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RESUMEN

Los consumidores de alimentos buscan productos naturales que proporcionen un
beneficio a la salud. Estudios epidemiolégicos han demostrado la relacion entre
dieta y salud- por estas razones la ciencia y la industria tienen especial interés en
la busqueda y evaluacion de nuevos productos naturales. En el campo de la
investigacion de productos naturales con beneficios a la salud se ha tenido
especial interés plantas usadas por civilizaciones antiguas. Este es el caso del
amaranto (Amaranthus hypochondriacus) donde el aceite de amaranto ha probado
tener muchos beneficios a la salud. Algunos productos, naturales o no, necesitan
ser transformados de una matriz liquida a un sélido en polvo para ser adicionados
a un producto alimenticio o farmacéutico. Una buena técnica para realizar esto es
la microencapsulacion, la cual consiste en al atrapamiento de un material en otro
material que controla su liberacion y brinda proteccién contra agentes ambientales.
El método méas usado es el secado por aspersion, es un proceso continuo rapido,
barato y facilmente implementado en la industria. En este estudio fueron
evaluadas algunas caracteristicas del aceite de amaranto obtenido de Amarantus
hypochondricaus y la evaluacion de su actividad antioxidante. El aceite fue
microencapsulado usando CPS (concentrado de proteina de suero de leche) y se
evaluaron las caracteristicas de las microcapsulas. También fueron preparadas
emulsiones con CPS a diferentes valores de pH (3 y 7) y se probaron emulsiones
lavadas y no lavadas. Para ambos microcdpsulas y emulsiones se evaluaron el
decremento de tocoferoles, valor de perdxidos y concentracion de hexanal. El
mejor tratamiento para la microencapsulacion del aceite fue con 30% de sélidos
usando 70% de CPS y 30% de maltodextrinas. Para el aceite se obtuvo un valor
de FRAP de 18058.22 uM de FeSO,/g y una ICsy de 158 mg/mL para ensayo de
DPPH. La estabilidad a pH 3 fue mayor que a pH 7 para emulsiones lavadas y no
lavadas. En pH7 el efecto de lavar o no la emulsidon es mas importante mostrando
mas estabilidad las emulsiones no lavadas, a pH 3 este proceso no tiene efecto.
Para las microcapsulas la estabilidad oxidativa fue menor que para las emulsiones
mostrando un tiempo mas corto de oxidacion. El aceite crudo mostré una gran
estabilidad, 42 dias a 60 °C, mayor que otros aceites comunes como el de maiz.

(Palabras clave: Amaranto, aceite de amaranto, microencapsulacién, secado por
aspersion, actividad antioxidante, emulsiones aceite en agua).



SUMMARY

Food consumers look for natural products that provide benefits for their health.
Epidemiological studies have shown the relationship between diet and health for
these reasons, science and industry have a special interest in seeking and
evaluating new natural products. In the field of natural products with health benefits
research, there has been particular interest in plants used by ancient civilizations.
Such is the case of amaranth (Amaranthus hypochondriacus) where amaranth oil
has proved to have many health benefits. Some products, natural or not, need to
be transformed from liquid matrix to a solid powder in order to be added to a food
or pharmaceutical product. A good technique for achieving this s
microencapsulation, which consist of trapping one material in another that controls
its liberation and provides protection against environmental agents. The most used
method is spray drying, a continuous, fast and cheap process that can be easily
implemented in industry. This study evaluates some characteristics of amaranth oil
obtained from Amaranthus hypochondriacus and evaluation of its antioxidant
activity. The oil was microencapsulated using WPC (whey protein concentrate),
and the characteristics of the microcapsules were evaluated. Emulsions with WP at
different pH values (3 and 7) were also prepared and washed and unwashed
emulsions were tested. For both microcapsules and emulsions the decrease of
tocopherols, peroxide value and hexanal concentration were evaluated. The best
treatment for oil microencapsulation was with 30% solids using 70% WPC and
30% maltodextrines. A FRAP value of 18058.22 uM de FeSO,/g was obtained for
the oil and an ICs of 158 mg/mL for the DPPH test. Stability at pH 3 was greater
than at pH 7 for washed and unwashed emulsions. With pH 7 the effect of washing
the emulsion is more important; the unwashed emulsions show greater stability; at
pH 3 this process has no effect. For microcapsules, oxidation stability was less
than for emulsions showing a shorter oxidation time. Bulk oil showed great stability,
42 days at 60°C, more than other common oils such as corn oil.

(Key words: Amaranth, amaranth oil, microencapsulation, spray  drying,
antioxidant activity, oil in water emulsions)



AGRADECIMIENTOS

Primeramente doy gracias a Dios, por acompafarme en esta etapa de mi vida y

darme la oportunidad de vivir nuevos horizontes y logros.

A mis padres, Justino y Leonor por su apoyo incondicional por estar en cada

paso de esta experiencia. A mis hermanos y familia por su ejemplo y apoyo.

A mi novia Sharon por su amor y ayuda durante este proyecto.

Agradezco a mis maestros por sus ensefianzas, conocimientos, disposicion y
ayuda, he aprendido mucho de cada uno, motivandome a ser cada dia mejor
profesionista.

A cada uno de mis sinodales por su tiempo, disposicidn, observaciones y apoyo

en todo momento.

A la Dra. Sandra por permitirme trabajar y aprender en su laboratorio y proyecto,
ademas de estar siempre para apoyarme y orientarme, estando siempre al

pendiente de cualquier necesidad. GRACIAS.

Al Dr. Juan de Dios por permitirme trabajar en su laboratorio por un breve

espacio, ayudandome a obtener excelentes resultados en breve tiempo.

A la Dra. Beneranda por su tiempo, ayuda y asesoria durante éste proyecto

siempre buscando la mejora del mismo.

Al Dr. Alejandro por ofrecer su conocimiento, laboratorio e incluso casa para que
pudiera aprender y adquirir la habilidad para la continuacion de éste proyecto asi

como su disposicion.



Al Dr. Eric A. Decker por aceptarme en su laboratorio y con ello permitirme realizar
una de mis metas, salir de México a otro pais para aprender y conocer otras
culturas y lugares, asi como su tiempo y ayuda durante la estancia.

A mis compafieros del laboratorio de nutracéuticos; Alex, Héctor, Marisol, Tania,
Bety, Alma, Andrea, Adriana, Raquel. A mis compaferos de maestria y del
PROPAC.

A mis “labmates” en Umass, Atikorn, Ketinun, Leann, Kik, Bincan, Lorena, Leqi, Yi,
Jean y a mis amigos de la Universidad de Massachusetts por darme una de las

mejores experiencias de mi vida.

Gracias a CINVESTAV a la Dra. Marcela, a la Universidad Autbnoma de San
Luis, Ceci, Vero y a la Universidad de Massachusetts por abrirme sus puertas

durante el proyecto.

Finalmente a CONACYT por la beca y apoyo otorgados durante el desarrollo y
elaboracibn de esta tesis con titulo “Evaluacion fisicoquimica y capacidad
antioxidante del aceite de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) y estabilidad

oxidativa de diferentes sistemas de encapsulacion”



INDICE GENERAL

Contenido Pagina
RESUMEN
SUMMARY
INDICE GENERAL i
INDICE DE CUADROS iV
INDICE DE FIGURAS Vi
lINTRODUCCION 1
IILANTECEDENTES 3
[1.1 Alimentos funcionales 3
1.1.1 Alimentos funcionales y nutracéuticos para salud de piel y cabello 5
1.2 Lipidos 9
[1.2.1 Clasificacion de los lipidos 9
11.2.2 Acidos Grasos 11
1.2.2.1 Acidos grasos saturados 12
11.2.2.2 Acidos grasos insaturados 13
1.2.2.2.1 Acidos grasos omega 3 15
1.2.2.2.2 Acidos grasos omega 6 17
11.2.2.2.3 Relacion de &cidos grasos omega 6 y acidos grasos omega 3. 17
I1.2.3 Deterioro de lipidos 18
1.3 Amaranto 21
11.3.1 Aceite de amaranto 25
1.3.1.1 Acido oléico 28
1.3.1.2 Acido linoléico 29
11.3.1.3 Acido linolénico 30
1.3.1.4 Acido palmitico 31
11.3.1.5 Acido estearico 31
[1.3.1.6 Fitoesteroles 32

[1.3.1.7 Tocoferoles y Tocotrienoles 33



[1.3.1.8 Escualeno
II.4 Microencapsulacion
[1.4.1 Secado por aspersion
[1.5 Emulsiones
lll. Hipotesis
IV. Objetivos
V. Objetivos especificos
VI. Metodologia
VI.1 Materiales
V1.2 Métodos
VI.2.1 Extraccion del aceite de amaranto
VI.2. 2 Caracterizacion del aceite de amaranto
VI.2.2.1 Determinacién de acidos grasos libres
VI.2.2.2 Valor de peroxidos
VI.2.2.3 indice de Yodo
VI.2.2.4 indice de saponificacion
VI.2.2.5 Materia insaponificable.
VI.2.2.6 Perfil de acidos grasos
VI.2.2.7 Determinacion de escualeno
VI.2.2.8 Determinacion de tocoferoles
VI.2.3 Microencapsulacion del aceite de amaranto
VI.2.3.1 Eficiencia de encapsulacién
VI1.2.3.2 Andlisis de tamafio de particula
V1.2.3.3 Microscopia electrénica de barrido
VI1.2.3.4 Actividad de agua
VI.2.4 Determinacion de la actividad antioxidante
VI1.2.4.1 DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil)
V1.2.4.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
VI.2.5 Determinacion de la estabilidad oxidativa
VI.2.5.1 Hexanal en espacio de cabeza.

