambola en el refractómetro previa calibración del equipo con agua destilada, posteriormente se leyeron los °Brix. A continuación se realizó la corrección de la lectura, considerando la temperatura de la muestra (Tabla 5).
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 Tabla 5 Sólidos solubles totales (°Bx)



5.3.4 Azúcares reductores



 5.3.4.1 E standari zación de la solución de F ehling Soxhlet



Para la estandarización de la solución de Fehling Soxhlet se emplea una solución de azúcar invertido o bien una solución de glucosa que contenga 1 mL = 1 mg de azúcar reductor. Se prepara una solución Fehling que contenga 5 mL de solución azul y 5 mL de solución blanca en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se coloca la solución de azúcar en la bureta y se agregan sobre la mezcla de Fehling Soxhlet aproximadamente 19.5 mL de manera que al final no se requieran más de 0.5 a 1 mL para completar la titulación. Calentar la mezcla a ebullición sobre tela de alambre sin asbesto y mantenerla a ebullición durante 2 minutos, bajando la llama si es necesario para evitar proyecciones, sin quitar la llama adicionar 3 gotas de azul de metileno al 1% y completar la titulación dentro de un tiempo total de
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 ebullición de 3 minutos aproximadamente, adicionando pequeñas porciones de azúcar hasta decoloración total del azul de metileno.



5.3.4.2 Determinación de F ehling Soxhlet Con pipeta volumétrica se miden 10 mL de jugo y se añaden 3 mL de HCl concentrado, se lleva a  baño maría 1 h, se alcaliniza con solución de NaOH al 50% y se lleva a un aforo de 100 mL con agua destilada. Se procede a la titulación de los azúcares reductores totales y de sacarosa, siguiendo la técnica general de azúcares.



5.3.5  Pectina



Para esta determinación se redujo 50 g de muestra a pulpa fina, con ayuda de un mortero y se mezcla bien, se vierte en un vaso de precipitado y se añaden 400 mL de agua, se puso a hervir durante una hora manteniendo constante el volumen. A continuación se transfirió el contenido a un matraz volumétrico de 500 mL para diluir hasta el aforo del mismo a 20°C. Posteriormente se filtró a través tomando alícuotas de 100 mL. Después se agregaron 100 mL de agua y 10 mL de hidróxido de sodio 1N, dejando reposar durante la noche. Añadir 50 mL de solución de ácido acético 1N y dejar que la solución repose durante 5 minutos. Lentamente agregar 25 mL de solución de cloruro de calcio 1N con agitación constante. Dejar en reposo durante una hora. Desecar durante una hora un pedazo de tela, que servirá como filtro, en un pesa filtro al que previamente se le ha determinado su masa. Lavar perfectamente la tela con agua caliente hasta eliminar todas las trazas de cloruro. (Probar en las agua de lavado hasta la ausencia del precipitado de cloruro de plata, el cual se obtiene por la adición de solución de nitrato de plata y solución de ácido nítrico). Transferir el pedazo de tela y residuo al pesa filtro y desecar a 105 °C durante tres horas. Enfriar y determinar su masa. Volver a desecar durante otra media hora y comprobar su masa para asegurarse de que no se han producido posteriores pérdidas de masa.
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 Cálculos:



%  Pectina 



m1  m 100  s



Donde: m= masa en gramos de tela sin contenido. m1= masa en gramos de tela con contenido. s= masa en gramos de la muestra usada en la alícuota de 100 mL.



5.3.6 Cenizas. Método de cenizas totales Para esta determinación se utiliza un crisol tarado, a peso constante, donde se colocan 3 g de muestra, a continuación empleando un mechero la muestra se calcina, en seguida se pasa a la mufla por 2 horas a 500 °C, una vez concluido el tiempo, se pasa al desecador para que enfríe y cuando está a temperatura ambiente se pesa. Cálculos



% Cenizas 



 P 1  P 2 * 100  P 



Donde: P= peso de la muestra, en gramos. P1= peso del crisol más muestra, en gramos. P2= peso del crisol más cenizas, en gramos.



