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RESUMEN

Los &cidos grasos polinsaturados, monoinsaturados y los fitoesteroles son importantes en la
nutricion humana, debido a que aportan grandes beneficios a la salud, por lo tanto se puede
considerar que los aceites vegetales (de pulpas y semillas) pueden ser considerados como una
fuente importante de compuestos bioactivos, los cuales pueden ser como fuentes alternativas
de alimentos nutracéuticos. En el presente trabajo se estudié la composicion de acidos grasos y
fitoesteroles presentes en el aceite del fruto de Renealmia alpinia y se determinaron las
propiedades quimicas y fisicas de los aceites.

El analisis quimico del aceite se baso en lo establecido en las Normas Mexicanas: indice de
saponificacion, indice de yodo, indice de peroxido, indice de acidez. También, se realizé la
identificacion cromatografica de los principales acidos grasos, fitoesteroles y algunos
compuestos volatiles en muestras no clarificadas. Para las caracteristicas fisicas del aceite de
Renealmia alpinia, fue necesario realizar los siguientes analisis: a) Microscopia de fuerza
atébmica (AFM), Espectroscopia (Raman y FTIR), Reologia (determinacién de la viscosidad) y
Calorimétria diferencial de barrido (DSC). Finalmente, se desarroll6 un método de gelacion
por goteo para la conservacion por encapsulacién del aceite. Dentro de los resultados, se
encontraron rendimientos de 54.48% y 24.48% en la extraccidn del aceite de pulpa y semilla,
respectivamente. El &cido oleico (18:1, n-9) fue el que se encontré en mayor cantidad, en
concentraciones de 48.23% en pulpa y 58.03% en semilla. El esterol mas abundante en aceite
de pulpa fue el B-sitosterol, con una concentracion de 47.16 mg/100g, mientras que en la
semilla solo se encontraron trazas de fitoesteroles. Se detectd mayor rendimiento de aceite en
pulpa y concentracion de acido oleico (18:1, n-9) en aceite de semilla. Los aceites tuvieron
caracteristicas fisicoquimicas dentro de lo que establece la normatividad vigente (NMX),
asegurando que el método de extraccion no afectd la calidad. El andlisis por AFM permitio
observar, a escala nanométrica, los patrones de superficie de las semillas y la pulpa. El estudio
reoldgico de los aceites determind que el aceite de semilla se comporta como un fluido
Newtoniano al no variar su viscosidad con respecto a la velocidad de corte. Los analisis por
FTIR y Raman aportaron datos sobre la huella espectral de los aceites de semilla y pulpa de
Renelmia alpinia. Finalmente, el método de encapsulacién del aceite demostré que es posible
contenerlo en cépsulas de alginato de sodio al 1.0 %. Los resultados obtenidos apoyan las
hipdtesis planteadas.
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ABSTRACT

The polyunsaturated fatty acids, monounsaturated and phytosterols are very important in
human nutrition, because they provide great health benefits, therefore it can be considered that
vegetable oils (pulps and seeds) can be considered as an important source of bioactive
compounds, which could function as alternative sources of nutraceuticals. In the present work
the composition of fatty acids and phytosterols present in the oil of the Renealmia alpinia fruit
was studied and the chemical and physical properties of the oils were determined. The
chemical analysis of the oil was based on what was established in the Mexican Standards:
Saponification index, iodine index, peroxide index, acidity index. Also, the chromatographic
identification of the main fatty acids, phytosterols and some volatile compounds in non-
clarified samples was carried out. To know the physical characteristics of Renealmia alpinia
oil, it was necessary to perform the following analyzes: a) Atomic force microscopy (AFM),
Spectroscopy (Raman and FTIR), Rheology (determination of viscosity) and Differential
scanning calorimetry (DSC) . Finally, a drip gelation method was developed for preservation
by oil encapsulation. Within the results, yields of 54.48% and 24.48% were found in the
extraction of pulp and seed oil, respectively. The oleic acid (18: 1, n-9) was the one that was
found in greater quantity, in concentrations of 48.23% in pulp and 58.03% in seed. The most
abundant sterol in pulp oil was B-sitosterol, with a concentration of 47.16 mg / 100g, while in
the seed only traces of phytosterols were found. Higher pulp oil yield and oleic acid
concentration (18: 1, n-9) were detected in seed oil. The oils had physicochemical
characteristics within the current regulations (NMX), ensuring that the extraction method did
not affect the quality. The analysis by AFM allowed to observe, on a nanometric scale, the
surface patterns of the seeds and the pulp. The rheological study of the oils determined that the
seed oil behaves like a Newtonian fluid by not varying its viscosity with respect to the cutting
speed. The FTIR and Raman analyzes provided data on the spectral footprint of Renelmia
alpinia seed and pulp oils. Finally, the oil encapsulation method showed that it is possible to
contain it in 1.0% sodium alginate capsules. The results obtained support the hypotheses

proposed.
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INTRODUCCION

Durante el transcurso de los afios resultd necesario determinar la presencia de compuestos a
los que se les atribuyen o son los responsables de la actividad bioldgica y que se encuentran en
una gran variedad de especies vegetales y animales. En muchas de las especies vegetales se ha
logrado aislar y caracterizar estructuralmente sus principios activos, permitiendo el uso
racional de los mismos. En la actualidad gracias al avance y desarrollo de la ciencia y avances
en la tecnologia con nueva instrumentacion, se ha logrado determinar y caracterizar una
amplia gama de compuestos naturales que han incrementado el conocimiento quimico de los
alimentos. Entre los compuestos quimicos identificados se encuentran: Carbohidratos,
aminoéacidos, proteinas, terpenos, diterpenos, alcaloides, lipidos y muchos otros compuestos,
que hacen posible que los alimentos sean nutritivos y aporten propiedades benéficas al

consumidor (Romo de Vivar, 1981).

Renealmia alpinia (perteneciente a la familia de las Zingiberaceae) es una de las plantas
comestibles utilizadas en la region Norte del Estado de Puebla, en donde se le conoce como
hixuatec, tapicen o hixquhit del grande. Diferentes partes de la planta Renealmia alpinia son
utilizadas por los nativos para varios propdsitos, por tradicion oral la mayor parte de los
conocimientos; por ejemplo, los extractos de las hojas son usadas como remedio para
disminuir fiebres y dolores pulmonares o contra la tifoidea y mordeduras de vibora. Los
extractos de frutas de especies como R. alpinia, R. nicaloides y R. thirsoidea se utilizan para
condimentar alimentos en platillos autéctonos, para impartirles algun sabor tipico. La semilla

tostada adicionada al café ha sido utilizada contra la fiebre, escalofrios y resfriado comun.



Particularmente, en las zonas indigenas de Puebla, México, se usa el fruto de R. alpinia como
condimento para sopas o caldos. Por las caracteristicas de la pulpa y semilla se presume que

contiene acidos grasos (Lognay, 1989) y compuestos volatiles.

2. ANTECEDENTES

2.1 Lipidos

Kates 1987, establece que los lipidos son sustancias que son: (a) insolubles en el agua; (b)
soluble en disolventes organicos tales como cloroformo, éter o benceno; (c) contienen grupos
de hidrocarburos de cadena larga en sus moléculas; y (d) estan presentes en organismos vivos
0 se derivan de ellos. "Gurr y James 1973, sefialan que una definicidn estandar describe los
lipidos como "un grupo quimicamente heterogéneo de sustancias, que tienen en comun la
propiedad de la insolubilidad en agua, pero la solubilidad en solventes no polares tales como
cloroformo, hidrocarburos o alcoholes™. A pesar de su uso comdn, las definiciones basadas en
la solubilidad tienen problemas obvios. Algunos compuestos que se consideran lipidos, como
los &cidos grasos de cadena corta de C1-C4 (VSCFA), son completamente miscibles con agua
e insolubles en solventes no polares. Algunos investigadores han aceptado estrictamente esta
definicion de solubilidad y excluyen los acidos grasos C1-C3 de la definicion de lipidos,
manteniendo C4 (acido butirico) solo por su presencia en las grasas lacteas. Ademas, algunos
compuestos que se consideran lipidos, como algunos acidos grasos trans (los que no se derivan
de la hidrogenacion bacteriana), no se derivan directamente de organismos vivos. El desarrollo
de lipidos acal6ricos sintéticos y reducidos en calorias como el poliéster olestra de sacarosa

(nombre comercial Olean®) complica el problema porque estos lipidos pueden encajar en



definiciones basadas en solubilidad pero no se derivan de organismos vivos, pueden ser

acaldricos y pueden contener esteres de VSCFAs, Shirner, 2001.

Los lipidos de los alimentos presentan propiedades fisicas y quimicas que los distinguen entre
si, principalmente por su composicion, estructura cristalina, propiedades de fusion y capacidad
de asociarse con el agua y otras moléculas no lipidicas; y especial importancia se da a sus

propiedades funcionales (Fennema, 2000).

Bajo esta consideracion de solubilidad, hay muchos otros compuestos, como terpenos y
carotenoides que también estan incluidos. Sin embargo, algunos autores contemplan como
lipido s6lo aquellas moléculas que son derivados reales o potenciales de los acidos grasos y
sustancias relacionadas, con lo cual se excluyen terpenos, carotenoides y colesterol, pero no a
los ésteres del colesterol. Segun esta segunda definicion, los aceites y grasas se consideran por

antonomasia como lipidos (Badui, 1999).

2.1.1 Clasificacion de lipidos.

La clasificacion de los lipidos es posible en funcion de sus propiedades fisicas a temperatura
ambiente (los aceites son liquidos y las grasas son solidas), polaridad (lipidos polares y
neutros), esencialidad para los humanos (&cidos grasos esenciales y no esenciales) o estructura
(simple o compleja). Los lipidos neutros incluyen acidos grasos, alcoholes, glicéridos y
esteroles, mientras que los lipidos polares incluyen glicerofosfolipidos y gliceroglicolipidos.
La separacion en clases de polaridad es bastante arbitraria, ya que algunos acidos grasos de
cadena corta son muy polares. Una clasificacion basada en la estructura es, por lo tanto,

preferible. Segln la estructura, los lipidos se pueden clasificar como derivados, simples o



complejos. Los lipidos derivados incluyen acidos grasos libres y alcoholes, que son los
bloques de construccion para los lipidos simples y complejos. Los lipidos simples, compuestos
de acidos grasos y componentes de alcohol, incluyen acilgliceroles, éter acilgliceroles,
esteroles y sus esteres y ésteres de cera. En términos generales, los lipidos simples se pueden
hidrolizar a dos componentes diferentes, generalmente un alcohol y un &cido. Los lipidos
complejos incluyen glicerofosfolipidos (fosfolipidos), gliceroglicolipidos (glicolipidos) y
esfingolipidos. Estas estructuras producen tres 0 mas compuestos diferentes en la hidrdlisis.
Los &cidos grasos constituyen el punto de partida obvio en las estructuras lipidicas. Sin
embargo, una revision breve de la nomenclatura estandar es apropiada. Con los afios, se han
propuesto una gran cantidad de sistemas de nomenclatura diferentes.

Comunmente los lipidos se dividen en tres grandes grupos en funcion de su estructura
quimica: simples, compuestos y compuestos asociados. Los lipidos simples abarcan las grasas
y los aceites y por lo tanto resultan ser los mas abundantes e importantes. Los lipidos
compuestos son aquellos que estan integrados por una parte lipidica y otra que no lo es, unidas
covalentemente; destacandose los fosfolipidos y los glucolipidos; donde en ocasiones también
se incluyen las lipoproteinas. Finalmente, los lipidos derivados o asociados son todos aquellos
gue no se ubican en ninguna de las subdivisiones anteriores; en esta categoria estan los acidos
grasos libres, los carotenoides, las vitaminas liposolubles, el colesterol, etc. (Badui, 1999).

De manera mas simple Valenzuela et al. (1999a) indican, que generalmente los lipidos se
pueden dividir en dos grandes grupos estructurales; aquellos que contienen glicerol en su

estructura y aquellos que no contienen este polialcohol como componente estructural.



2.1.2 Composicion y estructura quimica de las grasas y aceites

Quimicamente, las grasas son mezclas de glicéridos y a su vez estos son estructuras formadas
por la asociacion quimica entre el glicerol y uno, dos 0 tres acidos grasos (monoglicéridos,
diglicéridos y triglicéridos respectivamente) (Valenzuela et al., 1999a).

Aceites y grasas son los lipidos mas interesantes. Estdn formados fundamentalmente por
mezclas de triglicéridos, es decir, ésteres del alcohol trihidrico glicerol y tres residuos de
acidos grasos que pueden, o0 no, ser idénticos. Los triglicéridos simples poseen tres moléculas
de &cidos grasos idénticos; los mixtos tienen méas de una especie de acido graso. Una grasa
natural suele ser una mezcla de un nimero bastante elevado de triglicéridos simples y mixtos
(Coultate, 1998).

El glicerol tiene tres grupos hidroxilos reactivos, y los &cidos grasos un grupo carboxilo
reactivo. Por lo tanto, con cada molécula de glicerol pueden combinarse tres moléculas de
acidos grasos, eliminandose tres moléculas de agua (Potter y Hotchkiss, 1999).

La posicién a la cual se le une el acido graso al glicerol es determinante de sus propiedades
fisicas (emulsificantes, por ejemplo), quimicas (su estabilidad a la hidrdlisis o a la oxidaciéon)
y nutricionales (los &cidos grasos ubicados en las posiciones 1 y 3 tendrdn un destino
metabdlico diferente del que ocupa la posicion 2). De esta manera, en forma exacta se define a
las grasas como mezclas de diferentes triglicéridos (Valenzuela et al., 1999a).

La diversidad de las diferentes grasas y aceites que se encuentran en la naturaleza o que son
originadas industrialmente, radica en los &cidos grasos que forman parte de sus triglicéridos,
siendo de esta manera los componentes mas importantes, tanto desde el punto de vista

estructural como nutricional (Harwood citado por Valenzuela et al., 1999a).



2.2 Acidos grasos

Con este término se conoce cualquier &cido monocarboxilico alifatico que pueda liberarse por
hidrélisis de las grasas naturales (Fennema, 2000). En cambio Badui (1999) indica que
tradicionalmente, los &cidos grasos se definieron como &cidos monocarboxilicos de cadena
alifatica con nimero par de atomos de carbono, que podrian ser saturados o insaturados, sin
embargo, en la medida que las técnicas de analisis cualitativo y cuantitativo mejoraron, se
identificaron muchas otros con estructuras diferentes, tales como &cidos ciclicos, ramificados e
hidroxilados, de tal manera que en la actualidad se conocen méas de 400 &cidos grasos que se

localizan en los tejidos animal y vegetal, asi como en ciertos microorganismos.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los &cidos grasos (por ejemplo, su punto de fusion o
su solubilidad en agua) y también sus propiedades nutricionales (contenido energético,
digestibilidad, efectos metabdlicos, etc.) dependen del nimero de carbonos que formen la
molécula, del nimero de dobles enlaces que esta posea (uniones dobles entre carbono y
carbono), de la posicién que ocupen los dobles enlaces en la cadena y de la isomeria que estos

presenten (isomeria cis o trans) (Valenzuela et al., 1999a).

Los acidos grasos se designan mediante su nombre quimico (nombre sistematico) aunque mas
comunmente se utilizan nombres triviales. La notacion es relativamente simple. Por ejemplo,
un acido graso saturado de 18 carbonos se identifica como C18:0 (6 simplemente 18:0), donde
el cero indica la ausencia de dobles enlaces. Si este acido graso presenta un doble enlace, se le
designa como C18:1, si tiene dos dobles enlaces C18:2 y su notacién es C18:3 si tiene tres

dobles enlaces (Valenzuela et al., 1999a).



2.2.1. Composicion de acidos grasos

Para la identificacion de los acidos grasos se utilizan métodos cromatograficos. Los acidos
grasos se analizan cualitativa y cuantitativamente por medio de sus ésteres metilicos para
determinar su composicion (perfil de acidos grasos) (Matissek et al. 1992).

Los lipidos son importantes en la industria farmacéutica, de cosméticos y de los alimentos, por
la gran diversidad de acidos grasos que presentan en sus triacilglicéridos. En la industria de
alimentos, estos compuestos aportan propiedades importantes a diversos productos, como al
pan, dandole suavidad en su corteza, mejoran la textura en productos horneados, modifican el
sabor de los alimentos y son usados en el freido de los mismos, entre otras funciones (Baduli,
1998).

Los lipidos se clasifican en saponificables (capacidad para formar jabones, como las grasas,
aceites, ceras, fosfolipidos y fosfatidos), no saponificables (incapacidad para formarlos como
esteroles y prostaglandinas); por la variedad de sus acidos grasos en no esenciales, palmitico,
estedrico, miristico, araquidico, entre otros; y esenciales, estos ultimos desempefian una
funcién especifica en la nutricion humana, ya que el hombre no los sintetiza en la disposicién
de dobles ligaduras como se encuentran en la naturaleza como son el &cido oleico, linoleico,
linolénico y araquidodnico; y en saturados: cada atomo de carbono con una valencia de cuatro;
esta unido a otros atomos de carbono y a dos atomos de hidrogeno, e insaturados: uno 0 mas
atomos de carbono y a dos atomos de hidrégeno, e insaturados: uno o méas atomos de carbono
estan enlazados a un segundo carbono mediante un doble enlace (Coultate, 1996; Helen 1997;

Badui 1998 y Corinne et. al.2002).