35
37
38
41
43
44
44
45
45
45
45
45
45
46
46
47
47
48
49
49
49
50
50
51
51
51
51
51
52
52



VI.2.5.2 Determinacion de valor de peréxidos.
VI.2.6 Elaboracién de las emulsiones de aceite de amaranto
VI.2.7. Cinéticas de oxidacion.
VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
VII.1 Extraccion del aceite de amaranto
VII1.2 Caracterizacion del aceite de amaranto
VII.2.1 Parametros de calidad
VII.2.2 Perfil de acidos grasos
VI1.2.3 Determinacién de escualeno
VI1.2.4 Determinacion de tocoferoles
VII.3 Microencapsulacion del aceite de amaranto.
VII.3.1 Caracterizacién de las microcapsulas.
VI1.3.1.1 Eficiencia de encapsulacion.
VII.3.1.2 Andlisis de tamafio de particula.
VII.3.1.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM).
VII.3.1.4 Actividad de agua.
VII.3.1.5 DSC (Differential Scanning Calorimetry).
VII.4 Actividad antioxidante.
VIl.4.1 Ensayo DPPH del aceite de amaranto
VIl.4.2 Ensayo FRAP del aceite de amaranto
VII.5 Determinacion de la estabilidad oxidativa
VII.5.1 Hexanal de las microcdpsulas y aceite de amaranto.
VII.5.2 Hexanal en espacio de cabeza de las emulsiones
VII.5.3 Cinéticas de oxidacion microcapsulas y aceite de amaranto
VII.5.4 Cinéticas de oxidacion para las emulsiones
IX CONCLUSIONES
X. BIBLIOGRAFIA

52
53
53
55
55
56
56
57
60
61
63
63
64
65
67
69
71
74
74
76
77
77
79
80
80
87
88



INDICE DE CUADROS

Contenido Pagina
1. Acidos grasos saturados 13
2. Acidos grasos insaturados 14
3. Promotores e inhibidores de la reaccion de autoxidacion 19
4. Mecanismos de la oxidacién de lipidos 20
5. Analisis Bromatologico del grano de amaranto 23
6. Composicion del aceite de varias especies de amaranto 27
7. Composicion del aceite de amaranto en general 31
8. Fitoesteroles encontrados en el aceite amaranto (A.cruentus) 33
9. Proporciones de CPS y maltodextrinas utilizadas en 49

la elaboracién de las microcéapsulas.
10.Proporciones de caseinato de sodio y maltodextrinas utilizado 50

en la elaboracion de las microcapsulas.

11.Rendimientos para aceite de amaranto reportados en la 55
literatura

12.Pardmetros de calidad 56

13. Porcentajes de cada uno de los acidos grasos identificados 59

en el aceite de amaranto.

14. Perfil de &cidos grasos de varias especies de amaranto 59
15.Concentraciones de escualeno reportadas en la literatura 61
16.Concentraciones de a-tocoferol reportadas para diferentes 63

especies de amaranto.

17.Eficiencias de encapsulacion para cada tratamiento. 65
18. Analisis de particula de cada uno de los tratamientos 66
19. Actividades de agua determinadas 70

20.Valores obtenidos por DSC para AH y temperatura de
degradacion 73
21.1Cs de diversos compuestos por la técnica de DPPH 75



22.Valores de FRAP para diferentes compuestos

23.Tiempos de oxidacion para diferentes aceites vegetales

76
86



INDICE DE FIGURAS

Contenido

Sintesis de las prostaglandinas

Sintesis de los leucotrienos

Clasificacion de los lipidos

Estructuras de los acidos Q3 y Q6

Diferencias entre Tocoferoles y Tocotrienoles
Mecanismo de atrapamiento de radicales lipidicos
Estructura del escualeno

Esquema de una microcapsula

© © N o o s~ wDdhPE

Diagrama de un secador por aspersion

10. Diferentes técnicas de secado por aspersion

11.Perfil de &cidos grasos del aceite de amaranto

12.Estandar de escualeno por cromatografia de gases

13.Cromatogramas para la determinacion de a-tocoferol

14. Secador por aspersion utilizado para la obtencion de las
microcapsulas

15. Suspension caseinato de sodio

16.Microcapsulas de cada uno de los tratamientos

17.Histogramas para cada uno de los tratamientos

18.SEM de cada uno de los tratamientos

19.Microcapsulas fracturadas

20.Microcapsulas expuestas a una atmaosfera de alta humedad

21.DSC para las muestras 30:80 y 20:80

22.DSC para las muestras 20:70 y 30:70

23.DSC del aceite, maltodextrinas y CPS

24.Gréfica de inhibicion del radical DPPH

25.Cinética del aceite de amaranto para el ensayo de FRAP

26.Grafica de valores de hexanal emulsiones y microcapsulas

Pagina

10
14
34
35
36
38
39
40
58
60
62
63

64
64
66
68
69
71
72
72
73
74
76
78

Vi



27.Gréfica de valores de hexanal para aceite de amaranto
28.Reaccion de oxidacion lipidica

29.Cinética de oxidacion emulsiéon a pH7 sin lavar

30. Cinética de oxidacion emulsion a pH7 lavada
31.Cinética de oxidacion emulsion a pH3 sin lavar
32.Cinética de oxidacion emulsion a pH3 lavada
33.Cinética de oxidacion microcapsulas

34.Valor de hidroxiperoxidos a través del tiempo

35. Diferentes sistemas de emulsiones probados

78
79
81
81
82
82
83
83
85

vii






l. INTRODUCCION

Actualmente los alimentos se estan considerando no solamente como fuente de
nutrimentos para el mantenimiento y crecimiento corporal sino también como un
importante recurso para obtener compuestos biolégicamente activos y que regulan
procesos fisiologicos. Aunado a esto los consumidores de alimentos buscan estos
beneficios adicionales a la funcidn fundamental del alimento de aportar valor
nutricional, en lo que se conoce como alimentos funcionales. El concepto de
alimentos funcionales es bien conocido en los paises asiaticos desde hace varios
siglos e Hipocrates hace alusion a éstos en la frase: “Deja que tu alimento sea tu
medicina y deja que la medicina sea alimento”. El término de alimentos funcionales
nacio en Japon en 1980 como alimentos de uso especifico para la salud (FOSHU), el
ministerio de salud y bienestar define FOSHU como alimentos que se espera
exhiban un efecto fisico y a la salud cuando son consumidos como parte de una
dieta ordinaria. Por esta razén se ha buscado la extraccion y purificacion de
compuestos con actividades biolégicas especificas como lo es actividad
antioxidante, antihipertensiva, antitrombdética, anticancerigenas, hipocolesterolémica,

entre otras.

El amaranto es un cultivo que se desarrollo en Mesoamérica desde antes de la
llegada de los esparioles, se mantuvo en el olvido hasta su redescubrimiento en los
afios 1970°s. El amaranto se considera un pseudocereal y presenta propiedades
nutricionales, como un contenido de proteinas cercano al idoneo, bajo indice
glicémico, ausencia de gluten y actividades antioxidantes, anticancerigena e
hipocolesterolémica, estas Ultimas atribuidas a los componentes del aceite de

amaranto.

El aceite de amaranto promueve actividades bioldgicas interesantes gracias a
sus componentes entre los que hay que destacar a los tocoferoles y tocotrienoles
conocidos por su actividad antioxidante, a los fitoesteroles los cuales disminuyen el

colesterol en suero y el escualeno el cual tiene actividad anticancerigena e

1



hipocolesterolémica; asi como la actividad de varios acidos grasos que lo componen
como el &cido oléico, el cual se ha demostrado reduce el riesgo de contraer
enfermedades del corazon. Ademas, varios de los componentes del aceite de
amaranto se han utilizado para el cuidado de la salud de la piel, o como cosméticos,
lo cual amplia el campo de aplicacion del aceite de amaranto ademas de su

aplicacion en alimentos funcionales.

