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RESUMEN

Se realiz6 el andlisis proximal de la almendra de semillas
de guanédbana (Annona muricata), obtenidas como dese-
cho agroindustrial y la caracterizacion funcional de la hari-
na desengrasada y los aislados proteicos de las semillas. El
porcentaje de proteina cruda en la almendra es del 15%, lo
que hizo factible la extraccién de aislados proteicos. El punto
isoeléctrico (PI) de los aislados obtenidos con ausencia (AO)
y presencia de NaCl (A1) fue, en ambos casos, de 4,0. El ren-
dimiento para AO fue de 46% y para A1, de 46,3%. El conte-
nido de proteina para AO fue de 39,9% y para A1, de 63,3%,
en este Ultimo favoreciendo la capacidad de absorcién de
agua (CAA), la absorciéon de lipidos (CAL) y la capacidad
espumante (CE). Las mejores propiedades emulsificantes
fueron observadas en la harina desengrasada. Los aislados
proteicos de la almendra de la semilla de guanébana podrian
ser empleados en la industria de alimentos, como ingredien-
tes funcionales.

Palabras clave: Capacidad espumante, absorcion de lipidos,
extraccién de proteinas, fruto tropical.

SUMMARY

Proximate analysis of soursop (Annona muricata) seed kernel
and functional characterization of defatted flour and protein
isolates were studied. Kernel crude protein was 15%, which
made it feasible to extract protein isolates. The isoelectric
point (PI) of the isolates obtained in absence (AO) and in

presence of NaCl (A1) was, in both cases, 4.0. The yield was
46% for AO and 46.3% for Al. Protein content was 39.9%
in AO and 63.3% in Al. A higher yield in the extraction of
proteins in A1 favors the water absorption capacity (FAC), the
lipid absorption (CAL) and the foaming capacity (CE). The
best emulsifying properties were observed in the defatted
flour. The kernel protein isolates of the soursop seeds could
be used in the food industry as functional ingredients.

Key words: Foaming capacity, oil absorption capacity, protein
extraction, tropical fruit.

INTRODUCCION

La Annona muricata es un éarbol perteneciente a la familia
Annonaceae, del cual, se obtiene el fruto conocido como
“guandbana”. Es originaria de las Antillas y de las regiones
tropicales de América del Sur (Lock & Rojas, 2003). Las
procesadoras de alimentos emplean esta fruta, debido a su
alto contenido de azlcar y delicado sabor. De la transfor-
macion del fruto, se obtienen productos, tales como pulpa,
jugo, concentrados, helados, néctares, mermeladas, jaleas,
conservas, yogures, entre otros (Badrie & Schauss, 2009) y,
ademés, se generan residuos del procesamiento, como la
céscara y las semillas, que se desechan al medio ambiente.

Los residuos de semillas generados de las procesadoras de
frutas pueden poseer valor nutricional y caracteristicas fun-
cionales que no han sido estudiadas en detalle, por lo que
se desconoce su posible utilizacién, como ingredientes en
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diversos productos alimenticios. Los aislados proteicos son
una opcién viable para el aprovechamiento de semillas, con
contenidos significativos de proteina (21,43%) (Awan et al.
1980), ya que los aislados pueden ser usados en la indus-
tria, gracias a las propiedades funcionales que exhiben, tales
como emulsificante, formacién de espuma, gelacién, incre-
mento de la viscosidad, sabor, textura y absorcién de grasa y
adua; varias formas de aditivos proteicos son adicionados a
los alimentos para incrementar sus caracteristicas funciona-
les, nutricionales y econémicas (Rakosky, 1989).