2.2.2 Clasificacion de los acidos grasos.

Con respecto a la longitud de la cadena de carbonos Valenzuela et al. (1999a), sefialan que los
acidos grasos asimismo se clasifican en: &cidos grasos de cadena corta (menos de 8 carbonos),
acidos grasos de cadena media (de 8 a 11 carbonos), &cidos grasos de cadena intermedia (de

12 a 15 carbonos) y acidos grasos de cadena larga (igual o mayor de 16 carbonos).

2.2.3 Acidos grasos insaturados.

La presencia de dobles enlaces en la estructura de un acido graso cambia notablemente sus
propiedades quimicas y fisicas. Por ejemplo, mientras un acido graso saturado puede ser un
solido a temperatura ambiente, el &cido graso mono o poliinsaturado de igual nimero de
carbono sera generalmente un liquido.

Los é&cidos grasos monoinsaturados también se identifican como MUFAs, del inglés
monounsaturated fatty acids y los poliinsaturados PUFAs, del inglés polyunsaturated fatty
acids (Valenzuela et al., 1999a).

De acuerdo a la posicién del primer doble enlace en la cadena para la agrupacién de las
familias o series de acidos grasos, Valenzuela et al. (1999a) explican, que cuando el primer
doble enlace esta ubicado entre el C9 y C10 (contando desde el grupo metilo terminal), estas
moléculas originan la familia o serie de &cidos grasos denominada omega-9, ®-9 6 n-9;
existiendo otro grupo de acidos grasos, ahora poliinsaturados, cuyo primer doble enlace esta
entre C6 y C7, dando origen a la serie de los omega-6, »-6 0 n-6. Una tercera serie de acidos
grasos, cuyo primer doble enlace esta ubicado entre el C3 y C4, origina la serie de los acidos

grasos omega-3, ®-3 6 n-3.



2.3. Importancia de los acidos grasos esenciales.

Los &cidos linoleico y linolénico se consideran &cidos grasos esenciales, porque no pueden ser
biosintetizados y son necesarios para importantes funciones corporales, como el crecimiento y
el buen estado de la piel y el pelo, por este motivo deben ser proporcionados por la dieta.
Algunas veces se han considerado esenciales los &cidos araquidénico (C20:4),
eicosapentaenoico (C20:5) y docosahexaenoico (C22:6). Principalmente, son componentes
esenciales de las membranas de la retina y sistema nervioso central y son precursores de los
compuestos similares a hormonas, mediadores del sistema defensivo, como las
prostaglandinas.

Los &cidos grasos son cruciales para el desarrollo normal fetal e infantil de la poblacion. El
cerebro es grande comparado con el tamafio y el peso corporal. La demanda de &cidos grasos
esenciales por parte del feto es mayor hacia el final de la gestacién. Se debe prestar atencion a
las dietas maternas antes de la concepcidén, durante la gestacion y después en las férmulas
infantiles, principalmente en bebés prematuros (Lawson, 1999).

Los acidos grasos esenciales son importantes en la sintesis de muchas estructuras celulares y
varios compuestos de importancia biolégica. Estudios recientes han demostrado los beneficios
de otros &cidos grasos de cadena mas larga en el crecimiento y desarrollo de los nifios de corta
edad. Los acidos araquidonico y docosahexaenoico (DHA) se deben considerar esenciales

durante el desarrollo de los primeros afios (Latham, 2002).

2.4. Digestion, absorcion, transporte, metabolismo y almacenamiento de los acidos
grasos

La digestion de los lipidos es un proceso complejo que ocurre en la cavidad bucal, gastrica e

intestinal del ser humano. El proceso de hidrolisis de los triglicéridos requiere de la



participacion de varias enzimas lipoliticas, denominadas lipasasl y de cofactores, hormonas y
sales biliares que son necesarios para la actividad especifica de cada una de ellas (Valenzuela
etal., 2002a).

El proceso de digestion de los triglicéridos contenidos en la dieta se inicia con la intervencion
de la lipasa lingual. Esta lipasa actua sobre el bolo alimenticio en su transito hacia el estdmago
y durante la permanencia del alimento en este 6rgano (Valenzuela et al., 1999b). Ademas se ha
descrito una lipasa gastrica secretada por la mucosa del estdmago. Sus caracteristicas son
similares a la de la lipasa lingual y, por lo general, se le considera como una sola unidad

estructural e hidrolitica (Valenzuela et al., 2002a).

2.5 Biosintesis de los acidos grasos

La biosintesis de &cidos grasos (lipogénesis) no es sencillamente la inversa de la oxidacion de
los &cidos grasos, sino un proceso completamente diferente que se desarrolla en un
compartimiento celular distinto. La lipogénesis tiene lugar en el citosol, en donde los
derivados acetil-CoA estan continuamente ligados a un complejo multienzimatico que emplea
NADPH como coenzima y requiere tanto ATP como — 3 HCO . Por lo tanto, un sistema
enzimatico del reticulo endoplasmico es responsable de la elongacion de los acidos grasos
(Suarez et al., 1999).

La elongacion de los &cidos grasos generados por la acido graso sintasa es un proceso
catalizado por enzimas (elongasas) situadas en la cara citosélica de la membrana del reticulo
endoplasmico que emplean malonil-CoA como donador de acetilos y NADPH como reductor.
Ademas, otras enzimas también localizadas en esta membrana y denominadas desaturasas,
introducen dobles enlaces en los Acil-CoA de cadena larga, para lo que emplean oxigeno,

NADH o NADPH y el citocromo b5 (Suarez et al., 1999).
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2.5.1. Sintesis y competicion en la formacion de &cidos grasos
poliinsaturados n-3 y n-6.

Para algunas funciones metabolicas y también estructurales, se requieren acidos grasos
poliinsaturados de mayor nimero de carbonos. A estos acidos grasos, se les identifica como
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y son formados en el organismo a partir de
acidos grasos precursores, ya sea de la serie n-6 u n-3, los que son sometidos a procesos de
elongacion y de desaturacion, particularmente en el higado (Valenzuela y Nieto, 2003).

En cambio, los &cidos grasos n-9 no son esenciales ya que los humanos pueden introducir una
insaturacién a un acido graso saturado en esa posicién. No ocurre lo mismo con los acidos
grasos n-6 y n-3, ya que el organismo no puede introducir insaturaciones en dichas posiciones
(Valenzuela y Nieto, 2003).

Masson y Mella citado por Santibafiez, (2003), sefialan que los organismos animales, ya sean
terrestres o acuaticos, no pueden introducir dobles enlaces entre el grupo metilo terminal y el
primer doble enlace que aparece en la cadena hidrocarbonada del respectivo acido graso. Lo
gue puede hacer el organismo animal es elongar la cadena e introducir nuevos dobles enlaces a
continuacion de los originales y en direccion del grupo carboxilico de la molécula.

Ademas de los procesos de elongacion y desaturacion, los acidos grasos poliinsaturados de 22
atomos de carbono 22:4 (n-6) y 22:5 (n-3) pueden sufrir una retroconversion a sus homologos
de 20 atomos de carbono 20:4 (n-6) y 22:5 (n-3) por un proceso de B-oxidacion peroxisomal
(Suarez et al., 1999). Sin embargo, Valenzuela et al. (2000a), explican que de existir la
retroconversion peroxisomal para los 4&cidos graso poliinsaturados omega-6, seria
metabolitamente de poca importancia, ya que practicamente todo el flujo de productos seria

dirigido a la formacién de &cido araquidonico.
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El proceso bioguimico de elongacion y de desaturacion del acido linoleico y del acido alfa
linolénico, es realizado por enzimas localizadas en el reticulo endoplasmatico y en los

peroxisomas de las células hepaticas (Valenzuela y Nieto, 2003).

2.6. Aceites vegetales

Mediante mecanismos se generan sustancias como acidos, alcoholes, aldehidos, azucares, etc.
Los aldehidos y las cetonas son los principales compuestos volatiles producidos por oxidacion
y confieren a los alimentos sabores agradables (Fennema, 1993). Todos los triglicéridos estan
constituidos por una estructura de tres compuestos CssHogOs, Ilamada glicerol y 3 elementos
estructurales, Ilamados acidos grasos, se diferencian por la longitud de su cadena de 4&tomos de
carbono (entre 4 y 22) y el niumero de dobles enlaces que contienen. Por ejemplo, el acido
butirico (C4:0), el acido palmitico (C16:0) y el é&cido araquidico (C20:0) contienen
respectivamente en su cadena 4, 16 y 20 atomos de carbono.

La gran mayoria de los acidos grasos, tanto de la dieta como del organismo, contienen 16-18
atomos de carbono. Los acidos grasos se clasifican segin el namero de dobles enlaces que
poseen. Las grasas saturadas no contienen dobles enlaces, las monoinsaturadas contienen uno
y las poliinsaturadas dos 0 méas (Fennema, 1993). El &cido linoleico (familia ®-6) y el &cido
alfa-linolénico (familia ®-3) no pueden ser sintetizados en el organismo y por lo tanto deben
ser obtenidos a través de la dieta. Son necesarios para el crecimiento y el desarrollo, asi como
para mantener una buena salud.

Aunque el cuerpo humano no puede producir estos dos acidos grasos, si puede transformarlos
en cadenas mas largas, que actian como elementos estructurales de los eicosanoides, que son

precursores de hormonas (como las prostaglandinas). Estas sustancias parecidas a las
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hormonas son importantes en la formacidén de las membranas celulares e intervienen en la
coagulacién sanguinea, la cicatrizacion de heridas y el proceso inflamatorio.

El organismo es capaz de convertir el &cido alfa-linolénico en acidos de cadena larga EPA
(&cido eicosapentanoico) y en menor medida en DHA (acido docosahexaenoico), parece que
dicha capacidad es bastante limitada. Por este motivo, también necesitamos obtener
directamente de los alimentos de los &cidos grasos -3 de cadena larga (Kris, 2002).

Los aceites vegetales comestibles tienen una funcion vital en nuestro organismo y constituyen
una de las méas importantes fuentes de energia, indispensable para mantener el equilibrio de
lipidos, colesterol y lipoproteinas que circulan en la sangre, proporcionan vitaminas A, D, E,
K y aceites esenciales que el organismo no puede producir; y ademas, tienen la capacidad de
resaltar muchas de las caracteristicas sensoriales de los alimentos, como el sabor, el aroma y la
textura. En términos generales, se puede afirmar que la obtencién de esta fuente de energia
empez06 a ser muy eficiente a partir de la invencion de la agricultura, entre 7 y 4 mil afios de
antiguiedad, en cinco centros de origen: el olivo, la colza y el lino del Mediterraneo; el maiz, el
aguacate, el algodén, el girasol y el cacao de América; el cartamo de Asia; la soya y el ajonjoli
de China, el coco y la palma de aceite de la India y Africa (Kris, 2002).

El consumo de alimentos funcionales y la tendencia a productos cada vez mas naturales se ha
incrementado en los ultimos afios, dando pie a nuevas investigaciones en el campo de la
obtencion de aditivos que pueden generar alimentos funcionales.

La investigacion cientifica que se ha llevado a cabo en las Ultimas décadas ha demostrado el
papel que desempefian ciertos componentes quimico-nutricionales en la prevencion y
tratamiento de muchas enfermedades. Esta situacion ha provocado un cambio del simple

concepto de alimento como fuente de nutrientes, a uno mas integral que traduce la
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potencialidad que los alimentos pueden tener, no solo de nutrir, sino también, de prevenir y
curar enfermedades (Sedd, 2001).

Debido a este cambio, surgen los muy populares alimentos funcionales que se definen como:
cualquier alimento en forma natural o procesada, que ademas de sus componentes nutritivos
contiene componentes adicionales que favorecen la salud, la capacidad fisica y el estado
mental de una persona (Alvidrez-Morales et al., 2002).

Estos compuestos o ingredientes que dan al alimento la caracteristica de alimento funcional
son llamados ingredientes funcionales y pueden encontrarse de manera natural en el alimento
0 ser agregados como un aditivo, pero ya sea para incrementar su cantidad o adicionar un
compuesto nuevo, siempre se prefiere que estos aditivos sean de un origen natural, ya que
junto con la busqueda de alimentos més saludables el consumidor busca siempre los productos
mas naturales posibles (Herrero et al., 2006).

Para la industria, esta situacion representa una oportunidad de crear nuevas lineas de
productos, con valor agregado y gran receptividad por parte de los consumidores (Araya &
Lutz, 2003), surgiendo asi un nuevo campo de investigacion en donde especialistas en
nutricion y tecnologia de alimentos trabajen activamente en formular nuevos productos que
brinden las caracteristicas que el consumidor esta buscando (Alvidrez-Morales et al., 2002).
Dentro de los compuestos funcionales mas estudiados, o cura de enfermedades cronicas y
cancer, se encuentran principalmente los que tienen funcién antioxidante, tales como los
carotenoides y flavonoides (Sedd, 2001). Por lo que muchos de los estudios de extraccion de
compuestos, tienen como objetivo la obtencidn de estos antioxidantes por algun metodo que
asegure la pureza y su efectividad.

Los métodos tradicionales de extraccion de ingredientes funcionales utilizan cantidades altas

de solventes toxicos, son muy laboriosos y tienen poca selectividad, lo cual no permite obtener
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los productos naturales que los consumidores estan buscando hoy, por lo que la extraccion por
medio de fluidos supercriticos es una alternativa muy interesante para realizar la obtencion y
purificacion de este tipo de aditivos, ya que permite extraer compuestos muy especificos sin
utilizar compuestos toxicos (Herrero et al., 2006). Aunque existen otros métodos alternativos

para la extraccion de aceite como son los siguientes:

2.6.1. Extraccion de aceites vegetales

Los aceites comestibles son todos aquellos que se obtienen de tejidos adiposos, de 6rganos
especificos, semillas, frutos, hojas y son utilizados, principalmente en los alimentos. Entre
estos se encuentran los aceites de oliva, cartamo, maiz, soya, coco y aguacate (Sax y Lewis
1992).

Los aceites obtenidos de los granos o de otras sustancias lipidicas se les llaman aceites crudos,
algunos se extraen por prensado, por disolventes o por una mezcla de ambos. La seleccion del
método depende de las semillas o frutos oleaginosos, de los procesos que resulten mas

econdémicos y con un alto rendimiento (Cabrera, 1991).

2.6.2. Extraccion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre con vapor también se emplea con frecuencia para separar aceites
esenciales de tejidos vegetales. Los aceites esenciales son mezclas complejas de
hidrocarburos, terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos aromaticos y fenoles,
se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas plantas.

En el vegetal, los aceites esenciales estdn almacenados en glandulas, conductos, sacos, 0
simplemente reservorios dentro del vegetal, por lo que es conveniente desmenuzar el material

para exponer esos reservorios a la accién del vapor de agua. Los aceites esenciales son
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productos naturales aplicados en diferentes industrias, como son la farmacéutica, alimenticia,
en perfumeria, entre otros usos. Actualmente, se constituyen en productos alternativos para la
elaboracion de biopesticidas o bioherbicidas.

La obtencion de los aceites esenciales es realizada cominmente por la tecnologia llamada de
destilacion por arrastre con vapor en sus diferentes modalidades. La pureza y el rendimiento
del aceite esencial dependeran de la técnica que se utilice para el aislamiento. Cuando se usa
vapor saturado o sobrecalentado, generado fuera del equipo principal, ya sea por una caldera,
una olla de presién o un matraz adecuado, esta técnica recibe el nombre de “destilacion por
arrastre con vapor” (Avila, 2001).

También se puede usar el llamado “método directo”, en el que el material estd en contacto
intimo con el agua generadora del vapor. En este caso, se ponen en el mismo recipiente el
agua y el material a extraer, se calientan a ebullicion y el aceite extraido es arrastrado junto
con el vapor de agua hacia un condensador, que enfria la mezcla, la cual es separada
posteriormente para obtener el producto deseado. Este método es usado de preferencia cuando

el material a extraer es liquido o cuando se utiliza de forma esporadica.

Una variante de esta ultima técnica es la llamada “hidrodestilacion”, en la que se coloca una
trampa al final del refrigerante, la cual va separando el aceite del agua condensada, con lo cual
se mejora y se facilita el aislamiento del aceite esencial. También puede montarse como un
reflujo, con una trampa de clevenger para separar aceites mas ligeros que el agua (Cerpa,

2007).
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2.6.3. Extraccion por solventes organicos

El material previamente debe de ser molido, macerado 6 picado, para permitir mayor &rea de
contacto entre el solido y el solvente. El proceso ha de buscar que el solido, ¢ el liquido, 6
ambos, estén en movimiento continuo (agitacién), para lograr mejor eficiencia en la operacion.
Se realiza a temperatura y presion ambiental. EI proceso puede ejecutarse por batch (por lotes)
6 en forma continua (percolacion, lixiviacion, extraccion tipo soxhlet). Los solventes més
empleados son: Etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, Xxileno, éter
etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo; no se usan clorados ni benceno
por su peligrosidad a la salud. Los solventes se recuperan por destilacién y pueden ser
reutilizados.

El solvente adicionalmente extrae otros componentes como colorantes, gomas, mucilagos,
ceras, grasas, proteinas, carbohidratos. En la etapa de recuperacion de los solventes
(atmosférica 6 al vacio), después de los condensadores ha de disponerse de una unidad de
enfriamiento, para la menor pérdida del solvente. ElI material residual en la marmita de
destilacién, contiene concentrados las materias odorificas. En caso de emplear glicoles, aceites
vegetales, aceites minerales, como solventes extractores, los componentes odorificos son
imposibles de recuperara desde alli y el producto se comercializa como un todo, conocido

como “extractos” (Dominguez, 1990).