La microencapsulacion es un proceso por el cual un material puede ser
protegido de la oxidacion o condiciones ambientales; ademas, se puede controlar la
liberacion de este material, evita que reaccione con otros componentes, prolonga la
vida de anaquel, facilita su adicion a una matriz alimentaria, si se trata de un
compuesto activo liquido, puede ser transformado a un polvo de libre flujo facil de

manejar y puede ser liberado de manera controlada.



IIl. ANTECEDENTES

[I.1 Alimentos Funcionales y Nutracéuticos.

Estudios epidemioldgicos y clinicos han demostrado claramente la relacién
entre la dieta y el estado de salud (Shahidi, 2004). Se ha observado un incremento
en la busqueda de productos que sirvan no solo como alimentos si ho que tengan un
beneficio a la salud del consumidor. Los ingredientes nutricionales y su
biodisponibilidad atraen atencion especial, liderando en el mercado de alimentos
funcionales internacionales como productos que aportan beneficios a la salud
(Sloan, 2008), Por esto la busqueda de productos con un aporte a la salud, y la
produccion y purificacion de extractos vegetales son un area de interés para la
industria y para la investigacién (Mireles, 2009), asi como su uso como ingredientes
en una amplia gama de productos. El reto es el desarrollo de estos productos y
adoptar nuevos métodos analiticos para su aplicacion en las nuevas tecnologias
(Mermelstein, 2002).

El concepto de alimentos funcionales es bien conocido en los paises asiaticos
desde hace varios siglos y se hace alusién a éstos por Hipdcrates en la frase “Deja

que tu alimento sea tu medicina y deja que la medicina sea alimento”.

El término “alimentos funcionales” nacié en Japén en 1980 como alimentos de
uso especifico para la salud (FOSHU). El ministerio de salud y bienestar define
FOSHU como alimentos que se espera exhiban un efecto fisico y a la salud cuando
son consumidos como parte de una dieta ordinaria (Kusump, 2006), sin embargo
este término ha recibido diferentes definiciones dadas por cientificos, asociaciones
profesionales etc. La ILSI Europe representante de la industria, la academia y el
gobierno en temas de nutricibn propone la siguiente definicion: un alimento puede
ser nombrado como funcional si demuestra afectar de manera benéfica una o mas
funciones blanco en el cuerpo, mas alla de sus efectos nutricionales, de manera que

es relevante para mejorar el estado de salud o reducir el riesgo de una enfermedad

3



(De Roos, 2000). La promocion a la salud por parte de estos productos se basa en la
prevencion de las enfermedades (Mermelstein, 2002).

Los consumidores de alimentos buscan ciertas caracteristicas especificas como
lo son seguridad, sabor, conveniencia, salud y valor nutricional. En el area de
alimentos esos factores proveen una motivacion para continuar investigando en el
desarrollo de alimentos orientados a la obtencion de beneficios fisiolégicos y a la
salud (Mermelstein, 2002).

Los alimentos funcionales los podemos definir como aquellos que tienen una
apariencia similar a su contraparte tradicional y que son consumidos como parte de
la dieta y que ademas se conocen sus beneficios a la salud independientemente de
la funcién nutricional basica esperada del alimento convencional; los nutracéuticos
son aquellos que derivan de diferentes fuentes comestibles, pero que son
consumidos en forma medicinal como tabletas, pastillas o capsulas y que han
demostrado beneficios fisiologicos o un efecto de proteccion contra enfermedades
cronicas (Mermelstein, 2002; Shahidi, 2004).

El conocimiento de los efectos de procesar los compuestos bioactivos, su
absorcion y metabolismo es otra area de interés para estos productos, en especial
aquellos compuestos bioactivos que actian a nivel de genes requieren especial

atencion (Mermelstein, 2002).

A pesar del crecimiento rapido del mercado de los alimentos, se presentan otros
desafios adicionales al disefio y desarrollo de alimentos funcionales, como la
cantidad que deben contener de componentes activos para exhibir un efecto
fisioldgico. La identificacion y eficacia de los componentes activos deben de ser
validados, asi como las dosis tienen que ser bien establecidas. Al tratarse de
alimentos, los alimentos funcionales deben ajustarse a las regulaciones de seguridad

alimentaria (Kusump, 2006).



Finalmente los alimentos funcionales y nutracéuticos ayudan a reducir la carga
al sistema de salud con un mecanismo continuo de prevencion. Existe un gran
namero de fitoquimicos y otros principios bioactivos presentes en alimentos de
diversas fuentes. Los efectos sinérgicos presentados por la combinacion de
bioactivos presentes en el material son factores importantes a considerar en la
formulaciéon de alimentos funcionales y en la eleccibn de una dieta saludable
(Shahidi, 2004).

[1.1.1 Alimentos funcionales y nutracéuticos para la salud de piel y cabello.

La piel humana estd continuamente expuesta a factores internos y externos,
gue pueden alterar su condicion y funcionamiento, como lo son la radiacion
ultravioleta, los radicales libres, compuestos toxicos y alergénicos, dafilos mecanicos,
factores endégenos como: predisposicion genética, estado inmunoldgico, estado
hormonal y estrés. La piel juega un papel importante en la regulacion homeostatica
del cuerpo, regulando la temperatura y la salida de agua. En afios recientes se ha
vuelto claro que forma parte esencial del sistema inmune, como consecuencia de los
factores internos y externos la piel puede sufrir inflamacion, reduccién en su funcién

inmunoldgica, deficiencia en la funcién de homeostasis y otros desérdenes.

Aunado a estos desordenes la piel se puede ver afectada en su apariencia por
estos factores externos e internos, determinando la textura de su superficie, color y
propiedades fisiolégicas como lo son: elasticidad, dulzor, esencia y produccién de

sebo.

Las funciones de la piel y su apariencia son dependientes de la nutricion, esto
se ve evidenciado por la aparicién de lesiones en la piel a causa de deficiencias en
la nutricion. Suplementos alimenticios has sido desarrollado con vitaminas,
minerales, 0 aceites esenciales para mejorar la piel en estos estados. La ciencia

nutricional se ha basado en establecer relaciones entre la dieta y la salud, asi como



el rol que desempefian ingredientes especificos, en reducir desérdenes de la piel
(Bolesma, 2001).

Dentro del mercado de los alimentos funcionales una de las divisiones
existentes es la de alimentos funcionales orientados a la salud de la piel y el cabello,
asi como a la apariencia. En el mercado de Asia y Europa se han desarrollado
alimentos y bebidas que promueven la belleza interior, piel saludable y mejora en la
apariencia de cabello y ufias. Ejemplos de estos alimentos en el mercado estan,
yogurt Essensis de Danone con el eslogan “alimentar tu piel desde el interior”, este
producto contiene aceites Q6, aceite de borraja, el cual es una buena fuente de
acido y-linoléico, también contiene vitamina E y polifenoles de té verde. En Francia
Coca-Cola y Nestlé buscaron introducir Lumaé, que es una bebida orientada a la
belleza, la cual contenia vitamina C, Vitamina E, aloe vera, coenzima Q10, (-
carotenos, astaxantina, coladgeno y dimetilaminoetanol, que son los ingredientes de
punta en cuestion de belleza. Otros productos son agua Vittel’'s Contre Beauté,
orientada también a preservar la belleza de la piel, incluso se ha desarrollado
confiteria con esencia, como es el ejemplo de la compafia Kanebo en Japon que
desarroll6 un caramelo crujiente funcional rico en colageno, vitamina C, &cido
hialurénico al que se le mezcla linalol proveniente de aceite esencial de citricos.
Cuando la persona lo consume excreta un aroma a rosa 6 a limoén por 30 minutos. El

dulce actda como una alternativa de perfume (Sloan, 2008).

Dentro de los activos que se utilizan para el cuidado de la piel tenemos a la
vitamina E, la cual actia como un fotoprotector de la piel cuando se suministra como
suplemento adicionado de vitamina C. El objetivo de la fotoproteccion es la de
prevenir foto-envejecimiento, foto-inmunodepresion y foto-carcinogénesis. Dentro de
los compuestos que se utilizan para lograr un efecto fotoprotector se encuentran los
carotenoides se ha demostrado que el B-caroteno tiene un efecto potencial
fotoprotector en combinacion con otros antioxidantes o con vitamina E, ademas de
ser agentes quelantes muy eficientes de singuletes de oxigeno y secuestrante de
radicales libres. Finalmente los acidos polinsaturados Q3, pueden proveer beneficios

a la salud relacionados con enfermedades inflamatorias, esto se debe como
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resultado de la competencia de los acidos grasos Q3 como sustrato de la
ciclooxigenasa, Figura 1, y lipooxigenasa, Figura 2, resultando en la formacion de
menos prostaglandinas y leucotrienos. Esto interfiere con las cascadas inflamatorias
en la piel reduciendo la sintesis de mediadores lipidicos proinflamatorios como el
luecotrieno B, y prostaglandina PGE; o la reduccion de citoquininas como la

interleucina 1 y el factor a de necrosis tumoral.