5.3.7 Proteínas. Método de Kjeldahl Esta determinación comprende tres fases: digestión, destilación y titulación.
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  Digestión:  Se pesaron 0.5 g de muestra previamente seca y molida en un matraz de digestión



Kjeldahl. Agregar 5 g de sulfato de potasio, 0.5 g de sulfato de cobre y 15 mL de ácido sulfúrico concentrado. Calentar en manta calefactora; rotar el matraz periódicamente para digestión de toda la materia orgánica, y una vez que la solución esté transparente, dejar en ebullición 15 a 20 min más. Enfriar y posteriormente aforar a 100 mL.  Destilación: Al equipo de destilación se le agregan 25 mL de la muestra anteriormente digestada



y 20 mL de hidróxido de sodio al 40% o la cantidad necesaria hasta que la mezcla tomará un color negro. Previamente en el extremo del refrigerante colocar frasco, al que se le han agregado 10 mL de ácido bórico que contiene 4 gotas de indicador de Toshiro. Se debe introducir la resistencia al matraz balón que contiene agua, el cual servirá para calentar la muestra. Se deja que transcurra la destilación hasta reunir aproximadamente 100 mL de destilado, cuyo contenido cambia de color violeta a azul verdoso a medida que se acumula el amoniaco. Reunido el volumen de destilado, se debe retirar el recipiente colector. Titulación: Del volumen destilado se midió una alícuota de 25 mL y se deposita en un



Erlenmeyer, al que se adicionan 3 gotas de indicador Toshiro. Finalmente con ácido sulfúrico 0.02 N se titula, hasta que el color azul verdoso cambie nuevamente a violeta.



%  Pr oteína 



14 N V  factor 100 m 1000 



Donde:  N = normalidad de H2SO4 V = volumen gastado de H2SO4 Factor = 6.25 para proteínas en general m = masa de la muestra en gramos



5.3.8 Acidez total Para esta determinación se utilizaron 10 mL de jugo se transfieren a un matraz y se aforan a 100 mL empleando agua destilada hervida y fría. Por otro lado en un matraz Erlenmeyer se toma una
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 alícuota de 25 mL, que se tituló con hidróxido de sodio 0.1 N; usando como indicardor 3 gotas de fenolftaleína.



% Acidez 



mL de solución m.e. del ácido  N de NaOH  100 muestra



m.e. ácido cítrico= 0.064



m.e. ácido oxálico=0.045



m.e. ácido málico= 0.067



m.e. ácido tartárico= 0.075



5.3.9 pH Para la medición de pH se utilizó un potenciómetro digital (Sensonix), previa calibración del  potenciómetro, se enjuagó el electrodo con agua destilada y se secó cuidadosamente,  posteriormente el electrodo se introdujo en la muestra y se leyó el pH.



5.3.10 Grado de maduración El índice de madurez se determinó a partir de los resultados arrojados en los métodos analíticos referentes a los sólidos solubles totales y a los expresados en la acidez titulable (ácido cítrico) (ICOTEC, 1999). En la obtención de resultados se emplea la siguiente fórmula:



 Índice de madurez 







Sólidos so lub les totales acidez  titulable



5.3.12 F ibra cruda Se pesaron 2 g de muestra pulverizada, seca y desengrasada, se colocaron en un matraz de bola de 500 mL y se agregaron 100 mL de ácido sulfúrico al 1.25% y perlas de ebullición. Esta mezcla se puso a ebullición con reflujo durante media hora, después de la cual la solución se filtró al vacío y se enjuagó con agua hirviendo hasta que el agua de lavado alcanzó pH neutro. El residuo 30



 se transfirió al matraz de bola y se adicionaron 100 mL de hidróxido de sodio al 1.25% y se puso a ebullición con reflujo durante media hora. Nuevamente se filtró la solución (a través de un  papel filtro pesado previamente) y se enjuagó con 10 mL de ácido sulfúrico al 1.25% y luego con agua hirviendo hasta que el agua de lavado alcanzó un pH neutro. Este residuo, junto con el  papel filtro, se colocó en un crisol a peso constante y se dejó secar en la estufa a 130 °C durante 2 horas. El crisol con la muestra se dejó enfriar en un desecador y se pesó. Finalmente, se calcinó en la mufla durante 30 minutos a 600 °C, se dejó enfriar y se pesó.