2.6.4. Produccion y refinacion del aceite vegetal

Para obtener aceite comestible de las semillas de oleaginosas se requiere una serie de
procesos. El primero es la separacidn o extraccion del aceite de la semilla mediante extraccion
guimica o separacion fisica. Después de varios procedimientos, pasa de aceite crudo a

producto comestible.
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Un factor importante durante todo el proceso es evitar la oxidacion y la hidrdlisis de los
aceites, ya que afectan su calidad. La oxidacion se origina por la exposicion al oxigeno y
puede ser acelerada con calor, esta provoca problemas de olor y estabilidad de sabor. La
hidrolisis ocurre siempre que los aceites entren en contacto con agua generando acidos grasos

libres (O’Brien et al., 2000).

2.6.5. Oxidacion de los aceites vegetales

Los aceites por su contenido de acidos grasos insaturados son mas susceptibles que las grasas
a sufrir reacciones de degradacion. Estas reacciones son aceleradas por factores como el calor,
luz, humedad, impurezas de metales que perjudican la calidad del producto y disminuye su
vida de anaquel, ya que se originan cambios en la composicion quimica por la formacién de
peroxidos que proporcionan un olor y sabor rancio a los aceites. La baja estabilidad de los
aceites puede ser prevenida por adicién de conservadores, como los antioxidantes. Entre los
aprobados por la Secretaria de Salud, se encuentran alfa-tocoferol, butilihidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), terbobutilhidroxiquinona (TBHQ), galato de propilo, tocoferoles
mixtos y palmitato de ascorbilo.

El efecto protector depende de su composicién y de las caracteristicas quimicas del aceite o
grasa, los aceites vegetales presentan acidos grasos insaturados y muy pocos poliinsaturados; y
en las grasas de sus acidos son saturados, el antioxidante ejerce su accion de manera distinta
en cada uno de estos, y su funcion protectora puede ser eficaz o no, debido a la diferente
composicion de acidos grasos en los aceites o grasas a preservar (Warner, 2003).

Los aceites durante el almacenamiento sufren reacciones de degradacion, para verificarles se
utilizan métodos de estabilidad como: el oxigeno activo, la bomba de oxigeno e incubacion en

estufa; ademas de pruebas sensoriales (algunas veces son muy poco precisas y muy

18



subjetivas), y métodos fisicoquimicos que aportan mas informacion acerca del grado de
oxidacion, como son: carbonilos totales, indice de anisidina e indice de perdxido, &cido
tiobarbiturico (TBA), fluoresencia y cormatografia de gases (Egan y Sawyer, 1987 y AOAC,
1990).

Ademéas de verificar al aceite con los métodos mencionados anteriormente. También
determinar su vida Util, ya que esta determinacion nos indica el tiempo que el aceite mantiene
las caracteristicas sensoriales y nutritivas, proporcionando al consumidor un producto con

calidad (Arabshashi y Lund, 1985, Taoukis y Labuza, 1989).

2.7. Los fitoesteroles en los aceites vegetales

Los fitoesteroles quimicamente identificados suman mas de 250 estructuras diferentes, sin
embargo son sélo tres los que estan en mayor proporcion en sus fuentes de origen: p-
sitoesterol, campesterol y estigmasterol, los cuales en su conjunto constituyen 95 a 98% de los
fitoesteroles identificables en extractos vegetales (Piironen, et al., 2004).

Diversos estudios confieren a los fitoesteroles una gran variedad de propiedades bioactivas,
entre las que destacan: anti-aterosclerética (Loscalzo, 2003), anticancerigena (Awad, Beg
dache, & Fink, 2000), antinflamatoria (Bouic, 2001) antioxidante (Martinez-Tome et al., 2004;
Zhao, Egashira, & Sanada, 2005), antifingica (Smania, et al., 2003). Sin embargo, el efecto
mejor caracterizado y cientificamente demostrado es el hipocolesterolémico, tanto a nivel del
colesterol total como del colesterol-L DL (Halli kainen, Sarkkinen, Wester, & Uusitupa, 2002;
Ostlund, Racette, Okeke, & Stenson, 2002). El efecto hipocolesterolémico observado para los
fitoesteroles no es nuevo, las primeras pruebas se hicieron en los afios 50, sin embargo debido
a su estructura cristalina inerte y su solubilidad limitad a tanto en agua como en aceite,

implicaban el uso de dosis superiores a 50 g por dia (Piironen et al., 2000). Recientemente,
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sumado al creciente interés por los alimentos funcionales, el uso de fitoesteroles como agente
hipocolesterolémico ha recobrado interes, lo cual puede atribuirse en gran parte por el trabajo
realizado por la empresa Finlandesa Raiso Grup, pionera en lograr la esterificacion de
fitoesteroles con acidos grasos, mejorando dramaticamente la disponibilidad de estos
compuestos y en consecuencia su efecto en reducciones del colesterol LDL del 10 al 15 %,

con dosis de s6lo 2 a 3 g por dia.

2.7.1. Fitoesteroles y fitoestanoles

Los fitoesteroles son particularmente abundantes en el reino vegetal: estan presentes en los
frutos, semillas, hojas y tallos de préacticamente todos los vegetales conocidos. Por este
motivo, también estan presentes normalmente en nuestra dieta. Comparten con el colesterol el
nacleo central de la molécula, esto es la estructura ciclopentano perhidrofenantreno (D-5
insaturado, conservando el grupo -OH que sustituye el carbono 3 de la estructura ciclica). La
diferencia estructural de los fitoesteroles con el colesterol y entre los diferentes fitoesteroles
radica en la cadena hidrocarbonada lateral. En el colesterol esta cadena est4 formada por ocho
carbonos y es saturada. En los fitoesteroles esta formada por 9 o 10 carbonos y en algunos de
ellos presenta un doble enlace (estigmasterol). Los fitoestanoles estan en menor proporcion
que los fitoesteroles en el reino vegetal, pero pueden ser formados por la reduccién quimica
del doble enlace de la posicion D-5 de la estructura ciclica. Industrialmente se preparan los
respectivos derivados saturados del a-sitosterol (sitostanol), del campesterol (campestanol) y
del stigmasterol (stigmastanol). Se ha propuesto que la diferencia estructural en la cadena
lateral de los fitoesteroles y de los fitoestanoles con el colesterol es responsable de los
particulares efectos hipocolesterolémicos atribuidos a ambos esteroles vegetales y también de

la baja absorcion a nivel del tracto intestinal que se ha observado para estos esteroles. La

20



concentracion sérica de fitoesteroles en humanos esté en el rango de 0.3-1.7 mg/dL y la de los
fitoestanoles es menor de 0.1mg/dL, esto es, mucho menor que la de colesterol (150-300

mg/dL) (Valenzuela & Ronco, 2004).

2.8. Métodos de Microencapsulacion

Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la
National Cash Register para la aplicacién comercial de un tinte a partir de gelatina como
agente encapsulante mediante un proceso de coacervacion. La utilizacion de microcépsulas
abarca una amplia gama de campos: la eliminacion controlada de sabores, colores, aromas,
perfumes, drogas, fertilizantes y precursores en impresiones. Las enzimas y las células
animales o vegetales también pueden ser encapsuladas, permitiendo que los sustratos y
productos entren y salgan de la capsula. Este concepto fue instrumentado con el desarrollo de
un higado artificial con enzimas hepaticas colocadas en membranas semipermeables para
mejorar su funcién.

Las membranas de nylon han sido empleadas para encapsular y atrapar enzimas como la
pepsina, la pectin-esterasa para clarificacion de jugos, la invertasa para la inversién de
sacarosa Y la renina para coagulacion de leche. Una bacteria acido lactica, Lactobacillus lactis,
fue encapsulada en alginato y se sugiere que las bacterias inmovilizadas pueden ser usadas
para producir yoghurt de manera continua.

La encapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas (sabores,
vitaminas o aceites esenciales) son introducidas en una matriz o sistema pared con el objetivo
de impedir su pérdida, para protegerlos de la reaccion con otros compuestos presentes en el

alimento o para impedir que sufran reacciones de oxidacion debido a la luz o al oxigeno.
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Una ventaja adicional es que un compuesto encapsulado se liberara gradualmente del
compuesto que lo ha englobado o atrapado y se obtienen productos alimenticios con mejores
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Se utiliza también el término microencapsulacion en
la industria alimentaria o farmacéutica cuando se encapsulan sustancias de bajo peso
molecular o en pequefias cantidades. Los dos términos, encapsulacion y microencapsulacion,
se usan indistintamente.

Diversos métodos han sido propuestos para la produccion de microcapsulas. En general, estos
métodos pueden ser divididos en tres grupos: 1.- Procesos fisicos: secado por aspersion,
extrusion y recubrimiento por aspersion. 2.- Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o
compleja y atrapamiento en liposomas. 3.- Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e
inclusion molecular.

La seleccion del proceso de encapsulacion para una aplicacion considera el tamafio medio de
la particula requerida y las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante y la sustancia a
encapsular, las aplicaciones para el material microencapsulado, el mecanismo de liberacién
deseado y el costo. En el caso de sabores y aromas, varios métodos han sido desarrollados para
encapsularlos y utilizarlos en la industria de alimentos; el secado por aspersion es el que mas

se utiliza.

2.8.1. Secado por aspersion.

El secado por aspersién es ampliamente usado en la industria de los alimentos debido a que es
un método econdmico y efectivo en la proteccion de materiales, en particular empleado en la
deshidratacion de leche. Los almidones modificados, las maltodextrinas y las gomas son
empleados como acarreadores 0 materiales pared. EI material a encapsular es homogenizado

con el acarreador; la mezcla es alimentada al secador por aspersion y se atomiza por medio de
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una boquilla o disco; las capsulas son colectadas posteriormente. Desarrollos recientes se han
hecho con nuevos acarreadores, incluyendo coloides y gomas naturales, para la obtencion de
mezclas que permitan incrementar la retencién de compuestos volatiles y la vida de anaquel de
las microcapsulas. Se ha conseguido la retencion de aceites esenciales de naranja y disminuido

su oxidacién al usar goma arabiga.

2.8.2. Aspersion por enfriamiento o congelamiento

Una variante del secado por aspersion consiste en enfriamiento o congelamiento, donde el
material a encapsular es mezclado con el acarreador y es atomizado por medio de aire frio. Las
microcépsulas son producidas por nebulizacion de la emulsion o suspension que contiene el
material pared y la sustancia activa sélida o liquida.

Las coberturas empleadas usualmente son aceites vegetales en el caso de aspersién por
enfriamiento o aceite vegetal hidrogenado para la aspersién por congelamiento; asi pueden
encapsularse liquidos sensibles al calor y materiales que no son solubles en disolventes
convencionales. La reduccion de la temperatura produce una solidificacién del lipido pared y
el atrapamiento de la sustancia activa en el centro de la cpsula. La aspersion por enfriamiento
es usualmente empleada para encapsular sulfato ferroso, vitaminas, minerales o acidulantes.
Las aplicaciones mas comunes de la aspersion por congelamiento incluye el secado de sopas y
los alimentos con altos contenidos de grasa. Las microcapsulas producidas por enfriamiento o
congelamiento son insolubles en agua debido a su cobertura de lipidos por lo que se

encapsulan materiales solubles como enzimas, vitaminas solubles en agua y acidulantes.
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2.8.3. Proceso de gelificacion

El proceso de formacion del gel se inicia a partir de una solucién de sal de alginato y una
fuente de calcio externa o interna desde donde el ion calcio se difunde hasta alcanzar la cadena
polimérica, como consecuencia de esta union se produce un reordenamiento estructural en el
espacio resultando en un material solido con las caracteristicas de un gel. El grado de
gelificacién depende de la hidratacion del alginato, la concentracion del ion calcio y el
contenido de los G-bloques (Funami et al., 2009). La transicién sol-gel se ha visto
esencialmente controlada por la habilidad de introducir el idn vinculante al alginato. También
se ha observado que la cinética de gelificacion y las propiedades del gel pueden depender del
tipo de contra-ion, es decir, el i6n monovalente de la sal de alginato de sodio o potasio. De
hecho, se ha encontrado que los alginatos de potasio presentan un proceso de transicion sol-gel
mas réapido respecto a los alginatos de sodio preparados a bajas concentraciones de calcio. Y a
pesar que los geles de alginato de calcio obtenidos mostraron semejante estabilidad a simple
vista, al ser analizadas sus propiedades reoldgicas se evidenciaron marcadas diferencias en los
maodulos elésticos; siendo menores los valores de modulos elasticos para los geles preparados
a partir del alginato de sodio que en aquellos con alginato de potasio. En este sentido, se ha
seflalado que este aspecto de las propiedades viscoeldsticas de los geles puede ser
contrarrestado utilizando alginatos con mayor composicion de &cido gulurénico en su

estructura (Draget, 2000).

2.8.3.1. Gelificacion ionica externa

El proceso de gelificacion externa ocurre con la difusion del idn calcio desde una fuente que rodea al
hidrocoloide hacia la solucién de alginato de pH neutro. La formacién del gel se inicia en la interfase y

avanza hacia el interior a medida que la superficie se encuentra saturada de iones calcio, de manera que
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el i6n sodio proveniente de la sal de alginato es desplazado por el cation divalente solubilizado en
agua. Este interacciona con los G-bloques de diferentes moléculas poliméricas, enlazandolas entre si.
Aunque, la fuente de calcio mas usada ha sido el cloruro de calcio (CaCl,) debido a su mayor
porcentaje de calcio disponible, existen otras sales empleadas con menor frecuencia tales como el

acetato monohidratado y el lactato de calcio (Helgerud et al., 2010).

La principal diferencia entre el mecanismo de gelificacién externa e interna es la cinética del proceso.
Si lo que se pretende es el control de la transicion sol-gel, en el proceso de gelificacion externa los
factores a manipular son la concentracién de calcio y composicion del polimero. Mientras que, para el
proceso de gelificacién interna se deben considerar la solubilidad y concentracion de la sal de calcio,

concentracion del agente secuestrante y del acido organico empleado (Draget, 2000).

2.8.3.2 Extrusion

La microencapsulacion por extrusién involucra el paso de una emulsion del material activo y
el material pared a través de un dado a alta presion. La extrusion constituye el segundo
proceso mas usado, después del secado por aspersion, para la encapsulacion de sabores. Un
proceso tipico involucra la mezcla de sabores con jarabe de maiz o almidén modificado
caliente, extrudiendo la mezcla en forma de esferitas (pellets) dentro de un bafio con un
disolvente frio como el isopropoanol. El disolvente frio solidifica el jarabe en un solido
amorfo, bafiando los sabores. Los sabores extrudidos proporcionan una mayor vida de
almacenamiento comparados con los que no son encapsulados. La vitamina C y los colorantes
pueden tener una vida de almacenamiento superior a dos afios. Ademas, la forma solida de los
sabores es mas conveniente para su uso. La aplicacion de este método en el procesamiento de

alimentos incluye bebidas, pasteles, gelatinas, postres, asi como numerosos sabores.
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2.8.3.3. Cobertura por lecho fluidizado

Esta técnica consiste en suspender particulas sélidas en aire a alta velocidad dentro de una
camara con temperatura y humedad controlada, donde el material pared es atomizado. La
cantidad de particulas cubiertas depende de la longitud de la camara y del tiempo de residencia
dentro de ésta. La técnica es aplicable a coberturas que funden facilmente (como aceites
vegetales hidrogenados, estearinas, &cidos grasos, emulsificantes, ceras) o coberturas solubles
(como almidones, gomas y maltodextrinas). Para coberturas fundibles se usa aire frio para
endurecer el acarreador, mientras que para las coberturas solubles se usa aire caliente para
evaporar el disolvente. Los ingredientes con facilidad de fundir son liberados al incrementar la
temperatura o por ruptura fisica, mientras que las coberturas solubles liberan su contenido al
adicionar agua. Alimentos fortificados y mezclas nutricionales contienen ingredientes
encapsulados por lecho fluidizado; algunos ejemplos son: &cidos citrico, lactico y sérbico;

bicarbonato de sodio utilizado en productos de panificacion.

2.8.3.4. Atrapamiento en liposomas

Un tipo de capsula con mas propiedades versatiles y menos fragilidad que aquellas hechas de
grasa es el de los liposomas. Estos han sido empleados para la liberacion de vacunas, enzimas
y vitaminas en el cuerpo, y consisten de una 0 mas capas de lipidos no toxicos y aceptables en
alimentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial y afinidad pueden variar con el
tamafo y la composicion del lipido. Los liposomas son vesiculas que se forman cuando
peliculas de fosfolipidos son dispersadas en un medio acuoso; al igual que las membranas
naturales, los liposomas son selectivamente permeables a iones; los liposomas se forman

cuando una solucién acuosa de sustancia activa es mezclada con la pelicula del lipido.
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Estructuralmente existen tres tipos de liposomas: multilamelar, vesiculas de un

compartimiento y macrovesiculas.

La sonicacion permite la formacion de un solo compartimiento de vesiculas, mientras que las
macrovesiculas son formadas por inyeccion de soluciones de lipido en un buffer de fosfatos.
Los liposomas pueden ser obtenidos con cargas positivas por la adicion de aminas o con
cargas negativas por la adicion de fosfatidil serina o diacetil fosfato. Materiales hidrofilicos e
hidrofobicos pueden ser atrapados en liposomas; los compuestos hidrofilicos son disueltos en
agua y mezclados con una pelicula lipidica para formar liposomas, mientras que los materiales
hidrofobicos son embebidos en una delgada pelicula de lipido. La liberacion del principio
activo se realiza por difusion a través de la bicapa, por destruccion de la vesicula, por medio

de una concentracidn critica de iones calcio o por un cambio de pH.