PLA, inhibiciéon por

Bradiquinina
oy esteroles

Z

fosfolipidos

Acido araquidonico
+ lisofosfolipidos

Proteina G cicloxigenasa
(2) 0,
PGG’
peroxidasa /C(Z) GSH
(2) GSSG

prostaciclin PGH2

sintV l wsintasa
PGI, PTEz

TXA,

PGD, PGF 8
2

Figural.Sintesis de las prostaglandinas.

themedicalbiochemistrypage.org/spanish/eicosanoids-sp.html

Algunos aceites de plantas contienen altas cantidades de acido linoléico y y-
linoléico, los cuales son metabolizados en el cuerpo a acido dihomo- y-linoléico y
subsecuentemente a acido araquidonico. Una dieta diaria de estos acidos induce la
formacion de fosfolipidos neutréfilos de la epidermis. Estos acidos de cadena larga

son metabolizados por el inhibidor de lipoxigenasa acido 15-hidroxieicosatrienoico y
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el mediador antiinflamatorio PGE;. Los metabolitos formados compiten con la
sintesis de metabolitos proinflamatorios del acido araquidonico LTB, y PGA,, lo cual
explica el efecto benéfico de aceites de plantas ricas en aceites polinsaturados Q3

en desordenes inflamatorios.

Bradiquinina g /PLAz inhibida por esteroles

. }

L
Lo

Fosfolipidos

Acido araquidonico

Proteina G + lisofofolipidos

5-lipoxigenasa 5-HPETE

FLAP o
5-HETE

/
LTA,

LTA., hidrolasa LTC., sintasa

LTB4 + glutation LTC4

glutamato

LTF4 LTE4‘

+ glutamato

LTD,

glicina

Figura 2. Sintesis de los leucotrienos.

themedicalbiochemistrypage.org/spanish/eicosanoids-sp.html

Los acidos grasos polinsaturados Q3 son inestables y facilimente dafados por
radicales libres, para protegerlos contra la formacion excesiva de radicales libres y la

peroxidacion lipidica, se adicionan antioxidantes.

En adicidon a los efectos por la luz UV respecto a las quemaduras solares, se
agrega una disminucion de la respuesta inmune que ademas decrece con la edad y

con la deficiencia en vitaminas. La vitamina E y los acidos grasos de cadena corta
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Q3 muestran una disminucion en la produccién de PGA, como resultado en el

aumento de células T, es decir un aumento en la respuesta inmune (Bolesma, 2001).

[I.2 Lipidos.

La palabra lipido proviene del griego lipos que significa grasa y cuya definicion
no ha sido bien establecida: originalmente se definia como “una sustancia insoluble
en agua, pero soluble en disolventes organicos como el cloroformo, hexano y éter de
petroleo” con esta consideracion existian muchos compuestos, como terpenos,
vitaminas, carotenoides etc. Sin embargo algunos autores consideran como lipidos a
aquellas moléculas que son derivados reales o potenciales de los acidos grasos y
sustancias relacionadas, segun esta definicién, los aceites y las grasas si se

consideran por antonomasia como lipidos.

Los lipidos son grupos de compuestos constituidos por carbono, hidrogeno y
oxigeno que integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, aunque
también contienen fésforo y nitrégeno. Desempefian muchas funciones en los
tejidos, ademas de que son la fuente energética mas importante, ya que cada gramo
genera 9 Kcal. Muchos cumplen con una actividad biolégica, unos son parte
estructural de las membranas celulares y de los sistemas de trasporte de diversos
nutrimentos, otros son acido grasos indispensables, vitaminas y hormonas, algunos
son pigmentos, también actian como aislantes naturales en el hombre y en los
animales ya que mantienen estable la temperatura del organismo. Las grasas y los
aceites son los principales lipidos que se encuentran en los alimentos y contribuyen
a la textura y en general a las propiedades sensoriales y de nutricion. No hay
distincion entre los grupos aun cuando se considera que los aceites son de origen
vegetal y las grasas de origen animal, o bien que las grasas son sélidas a

temperatura ambiente y los aceites se encuentran en estado liquido (Badui, 2006).

[1.2.1 Clasificacion de los lipidos.



El nimero de sustancias consideradas como lipidos es muy grande y la meta
de clasificarlos resulta dificil. Existen diversos métodos para hacerlo, cada uno con
sus propias ventajas y desventajas, pero todos ellos se basan en las propiedades

fisicas 0 quimicas que los caracterizan (Badui, 2006).

Grasas y
aceites

Lipidos simples

fosfoglicéridos

Lipidos Glucolipidos

compuestos

Lipidos
Lipoproteinas

Acidos grasos

pigmentos

Lipidos Vitaminas
asociados liposolubles
b ______________J
Esteroles
b}

Hidrocarburos

Figura 3. Clasificacion de los lipidos (Badui, 2006).

Una clasificacion (Figura 3) los divide en tres grandes grupos, en funcién de su
estructura quimica. Los simples abarcan las grasas y los aceites, por lo tanto
resultan en los mas abundantes e importantes para el tecndlogo de alimentos, los
lipidos compuestos estan formados por una parte lipidica y otra que no lo es, unidas
covalentemente. Por ultimo los lipidos asociados o derivados son todos los que no
se ubican en ninguna de las subdivisiones anteriores; en esta categoria estan los
acidos grasos libres, carotenoides, vitaminas liposolubles, colesterol, etc. Otra

clasificacion se basa en la capacidad para producir jabones, los que lo forman se
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conocen como saponificables y los que no lo pueden formar se denominan
insaponificables. Por otra parte las grasas y los aceites que son los mas importantes
para la tecnologia de alimentos se clasifican por su origen y contenido de acidos
grasos, asi tenemos que se les divide en grasas animales, aceites marinos, grasa de
la leche, grasas vegetales, aceites con &cido laurico, aceites con &cidos oléico y
linoléico y aceites con acido linolénico (Badui, 2006)

I1.2.2 Acidos Grasos.

Una molécula de acido graso tiene dos regiones quimicas diferenciadas. Una
de ellas es una larga cadena de hidrocarburos, hidréfoba y poco reactiva
guimicamente. La otra es un grupo carboxilo, que se comporta como un acido, se
ioniza en solucion y es muy hidrofilico y quimicamente reactivo. Casi todas las
moléculas de &cido grasos se unen por enlaces covalentes a otras moléculas a

través del grupo carboxilo (Alberts, 2006).

Los acidos grasos constituyen un gran porcentaje de la composicion de los
triacilglicéridos y en consecuencia de las grasas y los aceites. Las diferencias de
estabilidad a la oxidacién, de plasticidad, de estado fisico, de patron de
cristalizacion, de indice de yodo, de temperaturas de solidificacion y de fusion de las
grasas y aceites se deben principalmente a la proporcién y tipo de acidos grasos que

contienen.

Originalmente estos &cidos se consideraban como acidos monocarboxilicos de
cadena alifatica con numero par de atomos de carbono que podian ser saturados 0
insaturados. En la actualidad se han identificado muchos otros, como ciclicos,
ramificados, hidroxilados, con nimero non de atomos de carbono. Se conocen mas
de 400 acidos grasos que se localizan en la leche, algunos vegetales y en ciertos
microorganismos. Aun cuando son muchos, éstos se encuentran en bajas
concentraciones por lo que no afectan las caracteristicas de los productos. El

namero de &cidos grasos que generalmente se localizan en alimentos es muy
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limitado y solo resulta en unos cuantos, (Cuadro 1 y 2), por lo general estan
esterificados integrando los triacilglicéridos y cuando llegan a presentarse libres es

porque se ha llevado una hidrdlisis del enlace éster.

La relacién de acidos grasos en los aceites vegetales es relativamente sencilla,
por ejemplo en el aceite de canola solamente aparecen siete picos en HPLC
correspondientes a siete acidos grasos, mientras que en el aceite de pescado se

pueden observan 25 o0 mas.

Diversos factores determinan la composicién de las grasas y aceites, por
ejemplo en el caso del huevo aumenta su cantidad en &cido linoléico a medida que
la dieta de las aves es mas rica en acidos grasos insaturados, igualmente en la leche
mientras la dieta de las vacas es mas rica en acidos grasos polinsaturados aumenta
la proporcién de &cido linoléico y linolénico. En el pescado la dieta y la temperatura

del ambiente determina la composicion de los acidos grasos (Badui, 2006).