Las proteinas vegetales aisladas podrian tener un alto va-
lor como ingredientes funcionales (Liadakis et al. 1995);
sin embargo, sélo las de soja son ampliamente utilizadas;
Pszczola (2004), senala que la industria alimentaria se en-
cuentra en la bisqueda de proteinas alternativas que puedan
competir con las que, actualmente, dominan el mercado.
Los aislados proteicos vegetales pueden ser obtenidos por
solubilizacién alcalina, seguido de precipitacién en el pun-
to isoeléctrico (PI) (Tzeng et al. 1990, Liadakis et al. 1995,
Bernandino-Nicanor et al. 2001). Esta metodologia es la
maés empleada, en parte, por la facilidad de su implementa-
cién y los altos rendimientos obtenidos de proteina; ademas,
permite la adecuada separacién de sustancias no-proteicas,
tales como azlcares, fibra, lipidos y otros componentes no
deseables en el producto final, principalmente, factores anti-
nutricionales (FAN).

El objetivo de este trabajo fue obtener aislados proteicos de
semillas de guanéabana provenientes de la industria procesa-
dora de frutas y determinar, parcialmente, las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de interés, con el fin de estudiar
la posibilidad para su uso en la industria de los alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de guanébana (A. muricata L.) obteni-
das de la empresa procesadora de pulpas “Pura Fruta”, ubi-
cada en la ciudad de Tunja. Se tomé una muestra represen-
tativa de 20kg. Los reactivos fueron grado analitico (Marcas
Merck y Panreac).

Anadlisis proximal de las semillas: Las semillas, se lavaron
con agua, para eliminar los residuos de pulpa adheridos; se
extrajo la almendra y se secé a 40°C durante 24 horas. Pos-
teriormente, se hizo una reduccién de tamano en un molino
analitico (IKA A11 Basic) y la muestra fue tamizada, a través
de malla 0,5mm. La harina obtenida se almacené en un re-
cipiente hermético, a temperatura ambiente (20°C), hasta la
posterior determinacién cuantitativa de la humedad (método
oficial 945.09 B (AOAC, 2000), extracto etéreo, (920.39 QC),
proteina cruda, (979.09 B), fibra cruda, (962.09 E) y cenizas
(923.03) (AOAC, 2000).

Obtencion de los aislados proteicos: La extraccion, se
llevé a cabo a partir de la harina desengrasada (extraccién
soxhlet con cloroformo) de la almendra de las semillas de
guandbana, para lo cual, fue necesario conocer el punto
isoeléctrico (PI) de las proteinas presentes en la harina. Se
realiz6 la curva de solubilidad, de acuerdo con la metodolo-
gia de Adebowale & Lawal (2004), con algunas modificacio-
nes. Se prepararon seis muestras mezclando 0,5g de semilla
(molida y desengrasada), con 10mL de agua destilada, en 6
tubos diferentes. Las muestras fueron sometidas a agitacién
durante media hora, para su homogenizacién; seguidamen-
te, se midi6 el pH de la solucién y se ajusto a valores de 2,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10,0 y 12,0, mediante la adicién de HCI 0,1M
o NaOH 0,2M. Estas soluciones se mantuvieron durante una
hora en agitacién, para una adecuada homogenizacion; lue-
go, se sometieron a centrifugacién a 4000 rpm (centrifuga
Eppendorf 5804), durante 20 minutos a 5°C, con el fin de
separar las proteinas solubles de los demés componentes
de la mezcla. El sobrenadante, se filtré y de éste se utilizd
1mL para la determinacién de proteina soluble, que se rea-
lizb6 espectrofotométricamente mediante el método de Biu-
ret (Gornall et al. 1949), utilizando como patrén proteico un
estandar de albumina bovina sérica (BSA), en un rango de
concentraciones de 0,2 a 1,0mg/mL. Con los resultados ob-
tenidos, se construyé la curva de solubilidad de las proteinas
y se determiné el punto isoeléctrico, siendo éste el pH donde
se presentd la menor solubilidad de proteina.