El colesterol y los tocoferoles pueden ser incorporados para reducir la permeabilidad de la
membrana e incrementar la estabilidad de los lipidos en la bicapa. Las sustancias activas
solubles en agua presentan una mejor eficiencia de encapsulamiento que las hidréfobas; los
liposomas son usados con éxito en la encapsulacién de sistemas enzimaticos; sin embargo, el

uso de disolventes organicos limita su uso en aplicaciones en alimentos.

2.8.3.5. Inclusion de complejos

La inclusion de complejos, también conocida como encapsulacién molecular, utiliza b-
ciclodextrinas para el atrapamiento de moléculas. Estas ciclodextrinas CD tienen un centro
hidrofobico mientras que la superficie exterior es hidrofilica. Las CD forman complejos por

inclusion o por huésped-anfitrion. El principal mecanismo de las CD involucra la formacion
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de complejos por inclusion de analitos: permiten un equilibrio dindmico en el cual agua u otro
compuesto, son reemplazados en la cavidad de la molécula de CD. La estabilidad de estos
complejos depende de la estructura, hidrofobicidad de la molécula, pH, disolvente organico,
temperatura y concentracion de la CD. La preparacion de complejos se realiza por dos
métodos: en el primero la molécula huésped y la CD son cristalizadas, un disolvente menos
hidrofobico que la molécula huésped se mezcla con los componentes dando una
acomplejacion de la molécula huésped hacia el centro de la ciclodextrina, con la molécula

huésped son mezcladas en agua durante un tiempo hasta conseguir el equilibrio.

El segundo método involucra la forma gaseosa de la molécula huésped en una solucion de CD.
Los complejos de inclusion obtenidos son sélidos cristalinos y pueden adicionarse a alimentos
secos con un minimo de degradacion o pérdida del compuesto huésped durante el
almacenamiento. Las CD protegen sabores y otros ingredientes sensibles al calor que son
adicionados en alimentos extrudidos. Aceite de ajo, cebolla y vitaminas A, E y K son

acomplejados por CD.

2.8.3.6. Coacervacion

En una solucidn coloidal las cargas pueden orientarse formando puentes que dan origen a una
disminucion en la solubilidad del coloide; como consecuencia una parte del coloide puede ser
separado en una nueva fase, convirtiendo al sistema en bifasico. La fase rica en coloide es un
estado disperso que aparece como gotas de liquido amorfo, a las que se les denomina gotas de
coacervado. La coacervacion puede ser iniciada por diferentes formas: cambios de pH,
temperatura o adicion de una segunda sustancia como una sal idnica; este método es eficiente

pero caro. Para el proceso de microencapsulacién algunos biopolimeros han sido utilizados
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para su uso como coberturas (goma arabiga y grenetina). La microencapsulacién por
coacervacion requiere que el material a encapsular y el material pared sean mezclados; la
cobertura es depositada sobre el material activo.

Generalmente un cambio de pH, temperatura o fuerza ionica provoca una fase de separacion o
coacervacion de la cobertura y atrapamiento del material activo disperso; finalmente la
cobertura es solidificada por medios térmicos o entrecruzamiento. La fase de separacion
acuosa involucra el uso de materiales como grenetina 0 mezclas de grenetina y goma arabiga.
Una coacervacion simple se presenta cuando soélo la grenetina es inducida a formar
microcapsulas. La coacervacion compleja utiliza grenetina y un polimero de carga opuesta

como goma arabiga.

2.8.3.7 Polimerizacion interfacial

Este método involucra la disolucién de un mondmero hidrofébico polimerizable en un
material activo hidrofébico. La mezcla es dispersada en una fase polar y un catalizador
provoca la polimerizacion del monémero; el polimero es insoluble en la sustancia activa
hidrofébica y depositado como pared alrededor de la sustancia activa.

Los polimeros que forman coberturas adecuadas son poliéster, poliamidas, poliuretanos y
poliureas. La polimerizacion interfacial ocurre entre monomeros disueltos en sus respectivas
fases inmiscibles; los monomeros solubles son dispersados en la fase acuosa por medio de
agitacion, la membrana de la capsula es formada por la adicién de un monémero organico
soluble en la fase continua u organica. Las membranas poliméricas de poliaminas, nylon,
poliéster o polifeniléster son producidas por la reaccion entre el monémero soluble en agua,
como poliamina, L-lisina, 1,6-hexametilendiamina, piperidina, o polifenol y un monémero

soluble en medio organico como sebacoil cloro, 2,2-dicloroéter.
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Esta técnica recientemente ha sido empleada para encapsular una bacteria acido lactico para

obtener una mayor productividad en las fermentaciones lacticas con bastante éxito.

2.8.3.8. Materiales de encapsulacion

Existe una amplia variedad de materiales para cobertura que pueden ser usados para
encapsular ingredientes alimentarios, donde se incluyen aceites hidrogenados, ceras,
maltodextrinas, almidones y gomas; algunos de los mas efectivos son los aceites hidrogenados
como el aceite de palma, algodon y soya, que son excelentes formadores de peliculas capaces
de cubrir las particulas individuales, proporcionando una encapsulacion uniforme. El uso de
goma arabiga como matriz encapsulante es comdn debido a sus caracteristicas de viscosidad,
solubilidad y emulsificacion. Otros materiales estudiados son los almidones de papa, maiz,
trigo y arroz principalmente. Las dextrinas son formadas por el calentamiento de almidon, en
presencia de acido o base, formando polimeros con alto grado de ramificacién; comparadas
con almidones no modificados, se mejoran sus caracteristicas de solubilidad y viscosidad.

Las maltodextrinas son obtenidas a partir de una hidrolisis parcial del almidén de maiz por via
acida o enzimatica; los polimeros de glucosa producidos pueden variar en longitud y en peso
molecular; sus viscosidades son inferiores a las de la goma arabiga y no presentan grupos
lipofilicos, por lo que sus propiedades emulsificantes son pobres. Sus ventajas incluyen sabor
tenue, es posible su uso a altas concentraciones de solidos y mejoran la vida de
almacenamiento de aceites esenciales de citricos; mezclas de sélidos de maiz, maltodextrinas
y almidones modificados permiten un encapsulamiento Optimo. Los alginatos son
hidrocoloides extraidos de algas, los cuales reaccionan con iones calcio para la formacion de
geles estables; éstos son utilizados para atrapamiento de sabores a temperatura ambiente. Para

obtener las camas, el alginato es emulsificado con el sabor y después adicionado por goteo a
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una solucién de cloruro de calcio. Los materiales que tienen como base proteinas como las
proteinas de soya, caseinatos y derivados de grenetina forman emulsiones estables con
saborizantes volatiles; su solubilidad en agua fria, el potencial para reaccionar con grupos

carbonilos y su alto costo limitan su uso potencial.

2.8.3.9. Métodos de liberacion

Los mecanismos de liberacion de las capsulas se pueden llevar a cabo por una disolucion
normal en agua, por esfuerzos de cizalla, por temperatura, por reacciones quimicas y
enziméticas o por cambios en la presion osmdtica. La liberacion de componentes de una
capsula puede ser controlada por difusion de la pared de la capsula o por una membrana que
cubre la pared. La permeabilidad a través de la matriz y la solubilidad del componente de la
pared de la cdpsula influyen en la velocidad de difusion. EI compuesto que va a difundir debe
ser soluble en la matriz; aunque la presion de vapor de sustancias volatiles en cada lado de la
matriz puede ser la fuerza que determine la difusion. La seleccion de una matriz o0 membrana
es importante; la naturaleza quimica, morfologia y temperatura de transicién, el grado de
hinchamiento y de entrecruzamiento también influyen en la difusién de la membrana aunque
pueden disminuir la velocidad de liberacion.

Las aplicaciones de esta técnica han ido incrementandose en la industria de los alimentos
debido a la proteccion de los materiales encapsulados de factores como calor y humedad,
permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad. La microencapsulacién puede mejorar el
sabor y la estabilidad de medicamentos. Las microcapsulas han sido también barreras contra
malos olores y sabores; las microcapsulas ayudan a que los materiales fragiles resistan las
condiciones de procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor

nutritivo y apariencia de sus productos. En la encapsulacion de sabores, se reduce su
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volatilidad o previene reacciones indeseables con otros componentes del alimento aun cuando
se almacene por un periodo prolongado.

Cuando se encapsula un sabor, para que sea liberado rapida y efectivamente en la boca, se
recomienda utilizar materiales solubles en agua como almidones y dextrinas; en el caso de
encapsulacion de vitaminas, minerales y otros nutrientes, éstos son liberados después de
haberse consumido. Como la liberacion se lleva a cabo en el estdmago o el intestino, permite
una maxima absorcién de los compuestos con un minimo de reacciones adversas; los
encapsulantes usados para esta aplicacion son de naturaleza hidrofébica como grasas y ceras,
pero también se usan derivados de celulosa. El transporte selectivo de un agente terapéutico al
sitio de accion puede optimizar la respuesta biologica o la liberacién de una molécula activa

dentro del medio ambiente seleccionado (Yafies, 2002).

2.9. Generalidades de Renealmia alpinia

Este fruto se consume en zonas autdctonas del Estado de Puebla, como condimento para
alimento, se cocina mediante maceracion a ebullicion, de esta forma se obtiene un caldo con
sabor a pollo.

El fruto tiene gran interés en uso tradicional, en la alimentacion y en la medicina regional. En
China es muy utilizado como droga, su extracto acuoso es utilizado como un conservador
natural de frutas y vegetales por su actividad antimicrobiana (Shoji, 1981).

De los estudios realizados del fruto de Renealmia alpinia, en el extracto acuoso se generaron
compuestos asociados al sabor de pollo como son: 2-octeno, nonanal, hexanol, ionol. Se
identificaron 12 compuestos. En el extracto organico de semilla, en frio, se identifico el
compuesto 8(17), 12(E)-labdadien-15,16-dial, el cual se inactiva por efecto de la luz y calor.

La mezcla de compuestos volatiles identificados, contribuyen al aroma y sabor a pollo en
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extracto acuoso, lo cual indica que el fruto de Renealmia alpinia podria ser utilizado como
saborizante vegetal (Solano, 1999).

En los resultados de analisis bromatoldgicos en la fraccion lipidica, la cual presento un alto
contenido de grasa, encontrando en pulpa 48.56 % y en semilla 35.19 %. Este tipo de acidos
grasos encontrados en mayor concentracion correspondio a acidos grasos insaturados.

En cuanto a la identificacion en acidos grasos obtenidos de pulpa y semilla, se observaron tres
acidos principales, 6leico (53%), palmitico (20%) y palmitoleico (18%) (Solano et.al, 1999).
Las muestras del fruto empleadas en el estudio presentaron una composicion de acidos grasos
comparable a la que se presenta caracteristicamente en los aceites vegetales comerciales de
soya, cacahuate, oliva y girasol, por lo que se realizo un comparativo entre ellos, los
resultados se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacidn de acidos grasos contenidos en semilla y pulpa del fruto de Renealmia
alpinia comparados con aceite de oliva y aceite de girasol.

Acidos grasos | Pulpa Semilla Aceite Aceite de Aceite Aceite de
Renealmia Renealmia desoya cacahuate de oliva girasol
alpinia(2) ~ alpinia (2) (1) (%) (1) (%) D)%) (1) (%)
(%) (%)

Miristico 0.12 016  smeemem mmmeen e e

Palmitico 20.0 14.48 13.3 14.0 8.44 4.06

Palmitoleico | 18.00 1840 e e e e

Esteérico 1.70 2.40 5.4 4.4 3.28 4.09

Oleico 53.00 49.39 28.5 67.1 77.56 78.49

Linoleico 2.10 1.29 57.1 43.0 7.99 11.40

Linolénico 1.20 2.34 9.5 0.1 0.75 0.05

Lognay, 1989, Solano, 1999).
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2.9.1. Distribucién geografica del genero Renealmia alpinia

El género Renealmia L.F (Zingiberaceae) se distribuye en las regiones tropicales de Américay
Africa. Consta aproximadamente de 85 especies, de las cuales 62 se encuentran en el tropico
americano (Maas Van de Kamer, 2001). En México viven cuatro especies que son: Renealmia
cernua, R.mexicana, y R. alpinia (Macia, 2003).

El periodo de su desarrollo vegetativo y reproductivo esté ligado a la temporada de lluvias, su
fase de floracion es entre los meses de abril y julio, la fructificacién entre septiembre y
octubre. El fruto se cultiva en la region Norte del Estado de Puebla, donde la pulpa y la semilla
son usadas como condimentos. El fruto crudo o inmaduro posee compuestos toxicos y hasta el
momento se desconoce cuales son los principios activos que puedan servir como aditivos de

sabor (Macia, 2003).

2.9.2. Taxonomia

Es una planta rizomatosa aromatica de 2-6 m de altura. Sus hojas son elipticas, con peciolos
normalmente ausentes. La inflorescencia es un racimo basal de 12-55 cm. Los frutos son
capsulas elipsoides de 1.5-3.5 cm. coronados por restos de céliz y de color rojizo a negruzco-
morado cuando estan maduros. Posee numerosas semillas ovaladas cubiertas de arilo, con
poco contenido endospérmico y varian en namero de 100 a 200 semillas en cada fruto, por lo
cual representa el 70 % del peso del fruto (Macia, 2003). Por las caracteristicas que presenta al

género Renealmia alpinia, la taxonomia que presenta la clasificacion se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion Boténica de Renealmia alpinia

Reino Plantas
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Género Renealmia
Especie Alpinia

Mass, 1977.

2.9.3. Estudios fitoquimicos

Estudios recientes han revelado que algunas especies de alpinia tienen actividad antitlcera que
se atribuye al siguiente compuesto dihidro 5,6-dehidrokawaiana. Se sabe también que el
género Renealmia tiene actividad cardiotdnica expectorante y de vasodilatador (Shoji et al,
1984). En América tropical ha sido utilizada para diferentes propositos. Ademas del uso
comestible del arilo de sus semillas, con el exocarpo carnoso de los frutos se ha preparado
tinta y con las semillas se ha preparado un aceite usado para frituras en alimentacién, contra
nadseas y vomitos (Martinez Alfaro, 1995; Villalobos Contreras, 1994).

Los lipidos son compuestos constituidos por cadenas hidrocarbonadas alifaticas y aromaticas,
en ocasiones también contienen fosforo y nitrogeno. Por definicion, los aceites y grasas se
consideran lipidos. Estan constituidos en su totalidad por triacilgliceridos, los que a su vez son

ésteres de acidos grasos con glicerol (Badui, 1996).
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2.9.4. Terpenoides volatiles con caracteristicas saborizantes

Debido a la abundancia de terpenos utilizados en la industria de aceites esenciales, son los
responsables de frutos citricos, de condimentos y hierbas aromaticas. Los terpenos se
encuentran presentes en la frutas. (Buttery, 1981).

En la siguiente tabla se presentan los principales terpenos que han sido reportados en semilla
de Renealmia alpinia, los componentes terpénicos que se encuentran en mayor proporcion son
88 % de monoterpenos hidrocarbonados de los cuales, el B-pineno (22 %), limoleno (18.4 %),
y B-felandreno (38 %) fueron los predominantes.

Los aceites esenciales o extractos aromaticos que contienen terpenos se pueden separar
utilizando cromatografia en gel de silice y eluyentes no polares y polares (Fennema, 1993).

Del comparativo realizado de los &cidos grasos de Renealmia alpinia, el mas abundante fue el
acido oleico constituyendo un 50 % tanto en pulpa como en semilla. La suma de los acidos
grasos de cadena media y de cadena larga fue superior al 85% del total de &cidos grasos. Esta
cantidad fue comparable a la reportada con otros aceites vegetales. Del comparativo realizado
en contenido de &cido palmitico y palmitoleico, en pulpa y semilla de tapicén presento un
mayor porcentaje, comparado con los aceites de oliva, girasol, soya y cacahuate, como se

muestra en las siguiente tablas 3 y 4.
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Tabla 3. Composicion del aceite esencial de la semilla de Renealmia alpinia

NUMERO COMPUESTO %
1 a- Pineno 5.0
2 Canfenona 0.2
3 B-pineno 22.3
4 5-3- Careno 0.6
5 Mirceno 1.3
6 a- Felandreno 1.0
7 Desconocido (PM=136) 1.0
8 Limoneno 18.4
9 B- Felandreno 38.0
10 v- Terpenino 0.1
11 p- Cimeno 0.2
12 Terpinoleno 13.0
13 Sabinacetona 0.5
14 2,6- Di-ter-butil-p-cresol 0.3
15 Desconocidos (PM=204) 4.0
16 Nerolidol 1.4
Lognay, et al. (1991).
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Tabla 4. Compuestos identificados en aroma y sabor a pollo.

Aroma de grasa de

Sabores de grasa de

pollo pollo

Pentanal 1,1,1-Tricloro etano
Hexanal 2,2, 4-Trimetilhexano
2-octeno 2-octeno

4-metiloctano

3,5 Dimetil heptano
2,2,5 Trimetil heptano
2,2,4 Trimetil heptano
2,2,6 Trimetil heptano
2-Heptanona
2-(E)-Decanal
Tetradecano
2-Metil-6-

propildecano

2-metil-2-heptano
4-Metil octano
2,6-Dimetil heptano
3,5 Dimetil heptano
Xileno

2-Heptanona

(Darrel, 1995)
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Tabla 5. Compuestos identificados en el extracto acuoso de pulpa y semilla de Renealmia alpinia

Compuestos volatiles Area (%)
B-Pineno 6.123 +1.809
B-Pineno 29.210 £ 3.316
Heptanal 12.727 + 2.822
p-Cimeno 9.789 + 0.703

Hexanol 2.162 £ 0.138
Linalol 0.742 +£2.422
2-octeno 15.629 + 1.359
Nonanal 10.345+1.701
lonol 0.541+ 0.162
Solano, 1999.