1.2.2.1 Acidos grasos saturados.

Varian de 4 a 26 atomos de carbono y su temperatura o punto de fusibn aumenta
con el peso molecular o largo de la cadena; asi los C4 a C8 son liquidos a 25°C,
mientras que los C10 en adelante son sdélidos, y su solubilidad en agua es
inversamente proporcional al peso molecular. En la Cuadro 1 se muestran los &cidos
grasos saturados mas comunes. Su nomenclatura se basa en el empleo de los
nombres comunes, tal como butirico, caproico, etc., o bien afiadiendo la terminacién
“oico” a la raiz griega que indica el tamafo de la cadena de atomos de carbono. Su
numeracion generalmente comienza a partir del grupo carboxilico cuyo carbono

corresponde al nimero uno.
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Cuadro 1. Acidos grasos saturados, los marcados con * son los mas comunes en
alimentos (Badui, 2006).

Nombre trivial  Nombre cientifice Formula Punto de fusion
°C

Butirico Butanoico CH3(CH),COOF -5.9
Caproico Hexanoico CH3(CH2),COOF -3.4
Caprilico Octanoico CH3(CH,)sCOOHF 16.7
Céprico Decanoico CH3(CH,)sCOOF 31.6
Laurico* Dodecanoico CH3(CH3)10COOF¢ 44 .2
Miristico* Tetradecanoico CH3(CH5)1,COOF¢ 54.4
Palmitico* Hexadecanoico CH3(CH2)14COO}t 63.0
Estearico* Octadecanoico CH3(CH3)16COOF 69.4
Araquiddnico Eicosanoico CH3(CH3)15COOF 76.0
Behénico Docosanoico CH3(CH3)20COO¢ 79.9
Lignocérico Tetracosanoico CH3(CH3)22,COOF¢ 84.2
Cerdtico Hexacosanoico CH3(CH3)24COOF¢ 87.7

Los acidos grasos saturados son mucho mas estables que los insaturados, ante la
oxidacion; sin embargo, en condiciones de temperatura muy alta (mas de 180°C),
como llega a suceder en el freido, y en presencia de oxigeno, pueden sufrir

reacciones oxidativas (Badui, 2006).

11.2.2.2 Acidos grasos insaturados.

Debido a sus insaturaciones, estos compuestos tienen una gran reactividad
guimica, ya que son propensos a la saturacién y a las transformaciones oxidativas y
de isomerizacion. Son muy abundantes en los aceites vegetales y marinos; su
temperatura de fusion disminuye con el aumento de los dobles enlaces y siempre es
menor que el de los saturados para una misma longitud de cadena, con una
insaturacion se les conoce como monoinsaturados, mas de una insaturacion

poliinsaturados, en el primer caso la doble ligadura casi siempre se encuentra entre
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el C9 y C10. Los nombres triviales indican el largo de la cadena, la localizacion de

las dobles ligaduras y la terminacion “enoico”, Cuadro 2.

En forma natural los acidos grasos poliinsaturados tienen sus dobles ligaduras
no conjugadas es decir que estan separadas por un grupo metileno. Por razones de
actividad biologica los &cidos poliinsaturados se enumeran de acuerdo con la
posicion del primer doble enlace con respecto al grupo metilo final asi tenemos dos
grandes grupos, los omega 6 (Q6) que tienen el doble enlace en el carbono 6 como
el acido linoléico y los omega 3 (Q3) con su primer doble enlace en el tercer carbono

como el &cido linolénico, Figura 4 (Badui, 2006).

V= AR AAN o

acido alfa linolénico (omega-3)

1
NVW/\/COOH

acido linol¢ico (omega 6)

Figura 4. Estructuras de los acidos Q3 y Q6.

Cuadro 2. Acidos grasos insaturados. Los marcados con * son los acidos grasos

mas comunes en alimentos (Badui, 2006).

Nombre trivial Nombre cientifico Formula Punto de fusién (°C)

Palmitoléico Hexadeca-9-enoico C15H29COOH -0.5
Oléico* Octadeca-9-enoico C17H33COOH 13
Linoléico* Octadeca-9:12-dienoico C17H31:COOH -5.0
Linolénico* Octadeca-9:12:15-triencico  C17H29COOH -11.0
Araquiddnico Eicosa- C19H3:COOH -49.5
5:8:11:14:tetraenoico

Vaccénico trans-Octadeca-11-enoico  C;7H33COOH 40.0
Gadoléico Eicosa-11-enoico C19H37COOH 23.5
Erucico Docosa-13-enoico C21H39COOH 38.0
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Las insauraciones presentan dos tipos de isomerismo: a) geométrico, cis, trans
y b) posicional, segin sea la localizacion de la doble ligadura en la cadena de
atomos de carbono. En estado natural, la mayoria de ellos son cis, mientras que los
trans, se encuentran en grasas hidrogenadas comerciales, grasas hidrogenadas, y
en algunas provenientes de rumiantes, como el sebo. Cabe indicar que las grasas
trans, son termodinAmicamente mas estables y factibles que los isbmeros cis, ya que
la estructura trans es mas rigida lo que provoca una asociacion y empaqguetamiento
molecular compacto (cristal) semejante a un saturado. Dicho empaquetamiento hace
gue los isGmeros trans, presenten temperaturas de fusibn mayores que los

correspondientes cis.

Los aceites ricos en linoléico y linolénico, como la soya, maiz y canola
presentan puntos de fusién bajos, con elevados indices de yodo que indican una
gran susceptibilidad a las reacciones de oxidacion. Los &cidos linoléico y linolénico
se consideran esenciales, por lo que se requiere un consumo continuo; se
recomienda que representen del 1 al 2% de los lipidos ingeridos, forman parte
constitutiva de las membranas de diferentes tejidos celulares, son precursores del
acido araquiddénico necesario para darle rigidez a la mitocondria contribuyen al
mantenimiento de la piel, del pelo y del sistema reproductivo, asi como en la
regulacion de la contraccion muscular y de la presion arterial, y fortalecen el

crecimiento de las células sanas (Badui, 2006).

1.2.2.2.1 Acidos grasos omega 3.

Existe un incremento en el consumo de alimentos con alto contenido de
sustancias benéficas para la salud dentro de los que destacan los acidos grasos

polinsaturados omega-3 en especial el acido a-linolénico, acido eicosapentanoico y

el &cido docosahexanoico (Mazalli y Bragagnolo, 2009).

15



El cuerpo humano no puede sintetizar este tipo de acidos grasos de novo,
aunque puede sintetizar cadenas largas de 20C-Q3 y de 22C- Q3, a partir del acido

a-linoléico C18, esta conversion tiene una eficiencia del 5% (Gerster, 1998).

Estudios in vivo sobre el consumo de acidos grasos Q3 de fuentes tanto
animales como vegetales han demostrado un amplio rango de beneficios a la salud
humana, tienen influencia en el curso de diversas enfermedades, incluyendo
desordenes en la funcion inmune, desordenes mentales y anomalias genéticas en el
metabolismo de lipidos. Los acidos grasos Q3 participan virtualmente en todas la
funciones visuales en animales, ademas se asocian a la prevencion de desordenes
neuropsiquiatricos como la depresion, demencia y notablemente sobre el Alzheimer.
Se ha visto que la deficiencia de acido a-linolénico induce marcadamente anomalias
en las estructuras cerebrales, afectando la corteza frontal y la glandula pituitaria.
(Eckert et al., 2010).

También se ha observado que los acidos grasos polinsaturados omega 3
acttan en los niveles de lipidos en el suero, efectos benéficos en los triglicéridos del
plasma, en la actividad antitrombotica, funcién plaquetaria y en la presion sanguinea
lo que los hace importantes en la prevencién de enfermedades cardiovasculares
(Cherian et al., 1996, Mazalli y Bragagnolo, 2009).

Ciertos alimentos funcionales son enriquecidos artificialmente con omega 3

como es la leche de vaca, la leche de soya, los huevos etc. (Simopoulos, 1992).

Las fuentes mas ricas de Q3 son los peces de agua fria incluyendo el salmon,
entre las alternativas vegetales se encuentran las semillas de salvia scarlea,

Caflamo, nueces, chia, lino, y semillas de calabaza. (Nettleton, 1991).

Son susceptibles a la oxidacion liberando como primeros productos
hidroxiperéxidos y posteriormente aldehido, cetonas, alcoholes y acidos carboxilicos

como productos secundarios de la oxidacion. Esta susceptibilidad a la oxidacién es
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la causa mayoritaria en el deterioro de la calidad de varios alimentos naturales y
procesados. (Park et al., 2004, Zhong et al., 2007).