5.3.11 Vitamina C  Preparación de soluciones para ácido ascórbico



A continuación se especifica la preparación que se siguió de cada una de las soluciones que se utilizan para el método de Indofenol para la determinación de ácido ascórbico. Solución de ácido acético-ácido metafosfórico: se disolvió con agitación, 15 g de ácido



metafosfórico en 40 mL de ácido acético y 200 mL de agua, se diluyó aproximadamente 500 mL, y se prosiguió a filtrar rápidamente a través de papel filtro en una botella de vidrio con tapón. Solución estándar de ácido ascórbico 1 mg/mL: se pesó exactamente 50 mg de ácido ascórbico



de referencia, el cual se mantuvo en un desecador, lejos de laluz solar directa. Se continúo con la transferencia de lo pesado a un matraz aforado de 50 mL, se diluyó el volumen con la solución de ácido metafosfórico –  ácido acético inmediatamente antes de usarlo. Solución estándar de indofenol: se disolvió 50 mg de la sal de sodio del 2,6 dicloroindofenol en



50 mL de agua, a la cual se le adicionó previamente 42 mg de bicarbonato de sodio. Se prosiguió a agitar vigorosamente y cuando el colorante se disolvió, se diluyó a 200 mL con agua. Se filtró y conservó en frasco ámbar en refrigeración.
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 Valoración de estándares de ácido ascórbico



Se transfirieron tres alícuotas de 2 mL de la solución estándar de ácido ascórbico a tres matraces Erlenmeyer de 50 mL conteniendo 5 mL de HPO3-HOAC. Se prosiguió a titular rápidamente con solución de indofenol, con una bureta de 50 mL, hasta un ligero pero distintivo color rosa. Fue necesario para una exactitud la titulación de tres blancos con 7 mL de solución de HPO3HOAC más un volumen de agua igual al volumen de la solución de indofenol usada en la titulación directa. Después se resta X-B, donde: X= mL gastados para la muestra estándar de ácido ascórbico. B= mL gastados para la muestra blanco. Se calculó y se expresó la concentración de la solución de indofenol como: mg de ácido ascórbico equivalente a 1 mL de reactivo.  Preparación de la muestra



Para materiales secos se contienen cantidades no apreciables de sustancias básicas. Se adicionó solución de HPO3-HOAC para ajustar el pH a aproximadamente 1.2 y se trituró la muestra hasta que esté en suspensión. Se diluyó con la solución de HPO3-HOAC a un volumen determinado. Este fue el volumen designado. Se usó aproximadamente 10 mL de solución de extracción por cada gramo de muestra seca. La solución final debe contener de 10 a 100 mg de ácido ascórbico  por cada 100 mL. Para materiales que contienen cantidades apreciables de sustancias básicas. Se añadió solución de HPO3-HOAC  –  H2SO4 para ajustar el pH a aproximadamente a 1.2 y se trituró la muestra hasta que estuvo en suspensión. Se diluyó con la misma solución a un volumen determinado designado.
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 Para materiales líquidos, se toma una cantidad de muestra que contenía aproximadamente 100 mg de ácido ascórbico, se prosiguió a ajustar el pH a aproximadamente a 1.2 con solución de HPO3HOAC  –  H2SO4. Se diluyó con la solución de HPO 3-HOAC a un volumen determinado que contenga aproximadamente 10-100 mg de ácido ascórbico por 100 mL.  Determinación del contenido de ácido ascórbico



Se titularon tres replicas por cada muestra, cada una contenía aproximadamente 2 mg de ácido ascórbico, se realizaron determinaciones de blancos para la corrección de las titulaciones, se usaron volúmenes apropiados de la solución HPO3-HOAC y agua. La determinación se calculó de la siguiente manera:



 Ácido ascórbico ( mg  ) (  X   B )(  F  )( V  )   g  ,tableta ,mL  EY  Donde: X= promedio de mL gastados para la muestra titulada. B= promedio de mL gastados para el blanco. F= mg de ácido ascórbico equivalente a 1 mL de solución estándar de indofenol. E= número de gramos, tabletas, mL. V= volumen de la solución inicial ensayada. Y= volumen de la alícuota de la muestra titulada.



5.4 Preparación de extracto etanólico de carambolo Se utilizaron 400 g de fruta de  Averrhoa carambola  L. limpias, se cortaron en pequeñas rebanadas, a continuación se depositaron en un frasco, para macerarlas en etanol al 96% hasta
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 cubrirlas totalmente, se dejaron en reposo por tres días a temperatura ambiente protegidas de la luz. Posteriormente se separó el extracto etanólico de la fruta por filtración, del cual se tomaron aproximadamente 50 mL para las pruebas fitoquímicas y al resto se le redujo el volumen por medio de baño maría hasta un volumen final de 20 mL.



5.5 Pruebas fitoquímicas Al extracto etanólico de carambolo se le realizó un tamizaje fitoquímico para la identificación cualitativa de flavonoides, cumarinas, sesquiterpenlactonas, saponinas y sapogeninas, glucósidos cardiotónicos, alcaloides, iridoides, antocianinas, fenilpropanoides (Domínguez X.A., 1979).