2.10. Calorimetria diferencial de barrido en aceite vegetal

Generalmente, el programa de temperatura para un analisis DSC es disefiado de tal modo que
la temperatura del portador de muestra aumenta linealmente como funcion del tiempo. La
muestra de referencia deberia tener una capacidad calorifica bien definida en el intervalo de
temperaturas en que vaya a tener lugar el barrido. El principio basico subyacente a esta técnica
es que, cuando la muestra experimenta una transformacion fisica tal como una transicion de
fase, se necesitara que fluya mas (o menos) calor a la muestra que a la referencia para
mantener ambas a la misma temperatura. El que fluya mas o menos calor a la muestra depende

de si el proceso es exotérmico o endotérmico.
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Por ejemplo, en tanto que una muestra solida funde a liquida se requerira que fluya mas calor a
la muestra para aumentar su temperatura a la misma velocidad que la de referencia. Esto se
debe a la absorcion de calor de la muestra en tanto ésta experimenta la transicion de fase
endotérmica desde solido a liquido. Por el contrario, cuando la muestra experimenta procesos
exotérmicos (tales como una cristalizacion) se requiere menos calor para alcanzar la
temperatura de la muestra. (Jiménez, 2007)

Calorimetria diferencial de barrido, por sus siglas en inglés DSC es una metodologia de
analisis térmico utilizada en la medida de temperaturas y flujos de calor asociados tanto a
transiciones de fases: cristalizacion, fusion y evaporacion, como a las reacciones quimicas de
hidrolisis y oxidacion, cuya evolucién esta en funcion del tiempo y de la temperatura. Se ha
utilizado esta técnica desde hace varias décadas en el area de los aceites y grasas, el perfil
térmico obtenido es de gran importncia debido a que mediante este analisis, se relaciona con
muchas propiedades fisicas y quimicas (Jiménez, 2007).

La técnica consiste en calentar una muestra, asi como un compuesto de referencia (R) de tal
manera que la temperatura es en todo momento igual en R y en S. Esto se consigue midiendo
las temperaturas con sensores y ajustando las potencias de calentamiento. Se aplican
velocidades de calentamiento (en grados/s) uniformes a la muestra y a la referencia para
realizar el barrido de temperaturas. La representacion de la potencia de calentamiento frente a
la temperatura es lo que se denomina diagrama DSC o, dado que se realiza frente a la
temperatura, termograma. Detecta transiciones que implican intercambio de energia, sea
almacenamiento de calor (procesos endotérmicos) o liberacion de calor (procesos
exotérmicos). En los procesos son las transiciones de fase (sélido-solido o sélido-liquido por
ejemplo), procesos de cristalizacion, oxidaciones irreversibles, deshidrataciones, etc. Esta

técnica tambiéen resulta muy adecuada para comprobar la pureza de un material, examinando la
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forma y la anchura del pico obtenido. Las aplicaciones de la DSC se pueden resaltar, la
utilizacion para la caracterizacion de diferentes aceites de semillas a través de sus perfiles
térmicos por DSC. En general, mediante esta técnica se miden los flujos de calor que, en
funcién de la temperatura, van asociados a las transiciones de fase que se producen durante la
cristalizacion o la fusion de sustancias grasas, en particular, originando perfiles térmicos
caracteristicos intimamente relacionados con su composicion. A través de diferentes trabajos
se realizan, mediante CDB, un amplio estudio de las caracteristicas térmicas de diferentes
tipos de aceites de semillas, incluida una muestra de aceite de oliva sin especificar su
categoria, obteniendo perfiles térmicos diferenciados y caracteristicos para cada tipo de aceite,
en los que la composicién en acidos grasos y su distribucion en los correspondientes

triglicéridos tienen una notable incidencia (Tan y Che Man, 2002; Tan y Che Man, 2000).

Determinando la diferencia de flujo calorifico entre la muestra y la referencia, los calorimetros
DSC son capaces de medir la cantidad de calor absorbido o eliminado durante tales
transiciones. La DSC puede ser utilizada también para determinar cambios de fase mas sutiles
tales como las transiciones vitreas. La DSC es utilizada ampliamente en la Industria como
instrumento de control de calidad.

Una técnica alternativa a la DSC es el analisis térmico diferencial (DTA). En esta técnica la
magnitud constante no es la temperatura sino el flujo calorifico que se comunica a muestra y
referencia. Cuando muestra y referencia son calentadas de modo idéntico, los cambios de fase
y otros procesos térmicos producen una diferencia de temperatura entre la muestra y la
referencia. Ambas DSC y DTA proporcionan, pues, informacion similar. No obstante, la DSC

es mas utilizada que la DTA.
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2.11 Determinacion de Espectroscopia Raman en aceites vegetales.

La espectroscopia se origind como el estudio de la interaccién entre radiacion y materia en
funcion de la longitud de onda. Actualmente la espectroscopia comprende el uso de los efectos
de absorcion, emision o dispersion de radiacion electromagnética por la material con el
objetivo de estudiar cualitativa o cuantitativamente la materia. La espectroscopia Raman es
una técnica espectroscopica empleada para el analisis cuantitativo de préacticamente cualquier
material, ya sea organico o inorganico. Sus principales ventajas radican en que no es necesaria
ninguna preparacion de la muestra a estudiar y que se trata de un proceso no destructivo. El
fundamento fisico de la técnica esta basado en el efecto Raman, fisico indio que descubrio el
efecto que lleva su nombre, consistente en la dispersion inelastica de una fraccion de la luz
incidente en la muestra, la cual sufre entonces un cambio de frecuencia debido al intercambio
de energia con la materia en dicha colision, segun la ecuacion de energia de los fotones

(Ozgur, 2007).

2.12 Anadlisis de la Viscosidad en aceites vegetales.

En el caso de aceites vegetales es conocido que la densidad de dichos aceites crece
linealmente al aumentar su temperatura. La viscosidad se puede entender como una medida de
la resistencia que ofrece un fluido a fluir. Al aumentar la temperatura de un fluido, sus
moléculas en conjunto pueden deslizarse mas facilmente, de modo que el fluido se vuelve

menos Vviscoso. La dependencia con la temperatura de la viscosidad cinematica de un liquido

se suele describir por la ecuacion de Arrenhius: N= Al.expEa’RT
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siendo la viscosidad cinematica, E la energia de activacion, R la constante universal de los
gases y T la temperatura absoluta. Ademas Al = NAh/V, siendo respectivamente NA, V y h,

el nimero de Avogadro, el volumen molecular y la constante de Plank.

La interdependencia entre la viscosidad y la densidad Es posible establecer una relacion de
dependencia matematica entre la densidad y la viscosidad de un aceite vegetal. Por lo tanto, si
se puede establecer una relacion fiable entre la densidad y la viscosidad, a partir de la medida
sencilla de la densidad de un aceite vegetal se puede obtener la viscosidad para una

determinada temperatura. De acuerdo con Rodenbush et al. (2010).

2.13 Aplicacion de espectroscopia infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR) en aceites vegetales.

El empleo de la espectroscopia infrarroja tiene varias ventajas: i) no se requiere preparacion de
la muestra, ii) la muestra puede ser solida, liquida, pastosa, suspension, y gaseosa, ademas la
muestra no se modifica ni se destruye después del analisis, iii) el analisis puede ser aislado o
en linea a un proceso dinamico, es ademas rapido y econémico y no utiliza disolventes
contaminantes, iv) el analisis puede ser cualitativo y cuantitativo. En los Gltimos afios se ha
desarrollado la espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier, (FTIR), lo que le da a
la técnica un gran poder y rapidez en el analisis. Esta técnica analitica tiene sus bases fisicas
en la vibracion molecular y esto ofrece muchas posibilidades en el analisis de compuestos de

origen bioldgico (Castorena, 2011).

43



2.14 Determinacion de microscopia de fuerza atomica (AFM) en aceites

vegetales.

El microscopio de fuerza atbmica (AFM, por sus siglas en inglés), puede realizar dos tipos de
medidas: imagen y fuerza. En la modalidad de imagen, la superficie es barrida en el plano de
la superficie por la punta. Durante el barrido la fuerza interatomica entre los atomos de la
punta y los atomos en la superficie de la muestra, provoca una flexién del liston. Esta flexion
es registrada por un sensor adecuado (normalmente balanza Optica) y la sefial obtenida se
introduce en un circuito o lazo de realimentacion. La fuerza interatdmica se puede detectar
cuando la punta esta muy proxima a la superficie de la muestra. En medidas de fuerza la punta
se hace oscilar verticalmente mientras se registra la flexion del liston. Las medidas de fuerza
son Utiles en estudios de fuerzas de adhesion y permiten estudiar a nivel de una sola molécula

interacciones especificas entre moléculas (Ozgur, 2007).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente los aceites vegetales tienen gran demanda en varias aplicaciones de la industria
de alimentos y farmacéutica, principalmente aquellos que contienen compuestos nutracéuticos,
por lo que se requiere de aportar datos de nuevas fuentes de obtencion.

Estudios previos han demostrado que el fruto del Renealmia alpinia puede ser considerado
como una fuente potencial de produccion de aceites vegetales nutracéuticos, el cual puede
tener importantes aplicaciones en la industria de los alimentos, porque puede ser una fuente de
compuestos bioactivos como los acidos grasos omega 3 y 6, ademas de presentar compuestos
volatiles de tipo saborizante.

La conservacion de las propiedades de este aceite es importante para su uso como aditivo, por
lo que la proteccion del aceite vegetal contra los efectos deletéreos del medio, requiere de un

método de conservacion que mejore los ya existentes.

4. HIPOTESIS

H1: Es posible obtener el aceite vegetal de Renalmia alpinia con alto valor nutricional.

H2: Las propiedades organolépticas del aceite se conservaran después de encapsularlo.

5. OBJETIVO GENERAL

Extraer, purificar y caracterizar el aceite de Renealmia alpinia a partir de la pulpa y semilla

para su encapsulacion.

5.1. Objetivos particulares

5.1 Obtener aceite vegetal de Renealmia alpinia pulpa y semillas del fruto seco.

5.2 Analizar los compuestos quimicos del aceite de pulpa por cromatografia de gases.

5.3 Determinar las propiedades fisicoquimicas y analisis funcional del aceite de pulpa.

5.4 Desarrollar y caracterizar un método de encapsulacién del aceite y determinar sus

propiedades fisicoquimicas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Bioldgico

Los frutos de Renealmia alpinia se recolectaron en la Sierra Norte del Estado de Puebla. Los
frutos fueron separados en sus fracciones cascara, pulpa y semillas para su posterior
deshidratacion a 50 °C en un secador de tiro forzado hasta peso constante. Se realizé una
molienda en una licuadora marca Osterizer, semilla y pulpa por separado, posteriormente se

tamizo usando una apertura de 0-0.38 micrémetros.

6.2. Andlisis quimico proximal
El analisis se realizd en pulpa y semilla deshidratada y molida de Renealmia alpinia. Todos

los analisis se realizaron por triplicado y se utilizaron disolventes de grado reactivo (Merck).

Se determinaron los siguientes analisis fisicoquimicos:

6.2.1. Humedad

La humedad es considerada como la pérdida de agua que sufre la muestra al ser calentada a
100 °C, hasta que dos pesadas sucesivas no difieren en mas 3 mg fue determinada por el
método 14.006 (A.O.A.C. 1984).

En una charola metélica, a peso constante, se pesan aproximadamente 2 g de muestra, se
coloca en una estufa de vacio a una temperatura de entre 98 y 100 °C durante 5 h y
posteriormente se enfria en un desecador y se pesan. La humedad se calcula de la siguiente

manera:

Pl - PF
%H=—— x100
0 PI _PC .................. (1)

Donde
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%H: porcentaje de humedad
PI: peso de la charola de la charola con muestra fresca (g)
PF: peso de la charola con muestra seca ()

PC: peso de charola sin muestra (g)

6.2.2 Proteina

El contenido de proteina de las muestras fue determinada por el método 42.014 (A.O.A.C.
1970). Por medio del sistema Microkjedahl, utilizando el equipo Bichi Destillation unit K-
314. El material organico de las muestras fue digerido con &cido sulfurico caliente
adicionando un catalizador que acelero la reaccion convirtiendo el nitrégeno organico e

inorgéanico en nitrogeno amoniacal.

Se pesaron 50 mg de muestras en un matraz micro-kjeldahl, adicionando 2 g de mezcla
catalizadora y 2.5 ml de &cido sulfdrico, se pone a digerir la muestra en el equipo de digestion,
con extractor de vapores, hasta que clarifique manteniendo el calentamiento de 1.5a 2 hy
dejar enfriar. El residuo se disuelve en poca cantidad de agua destilada y se transfiere al tubo

del destilador, lavando el matraz de 2 a 3 veces con agua destilada.

El tubo con muestra se coloca en el destilador y se adiciona 10 ml de solucién de hidroxido de
sodio-tiosulfato de sodio. Se inicia la destilacion por arrastre de vapor, colectando
aproximadamente de 75 a 100 ml de destilado. En un matraz Erlenmeyer se colocan 5 ml de la

solucion de &cido borico al 5 %, adicionando 2 gotas de indicador, esta solucion se titula con
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acido clorhidrico 0.001 N hasta que vire el indicador de verde a violeta. Se calcula de la

siguiente manera:

VIDeaNIN e, Ecuacioén (2
N = (V2 Va(eqN)N 100 (2)

%N: porcentaje de nitrogeno total

V1: Volumen de HCL gastado en titular el blanco en (ml)
V2: Volumen de HCL gastado en titular la muestra (ml)
egN: 14.007

N: normalidad de HCL (0.001N)

M: peso de la muestra (mg)

6.2.3 Extracto etéreo

La extraccién de sustancias grasas de una muestra se lleva a cabo por calentamiento continuo
a reflujo con disolventes de baja polaridad, como éter de petrdleo o éter etilico. Para esta
determinacion se empled el método 7.062 (A.O.A.C, 1970). Utilizando el procedimiento de
Soxhlet, utilizando un matraz de fondo plano (con perlas de ebullicion que se han adicionado
previamente a peso constante. Se extrae con éter de petroleo a reflujo durante 6 a 8 h. (en
algunos casos se requiere de mayor tiempo), a una velocidad de condensacion de 2 a 3 gotas
por segundo. Al término de la extraccion se recupera el disolvente dentro del mismo equipo, al
cual se le ha retirado el cartucho. El matraz se lleva peso constante a una temperatura entre 80
y 90 °C. Se enfria en un desecador y se pesa. Esta determinacion puede llevarse a cabo
colocando a peso constante el cartucho con muestra antes y después de la extraccion para la

cuantificacion de extracto etéreo.

48



Debe cuidarse que la muestra se encuentre seca para evitar la formacion de un azeotropo éter-
agua, que disuelve compuestos polares principalmente carbohidratos solubles, que alteran la

determinacion de extracto etéreo. Se calcula se la siguiente manera:

EE%:ﬂxlOO
M

........... Ecuacion (3)
En donde:

EE%: Porcentaje de extracto etéreo

A: matraz a peso constante

B: matraz con extracto etéreo

M: peso de la muestra

6.2.4. Cenizas

Las cenizas se cuantificaron incinerando la muestra hasta la obtencion de un residuo
inorganico, correspondiente a la fraccion de las cenizas de la muestra. Fue utilizado el método
14.006 (A.O.A.C 1984). En un crisol a peso constante se pesan 2 g de muestra fresca o
deshidratada, se precalcinan a fuego directo, posteriormente se colocan en la mufla a una
temperatura entre 550 y 600 °C por 5 h., dejar que baje la temperatura a 100 °C, transferir a un
desecador y esperar a que se enfrie completamente para pesar. Se efectla con la siguiente
formula:

%C=B-A/IM X 100..........ccevnenn. Ecuacion (4)
En donde:
%C: porcentaje de cenizas

A: peso del crisol vacio (g)
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B: peso del crisol con cenizas

M: peso de la muestra

6.2.5. Fibra cruda

Se tomaron 2 g de muestra desengrasada, fueron colocados en un matraz balon adicionando 2
g de &cido tricloroacético, 5 ml de acido acético al 70 %, el sistema se mantuvo a reflujo
constante durante 30 min. El residuo fue separado por filtracion y lavado dos veces con agua
destilada eliminando el olor a &cido acético, después de 12 h se pesa. El contenido de fibra
cruda fue determinado por diferencia de peso del residuo seco a 105 °C en vacio durante 12 h
(Van de Kamery col. 1952).se calcula utilizando la siguiente formula:

%Fibra cruda (Base hiumeda) = 100-% muestra original.................... Ecuacién (5)

100

6.2.6 Carbohidratos

La determinacion de carbohidratos se llevo a cabo por el método de la antrona, a partir de una
solucién 0.02% (w/v) de la muestra en agua destilada y comparada contra una curva estandar
de D-glucosa. La cuantificacion de carbohidratos se realiz6 tomando alicuotas de 0.5y 1 mly

se lee la absorcion de las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda de 630 nm.

Previamente desengrasada la muestra, se molié y se pasé por un tamafio de malla de nimero
60, se pesaron 5 mg de muestra y se homogenizaron durante 15 min, y se aford a 25 ml con
agua destilada, 0.14 g de antrona (sigma A-1631) los cuales se disolvieron en 70 ml de &cido

sulfurico (GR) concentrado y se obtuvo una solucion al 0.2 %. La concentracién de azucares
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fue determinada mediante una curva estandar con D-glucosa en un rango de 6.00-40.0 mg/ml

en un espectrofotometro a una longitud de onda de 630 nm.