1.2.2.2.2 Acidos grasos omega 6.

Los é&cidos grasos Q6 tienen un doble enlace en el sexto carbono desde el
metilo terminal de la cadena. Los acidos grasos Q6 se presentan en una gran
variedad de alimentos, el precursor comun para estos acidos es el acido linoléico, el
cual es requerido para la sintesis de acido araquidénico y prostaglandinas. Los
aceites vegetales y carnes son ricos en acidos grasoso Q6, pero se presentan en
bajas proporciones en pescados y mariscos. Aunque los acidos grasos Q6 son
esenciales, cantidades excesivas pueden ser perjudiciales. La dieta de la mayoria de
la gente en paises desarrollados incluye un excesivo consumo de &cidos grasos
omega 6, por lo cual es necesario mantener una relacion entre el consumo de &cidos

grasos Q3 y acidos graso Q6 (Coreen et al., 2005)

Las funciones metabdlicas utilizan acidos grasos de cadena larga para la
sintesis de otros &cidos grasos, por ejemplo los acidos grasos omega 6, de 18
carbonos y un enlace simple, son elongados a cadenas de 20 carbonos y cuatro
enlaces dobles (acido araquidonico, precursor de los eicosanoides) y cadenas de 36

carbonos y seis enlaces dobles (acido docosahexaenoico) (Valenzuela et al., 2003).

11.2.2.2.3 Relacién de 4cidos grasos omega 6 y acidos grasos omega 3.

Experimentos en animales y estudios clinicos indican que una relacion baja
entre acidos grasos Q6/Q3 en los lipidos de la dieta es deseable para disminuir el
riesgo de contraer enfermedades cronicas (Dannenberger et al., 2007).

Los sistemas enzimaticos que originan los acidos grasos Q3 por
desnaturalizacion y elongacion, son los mismos sistemas que participan en la

generacion de los acidos grasos Q6. Consecuentemente hay una competencia en el
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metabolismo de los acidos grasos Q3y Q6, un exceso de acidos grasos Q6 en la
dieta limita la sintesis de &cidos grasos Q3, por lo tanto el beneficio que aportan los
acidos grasos en la salud humana depende del balance en su ingestion (Mazalli y

Bragagnolo, 2009).

Las dietas de los primeros humanos probablemente tuvieron una relacion de 1
entre acidos grasos Q6/ Q3, mientras que la dieta moderna occidental tiene una
relacion 1/15, principalmente por el consumo generalizado de aceites ricos en acido
linoléico (Coreen et al, 2005), para otros autores la relacién es de 1:20-1:30 para la

dieta occidental (Palaniswamy et al., 2001).

Numerosos investigadores han descrito la importancia de los acidos grasos Q3
en la promocion de la salud y la prevencion de enfermedades, Algunos autores
sugieren una relacién de consumo de estos acidos de 1:1-2 (Palaniswamy et al.,
2001), 6 de 1:4 (Mazalli y Bragagnolo, 2009).

[1.2.3 Deterioro de los lipidos

La susceptibilidad de los lipidos a la oxidacién es la principal causa de la
pérdida de calidad en alimentos naturales y procesados como se menciono
anteriormente, aunque en algunos alimentos una cantidad limitada de oxidacion
lipidica puede ser deseable para la generacion de caracteristicas sensoriales como
sabor y olor. Por otro lado la oxidacion lipidica es indeseable en la mayoria de los
alimentos ya que conduce al desarrollo de sabores desagradables y de productos

potencialmente toxicos (Park et al., 2004).

Los aceites sufren transformaciones quimicas, conocidas comunmente como
rancidez, que producen compuestos volatiles que imparten olores y sabores
desagradables. Estas transformaciones se han divido en dos grupos la lipdlisis o

rancidez hidrolitica y la autoxidacion.
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La lipdlisis es una reaccion catalizada por las lipasas, y en ciertas condiciones
por las altas temperaturas en presencia de agua (en el freido), en las que se
hidroliza en enlace éster de los triglicéridos y de los fosfolipidos y se liberan acidos
grasos. En el caso de los aceites vegetales, los acidos grasos libres son de mas de
16 carbonos, poco volatiles, sin olor y su presencia soélo se advierte por el indice de
rancidez, por otra parte los de cadena corta como el butirico, caproico y caprilico son
mas volatiles, con olores peculiares y son responsables del deterioro percibido
olfativamente (Badui, 2006).

La autoxidacion es el deterioro mas comun de las grasas y aceites y se refiere a
la oxidacion de los acidos grasos insaturados, pero también se presenta con otros
compuestos de interés biolégico como la vitamina A. La oxidacion ocurre cuando un
atomo cede un electrén a otro &tomo distinto mediante el proceso de reduccién, en
la autoxidacién se producen compuestos que aceleran a su vez la reaccion y la
mantienen y se sintetizan sustancia de bajo peso molecular que confieren el olor
tipico de grasa oxidada. La reaccion depende de la distribucién de los lipidos en el
alimento siendo mas susceptibles los que estan expuestos al aire que los que se
encuentran en una emulsion, en el Cuadro 3 se enlistan los inhibidores y promotores
de la autoxidacion. (Badui, 2006)

Cuadro 3. Promotores e inhibidores de la reaccién de autoxidacion (Badui, 2006)

Promotores Inhibidores

Temperaturas altas Refrigeraciéon

Metales, Cu, Fe, etc. Secuestradores

Perdxidos de grasa oxidadas Antioxidantes

Lipoxidasa Escaldado

Presion de oxigeno Gas inerte o vacio

Luz UV, azul Empaque opaco

Poliinsaturacién Hidrogenacion de acidos
insaturados
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La reaccion requiere una energia de activacion de 20-30 Kcal/mol, respecto a la
reaccion de Millard (20-50Kcal/mol) se ve que la autoxidacion es mas importante a
temperaturas bajas. Las etapas de la reaccion se indican en la Cuadro 4. Los
hidroxiperéxidos generados en la etapa de propagacion, producen nuevos radicales
que alimentan la reaccion, ademas interaccionan con otras moléculas, se
polimerizan e incrementan la viscosidad, se oxidan y sintetizan sus epoéxidos, su
ruptura genera aldehidos, cetonas, acidos y otros compuestos de bajo peso
molecular que generan olores, se deshidratan y forman cetoglicéridos que se pueden
ciclar etc. (Badui, 2006).

Cuadro 4. Mecanismos de la oxidacion de lipidos (Badui, 2006)

Etapas Reaccion Compuesto
formado

Iniciacion RH—> R°+H° Radical libre

Propagacion R°+ O,— ROO° Radical

hidroxiperoxido
ROO°+RH—> R°+ROOH Hidroxiperdxido
Terminacion R°+R° — RR Compuestos
estables
R°+RO0O°—> ROOR
ROO°+RO0O*—> ROOR+0;
RO°+R°—» ROR
2R0O°+ 2RO0O>—» 2ROOR
+0,

La oxidaciéon lipidica es una de las reacciones que ocurren durante el
calentamiento de los alimentos a altas temperaturas en presencia de metales,
fotosinteizadores y oxigeno. Por lo tanto las alteraciones pueden ocurrir en el
calentamiento y almacenamiento, resultando en una pérdida considerable del valor
nutricional y la produccién de radicales libres que aceleran la formacion de éxidos de

colesterol (Mazalli y Bragagnolo, 2009).
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1.3 Amaranto

Amaranthus (Amaranthaceae) es una planta diferente a los pastos que produce
cantidades significativas de grano al que varios denominan el grano del siglo XXI.
Se le considera un pseudocereal, ya que se trata de una planta dicotiledénea
contrario a la mayoria de los cereales los cuales son monocotiledones, ademas de
gue su composicion y funcion difiere a la de los cereales verdaderos. Es un cultivo
robusto y que puede desarrollarse en un rango amplio de condiciones agronémicas.
(Oleszek et al, 1999, Pina-Rodriguez y Akoh, 2009, He et al., 2002, Tikekar et al.,
2008, L. Alvarez-Jubete et al., 2010).

El amaranto incluye cerca de 75 especies silvestres, que presentan su mayor
diversidad en la region de América. Actualmente crece en muchos paises tropicales,
subtropicales y templados, se cultiva en regiones templadas de México,
Centroamérica, Sudamérica, Africa, China India y en la parte sur de Estados Unidos
(He et al, 2002, Tikekar et al., 2008, Pina-Rodriguez y Akoh, 2009).

El amaranto es conocido como la flor que nunca se desvanece en griego, se
trata de un cultivo que se desarroll6 en Mesoamérica, varias especies de amaranto
fueron cultivadas por los aztecas hace 5000-6000 afios y también por los incas antes
de su interrupcion a estas civilizaciones por los conquistadores espafioles, El cultivo
y la utilizacion del grano de amaranto fue olvidado por siglos después de su apogeo
y subsecuente caida durante el periodo azteca, y fue redescubierto, promocionado
con un regreso dramatico antes de la mitad de la década de los 1970°s y continué
creciendo fuertemente hasta el presente (Bruni et al.,, 2001, Tikekar et al., 2008,
Pina-Rodriguez y Akoh, 2009, Matrtirosyan et al., 2007).