5.6 Determinación de compuestos fenólicos totales Por su facilidad y reproducibilidad se seleccionó el método de Folin- Ciocalteau como mejor método para la determinación de fenoles totales en extractos vegetales.



5.6.1 Preparación de la curva de calibración Primero se hizo una solución estándar de ácido gálico preparándose 50 mL de solución madre (A) -1 con una concentración de 105 μgmL : a 0.00525 g (5.25 mg) de ácido gálico, se adicionaron 50



mL de solvente (alcohol metílico). Por otro lado se preparó una solución (B): 0.1 mL de alcohol metílico y 9.9 mL de agua para un total 10 mL; también se preparó reactivo de Folin-Ciocalteu al 50% v/v (5 mL de reactivo más 5 mL de agua destilada), y 100 mL de carbonato de sodio al 7.5%. Se hizo la curva estándar considerando concentraciones entre 10-90 mEqmL-1. Para esto se tomaron las alícuotas que se indican en la Tabla 6.
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 En una celda se colocaron 300 μL de cada concentración (10-90 mEqmL-1), 1200 μL de agua desionizada y 1500 μL de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se agitó durante tres minutos y enseguida se adicionaron 3000 μL de carbonato de sodio al 7.5%. Se agitó de nuevo por unos



segundos y se incubó durante 15 minutos a 45 ºC. Se dejaron transcurrir 20 minutos para que la reacción se estabilizara. Pasado este tiempo se hizo la lectura en el espectrofotómetro UV-Vis modelo 1000 a 760 nm de longitud de onda (λ) contra un testigo de metanol.



Tabla 6. Volúmenes empleados para la realización de la curva de estandarización



 Número



mL de solución



mL de solución



Concentración



de tubo



A



B



(mEq ácido gálico mL-1)



1



0.9



0.1



90



2



0.8



0.2



80



3



0.7



0.3



70



4



0.6



0.4



60



5



0.5



0.5



50



6



0.4



0.6



40



7



0.3



0.7



30



8



0.2



0.8



20



9



0.1



0.9



10



10*



-



-



0



* Testigo (Metanol)



5.6.2 Preparación de la muestra Del extracto de carambola se tomó una alícuota de 10 mL la cual se evaporó a sequedad y de ahí se tomó 0.2 g de muestra, a la que se adicionó 5 mL de metanol, a continuación se incubó durante 24 horas a 25 ºC empleando un baño maría. Posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se separó empleando jeringas estériles. El sólido se resuspendió en 5
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 mL de solvente y se volvió a incubar 24 horas a 25 ºC y 300 rpm. Después de este tiempo se puso en la centrífuga a 13,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se incorporó con el anterior y se almacenó a -20 ºC hasta su utilización. En las celdas se colocaron 35 μL de cada muestra, 1690 μL de agua desionizada, 1725 μL de



Reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se agitó durante tres minutos y enseguida se adicionaron 3450 μL de carbonato de sodio al 7.5%, se agitó por unos segundos y se incubó durante 15



minutos a 45 ºC. Pasado este tiempo se hizo la lectura en el espectrofotómetro Unico modelo 1000 a 760 nm de longitud de onda (λ).



5.7 Análisis estadístico La evaluación estadística se realizó empleando el programa estadístico MINITAB 16 con un modelo de regresión lineal simple para obtener la curva de estandarización y la ecuación lineal  para posteriormente interpolar el promedio de las lecturas de absorbancia obtenidas y de ésta manera obtener el perfil polifenólico de las muestras en estudio expresadas como mEqmL-1 de ácido gálico.
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 6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 6.1 Análisis bromatológico Los resultados obtenidos para cada una de las determinaciones realizadas en la carambola se  presentan en la Tabla 7. Tabla 7. Composición química de carambola



Componentes Sólidos Totales Sólidos solubles  pH Humedad Azúcares reductores Cenizas Vitamina C (mg)