Posteriormente, se realizé la extraccion de los aislados pro-
teicos en ausencia (AQ) y presencia (A1) de una solucién
salina de NaCl al 1%. Se mezclaron 20g de la harina con
400mL de agua destilada y 400mL de NaCl. Seguidamente,
se ajust6 el pH de las soluciones, a 12 con NaOH 0,2M y se
dejaron en agitacién durante 30 minutos. Las muestras, se
sometieron a centrifugaciéon (4000rpm) durante 20 minutos.
Al sobrenadante obtenido, se le ajusté el pH hasta el punto
isoeléctrico de la proteina, se centrifugdé a 4000 rpm por 20
minutos vy, el precipitado obtenido, se sec6 a 40°C por 24
horas. La cuantificacién espectrofotométrica de la proteina,
se llevé a cabo por el método de Biuret. El rendimiento, se
determind teniendo en cuenta el peso del aislado seco ob-
tenido y el peso de harina desengrasada utilizada para la ex-
traccion (ecuacion 1).
gramos de harina desengrasada

% Rendimiento = - x100
gramos de aislado seco

Ecuacién 1

Propiedades Funcionales de la harina desengrasada y
los aislados proteicos

Capacidad de absorcién de agua y aceite: Se empled el mé-
todo de Beuchat (1977), para la determinacién de la capaci-
dad de absorcion de agua (CAA) y aceite (CAL). Se tomé un
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gramo de la muestra y se mezclé con 10mL de agua desti-
lada (y aceite, en otro tratamiento), durante 30 s. Luego, la
muestra permanecié en reposo a temperatura ambiente (25
+ 2°C) por 30 min; seguidamente, se centrifugé a 3000 rpm
por 30 min. Se reporté el volumen por gramo de muestra del
sobrenadante medido en una probeta de 10mL. Adicional-
mente, se llevd a cabo un estudio para determinar la influen-
cia de la fuerza i6nica, sobre la capacidad de absorcién de
agua y aceite, variando la concentracién de NaCl (0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 y 1,0M), en el medio de extraccion.

Propiedades emulsificantes: La actividad y estabilidad emulsi-
ficante, se determiné usando el método de Neto et al. (2001).
Se tomaron 5mL de una dispersién de la muestra en agua
destilada (10mg/mL) y se homogenizaron con 5mL de aceite
durante 1 min. Las emulsiones fueron centrifugadas a 1100
rpm por 5 min. Se midi6 la altura de la capa emulsificada y
el contenido total del tubo (didmetro: 1cm, altura: 11cm). La
actividad emulsificante (AE) fue calculada con la ecuacion 2.

Altura de la capa emulsificada en el tubo
Altura de contenido total del tubo

Ecuacién 2 (Neto et al. 2001)

AE (%) =

x100

La estabilidad de la emulsién (EE) fue determinada por el
calentamiento de ésta, a 80°C por 30 min, antes de centri-
fugar a 1100rpm por 5 min y se calculd, de acuerdo con la
ecuacion 3.

Altura de la capa emulsificada luego de calentar
Altura de contenido total del tubo luego de calentar *

Ecuacién 3 (Neto et al. 2001)

EE (%) =

100

Propiedades espumantes: Se utilizé el método de Coffman &
Garcia (1977), para la determinacién de la capacidad (CE) y
estabilidad espumante (EE) de las muestras analizadas. Una
cantidad de muestra fue dispersa en 100mL de agua desti-
lada; luego, esta suspensién fue batida vigorosamente por 2
min usando una licuadora (Black & Decker), a velocidad 2.
Se anotaron los volimenes antes y después del mezclado. El
porcentaje de incremento fue calculado, de acuerdo con la
ecuacion 4.

vz -v)
= —V1
Ecuacién 4 (Coffman & Garcia, 1977)

CE x100

Donde, V:zes el volumen de la solucién de proteina después
de licuar y Vi es el volumen original de la solucién. La EE fue
determinada como el volumen de la espuma que permanece
luego de 5 h, expresado como un porcentaje del volumen
inicial de espuma.

Disefio Experimental: Se utilizé un disefio completamente
al azar con dos tratamientos (aislados proteicos obtenidos
AO y A1). La unidad experimental fue el aislado obtenido por
triplicado. Las variables de respuesta fueron las propiedades
funcionales.