6.3 Determinacion de la densidad en aceite de pulpa y semilla de Renealmia alpinia

El método consiste en determinar la masa a volumenes iguales de agua y de aceite o grasa
vegetal o animal que se utilizaron para calcular la relacion entre ambos valores, bajo

condiciones especificas de temperatura, 25°C para aceites y 40°C para grasas.

Densidad relativa: Es la relacion de la masa de un volumen dado de una sustancia y la masa de
un volumen igual de agua en las mismas condiciones de presion y temperatura.

A continuacion se describe el procedimiento a realizar:

Se limpia cuidadosamente el picnémetro con mezcla sulfocromica y se enjuaga con agua. Se
escurre y luego se bafia sucesivamente con etanol y éter etilico. Se seca interiormente

utilizando una corriente de aire seco y exteriormente con un pafio o con papel filtro.

Se determina la masa del picndmetro completo con la precisién de 0.1 mg; se llena con agua
destilada evitando la formacion de burbujas de aire se coloca el termémetro y se deja
destapada la rama del capilar.

Se sumerge en un bafio de agua a 25°C £ 0,2°C ¢ 40°C + 0.2°C durante 30 min controlando la
temperatura del bafio con el termdmetro del picnémetro cuando se alcance la temperatura
deseada se enrasa la rama capilar del picndmetro con agua destilada a la misma temperatura y
se tapa; se extrae del bafio, se limpia, se seca exteriormente y se determina su masa con la

precision de 0.1 mg.

El picnometro se vacia y luego se lava con etanol y éter etilico. Se seca interiormente

utilizando una corriente de aire seco y exteriormente con un pafio seco o con papel de filtro.

Se llena el picnometro con el aceite o grasa vegetal o animal homogeneizado, evitando la

formacion de burbujas de aire; se coloca el termometro y se deja destapada la rama del capilar,
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se sumerge en el bafio de agua a 25°C = 0.2°C 0 40°C % 0.2°C durante 30 min. controlando la

temperatura del bafio con el termometro del picnémetro.

Cuando se alcance la temperatura deseada, se enrasa la rama del capilar del picnémetro con el
aceite o grasa vegetal o animal a la misma temperatura y se tapa, después se procede como se
detalla para el agua destilada (véase 6.2 y 6.3).

6.3.1 Determinacion del indice de refraccion en aceite de pulpa y semilla de
Renealmia alpinia

La NMX-F-074-S-1981 establece el procedimiento para determinar el indice de refraccion con

el refractometro de Abbé en aceites esenciales, aceites y grasas vegetales o animales.

Para los efectos de esta Norma, se establece la siguiente definicion: indice de refraccion: Es la
relacién que existe entre el seno del angulo de incidencia y el seno del angulo de refraccion,
angulos que se forman al pasar un rayo de luz del aire a otro medio, en que la luz se propaga

con diferentes velocidades.

El método se basa en la determinacién del indice de refraccion, ya que sea por medida directa
del angulo de refraccién o bien por la observacion directa del limite de reflexion total

manteniéndose la sustancia dentro de las condiciones de isotropismo y transparencia.

Refractbmetro de Abbé o butirorefractometro en caso de productos lacteos con escala

graduada directamente en términos de indice de refracciéon de 1,3000 a 1,7000 con precisién

de £+ 0.0002.
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En aceites y grasas ordinarias, las temperaturas recomendables para efectuar la determinacion

son de 298 K (25°C), 313 K (40°C) y 333 K (60°C) dependiendo de su punto de fusion.

Las determinaciones en aceites esenciales se realizan a 293 K (20°C) para los aceites
esenciales que no se encuentren liquidos a esta temperatura, se adoptaran las temperaturas de
298 K (25°C) 0 303 K (30°C), segun el punto de fusion de los aceites esenciales considerados.
Fuente de luz: Las determinaciones se efectuan con luz de sodio, preferentemente con una
longitud de onda de 5893 A + A, correspondiente a las radiaciones D1y D2 del espectro de
sodio, o si el aparato posee un compensador acromatico, con la luz difusa producida por una
l&mpara eléctrica.

En esta determinacion se utilizan una o dos gotas de muestra filtrada y seca.

En el caso de los aceites esenciales, la muestra representativa se prepara de la siguiente forma.
Si el aceite esencial es solido o parcialmente sélido a la temperatura ambiente, debe fundirse;
para lo cual se calienta a una temperatura aproximada de 10 K (10°C) mayor que el punto de
fusion. Se debe guardar en un matraz Erlenmeyer caliente, llendndolo hasta los dos tercios de
su capacidad. Si el aceite esencial contiene aldehidos, debe evitarse la entrada de aire en el
recipiente que lo contiene mientras se realiza esta operacion, para lo cual se afloja la tapa pero
no se retira. Si el aceite esencial es liquido a temperatura ambiente, debe colocarse en un
frasco a la misma temperatura.

En ambos casos debe afadirse al frasco, sulfato de sodio anhidro, en una cantidad que
corresponda al 5 % del peso del aceite esencial, y se agita vigorosamente. Luego se filtra la

muestra. En el caso de aceites esenciales sélidos, debe guardarse la muestra fundida en un
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calefactor, pero cuidando de no mantenerlo alli méas tiempo del necesario. Estas operaciones

deben ser realizadas inmediatamente ante del analisis.

Calibracion del refractometro

Debe verificarse efectuando una prueba con una placa de indice de refraccion conocido, que
generalmente se obtiene al adquirir el refractometro. La placa se adhiere al prisma superior por
medio de un liquido de alto indice de refraccion (generalmente bromonaftaleno) y se efectla la
lectura. Los errores pueden corregirse por medio del tornillo de ajuste. Los prismas se limpian
con el disolvente y se dejan secar. Se coloca una gota de la muestra sobre el prisma inferior y
se presiona con el superior hasta que ambos queden juntos. Se ajusta la luz de manera que
penetre en el aparato.

Se enfoca el ocular sobre las lineas transversales cruzadas y sobre los lentes de la escala
moviendo el brazo del prisma se encuentra que la parte baja del campo esta oscura y la
superior iluminada. En general la linea divisoria siempre es colorida. Se gira la cremallera de
ajuste cromatico, hasta que aparezca una linea de separaciéon perfectamente definida. Se
mueve el brazo del prisma hasta la linea de separacidén se encuentre en la interseccion del
reticulo. Se toman varias lecturas del indice de refraccién en la escala hasta la cuarta cifra
decimal.

Se observa que en cuanto a las lecturas del indice de refraccion reportadas en aceite de semilla
y pulpa, valores proximales, lo cual indica la presencia de acidos grasos insaturados e

insaturados en este tipo de aceite.
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6.3.2 Determinacion de humedad en aceite de semilla y pulpa de Renealmia
alpinia.

Esta Norma establece el procedimiento para la determinacion de humedad y materia volatil en
todas las grasas y aceites ordinarios, incluyendo emulsiones tales como mantequillas,
oleomargarinas (manteca artificial) y aceite de coco altamente acido. No es aplicable para
grasas Yy aceites que puedan contener residuos no solventes con punto de ebullicion muy alto o
para muestras que contengan agregados de monoglicéridos.
Por humedad y materia volatil se entiende la pérdida en masa del aceite o grasa, bajo la
condicion experimental indicada posteriormente.

Eliminar humedad y materia volatil por un aumento de temperatura.
PROCEDIMIENTO

En un vaso de precipitado tarado a masa constante se determina una masa de 5 a 20 g de la
muestra anterior, con una exactitud de 0.0001 g; coldquese en el calentador a una temperatura
tal que girando lentamente el vaso evite que salpique, lo cual puede resultar de una ebullicion
rapida.

La aproximacion del punto final puede ser juzgada por el cese de burbujas, o también por la
ausencia de espuma. Otro método para juzgar el punto final es colocando un vidrio de reloj
limpio y seco sobre el vaso. La presencia de vapor se indica por la condensacion en el vidrio
del reloj. La temperatura de la muestra no debe exceder de 130°C, excepto al final de la
prueba.

Cuando el punto final aparente ha sido alcanzado, seguir calentando hasta la formacion

incipiente de humos, pero teniendo cuidado de no sobrecalentar.
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Enfrie la muestra a la temperatura ambiente en un desecador y determine su masa hasta masa

constante.

6.3.3 Determinacion del indice de yodo por el método de Hanus en aceite de semilla y

pulpa de Renealmia alpinia.

La NMX-F-408-S-1981. Establece el procedimiento para la determinacion del indice de yodo en
aceites y grasas vegetales o animales, por el método de Hanus.

indice de yodo.- Es la medida de la no saturacion de las grasas y aceites y se expresa en términos
del numero de centigramos de yodo absorbidos por gramo de muestra (por ciento de yodo
absorbible).

Se basa en la reaccion del monobromuro de yodo, en medio acético, sobre los lipidos, y en medir
la cantidad de yodo que estd presente libremente, en funcion de éste se determina el grado de
insaturacién del aceite.

Pesar aproximadamente 0.1 g de aceite en un matraz Erlen meyer de 250 mL con tapon de
vidrio esmerilado.

Disolver y adicionar 10 mL de cloroformo y 10 mL de solucion de Hannus, dejar reposar por
30 min en la oscuridad y agitar ocasionalmente.

Adicionar 5 mL de solucion de yoduro de potasio al 15% agitar vigorosamente y afiadir 100
ml de agua destilada, lavando cualquier cantidad de yodo libre.

Titular el yodo con una solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N, hasta que la coloracion amarilla
de la solucién desaparezca.

Agregar 1 mL del indicador de almidon continuar la titulacion hasta que el color azul

desaparezca completamente. Correr un blanco para verificar el resultado.
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El nimero de mililitros de tiosulfato de sodio 0.1 N por el blanco (VB) menos los ml gastados
en la titulacion de la muestra (Vm) dan la cantidad de tiosulfato equivalente al yodo absorbido
por la grasa o aceite.

Aplicar la siguiente formula para la obtencién de resultados:

indice de yodo: (VB-Vm) (N) (12.69) ......... Ecuacion (7)

Peso de la muestra

6.3.4 Determinacion del indice de peroxido en aceite de pulpa y semilla de Renealmia
alpinia.

La NMX-F-154-1987 establece el método para la determinacion del indice de peréxido en los
aceites y grasas vegetales o animales.

Este método se basa en la determinacion en la solucion de prueba de la cantidad de perdxidos
contenidos por medio de una titulacion.

El indice de peroxido indica los miliequivalentes de oxigeno en forma de peroxido por
kilogramo de grasa o aceite. (IP).

Se determina una masa de 5.0 g £ 0.05 g de muestra dentro del matraz, se afiaden 30 ml de
solucion de acido acético-cloroformo y se agita hasta que la muestra se disuelve totalmente.
Con una Pipeta Mohr, se agregan 0.5 mL de solucion saturada de yoduro de potasio; se agita y
se deja reposar durante 1 minuto, después del cual se adicionan 30 mL de agua. Se titula lenta
y cuidadosamente con solucién 0.1 N de tiosulfato de sodio; se agita vigorosamente después
de cada adicion, hasta tener una coloracion ligeramente amarilla; se afiaden 0.5 mL de solucién

indicadora de almiddn y se continda la titulacion sin dejar de agitar hasta la desaparicion del

57



color azul. Si el gasto de solucion 0.1 N de tiosulfato de sodio es menor de 0.5 mL, repetir la
determinacion utilizando solucion 0.01 N de tiosulfato de sodio.
Se calcula el indice de perdxido expresando los miliequivalentes de peroxido contenidos en un

kilogramo de grasa o aceite mediante la siguiente formula:

I.P: (A-A1)) X Nx1000/M .................. Ecuacion (8)

I.P: indice de Peroxido

A: Mililitros de solucion de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la muestra.
A1: ml de solucidn de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion del blanco.

N: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.

M: Masa de la muestra en gramos.

6.3.5 Determinacion del indice de acidez en aceite de pulpa y semilla de Renealmia
alpinia.

La NMX-F-101-1987 establece el método volumétrico para la determinacién del indice de
acidez. Por este método se determinan valores de indice de acidez, con una aproximacion de
+ 0.25%.

Fundamento: Este método se basa en la titulacion de los acidos grasos libres, con un alcali.
indice de acidez: Es la cantidad en miligramos de hidroxido de potasio necesaria para
neutralizar los acidos grasos libres en 1.0 g de aceites o grasa.

A la muestra determinada en gramos, seca, fundida y filtrada, contenida en un matraz

Erlenmeyer de 250 mL, se le adicionan 50 mL de alcohol etilico, si la disolucion de los &cidos

grasos libres no es completa en frio, caliente suavemente el matraz en bafio de vapor a reflujo
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hasta disolucion completa, y después se agrega 1 mL de fenolftaleina; se titula la mezcla con la
solucion de hidroxido de potasio valorada, agitando frecuentemente hasta que una coloracién
rosada persista durante 30 s.

El resultado se expresa en miligramos de hidroxido de potasio de acuerdo a la siguiente

expresion:

indice de acidez =56.1 x Nx V/P......... Ecuacion (9)
56.1 = equivalente quimico de la potasa.
N = normalidad de la solucién de hidroxido de potasio.
V = mL de solucién valorada de hidroxido de potasio gastados en la titulacion de la muestra.
P - masa de la muestra en gramos.
Se debe expresar como porciento de acido oleico, palmitico o laurico aplicando la siguiente

expresion, utilizando el meq del &cido graso de referencia:

% acidos grasos libres = meq x N x V x 100/P........ Ecuacion (10)

En donde:

meq = mili equivalente quimico del acido graso de referencia

N = normalidad de la solucién de hidroxido de potasio.

V = mL de solucién valorada de hidroxido de potasio gastados en la titulacion de la muestra.

P = peso de la muestra en gramos.
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6.3.6 Determinacion del indice de saponificacion en aceite de semilla y pulpa de
Renealmia alpinia.

La NMX-F-174 establece el procedimiento para determinar el indice de saponificacion por el
método de Koettstorfer en los aceites y grasas vegetales, aplicable a los acidos grasos
saturados y los no saturados.

El indice de saponificacién: Es la cantidad de hidroxido de potasio expresado en miligramos
necesario para saponificar 1 g de aceite

Este método se basa en la reaccion quimica de los acidos grasos con un alcali (base)
formandose la sal de acido. Es una medida aproximada del peso molecular promedio de los
acidos grasos Se define como el nimero de miligramos de KOH necesarios para saponificar 1
g de grasa o aceite. No es exacto para apreciar dicho peso molecular, ya que incluye los acidos
grasos libres, junto con los glicéridos.

Pesar alrededor de 0.5-2.5 mL de muestra de aceite en un matraz Erlen meyer de 250 mL
agregar 50 mL de solucién de KOH.

Al matraz se le adapta un refrigerante de reflujo y se coloca en un bafio maria en ebullicién
por 30 min con agitacion constante. El tiempo se saponificacion es de 30 a 60 min, para que se

Ileve a cabo completamente.

Una vez terminado este proceso se le adiciona 1 mL de solucién indicadora de fenolftaleina al
1%, titulandose en frio con una solucion de HCL 0.5 N para observar con claridad y precision
el punto final, se hace un ensayo con un blanco.

Para reportar el indice de saponificacion como los mg de KOH requeridos para saponificar 1 g
de grasa o aceite, mediante la siguiente formula:

indice de saponificacion: (VB-Vm) (0.5 N) (56.1)......... Ecuacion (6)

Peso de la muestra
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VB: Volumen gastado del blanco
Vm: Volumen gastado para titular la muestra

56.1: mg de KOH equivalnete a 1 mL de HCI 0.5 N

6.4 Identificacion de acidos grasos en pulpa y semilla de Renealmia alpinia

Para la determinacion de acidos grasos, se sometid la muestra a una saponificacion, mediante
la técnica reportada en A.O.A.C.1984. Se saponifico el extracto etéreo con Eter etilico: EtOH
1:3 vivy 0.5 mL de KOH 10 N, se calent6 a ebullicion (manteniendo constante el EtOH)
durante 2 h, se adiciond agua y éter de petréleo en un embudo de separacion de 250 mL.

6.4.1 Metodologia para el uso del equipo de Cromatografia de gases acoplado a
masas para la identificacion de acidos grasos.

Se separaron las dos fases, se adiciond HCI concentrado y una mezcla de metanol y finalmente
se realizo la extraccion posteriormente se analizo el tipo de acidos grasos en un cromatografo
de gases Perkin EImer con un detector de ionizacion de flama a una temperatura de 245 °C. La
temperatura de deteccion fue de 260 °C, se utilizd nitrogeno como gas acarreador. Se

aprobaron estandares conocidos para la identificacion de los acidos grasos.

6.4.2 Determinacion de fitoesteroles en aceite de pulpa de Renealmia alpinia

La extraccion de fitoesteroles se determino de acuerdo a Fernandez y Cabral (2007) a partir
de 1 g de aceite de semilla de Renealmia alpinia, se adiciono hidréxido de potasio 0.5 N, se
calentd durante 30 min a 60 °C. La mezcla fue depositada en un embudo de separacion con
agua destilada, cloruro de sodio al 10 % y 100 mL de éter de petréleo-éter etilico; el sistema se

agito para homogeneizarse.
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La separacion de la fase etérea se evapord en una campana de extraccion, se adicion6 50 mL
de éter de petrdleo, hasta la disolucién. La fase acuosa resultante se paso a través de un
cartucho de activacion de silica gel, previamente activado con una mezcla de 10 mL de éter
etilico: éter de petrdleo. La fraccion insaponificable se eluy6 con 10 mL de éter etilico: éter de
petréleo la fraccion obtenida se llevo a sequedad y se diluyo en 1 mL de cloroformo. La
identificacion de los fitoesteroles se llevd a cabo en un cromatografo de gases (Perkin-
Elmer,USA). Se trabajo considerando la temperatura de columna, velocidad de flujo,
temperatura de deteccion y de inyeccién de muestras en el intervalo de 300° a 250 °C. Se
utilizé una columna CB 35 m x 0.32 m. La cuantificacion se realizara dividiendo el area de las

curvas del cromatograma entre el area total de las gréaficas.