Contenido (%) 10.00 8.35 2.23 90.00 5.00 0.49 54.25



Pectina



0.10



Fibra



3.59



Proteínas



0.28



Ácido cítrica



0.25



Ácido oxálico



0.18



Ácido málico



0.26



Ácido tartárico



0.29



Índice de maduración



8.5
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 Los resultados obtenidos con respecto a azúcares reductores comparados con los reportados por Tello et al ., (2002), se encuentran con valores más bajos; con respecto a la prueba de acidez, expresada como ácido cítrico, ácido málico y oxálico, los valores son inferiores; en relación a la determinación de vitamina C, sólidos solubles, los resultados obtenidos son superiores y en el caso de pectina y pH, los valores son iguales a los reportados; estos resultados pueden atribuirse al estado de madurez de la planta, que en este trabajo se decidió utilizar en sazón, etapa en que la fruta aún no ha logrado la conversión total de los polisacáridos a disacáridos, aumentado la dulzura del producto; otra razón puede ser el hecho de que el fruto proviene de cultivos de traspatio, donde el producto no recibe ningún tipo de fertilización a diferencia con las muestras utilizadas en el otro trabajo donde se refiere proceden de un invernadero. Conocer la composición química de la carambola, resulta importante ya que esta información  permite caracterizar el fruto y conocer los beneficios de su consumo. Dentro del grupo de las frutas cítricas se encuentran: limón, mandarina, toronja, naranja, lima y kiwi; carambolo, también pertenece a este grupo y el valor determinado de vitamina C, expresado como ácido ascórbico para carambolo de 54.25 mg se encuentra entre los valores reportados semejante al de la naranja (55 mg); superior al de mandarina, toronja , limón y lima; que tienen un promedio que va de 30 a 52 mg; el carambolo solo es superado por el kiwi al cual se le reporta 80 mg. Esta comparación resulta benéfica si se trata de establecer que el consumo de esta novedosa fruta aportará las mismas cantidades de vitamina C que las de uso común.



6.2 Evaluación de pruebas fitoquímicas En el análisis fitoquímico del extracto etanólico (Tabla 8), de la especie  Averrhoa carambola L., arrojó resultados similares a los reportados por Novillo (2009). Para la identificación de flavonoides, se aplicarón dos pruebas: vapores de amoniaco y reacción de Shinoda; en la primera se apreció una coloración amarillo, esto indica la presencia de flavonas y flavonoides, en la segunda prueba resultó positivo a flavonas con una coloración naranja. Una
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 de las variantes se encuentra en las sesquiterpenlactonas y glucósidos cardiotónicos dando  positivo a la prueba de Baljet. Se ha atribuido a estos fitonutrientes un efecto protector en la prevención de procesos degenerativos de enfermedades cancerígenas, cardio y cerebro vasculares, dado que los antioxidantes poseen capacidad para neutralizar los radicales libres. Particularmente los jugos cítricos se caracterizan por una acumulación importante de flavonoides y fenilpropanoles, además de ácido ascórbico (Novillo, 2009). Como se puede observar en la Tabla 8 lo anteriormente mencionado coincide en dichos metabolitos metabolitos secundarios además de presentarse positivamente positivamente a los ensayos para esteroles. Específicamente para flavonoides, es más notoria la presencia de ellos, como son las flavonas. Tabla 8. Análisis fitoquímico fitoquímico del extracto etanólico de carambola



Pruebas fitoquímicas  Flavonoides



Vapores de amoniaco Shinoda



+ +



Glucósidos cardiotónicos



Baljet  Fenilpropanoides Saponeinas



Rosenthaler



+ + +



Sesquiterpenlactonas



Baljet



+



+ significa presencia



Palomar (2006), señala que el carambolo contiene compuestos polifenólicos y taninos, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el carambolo, que indican la presencia de flavonoides  principalmente. Por otro lado Almajano, (2009), refiere la relación de la capacidad antioxidante con la presencia de flavonoides y vitamina C, entre otros; la determinación realizada, permite señalar que a ellos se debe la capacidad antioxidante que otros autores confieren a este fruto.
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 Los compuestos fenólicos o polifenoles provienen del metabolismo secundario de las plantas. Químicamente son compuestos que tienen al menos un anillo aromático al que está unido uno o más grupos hidroxilo. Existe una gran variedad de compuestos fenólicos, y se clasifican en flavonoideos, formados por dos anillos aromáticos unidos por un heterociclo oxigenado y que dependiendo del grado de hidrogenación y de la sustitución del heterociclo son, flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianos, proantocianidinas, flavanonas, etc. y se encuentran generalmente en forma de glicósidos, y los no flavonoideos, compuestos benzoicos y cinámicos, llamados comúnmente ácidos fenólicos, que contienen un anillo aromático con diferentes grupos funcionales, y que pueden estar formando esteres con los ácidos orgánicos. Otros compuestos de naturaleza polifenólica son estilbenos, taninos, ligninas y lignanos. Algunas de las propiedades de los productos de origen vegetal, como color, astringencia y aroma son debidas a la presencia de compuestos de este tipo. El análisis fitoquímico cualitativo realizado a carambolo muestra de manera positiva los compuestos polifenólicos relacionados con la capacidad antioxidante que le confiere al fruto cualidades en el beneficio de la salud.