Andlisis estadistico de datos: Los resultados fueron expre-
sados como la media de tres determinaciones independien-
tes. Las diferencias significativas entre las medias, se calcula-
ron mediante el anélisis de varianza de una via y una prueba
de comparacién multiple (diferencia minima significativa de
Fisher), con un nivel de significancia del 5%. Se utilizo el pro-
grama estadistico Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis proximal de la almendra de la semilla: La tabla 1
resume los resultados obtenidos en el andlisis proximal de la
harina de almendra de la semilla de guanabana. Al comparar
los valores con otros obtenidos de la literatura de semillas de
frutos tropicales, se evidencia que el contenido proteico en la
semilla de guanabana (15,28%) es superior a los registrados
para otras semillas, tales como mango (6,36%) (Nzikou et al.
2010), guandbana (8,5%, 2,4%) (Kimbonguila et al. 2010;
Onimawo, 2002), guayaba (9,9%) (Bernandino-Nicanor et
al. 2001), pero inferior en otras, como maracuya (28,5%),
guanébana (27,3%, 15,4%) (Fasakin et al. 2008; Marroquin-
Andrade et al. 2011), melén (35,7%), calabaza (36,5%) y pa-
prika (24,4%) (El-Adawy & Taha, 2001).

El contenido de humedad (4,5%) fue superior a semillas de
maracuya (2,3%), pero inferior a lo hallado por Kimbongui-
la et al. (2010) en guanébana (7,7%). Cabe resaltar que la
muestra analizada, al presentar un contenido relativamente
alto de humedad, puede tener una vida Gtil més corta que las
otras semillas, ya que estd mas propensa al deterioro quimi-
co, enzimético y microbiolégico.

El contenido de grasa (24,26%) es similar a lo obtenido por
Fasakin et al. (2008) (22,6%), pero menor que lo hallado
por Kimbonguila et al. (2010) (40%), en esta misma semilla,
en melén (50,1%), calabaza (50,0%) y paprika (25,6%) (El-
Adawy & Taha, 2001). Aunque no presenta un valor tan alto
para ser fuente de lipidos, se resalta en la literatura la calidad
de los aceites esenciales y los acidos grasos, que pueden ser
usados como aditivos aromaticos naturales, principalmente,
en alimentos (Jirovetz et al. 1988) o como insecticidas (Ma-
nica, 1997). Aun asi, los valores fueron altos comparados en
semillas de mango (13%) (Nzikou et al. 2010) y en guayaba
(2,4%) (Bernandino-Nicanor et al. 2001).

Las cenizas (2,3%) estéan en porcentaje similar a lo reportado
para esta misma semilla (2,29%) (Fasakin et al. 2008) y man-
go (2,3%) (Nzikou et al. 2010), pero inferior a lo hallado en
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Tabla 1. Andlisis Proximal de la almendra de la semilla de guanébana, obtenida como desecho agroindustrial del procesa-

miento de pulpa de guanabana.

Andlisis Porcentaje * (%)
Humedad 45 +0,2
Proteina Cruda 152 0,5
Grasa Bruta 24,2 + 0,5
Cenizas 2,3+03
Fibra Cruda 31,9 £ 0,4
Carbohidratos Totales © 21,9

Media + desviacién estandar; ° Proteina cruda = %N x 6,25; ©

Los carbohidratos fueron estimados diferencia.

melén (3,6%), calabaza (3,21%) y paprika (4,32%) (El-Adawy
& Taha, 2001).

La fibra cruda (31,90%) es inferior a la registrada para las se-
millas de maracuyé (37,7%), guanébana (43,4%) (Fasakin et
al. 2008), paprika (34,9%) (El-Adawy & Taha, 2001) y guaya-
ba (69,3%) (Bernandino-Nicanor et al. 2001), pero superior
a lo reportado en semillas de mango (2,02%) (Nzikou et al.
2010), Annona muricata (5,2%) (Kimbonguila et al. 2010),
melén (4,83%) y calabaza (4,43%) (El-Adawy & Taha, 2001).