La semilla del amaranto es pequefia y mide entre 1-1.5 mm de diametro, tiene
una forma lenticular y su peso por semilla es de 0.6-1.3 mg. El embrion tiene forma
circular a diferencia de los cereales, y se encuentra rodeado de un perispermo rico

en almidon estas partes junto con la cubierta forman la fraccién del salvado, la cual
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es rica en proteina y lipidos. Esta fraccién de salvado es mayor en comparacion con

los cereales comunes como el maiz y el trigo (Alvarez-Jubete et al., 2010).

Dentro de las especies de amaranto en las que se han realizado estudios
encontramos. Amaranthus hypochondriacus, Amaranthus cruentus, Amaranthus
caudatus, Amaranthus genus, y de las especies silvestres Amaranthus brownii y
Amaranthus pumilus (Marcone, 2000, Tikekar et al.,2008, Bruni et al.,2001).

La mayoria de las especies cultivadas por sus semillas son Amaranthus
hypochondriacus en México, Amaranthus cruentus en Guatemala y Amaranthus

caudatus en Peru y otros paises de los Andes (Alvarez-Jubete et al, 2010).

Tanto el grano como la hoja han sido utilizados para alimentos de humanos y
de animales, el valor nutricional del amaranto ha sido ampliamente estudiado. En el
Cuadro 5 se muestra el analisis bromatologico del grano de amaranto. EI grano
tiene un alto contenido de proteina respecto a otros cereales, ademas de que su
balance de aminoacidos es cercano al 6ptimo con un alto contenido de lisina y de
tripté6fano. El contenido de proteina puede variar dependiendo de la especie, pero
puede ser del 16% o0 mas y tiene su maxima acumulacion en la fase de aparicion de
botones. La proteina de amaranto esta compuesta principalmente por globulinas y
albuminas y una baja o nula concentracion de prolaminas las cuales se encuentran
de manera mayoritaria en los cereales comunes y que resultan toxicas para
pacientes con enfermedad celiaca, Con respecto a los cereales las globulinas y las
albuminas de amaranto contienen una mayor proporcion de lisina y de aminoacidos
esenciales, ademas de una cantidad importante de acido glutamico y prolina.
Ademas de tener un mejor balance de aminoacidos que los cereales, la
biodisponibilidad es mayor, en condiciones de proceso que no dafan la
biodisponibilidad aumenta la digestibilidad. (Martirosyan et al., 2007, Oleszek et al.,
1999, Bruni et al., 2001, Alvarez-Jubete et al., 2010).
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Tiene una baja concentracién de gluten por lo que productos basados en
amaranto tienen un amplio valor para las personas con diabetes. El amaranto es una
buena fuente de fibra dietaria comparable con el encontrado en los cereales
normales. El amaranto es una buena fuente de vitamina B especialmente de
riboflavina, también es importante su contenido de vitamina E, reportandose
contenidos de 5.7 mg/100 g en base seca. En cuanto a su contenido de minerales es
una buena fuente de calcio, magnesio y fierro, los cuales no se encuentran en
alimentos libres de gluten, el calcio tiene una relevancia especial para la prevencion
de osteoporosis, osteopenia y en para los pacientes con enfermedad celiaca los
cuales deben de cuidar su consumo de calcio por estar este ausente en la mayoria
de los productos libres de gluten, de ahi la importancia que pueda tener el consumo
de amaranto para esta poblacion, al igual que para el sector de personas

intolerantes a la lactosa (Alvarez-Jubete et al., 2010).

Su contenido de lipidos es del 6-9% el cual es alto respecto a otros cereales en
donde es de 2 a 3 veces menor, los lipidos contenidos tienen alto grado de
instauracion lo cual es deseable desde un punto de vista nutricional. Sus lipidos son
estables a la oxidacion actividad atribuida a su contenido de tocoferoles los cuales
estan presentes en una relativa alta concentracion (Martirosyan et al., 2007, Oleszek
et al, 1999, Bruni et al., 200, Alvarez-Jubete et al., 2010).

Cuadro 5. Composicion del grano de amaranto (Alvarez-Jubete et al, 2010).

Compuesto Cantidad

Proteina 16.5%

Grasa 5.7%

Almidoén total 61.4%

Fibra dietaria 20.6%

Cenizas 2.8%

Ca 180.1 mg/100g (base seca)
Mg 279.2 mg/100g (base ceca)
Zn 1.6 mg/100g (base seca)
Fe 9.2 mg/100g (base seca)
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La mayoria de los compuestos fendlicos encontrados en el amaranto son: &cido
caféico, acido p-hidroxibenzoico y acido ferulico, también contiene fitoesteroles los
cuales muestran actividad hipocolesterolémica, antiviral y antitumoral y en el
amaranto representan el 20% de la fraccion insaponificable siendo el de mayor
proporcién el condrilasterol, ademéas de contener escualeno en un 6%. El escualeno
tiene aplicaciones en la industria cosmética como un lubricante resistente a la

oxidacion (Alvarez-Jubete et al., 2010).

La hoja de amaranto ha recibido menor atencién que el grano, sin embargo se
sabe que tiene una cantidad considerable de minerales como el calcio, fierro y
fésforo, también contiene carotenoides en una concentracion mayor a la mayoria de

los vegetales (Martirosyan et al., 2007).

En el amaranto también podemos encontrar algunos factores antinutricios como
saponinas, inhibidores de tripsina y taninos. Las saponinas tienen un sabor amargo,
son compuestos con actividad de superficie que reducen los niveles de vitaminas y
minerales, aunque tradicionalmente se les considera como factores antinutricios
recientes estudios han mostrado que las saponinas pueden tener actividad
anitcancerigena e hipocolesterolémica (Oleszek et al., 1999, Alvarez-Jubete et al.,
2010).

La informacién concerniente a los atributos nutricionales y beneficios asociados
con el consumo del grano de amaranto son muchos, por lo que se ha incorporado en
productos de panificacion, cereales para el desayuno, formulas infantiles. Algunos
estudios han demostrado una variedad importante y Unica de aplicaciones
nutracéuticas del grano de amaranto. Algunas de estas aplicaciones incluyen su
incorporacion en la dieta humana para obtener una respuesta baja de glucosa en
sangre para diabéticos no dependientes de insulina, asi como la formacién de dietas
con un balance de aminoacidos apropiado, y un aporte de cantidades de calcio y
hierro. Otras aplicaciones nutracéuticas para el grano de amaranto es su utilizacion

para disminuir los niveles de colesterol en la sangre en individuos susceptibles,
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actividad hipocolesterémica lo que es atribuido a su alto contenido de fibra,
tocotrienoles, escualeno y compuestos isoprenoides (Marcone, 2000).

11.3.1 Aceite de amaranto

El amaranto contiene tipicamente entre un 6-9% de contenido de lipidos, en
algunas especies como A. spinosus y A. tenuifolius se han reportado contenidos de
19.3%, sin embargo la semilla de amaranto no es considerada como un tipico cultivo
para la obtencion de aceite. El aceite de amaranto es similar en composicion al
aceite de maiz, al aceite de semilla de algoddn, al de germen de trigo y al aceite de
sésamo (Gamel et al, 2006, Lyon y Becker, 1987, Jahaniaval et al., 2000,
Martirosyan et al., 2007).

El aceite de amaranto ha demostrado bajar los niveles de colesterol en modelos
animales, efecto atribuido a su rico contenido de escualeno, tocotrienoles y
compuestos isoprenoides. Esta informacion es sostenida en un estudio realizado en
hamster los animales recibieron dietas hipocolesterolémicas, con un suministro de
aceite de amaranto en un 5% observandose un decremento en lipoproteinas y
colesterol de baja densidad de un 15% y 22% respectivamente en comparacion al

grupo control (Martirosyan et al., 2007, Marcone, 2000).