6.3 Determinación de compuestos polifenólicos En la Figura 7 se muestra el modelo ajustado obtenido a través del método de regresión lineal simple, el cual ayuda a explorar y cuantificar el grado de relación existente entre la absorbancia y la concentración (mEqmL-1  de ácido gálico) para así desarrollar una ecuación lineal con fines  predictivos. Además, el análisis de regresión lleva una serie de procedimientos de diagnóstico que informan la estabilidad e idoneidad del análisis. El eje de abscisas muestra la concentración observada y el de ordenadas los mEqmL-1 de ácido gálico. A primera vista, parece existir una relación positiva entre ambas variables; es decir aparentemente son directamente proporcionales.
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 Gráfica de línea ajustada Concentración = - 5.575 + 132.8 Absorbancia 100



S R-Sq R-Sq( -Sq(aadj) dj)



80



2. 97398 98.9% 98.8 98.8% %



    n      ó 60      i     c     a     r      t     n     e 40     c     n     o      C 20
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0.5



0.6



0.7



0.8



Absorbancia



Figura 7. Representación gráfica del modelo ajustado



Analizando a profundidad los resultados obtenidos en la regresión se tiene: la pendiente de la recta indica que, en promedio, a cada incremento de mEqmL-1 de ácido gálico le corresponde un incremento de 132.8 en concentración. El valor R 2  ajustado de la Figura 7 tiene un valor del 98.8%, lo que indica que el modelo es muy adecuado para determinar el perfil polifenólico. El análisis de varianza nos permite aceptar o rechazar la hipótesis nula (Tabla 9). En general, en este trabajo se plantean dos hipótesis: la hipótesis nula (H0) que indica que el modelo no es adecuado y la hipótesis de investigación (H1) la cual muestra que éste si es adecuado. Para conocer cuál de las dos hipótesis es la correcta se recurre a la probabilidad de que la hipótesis nula sea verdadera (P), que en este caso es cero, la que indica que se debe aceptar la H1, por no existir la probabilidad de que H0 sea verdadera.
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 Tabla 9. Análisis de varianza



Fuente



DF



SS



MS



F



P



Regresión



1



20180.8



20180.8



2281.71



0.000



Error



26



230.0



8.8



Total



27



20410.7



Los residuos (diferencia entre los valores observados y los pronosticados) son muy importantes en el análisis de regresión (Figura 8). En primer lugar, informan sobre el grado de exactitud del  pronóstico: cuanto más pequeño es el error típico de los residuos, mejor se ajusta la recta de regresión a la nube de puntos. En segundo lugar, el análisis de las características de los casos con residuos grandes (valor absoluto) puede ayudar a detectar casos atípicos y, perfeccionar la ecuación de regresión Los supuestos del modelo estadístico se refieren a una serie de condiciones que deben darse para garantizar la validez del modelo; como es la normalidad, que indica si los residuos de la variable independiente se distribuyen normalmente con media cero. El gráfico de probabilidad normal de la Figura 9 muestra a los residuos con una distribución normal, la nube de puntos se encuentra en su mayoría alineada sobre la diagonal del gráfico; lo que parece confirmarse con el histograma de residuos. También se puede notar una aparente distribución de la nube de puntos de los residuos con respecto al valor ajustado.
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 Gráficas de residuos para Concentración Gráfica de probabilidad normal
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Figura 8. Gráficos de residuos tipificados



De acuerdo a la Tabla 10 la absorbancia leídas en el espectrofotómetro fueron muy similares dando como resultado un promedio de 0.22, dicho dato se utilizó para ingresarlo al modelo ajustado obtenido anteriormente.



Tabla 10. Resultados de absorbancia para cuantificar el perfil fenólico.



Muestras ( Averrhoa carambola L.) Absorbancia



0.21



0.22



0.23



Promedio



0.22
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 La Tabla 11 muestra la cantidad de compuestos polifenólicos (mEq ácido gálico mL-1), lo cual se obtuvo mediante el perfil polifenólico; introduciendo la absrobancia (x) leída en el refractómetro en la fórmula.