6.5 Analisis termico por Calorimetria Diferencial de barrido del aceite de
pulpa de Renealmia alpinia.

Para el analisis téermico de las muestras se ha utilizado un calorimetro diferencial de barrido
DQ2000 de Texas Instruments. Las muestras de aceite, entre 10-14 mg, han sido pesadas con
precision de 0.002 mg en un crisol de aluminio que se coloca en el calorimetro, donde se deja
estabilizar en corriente de nitrégeno (20 mL/min.) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Como referencia se utiliza un crisol de aluminio vacio de la misma capacidad.

Las muestras son sometidas a procesos de congelacion y de fusion bajo tres programas de
temperatura diferentes consistente en: calentamiento de las muestras desde la temperatura
ambiente hasta los 80 °C, bajo una corriente de nitrogeno a 20 mL/min., isoterma a esta
temperatura durante 5 minutos e inicio de las rampas de enfriamiento desde los 80 °C a -80 °C

con velocidades de 1, 5 y 10 °C/min; isoterma a -80 °C durante 5 minutos e inicio de las
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rampas de calentamiento a 1, 5y 10 °C/min., hasta los 80 °C, momento en que finaliza el
analisis.

Se han recogido los datos de flujo de calor, en mW, en funcion del tiempo y de la temperatura,
a partir de los cuales se han obtenido los valores de las temperaturas de los picos de transicion:
PT vy pt, de la temperatura de inicio: To y to; y de la temperatura de finalizacion: Te y te; de
las transiciones durante la evolucion de los procesos de congelacion y fusion, respectivamente.
Durante cada uno de estos procesos se define el inicio y fin de la transicién como el punto de
temperatura al cual la extrapolacion de la linea base y la extrapolacion de la pendiente en el

estado de transicion se cortan.

6.6 Metodologia del uso del equipo de Microscopia de fuerza atomica

El microscopio de fuerza atdmica utilizado para el andlisis fisico de las muestras es Autoprobe
CP Research Thermo Microscopes grupo Venco y las condiciones de sonda que se utilizaron
son las siguientes: sonda con altura del0-15 um, longitud de punta 450 £ 10 um, ancho de
punta 50 £ 7.5 um, frecuencia de resonancia 6-21 KHrz y fuerza constante de 0.02-0.77 N/m.
Se trabaj6 en modo de contacto.

La topografia de la superficie de las peliculas comestibles a nivel micro fue analizada con un
microscopio de fuerza atomica. Secciones pequefias fueron escaneadas con puntas de nitruro
de silicio las cuales tienen una frecuencia de resonancia de 300 kHz y una constante de
resorte de 40 N/m (RTESP, Bruker, USA). Cinco areas de las superficies de las peliculas de
tamafios de 25 pm2 (5 um x 5 pum) fueron escaneadas usando el modo “tapping” o
intermitente a una velocidad de escaneo de 1 Hz. El modo “tapping” fue preferido en este
trabajo porque este modo es el mas usado cominmente en el area de alimentos y biologia,

debido a que reduce significativamente las fuerzas ejercidas por la punta sobre la muestra, asi
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como el dafo que puede generarse en ambos, en consecuencia haciéndolo adecuado para
analizar muestras suaves tales como peliculas comestibles (Yang et al., 2007). Las imagenes
de altura (topografia) fueron obtenidas y a partir de estas imagenes, graficos topograficos 3D
fueron hechos con la ayuda del programa Nano Scope v7.30 (Veeco, USA). Ademas, valores
de parametros de rugosidad tales como Ra (Rugosidad Aritmética Promedio) y Rq (Rugosidad

Cuadratica Media).

6.7 Metodologia para el uso del equipo de espectroscopia Raman

El procedimiento de medida es el siguiente: un haz de luz monocromatico, de frecuencia v0,
incide sobre la muestra, dispersdndose de manera elastica (dispersion Rayleigh) en su mayor
parte, pero existiendo una cantidad de luz que ha sido dispersada inelasticamente, y por tanto
presenta un cambio en su frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la
naturaleza quimica y del estado fisico de la muestra, y por tanto son los datos que permiten
identificar distintos compuestos y caracteristicas moleculares. Microscépicamente, este efecto
se puede describir como una excitacion de la nube electrénica de la molécula debido a la
interaccidn con el foton incidente. Este provoca que la excitacion de la molécula a un estado
excitado virtual, luego emite otro foton con el objetivo de regresar al estado fundamental.

6.8 Metodologia para el uso del equipo de espectrometro infrarrojo de
transformada rapida de Fourier (FTIR)

El equipo utilizado fue un espectrometro infrarrojo de transformada rapida de Fourier (FTIR),
marca Bruker, modelo Vertex 70, Ettlingen, Germany, equipado con el programa OPUS para
la adquisicion de los datos. La evaluacion de los espectros FTIR consiste en identificar los

picos principales de cada espectro obtenido, y con una base de datos previamente creada se

64



asignan los principales grupos funcionales, la cual puede ser confirmada con estandares
comerciales de alta pureza. Cuando se observan dos 0 mas picos que contribuyen a formar
una misma area del espectro se aplica el proceso de deconvolucién con el software Origin 6.1

que permite separar las areas para cada pico con una probabilidad por arriba del 98%.

6.9 Metodologia para el proceso de microencapsulacion del aceite de pulpa
de Renealmia alpinia

Disolver 1.5 g de alginato de sodio en 100 mL de agua destilada a 50 ° C. Preparar 50 mL de
aceite de girasol y adicionar 4 mL de Span 80, adicionar el aceite a la solucion de alginato de
sodio y agitar la solucién a fondo con un equipo de agitacion magnética, para asegurar la
mezcla completa y la emulsificacion. Preparar el medio de gelificacion por disolucion de 1 g
de quitosano a la concentracion de 1% (w/v) en 100 mL de &cido acético al 1%, y adicionar la
solucién de cloruro de Calcio (CaClz) con agitacion constante a una temperatura de 50 °C.
Adicionar la emulsion de alginato de sodio y el aceite de pulpa gota a gota (aproximadamente
60 gotas / min) con una jeringa y aguja de 0.5 mm en el medio de gelificacion, a una velocidad
de agitacion de 1000 rpm para formar las capsulas espontaneamente, como se puede obsevar
en la figura 5. Después de ser suspendido por 30 min, filtrar las capsulas, y enjuagar con agua

destilada, guardarlas en cajas petri a temperatura de 4 °C, para su posterior analisis (Anal,

2007).
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Figura 1. Equipo utilizado para el proceso de encapsulacion de aceite de pulpa de Renealmia
alpinia

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis quimico proximal de Renealmia alpinia
Del anélisis bromatoldgico realizado, se observd dos fracciones principales tanto en pulpa y

en semilla: a) La fraccidn lipidica, representa un alto contenido de grasa, encontrando en pulpa
54.48 % y en semilla 24.42 %, lo cual representa un porcentaje alto en contenido de grasas, asi
como también presentd un alto contenido de carbohidratos en semilla de 23.91 %, mientras
que en pulpa el rendimiento fue muy bajo de 1.93 %. Otros componentes como fibra cruda y
minerales (residuos no calcinables) representan en pulpa y semilla una cantidad menor al 15 %

en promedio. Los analisis se realizaron (Tabla 6) por triplicado.

Tabla 6. Rendimiento de fracciones en fruto de Renealmia alpinia

Renialmia alpinia Rendimiento (%)

Semilla 74.25
Pulpa 6.45

Caéscara 19.30
Fruto seco 100
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Tabla 7. Analisis quimico proximal de pulpay semilla de Renealmia alpinia.

Contenido Pulpa (%) Semilla (%)
Humedad 12.32 +0.7989 10.15+0.05879
Cenizas 8.22 +0.4503 1.71+0.1285
Fibra cruda 9.55+1.5200 6.04+0.3257
Proteina 6.48+0.1421 1.19+0.0751
Carbohidratos 1.93+0.2203 23.91+£1.8136
Lipidos 54.48+0.3526 24.42+0.2590

A continuacién se muestran los resultados obtenidos, de las tres extracciones realizadas por el
método de Soxhlet, con tres diferentes solventes organicos: Etanol, Eter de petréleo y Hexano,
se utilizaron estos solventes con el propdsito de elegir el solvente del cual se lograra extraer, la
mayor cantidad de aceite de Renealmia alpinia, por lo que se puede observar en el siguiente
grafico, con el solvente hexano, se obtuvo la maxima de cantidad de aceite de 0.271 g de
aceite de semilla de Renealmia alpinia, mientras que para los otros dos solventes utilizados
etanol y éter de petréleo, los resultados obtenidos fueron menores de 0.2624 g y 0.260 g
respectivamente, de un total de 2 g, base seca por cada solvente, utilizado en el equipo de

extraccion de Soxhlet como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Extraccién del aceite de pulpa de Renealmia alpinia

con el equipo de Soxhlet.
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7.2. Caracterizacion fisica del aceite de pulpa de Renealmia alpinia.
Tabla 8. Comparativo de los resultados fisicoquimicos del aceite de pulpa de Renealmia alpinia

Parametro Aceite de pulpa | Aceite de Aceite de Referencia
Nov-2012 pulpa semilla NMX
Feb-2013

Densidad relativa
(g de mL-1) 0.91+0.003 0.91+0.003 0.99+0.003 |<1
indice de
refraccion 1.468+0.004 1.468+0.004 |1.509+0.007
Humedad 2.04+0.04 % 2.04+0.04 % |1.86+0.06 %
acidos grasos 21.03+0.45 28.04+0.79 | - < 40%
libres (%)
indice de per6xido 15.32 +£1.52 1354+183 | = -—--- 15 mEg-
(mEq O2 Kg) 02/Kg
Indice de yodo
(mg de KOH/g de 52.35+1.11 4571 £2.68 | 41.81+1.27 |<140
aceite) mg/100g
indice de acidez
(mg de KOH/g de 43.81+1.93 55.80 £1.57 | 39.29+1.51 |<60 mg
aceite) de KOH/g
indice de
saponificacion (mg
de KOH/g de 421.71+£0.90 |[174.18+ 2.49 |366.58+2.031|< 400 mg
aceite) de KOH/g

Como se muestra en la Tabla 8, la densidad del aceite de pulpa obtuvo un valor de 0.91 (g de
mL.1), mientras que el aceite crudo de semilla presentd una densidad de 0.99 (g de mL-1)
tomando en cuenta que estos valores presentan la mayoria de los aceites vegetales el cual debe
ser menor a uno (Hart y Fisher 1991). Comparandolo con la densidad relativa de los aceites
vegetales son: maiz 0.917-0.925, cartamo 0.922-0.927, girasol 0.918-0.923, aceite de oliva
virgen 0.9090-0.9133 (Sax y Lewis 1992; Salinas 1993 y Codex de aceites 1999).

Los resultados obtenidos del indice de refraccion (IR) en aceite de pulpa fue de 1.468 y el de
aceite de semilla 1.5009.

El indice de refraccion para algunos aceites vegetales son los

siguientes: Maiz 1.465-1.468, cartamo 1.467-1.470, girasol 1.461-1.468. aceite de oliva virgen
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1.466-1.468 (Sax y Lewis 1992; Salinas 1993 y Codex de aceites 1999). Comparando los
resultados obtenidos con los parametros de aceites vegetales se puede apreciar que el aceite de
pulpa presentd un valor comparable con los valores de los aceites vegetales reportados en la
literatura.

El porcentaje de humedad (%H) del aceite crudo de aceite de pulpa fue de 2.04 % y del aceite
crudo de semilla fue de 1.86 % Comparandolos con los aceites crudos de girasol 0.14 % y
aceite de palma 0.15 — 2.16% (Dimic 1994; Chen 2000). El valor de humedad obtenido en
aceite de pulpa es alto debido a la retencién de humedad en el fruto, ya que valores arriba de 5
% de humedad en aceites acelera el deterioro de los acidos grasos.

El indice de yodo (1Y) en aceite de pulpa de (52.35) mg de | y de aceite de semilla de 41.81mg
de I, comparado con algunos aceites vegetales se tienen los siguientes valores: aceite de maiz
(107-135), cartamo (136-140), aceite de girasol (118-141), aceite de oliva virgen (79-89) (Sax
y Lewis 1992; Salinas 1993 y Codex de aceites 1999) estos valores son mayores que el
obtenido en el aceite de pulpa de Renealmia alpinia. Los valores de indice de yodo
relativamente bajos podrian indicar un contenido relativamente bajo de acidos grasos.

El indice de acidez en aceite de pulpa 43.81 mg de KOH/g de aceite y de semilla 39.43 mg de
KOH/g de aceite, comparados con aceites vegetales de cartamo refinado (0.6-1.5) y aceite de
oliva virgen (1.5-3.3) (Garcia 1987, Lyon y Becker en 1987) los valores obtenidos de aceite de
Renealmia alpinia son muy altos en comparacion con los aceites refinados esto debido a una
gran cantidad de acidos grasos libres presentes en el aceite crudo de Renealmia alpinia.

La caracterizacion del aceite crudo de pulpa de Renealmia alpinia hace referencia de lo
importante de disminuir la cantidad de agua presente en el aceite ya que provocaria reacciones
hidroliticas, ocasionando alteraciones y oxidando. El indice de acidez alto es indicativo de

degradacion de los &cidos grasos. El indice de saponificacion (IS) en el aceite crudo de aceite
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de pulpa fue de (421.71) mg de KOH y de semilla 366.58 mg de KOH. Comparandolos con los
aceites vegetales de maiz (187-195), cartamo (186-191), girasol (188-194), aceite de oliva
virgen (187-195). (Sax y Lewis 1992; Salinas 1993 y codex de aceites 1999) Se puede
observar que los resultados obtenidos tanto en aceite de pulpa de Renealmia alpinia son
mayores que los datos de saponificacion de algunos aceites vegetales, lo cual indica alto
contenido de materia insaponificable como fosfolipidos y glucolipidos.

7.3 Determinacion de la viscosidad del aceite de semilla de Renealmia
alpinia

A continuacion se muestra el resultado obtenido de la viscosidad del aceite de semilla de
Renealmia alpinia con un valor de 0.4077 Pas, lo que equivale a 407.7 cP. Esto indica que el
aceite de semilla se comporta como un fluido Newtoniano al no variar su viscosidad con
respecto a la velocidad de corte. Segun Graciani (2006), los fluidos monofasicos de bajo peso
molecular tienden a presentar esta caracteristica. Adicionalmente, Sathivel (2005) y Nufiez
(2011) reportan el mismo comportamiento para el aceite de cabeza de salmén y aceite

pigmentado de la cabeza de camardn como se observa en la figura 2.
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Figura 3. Comportamiento reoldgico para el aceite de semilla
de Renealmia alpinia.
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7.4 Determinacion de la viscosidad del aceite de pulpa de Renealmia alpinia

Se muestran los resultados obtenidos de la viscosidad de las muestras de aceite de pulpa de
Renealmia alpinia con los siguientes valores para M1: 89.37 cp, M2: 104.8 cp, M3: 108.1 cp y
M4: 114 cp . Esto indica que el aceite de semilla se comporta como un fluido Newtoniano al
no variar su viscosidad con respecto a la velocidad de corte. Segun Balat (2008) y Graciani
(2006), los fluidos monofésicos de bajo peso molecular tienden a presentar estd caracteristica
como se muestran en las figuras 3 y 4.

Aceite de pulpa de Renealmia alpinia (M1) Aceite de pulpa de Renealmia alpinia (M2)
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Figura 4. Comportamiento reoldgico del aceite de pulpa de Renealmia alpinia M1y M2

Aceite de pulpa de Renealmia alpinia (M3) Aceite de pulpa de Renealmia alpinia (M4)
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Figura 5. Comportamiento reoldgico del aceite de pulpa de Renealmia alpinia M3y M4

7.5. Identificacion de acidos grasos en aceite de pulpa de en aceite de pulpa
Renealmia alpinia

En el cromatograma de la figura 6, se observa la presencia de los acidos grasos de mayor
porcentaje: acido palmitico, palmitoleico y oleico. Se aprecia en el cromatograma que los tres
acidos grasos presentes en mayor proporcion son los mismos presentes en la semilla, con

porcentajes muy similares, los valores se reportan en la Tabla 9.
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[mv]

Figura 6. Cromatograma de la identificacion de acidos

Time rentetion [min]

grasos en aceite de pulpa de Renealmia alpinia

Tabla 9. Identificacion de acidos graso en pulpa y semilla de Renealmia alpinia

Acidos grasos Pulpa (% ) Semilla (%)
Miristico 1.03 0.6163
Palmitico 18.18 18.46
Palmitoleico 20.74 17.0
Estearico 1.48 2.23
Oleico (»-9) 48.23 58.03
Linoleico (w-6) 5.0 2.26
Linolénico (w-3) 2.75 1.39
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7.6 Analisis comparativo de fitoesteroles en aceite de pulpa de Renealmia
alpinia.
Diversos estudios confieren a los fitoesteroles una gran variedad de propiedades bioactivas,

entre las que destacan: anti-aterosclerotica (Loscalzo, 2003), anticancerigena (Awad, Beg
dache, & Fink, 2000), antiinflamatoria (Bouic, 2001) antioxidante (Martinez-Tome et al.,
2004; Zhao, Egashira, & Sanada, 2005), antifingica (Smania, et al., 2003). Sin embargo, el
efecto mejor caracterizado y cientificamente demostrado es el hipocolesterolémico, tanto a
nivel del colesterol total como del colesterol-LDL (Halli kainen, Sarkkinen, Wester, &
Uusitupa, 2002; Ostlund, Racette, Okeke, & Stenson, 2002). El efecto hipocolesterolémico
observado para los fitoesteroles no es nuevo, las primeras pruebas se hicieron en los afios 50,
sin embargo debido a su estructura cristalina inerte y su solubilidad limitad, tanto en agua
como en aceite, implicaban el uso de dosis superiores a 50 g por dia (Piironen et al., 2000).
Recientemente, sumado al creciente interés por los alimentos funcionales, el uso de
fitoesteroles como agente hipocolesterolémico ha recobrado interés, lo cual puede atribuirse en
gran parte por el trabajo realizado por la empresa Finlandesa Raiso Grup, pionera en lograr la
esterificacion de fitoesteroles con acidos grasos, mejorando dramaticamente la disponibilidad
de estos compuestos y en consecuencia su efecto hipocolesterolémico con reducciones del 10

al 15 % del colesterol LDL, con dosis de sélo 2 a 3 g por dia (Wester, 2002).