Las variaciones encontradas en el andlisis proximal pueden
ser causadas por la diferencia de la variedad de la planta, el
clima, el estado de maduracién del fruto y las semillas. En
todo caso, es evidente que el alto contenido en grasa y en
proteinas encontrado en la harina de semillas de guanabana
muestra la posibilidad de su uso, como materia valiosa en
concentrado para animales (Fasakin et al. 2008). Marroquin-
Andrade et al. (2011) ya habian sefalado que el alto conte-
nido de proteina en esta especie, mayor a la harina de otros

cereales, hace que sea un buen suplemento en dietas basa-
das en cereales.

Obtencion de los Aislados proteicos: La figura 1 muestra
la variacién de la solubilidad de la harina desengrasada a di-
ferentes pH. Se puede observar que el punto isoeléctrico (PI)
de las proteinas esta cercano a un pH=4, lo que esté dentro
del rango encontrado en otras semillas, como la guayaba
(pH 5) (Bernandino-Nicanor et al. 2001). A valores de pH
inferiores o superiores al PI, las proteinas tienen cargas netas
positivas o negativas, respectivamente, que confieren mayor
capacidad de interaccién con el solvente. La mayor solubili-
dad se debe a la méxima carga neta que logran las proteinas;
este comportamiento es caracteristico de proteinas vegeta-
les. En contraste con la menor solubilidad, lo cual, podria ser
una limitante para ser empleada como aditivo en alimentos
con pH medio, la solubilidad proteica es Util en productos
alimenticios, donde se requieren propiedades, como gelifi-
cacién, emulsificacién y formacion de espuma o donde la
proteina estard en solucién (Mizubuti et al. 2000).
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Figura 1. Curva de solubilidad de la fraccién proteica de la harina desengrasada, obtenida de la almendra de la semilla de

guanébana.
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Una vez solubilizada la harina, en medio alcalino, se procedi6
a precipitar las fracciones proteicas a pH 4 (PI); el precipitado
obtenido fue el aislado proteico. El rendimiento para AO fue
de 46% y para Al, de 46,3%. El contenido de proteina para
AQ fue de 39,9% y para Al, de 63,3%. Los aislados proteicos
presentaron mejores caracteristicas quimicas que la harina;
por ejemplo, mayor riqueza proteica. Lo anterior indica que
estas semillas pueden ser usadas para la extracciéon de ais-
lados proteicos con una cantidad media de proteina en pre-
sencia de una solucién salina de NaCl al 1%.

Propiedades Funcionales de la harina desengrasada y
los aislados proteicos

Capacidad de absorcién de agua: La figura 2 muestra la va-
riacién de la CAA de la harina y los aislados proteicos (AQ y
A1), obtenidos en medios con diferente fuerza iénica (NaCl

0y 1,0%, respectivamente); el aislado proteico AO tuvo un
mejor desempeno que Al y la harina a valores de fuerza i6ni-
ca por encima de 0,4M de NaCl. Un incremento de la fuerza
iénica disminuyo la CCA, lo cual, se puede atribuir al efecto
de blindaje que ejerce el NaCl, debido a que satura las cargas
electrostéticas presentes en la proteina. La capacidad de ab-
sorcién de agua depende, principalmente, de la proteina y de
algunos parémetros de ésta, como tamano, forma, factores
estéricos, balance hidrofilico-hidrofébico de los aminoacidos
en las moléculas, como también de los lipidos y carbohidra-
tos. Segin Hodge & Hosman (1976), las harinas con alta
CAA tienen compuestos més hidrofilicos y es considerada
una propiedad funcional de las proteinas, fundamental en
alimentos viscosos, tales como sopas, salsas, masas y ali-
mentos horneados, productos donde se requiere una buena
interacciéon proteina-agua (Granito et al. 2004).
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Figura 2. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la CAA de la harina desengrasada y los aislados proteicos (AO y Al),

obtenidos de la almendra de la semilla de guanébana.