Tabla 11. Resultado del perfil polifenólico de la muestra



 Perfil Polifenólico=-5.575+132.8x



Concentración (mEq ácido gálico mL-1)



23.641



Se puede notar a simple vista un valor pequeño de compuestos polifenólicos, pero hay que tomar en cuenta que éste se encuentra expresado en frutos fresco; donde el agua podría obstruir en la extracción y cuantificación de compuestos fenólicos; además, los constituyentes antioxidantes de los FFC son muy susceptibles a degradación cuando se exponen a oxigeno, luz y altas temperaturas. Los polifenoles de tipo flavonoideo, como flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianos, flavanonas, catequinas y proantocianidinas, son los antioxidantes más potentes presentes en los alimentos vegetales. La técnica empleada para la determinación de polifenoles totales es determinada por Vila López (2006), donde indica que es una técnica muy útil con numerosas ventajas como la rapidez, bajo costo, fácil manejo y los resultados obtenidos son un indicio de su posible utilización, además señala que los modelos de calibración son aceptables y en este trabajo la curva de estandarización y el modelo estadístico aplicado permitió eficientemente la cuantificación de compuestos  polifenólicos totales, expresados como mEq ácido gálico mL-1.
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 7. CONCLUSIONES



El análisis proximal realizado a carambolo determinó para humedad un 90%; el contenido de sólidos totales de 10% y de solubles con 8.35%; el pH de 2.23 y la acidez reportada como ácido cítrico de 0.0.25 %, ácido oxálico 0.18%, ácido málico 0.26% y ácido tartárico 0.29%. También se cuantificó 54.25 mg por cada 100 g de fruto fresco de vitamina C. El análisis fitoquímico cualitativo realizado al extracto etanólico demostró la presencia  principalemente de flavonoides, fenilpropanoides también de glucósidos cardiotónicos y sesquiterpenlactonas. La metodología de Folin-Ciocalteu permitió la cuantificación de los compuestos fenólicos totales expresados como 23.641 mEq ácido gálico mL-1 presentes en el extracto etanólico de  Averrhoa carambola L. obtenido a partir de frutos frescos.



Los resultados expresados anteriormente señalan al carambolo  (Averrhoa carambola L.), como un fruto con alto contenido de vitamina C, así como el análisis fitoquímico y la cuantificación de los compuestos fenólicos totales indican en este fruto una elevada capacidad como antioxidante; características que le dan un valor agregado al incluirlo en la alimentación.
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 9. ANEXO Técnicas empleadas para las pruebas fitoquímicas



Flavonoides 1) Vapores de amoniaco: Someter una muestra del material a estudiar a vapores de amoniaco. La prueba vegetal puede cambiar de color, interpretándose como sigue:



Coloración



Compuestos activos



 Amarillo



Flavonas y flavonoles



 Amarillo - rojo



Chalconas y auronas



Rojo intenso



Antocianinas



2) Reacción de Shinoda: Consiste en tratar el extracto alcohólico incoloro o ligeramente amarillo, con una viruta de magnesio y unas cuantas gotas de ácido clorhídrico concentrado, la interpretación es como sigue:



Coloración



Compuestos activos



 Anaranjado



Flavonas



Rojo



Flavononas



Rojo azuloso



Flavonoles



Violeta



Flavononoles y xantonas
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 Cumarinas 1) Formación de hidroximato: A una gota de extracto etanólico o etéreo, añadir una gota de solución de metanol 2N de clorhidrato de hidroxilamina y una gota de solución metanólica 2N de KOH. Calentar la mezcla durante dos minutos y enfriar. Acidular con HCl 0.5N y añadir una gota de cloruro férrico al 1%. La prueba es positiva si se observa la formación de una coloración viletacea. En caso negativo, diluir un poco y repetir la prueba. 2) Prueba de Legal : Disolver una pequeña muestra de extracto en 3 gotas de piridina (si el solvente del extracto no es soluble en piridina, se evapora este a sequedad). Añadir una gota de solución reciente de nitroprusiato de sodio al 0.5% y posteriormente gota a gota, 4 gotas de KOH 2N. La prueba es positiva si se observa una coloración rosa- rojo.