Se realizd la identificacion y cuantificacion de tres fitoesteroles de gran importancia en el
aceite de pulpa de Renealmia alpinia. En la Tabla 10 y Figura 6 se muestran los resultados
obtenidos de los compuestos correspondientes. La identificacion de estos compuestos es muy
importante, debido a que los fitoesteroles son utilizados para el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares, ademas de que se encuentran presentes de forma natural en algunos aceites
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comestibles de origen vegetal, maiz, oliva, canola y soya. También se ha reportado que ayudan

a disminuir los indices de colesterol LDL en la sangre. Fernandez y Cabral (2007) sefialan que

en especies vegetales existen méas de cien diferentes fitoesteroles, siendo los mas abundantes

el P-sitoesterol, estigmasterol

y campestrol, entre otros. Este grupo de compuestos

permanecen sin ser identificados en diversas especies vegetales. Debido a las concentraciones

que presentan cada uno de los fitoesteroles en las dos muestras las diferencias se deben

principalmente a que los compuestos, al no encontrarse en un medio estable tienden a

oxidarse, esto debido al tiempo de almacenamiento.

Tabla 10. Comparativo de fitoesteroles en muestras de aceite de pulpa

Esteroles

Muestra Nov-12
(mg/mL)

Muestra Feb-13
(mg/mL)

Estigmasterol

0.153 +0.0014

0.1115 +0.007

Campesterol

0.1995 +0.012

0.047 +0.014

[-sitosterol

0.6725 +0.0021

0.0385 + 0.007

Se puede observar en el cromatograma la presencia de los tres principales esteroles, presentes

en la muestra de aceite de pulpa, lo cual nos confirma la presencia de estos compuestos de

interés cientifico y tecnoldgico figura 6.
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Figura 7. Fitoesteroles identificados en aceite de pulpa de Renealmia alpinia.

En el siguiente cromatograma se presenta la mezcla de estandares: colesterol, estigmasterol,
campestrol, B-sitoesterol y lanosterol utilizado para la identificacion de esteroles. Se utilizé un
equipo de cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de Masas de la marca Perkin-
Elmer USA, las condiciones de trabajo establecida fueron las siguientes: Temperatura de
columna 260 °-2°-12°/min.-300 °C, temperatura de deteccidén 300 °C, temperatura de inyeccién

250 °C, columna COL. SIL-8 CB. 35 m x 0.32 m. figura 7.
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Figura 8. Mezcla de estandares de fitoesteroles

7.7 Caracterizacion por DSC del aceite de pulpa de Renealmia alpinia,
comparado con aceite de oliva y girasol.

Las curvas de flujo de calor obtenidas a diferentes velocidades del proceso de enfriamiento, en
el paso desde los 50 °C a los -80 °C, presentan una evolucion respecto de la temperatura, tal y
como se refleja en las Figuras 10 y 11. A partir de estas curvas DSC se observa, en primer
lugar, la presencia de una gran transformacion exotérmica que ocurre a bajas temperaturas,
cuya intensidad y valor depende, principalmente, de la velocidad con que se conduce el
proceso de cristalizacion. En la Tabla 11, se presentan los valores de estos picos de
temperatura. A mayor velocidad de enfriamiento, el pico de temperatura de la principal
transformacion exotérmica se desplaza hacia temperaturas mas bajas. Por otro lado se observa,
también, que las curvas DSC obtenidas a la velocidad mas baja estdn méas suavizadas que las

obtenidas a las otras dos velocidades. Tan and Che Man (1999) indican que, a bajas
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velocidades, el aceite tiene mas tiempo para alcanzar el equilibrio térmico necesario para que
la congelacion se efectle sin grandes transiciones térmicas, de ahi que la intensidad del pico
de temperatura sea menor a esta velocidad. A mayores velocidades de enfriamiento aparecen
en las curvas DSC mas manifestaciones exotérmicas. En la figura 11, se muestra el inicio de la
congelacién del aceite (To) se manifiesta graficamente a las velocidades de 5y 10 °C/min, de
cuyas curvas se deduce que hay un inicio de ésta a partir de los -17.16 °C y -17.23 °C,
respectivamente y a partir de los cuales los aceites se van congelando gradual y
paulatinamente, con una manifestacion exotérmica mas o menos constante, hasta alcanzar la
congelacién completa, manifestada ésta por una gran cesién de calor que es registrada
mediante el pico de transformacion exotérmica.

La presencia de acidos grasos poliinsaturados, como C18:2 (L) y C18:3(Ln), produce un
descenso del punto de congelacion de los aceites (Tan and Che Man, 2000). En los aceites
analizados, la composicion acidica de las variedades se diferencia, fundamentalmente, por su
contenido de compuestos en C18:1 y C18:2, lo que condiciona su composicion
triacilglicerdlica.

Se realizé el analisis mediante calorimetria diferencial de barrido al aceite de pulpa de
Renealmia alpinia, comparando con patrones de referencia de muestras de aceite de oliva y
girasol a tres rampas de temperatura 1°C, 5°C y 10°C/min., a velocidad de enfriamiento y

calentamiento.
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Tabla 11. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) del aceite de pulpa comparado con aceite
de oliva y girasol.

Rango | Aceitede | Aceitede | Aceitede | Aceitede | Aceite de Aceite de
Temp. | pulpa A pulpaB | oliva A olivaB girasol A girasol B
Tg -37.73°C | -7.25°C |-3497°C |-1346°C |-33.73°C -20.76 °C
AH 4298J)/g |54.70J/g |5.171J/g |68.28J/g |4.755J/g 65.64 J/g
Cp -0.4376 -2.2109 | -0.3796 -3.2969 -0.4511J/g | -2.8317
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Figura 9. Curvas de congelacion DSC, obtenidas del aceite de pulpa de Renealmia alpinia.

Rampas 1°C/min., 5°C/min. y 10 °C/min. Eje de ordenadas en °C.
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7.8 Determinacion de Microscopia de fuerza atémica en fracciones del fruto
cascara, pulpa y semilla.

Las muestras se colocaron sobre un porta objetos y se analizaron en un microscopio de fuerza
atomica (AFM) Autoprobe (Park cientific), trabajando en modo de contacto. Las muestras de
las tres fracciones del fruto de Renealamia alpinia (cascara, pulpa y semilla) fueron
analizadas con el microscopio operando a una velocidad de barrido de (Scan rate) de 2-3 hertz,
con una fuerza de 10 nv y una ganancia de 0.5 unidades, se utilizé una punta de silicio de 100
A de radio de curvatura, montada en un cantiver de 0.6 pum. EI microscopio trabajo con un
escaner de 100 um. Las imagenes se generaron con ayudad de un software Proscan (Version
3.1 park) cientific 1997. Las imagenes de AFM también permiten obtener pardmetros
cuantitativos como el porcentaje de rugosidad (Ra) y la media cuadratica de rugosidad (Rq) en

la superficie de los granulos de cascara y pulpa.

a) Cascara b) Pulpa c) Semilla

Figura 12. AFM de las fracciones del fruto de Renealmia alpinia
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7.9 Determinacion de Espectrometria Raman en muestras de aceite de pulpa

de Renealmia alpinia.
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Figura 13. Espectro Raman de Aceite de pulpa de Renealmia alpinia M2
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Figura 14. Espectro Raman de aceite de pulpa de Renealmia alpinia M3
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7.10 Dterminacion de FTIR en muestras de aceite de pulpa y semilla de
Renealmia alpinia

De los resultados obtenidos del aceite de pulpa de Renealmia alpinia por medio de la
espectroscopia infrarroja. Se puede observar varias bandas de absorcion centradas de la
vibracion de tipo extensiva C=0 (amida | de las proteinas), (N-H flexion, amida II), (N-H
flexion, amida 111). El espectro del aceite de pulpa extraido muestra los grupos C-H, en el
rango 3000 a 2800 cm-1, y una banda intensa atribuida al enlace C=O, vibraciones de
extension del grupo éster carbonilo. Del ultimo grupo de frecuencias, la relacion de
intensidades entre la absorbancia en 3007 cm-1 (banda extensiva insaturada =C-H) y la
absorbancia en 2924 cm-1 (banda extensiva —C—H), esto nos aporta informacién convincente

de la oxidacién de los grupos funcionales presentes en el aceite de pulpa.
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Figura 15. Espectro FTIR de aceite de pulpa de Renealmia alpinia M1
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Figura 17. Comparativo de espectros de FTIR en muestras de aceite de pulpa y semilla de
Renealmia alpinia.

En las Figura 16 y 17 se muestra los espectros FTIR de las muestras de aceite de pulpa y del
aceite de semilla comparadas, donde se muestra la figura del recuadro es parte complementaria

de los espectros en el intervalo de 2800 a 3800 cm-1. Se observan bandas de absorcién
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comunes en ambas curvas, las cuales estan asociadas principalmente a los aceites vegetales a

cuales.

7.11 Determinacion de los histogramas de frecuencia del proceso de
encapsulacion del aceite de Renealmia Alpinia.

Se realizaron los histogramas de frecuencia del proceso de encapsulacion del aceite de pulpa y

alginato de sodio con la finalidad de evaluar el tamafio de distribucion de las capsulas.
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Fig. 18. Histograma de frecuencia de las capsulas de alginato de sodio al 1.0 % y aceite de
pulpa.
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Fig. 19. Histograma de frecuencia en porcentaje de las capsulas de alginato de sodio al 0.5% y
aceite de pulpa.
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Fig. 20 Histograma de frecuencia en porcentaje de las capsulas de alginato de sodio al 1.0% y

aceite de pulpa.

7.12 Determinacion del tamaifio de capsulas con aceite de pulpa de
Renealmia Alpinia.

Se realiz6 la captura fotografica de las capsulas de aceite de pulpa, con la finalidad de medir el

tamafio de las capsulas. En las siguientes figuras se muestra la fotografia de las capsulas de

alginato de sodio y aceite de pulpa.
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Fig. 21. Cépsulas de alginato de sodio al 0.5% con aceite de pulpa
obtenidas por el método de gelacion ionica externa.

7.13 Fotografias de capsulas obtenidas con el microscopio estereoscopico
Zeiss a 10X.

a) Céapsulas de alginato b) Cépsula fraccionada

Figura. 22. Capsulas de alginato de sodio al 0.5% con aceite de pulpa fraccionadas.

El proceso de liofilizacion se realizd con la finalidad de conservar la estructura de las capsulas
de alginato de sodio al 1.0% con aceite de pulpa de Renealmia alpinia en otros procesos de
conservacion se ha utilizado dicho proceso debido a que logra conservar la estructura de
alginato libre de humedad y de la oxidacion de los acidos grasos presentes. En las siguientes

figuras se observa las capsulas liofilizadas.
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Figura 23. Capsula liofilizada de alginato de sodio al 1.0% con aceite
de pulpa de Renealmia alpinia

4 s, L A e

Figura 24. Cépsula fraccionada, de alginato de sodio al 0.5% con
aceite de pulpa de Renealmia alpinia

Se observo en el microscopio estereoscopico que las capsulas obtenidas con alginato de sodio
al 1 % y aceite de pulpa presentaron una estructura compacta y rigida, lo que permitié realizar
el corte transversal de las mismas, por lo que el aceite contenido dentro de la pared-matriz se
liberd, como se aprecia en la Figura 23. Después del proceso de liofilizacion, las capsulas de
alginato de sodio y aceite de pulpa se muestran translucidas, probablemente porque se rompe
la emulsién y la cantidad de agua presente en la pared de alginato de sodio se ha liberado
parcialmente.

Referente a las capsulas de alginato de sodio al 0.5% y aceite de pulpa, se observo al

microscopio estereoscépico que el aceite se encuentra mezclado en la matriz de alginato,
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debido a que al realizar el corte de la capsula, se libera facilmente el aceite presente en la
capsula. En el proceso de liofilizacion, el agua se liberé parcialmente de la pared-matriz,
dejando solamente la matriz de alginato de sodio, la cual después de realizar el corte presento

una matriz muy porosa.
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8. CONCLUSIONES

De los analisis fisicoquimicos realizados en la extraccion y encapsulacion del aceite de pulpa

de Renealmia Alpinia se obtuvieron las siguientes conclusiones.

El indice de yodo en aceite de pulpa de Renealmia alpinia es un indicador de la

concentracion de acidos grasos insaturados.

Los valores obtenidos para el indice de acidez representaron mayor concentracién en aceite de

pulpa, después de ser comparados con aceites vegetales con caracteristicas semejantes.

El indice de saponificacion en aceite de pulpa indica un alto contenido de materia
insaponificable, principalmente fosfolipidos y glucolipidos, comparados con aceites vegetales
comerciales de caracteristicas similares, debido principalmente al proceso parcial de

refinacion.

La semilla y pulpa de Renealmia alpinia, presentaron una composicion de acidos grasos
saturados e insaturados, principalmente omega 3 , 6 y 9 comparable con los que se presentan
en algunos aceites vegetales, de caracteristicas similares como, aceite de oliva, semilla de uva,

semilla de canola, asegurando asi la calidad del aceite obtenido.

Los acidos grasos de cadena larga presentes en mayor proporcion en pulpa y semilla de

Renealmia alpinia, son los siguientes: acido oleico (48.23% pulpa) (58.03% semilla), acido
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palmitico (18.18% pulpa) (18.46% semilla) y acido palmitoléico (20.74% pulpa) (17%
semilla); de los é&cidos grasos identificados el mas abundante es el acido oleico,

aproximadamente el 50% de &cidos grasos.

La suma de los &cidos grasos de cadena media y cadena larga representd un porcentaje

superior al 90% en semilla 'y de 88% en pulpa.

Se identifico y cuantifico en aceite de pulpa de Renealmia alpinia al menos tres de los
principales esteroles: campesterol, stigmaesterol y B-sitoesterol, los cuales también se han
reportado en otros aceites vegetales como los de oliva, maiz y girasol, por lo que se puede
considerar al aceite de pulpa como una fuente potencial de compuestos nutracéuticos para uso

alimentario.

Las curvas de flujo de calor obtenidas a diferentes velocidades del proceso de enfriamiento, en
el paso desde los 50 °C a los -80 °C, presentaron una evolucion respecto de la temperatura, a
partir de estas curvas DSC se observo, en primer lugar, la presencia de una gran
transformacion exotérmica que ocurrié a bajas temperaturas, cuya intensidad y valor dependia,
principalmente, de la velocidad con que se conduce el proceso de cristalizacion. A mayor
velocidad de enfriamiento, el pico de temperatura de la principal transformacion exotérmica se

desplaza hacia temperaturas mas bajas.

La espectroscopia infrarroja es una alternativa a las pruebas quimicas tradicionales para evaluar el
indice de yodo en los aceites vegetales y por lo tanto en una herramienta muy util como control

de calidad en la industria alimentaria
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El aceite de pulpa de Renealmia alpina presento una viscosidad comparable con los aceites
vegetales comerciales, por lo tanto podria ser utilizado como una fuente alternativa en la
industria de alimentos, debido que se comporta como un fluido newtoniano podria tener

aplicacion a nivel industrial del ramo de la alimentacidon, jabones y cosméticos o farmacéutica

Los resultados obtenidos ayudaron a identificar los componentes y del aceite de la pulpa de
Renealmia alpinia mediante la espectroscopia infrarroja, se resalta el potencial de la técnica en
el analisis cuantitativo a través de la identificacion de grupos funcionales como son acidos
grasos poliinsaturados Yy de enlaces asociados al contenido del aceites. Ademas, la
espectroscopia infrarroja es una alternativa a las pruebas quimicas tradicionales para evaluar el

indice de yodo en aceites vegetales.

Se logré la microencapsulacion del aceite pulpa de Renealmia alpinia por el método de

gelacion idnica externa, el cual fue un método aceptable
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9. RECOMENDACIONES

1.- Se debe realizar un proceso de investigacion mas completo, para establecer un método de

purificacion del aceite de pulpa de Renealmia Alpinia.

2.- Presentar una propuesta, para desarrollar un método de refinacion de aceite de semilla.

3.- Realizar analisis toxicologicos del aceite de pulpa, con el objetivo de obtener informacion

suficiente que permita sustentar el consumo humano del aceite crudo y procesado.
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