Capacidad de absorcién de lipidos (CAL): La figura 3 mues-
tra la variacién de la CAL en la harina y los aislados proteicos
(AO y A1), obtenidos en medios con diferente fuerza i6nica
(NaCl 0 y 1%, respectivamente). Al tuvo un mejor desem-
peno que AO y la harina desengrasada, en todo el rango de
fuerza i6nica evaluado. A medida que la concentracion salina
aumenta, se mejora notablemente la CAL; posiblemente, la
habilidad para absorber grasa esté estrechamente ligada a
los cambios conformacionales que provoca el NaCl en las
proteinas extraidas. Este mecanismo se ha explicado como
un entrapamiento fisico de aceite (Kinsella, 1979). La absor-
cién de aceite es importante en la tecnologia de alimentos,

en productos congelados precocidos listos para freir, en ga-
lletas y en algunos platos a base de cereal, por lo cual, se
puede sugerir el uso de las harinas vegetales, en este tipo
de productos (Ramirez & Pacheco, 2009). Las harinas de
semillas son Utiles potencialmente en la interaccién estruc-
tural en los alimentos, en especial, en la retencién del flavor,
mejoramiento de la palatibilidad y aumento de la vida Gtil en
productos de panaderia o en derivados carnicos, donde la
absorcion de grasa es deseable (Fennema, 2000).
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Figura 3. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la CAL de la harina desengrasada y los aislados proteicos (AO y Al),

obtenidos de la almendra de la semilla de guanébana.

Actividad y estabilidad emulsificante (AE y EE): Se observé

que la harina tiene una mayor actividad emulsificante que
los aislados proteicos A0 y Al (Tabla 2). Las propiedades
emulsificantes estan relacionadas con la cantidad de protei-
na soluble e insoluble y de otros componentes, como los
polisacéridos (McWatters & Cherry, 1977). La capacidad de
formar emulsiones depende del balance de los grupos hi-
drofilicos y lipofilicos presentes en los componentes de la
harina (Khalid et al. 2003). La accién de las proteinas en las

harinas, como emulsificantes, es influenciada por la concen-
tracion de proteina, la velocidad de mezcla, el tipo de aceite
y el tipo de sistema de emulsificacién. Esta propiedad es de
gran importancia para el uso del producto en aderezos para
ensaladas y para productos carnicos (Bushway et al. 1984).
El desplegamiento de las proteinas en la interfase agua/acei-
te juega un papel importante en la capacidad y en la estabi-
lidad emulsificante, debido al aumento de la hidrofobicidad
(Jayaprakasha & Brueckner, 1999).

Tabla 2. Actividad y estabilidad emulsificante de la harina desengrasada y los aislados proteicos de la almendra de la semilla

de guanébana.

Muestra AE (%) EE (%)
Harina 47,55 + 0,12 48,35 + 0,14
Aislado NaCl 0% (A0) 37,41 + 0,21 45,68 + 0,11
Aislado NaCl 1% (A1) 4323 + 0,16 45,07 + 0,18

La EE de la harina desengrasada fue mayor que la obtenida
para los aislados proteicos. La estabilidad emulsificante de
las proteinas esté relacionada con su habilidad para reducir
la tension interfacial entre el aceite y el agua en la emulsion.
La actividad superficial es una funcién de la habilidad de
la proteina de migrar, de absorber, de desplegarse y de
rearreglarse en una interfase (Oshodi & Ojokan, 1997).

Las propiedades emulsificantes de las proteinas dependen,
principalmente, de dos efectos: (1) a una disminucién

significativa en la energia interfacial, debido a la absorcién
de la proteina en la interfase aceite/agua y, (2) a la barrera
energética, estructural, mecanica y electrostatica causada
por la capa interfacial, que se opone a los procesos de
desestabilizacion (Wagner & Guegen, 1995).

La sal puede afectar las propiedades emulsificantes por
dos mecanismos: (1) el NaCl puede reducir la repulsién
electrostatica entre las gotas de la emulsiéon y, (2) la
concentracién de electrolitos en altas concentraciones
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