Sesquiterpenlactonas 1) Formación de hidroximato: A una gota de extracto etanólico o etéreo, añadir una gota de solución de metanol 2N de clorhidrato de hidroxilamina y una gota de solución metanólica 2N de KOH. Calentar la mezcla durante dos minutos y enfriar. Acidular con HCl 0.5N y añadir una gota de cloruro férrico al 1%. La prueba es positiva si se observa la formación de una coloración viletacea. En caso negativo, diluir un poco y repetir la prueba. 2) Prueba de Legal : Disolver una pequeña muestra de extracto en 3 gotas de piridina (si el solvente del extracto no es soluble en piridina, se evapora este a sequedad). Añadir una gota de solución reciente de nitroprusiato de sodio al 0.5% y posteriormente gota a gota, 4 gotas de KOH 2N. La prueba es positiva si se observa una coloración rosa- rojo. 3) Prueba de Baljet : Solución A de ácido pícrico, solución B de sosa, se mezclan en volúmenes iguales antes de usarse. Una pequeña cantidad de muestra se pone en contacto con 3-4 gotas del reactivo de Baljet, la prueba es positiva si se roma una coloración anaran jado a roja obscura. 4) Prueba de Tollens: Agregar a 2 mL de nitrato de plata al 5% una gota de hidróxido de sodio al 10%.  Añadir hidróxido de amonio al 2% hasta disolver el precipitado. Un mL de esta mezcla se agrega a una muestra de extracto libre de solvente. La prueba es positiva al formarse un espejo de plata. Las lactonas alfa-gama insaturadas dan positivas a esta prueba aun en ausencia de sosa .



Saponinas y sapogeninas Saponinas 1) Formación de espuma: Al sacudir una muestra en agua, la prueba será positiva si existe formación de espuma. 2) Prueba de Molish: Uno o dos mg de glucósido contenidos en tubo de ensaye, se mezclan con una o dos gotas de alfa naftol en etanol (5%) . Por la pared del tubo se agrega ácido sulfúrico concentrado. La prueba es positiva si se forma un anillo violeta.



Sapogeninas estroidales y triterpenoides
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 1) Prueba de Rosenthaler : Una muestra pequeña se pone en contacto con una o dos gotas de de vainillina al 1% en etanol y una o dos gotas de HCl concentrado. Se obtienen coloraciones características. 2) Prueba de Noller : Una muestra de 4 u 8 mg contenida en un tubo de ensaye, se pone en contacto con 4 gotas del reactivo de Noller. El tubo se tapa y se observan los cambios de color durante 60 minutos, de amarillo a café rojizo, pasando por diversos tonos de naranja y verde. Puede variar rápidamente a café obscuro. Glucósidos cardiotónicos 1) Prueba de Kdde: Solución A de ácido 3,5-dinitrobenzico, solución B de potasa. Se mezclan cantidades iguales de solución A y B y se añade 1-2 gotas a un mg del material. Los cardenolidos y sus agliconas dan color azul o violeta que desaparece de 1-2 horas. 2) Prueba de Legal : Una muestra pequeña se disuelve en 2-3 gotas de piridina, se agrega una gota de nitroprusito de sodio y 1-3 gotas de sosa. La prueba es positiva si se forma una coloración rojo- intenso. 3) Prueba de Keller-Kiliani : (Para glucósidos cardiotónicos con 2-desoxiazucares o para estos azucares). Una pequeña muestra se disuelve en 1 mL de una mezcla formada por sulfato férrico y ácido acético glacial. Se agregan 1-2 gotas de ácido súlfurico, siendo la prueba positiva si en 1-2 minutos aparece un color azul. 4) Prueba Baljet : Solución A de ácido pícrico, solución B de sosa, se mezclan en volúmenes iguales antes de usarse. Una pequeña cantidad de muestra se pone en contacto con 3-4 gotas del reactivo de Baljet, la prueba es positiva si se roma una coloración a naranjado a roja obscura.



Alcaloides 1) Prueba Mayer : Una muestra de extracto previamente acidulada con ácido sulfúrico o ácido clorhídrico previamente diluido, se trata con unas gotas de reactivo de Mayer, la prueba es positiva si se produce un precipitado blanco. 2) Prueba de Dragendorff : Una muestra de extracto previamente acidulada con ácido sulfúrico o ácido clorhídrico previamente diluido. Se trata con unas gotas de reactivo de Dragendorff, la prueba es positiva si se produce un precipitado naranja marrón. 3) Prueba de Wagner : Una muestra de extracto acuoso o etanólico previamente acidulada, se trata con el reactivo de Wagner, la prueba es positiva si se produce un precipitado floculante de color marrón.



Iridoides Utilizar tres tubos de ensaye de la siguiente manera: en el primero colocar 0.5 mL del extracto etanólico. Colocar en el segundo tubo 0.5 mL del extracto etanólico, mezclar con 3 mL de vainillina (4% en metanol) y con 1.5 mL de HCl concentrado. La muestra se protege de la luz durante 1 a 2 horas. Por último en el tercer tubo colocar la mezcla de reactivos sin muestra. Interpretación: color azul indica la presencia de iridoides.
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