El contenido de lipidos libres se estima entre 5.7-7.2% vy los lipidos ligados se
estiman en un rango de 0.4%-0.9% para ocho variedades diferentes de amaranto.
Los triacilglicéridos representan la fraccion mayoritaria de los compuestos no polares
de los lipidos libres, mientras que los glucolipidos y los fosfolipidos representan la
fraccion mayor de los lipidos ligados. Los glicolipidos representan el 6.4% de los
lipidos totales, principalmente monogalactosil, digalactosil, los fosfolipidos
representan el 3.6%, principalmente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina vy
fosfatidilinositol. El aceite de amaranto contiene un alto contenido de acidos grasos
insaturados aproximadamente un 77%, principalmente &cido linoléico, el cual es

necesario para la nutricibn humana. En el Cuadro 6 se muestra la composicion de
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acidos grasos para varias especies de amaranto, en general contiene un 25% de
acido oléico, 50% de linoléico, y 1% de linolénico. En general las variedades
comunes A.cruentus, A. candatus, A. hypocondriacus, que por lo general tienen una
proporcion de grasas saturadas e insaturadas que van desde 0.26 a 0.31 e incluso
llegar a 0.5. El perfil de &cidos grasos en la posicion 2 es muy similar a la encontrada
en el aceite de algoddn y al aceite de sésamo donde la fraccion mayoritaria son los
acidos grasos C18:1 y C18:2 en un 36.1% y un 61.3% respectivamente. EI nUmero
de carbonos es similar al encontrado al del aceite de maiz y al de algodén en un
rango de C50-C54. La fraccién insaponificable es del 8.8% que es una cantidad
mayor a la encontrada con otros aceites vegetales, otros aceites como el de girasol,
el de soya y el de oliva usualmente contienen 0.6-1.2, 0.3-1.2, y 0.4-1.1%
respectivamente. Se ha reportado para el aceite de amaranto A.cruentus un
contenido de &cido palmitico y estearico. El escualeno presente en el amaranto se
encuentra en cantidades de entre 6-11.2%, que es una cantidad considerable
respecto a otros aceites vegetales. El escualeno es usualmente extraido del higado
de tiburén. En la fraccién insaponificable del aceite de amaranto encontramos
tocoferoles, fitoesteroles, tocotrienoles y escualeno. Se ha reportado
concentraciones de 44 mg/100 g y de 834 mg/100 g de aceite para tocoferoles y
esteroles respectivamente. El proceso de reventado del grano de amaranto decrece
el contenido de acidos grasos insaturados del 10%, siendo el mas afectado al acido
linoléico, y el contenido de escualeno incrementa en un 15.5%, no hay mucha
investigacion sobre la estabilidad oxidativa del aceite de amaranto (Gamel et al,
2006, Martirosyan et al., 2007, Pina-Rodriguez y Akoh, 2009, Oleszek, 1999, Tikekar
et al., 2008).

Cuadro 6. Composicién del aceite de varias especies de amaranto. (Gamel et al,

2006, Lyon y Becker, 1987, Jahaniaval et al., 2000, Martirosyan et al., 2007,
LednCamacho, 2001, He et al., 2002, Bruni et al., 2001, Marcone, 2000).
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Como se observa en el Cuadro 6 los componentes y cantidades del aceite de
amaranto varian dependiendo de varios factores y podemos encontrar diferencias
entre variedades iguales de amaranto pero de distinta zona geografica, entre
diferentes genotipos de una misma variedad de una misma zona y entre variedades.
También podemos observar que el método de extraccion varia las concentraciones
de cada uno de los componentes del aceite de amaranto aun viniendo de la misma
planta, también el proceso al que se somete el aceite como el blanqueado afecta la
composicion del mismo, al igual que procesos en el grano como el reventado
modifican el perfil de &cidos grasos, entre algunas variedades la composicion es
bastante similar. En el Cuadro 7 se muestra la nomenclatura de los acidos grasos
correspondiente al Cuadro 6 en nombre trivial. (Gamel et al., 2006, Lyon y Becker,
1987, Jahaniaval et al., 2000, Martirosyan et al., 2007, Le6n-Camacho, 2001, He et
al., 2002, Bruni et al., 2001, Marcone, 2000).

[1.3.1.1 Acido oléico.

Su férmula quimica empirica es C1gH340, (acido cis-9-octadecanoico, 18:1 cis-
9y trans-9). En estudios realizados sobre modelos de piel simulados se ha
observado que la presencia de acido oléico favorece la difusion del colesterol, ya
gue la adicibn de &cido oléico disminuye la densidad de la bicapa a altas
temperaturas y el radio de la bicapa lipidica a bajas temperaturas permitiendo el
movimiento del agua a través del sistema de mutilamelas de la piel. EI decremento
de la densidad incrementa la flexibilidad, lo cual es ventajoso respecto a otros
estudios que utilizaban solventes para mejorar esta flexibilidad afectando las
interacciones entre los grupos de las cabezas de los lipidos. Esta disminucion de la
densidad permite la difusion de la ceramidas, las cuales tienen funciones de
receptores de sefalizacion, de &cidos grasos a través de la membrana y del
colesterol, el cual en la pared regula la fluidez de la membrana en concentraciones

pequenias. (Faller et al., 2011).

El 4cido oléico esta presente en la leche humana es una fuente importante de

energia para los infantes, ademas de ser un componente de los tejidos y de las
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membranas, particularmente de la mielina, la cual es formada mayoritariamente en
los primeros dos afios de vida por lo cual es utilizado en formulas infantiles. En la
dieta mediterranea se ha observado una clara reduccion de las enfermedades
cognitivas relacionadas con la edad y se atribuye al alto consumo de aceite de oliva,
en el cual el acido oléico es al que se le atribuye este efecto protector (Sahin et al.,
2006, Park et al., 2006).

En las semillas oleaginosas la sintesis de acidos grasos se lleva a cabo en los
plasmidos, gracias a la accion de un grupo de enzimas conocidas como acido graso
sintetasas (FAS), se alarga el esqueleto de carbonos de dos en dos hasta formar
palmitoil-ACP y estearoil-ACP que después sera desaturado por la estearoil-ACP
desaturasa (SAD) a oleoil-ACP. Estos acil-ACP deben ser hidrolizados por
tioesterasas para salir al citoplasma y ser usados en la sintesis de triacilgliceroles,.
En los cacahuates se ha observado que la cantidad de acido oléico aumenta y la de

linoléico disminuye con la madurez (Pleite et al., 2006, Andersen y Gorbet, 2002).

11.3.1.2 Acido linoléico

El acido linoléico (cis-9, cis-12-octadecanoico 6 18:2), es un acido graso Q6,
tiene dobles enlaces localizados en los carbonos 9 y 12 ambos en configuracién cis
aunque también lo podemos encontrar en configuracion trans (Choi et al., 2009,
Murzin et al., 2003).

Se ha encontrado en productos carnicos y lacteos un grupo de isOmeros
posicionales y geométricos del acido linoléico la diferencia es la posicién del doble
enlace cis-9, trans-11- octadecanoico y trans-10,cis-12- octadecanoico. El acido
linoléico conjugado puede ser sintetizado a partir de aceites como el de soya, girasol
y maiz utilizando luz UV. El acido linoléico conjugado se ha encontrado que afecta la
sensibilidad a la insulina, la inmunomodulacion, previene el cancer de prostata
estomago, colon y de mama (Murzin et al., 2004, Gammill et al., 2010, Murzin et al.,
2003).
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11.3.1.3 Acido linolénico

Existen dos isomeros el a y el y linolénico, el primero es un acido Q3 y el
segundo un acido Q6, ambos son comunes en los aceites vegetales. El acido a-
linolénico (acido 9, 12,15-octadecatrienoico, 18:3 n-3) es abundante en el aceite de
soya, girasol y algodén. Se han demostrado propiedades antimicrobianas, junto con
el acido y-linolénico se le atribuye la reduccion de los niveles de colesterol sérico,
triglicéridos, y de LDL, asi como una disminucién en el riesgo de desarrollar
arterioesclerosis, cancer y enfermedades alergénicas. Es esencial para el
crecimiento normal, desarrollo de la retina y del cerebro, ademés de la promocién a
la salud y la resistencia a enfermedades (Lee et al, 2002, Palaniswamy et al., 2001,
Aguedo et al., 2008).

El acido y-linolénico (4cido cis, 6,9,12-octadecatrienoico, 18:3 n-6) es un acido
graso polinsaturado esencial Q6 que debe ser provisto por el alimento ya que no es
facilmente sintetizado por el cuerpo. Se utiliza para el tratamiento de artritis
reumatoide, neuropatia diabética, hipertension, sindrome premenstrual, dermatitis,
esclerosis mdultiple, migrafia, antiinflamatorio y cancer. Es un intermediario de la
sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, ademas facilita la -
oxidacion en el higado. Cabe mencionar que la efectividad del acido linolénico se ve
afectada por altos niveles de &cido linoléico, también el &cido linoléico en el cuerpo
es primeramente convertido a acido linolénico por la accion de la A6-desaturasa,
para después ser convertido a acido dihomo- y-linolénico y &cido araquiddnico
(Senanayake y Shahidi, 1999, Goffman y Galletti, 2001, Yaniv et al., 1999, Liu et al.,
2004

11.3.1.4 Acido Palmitico.

El 4&cido palmitico (16:0), es un componente importante en la leche materna, por
lo cual se ha utilizado para la preparacion de formulas infantiles, incluso se ha
utilizado aceite de amaranto para enriquecer formulas lacteas. Grandes cantidades

pueden resultar en enfermedades coronarias, pero para los nifios tiene importancia
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nutricional, ya que mejora la absorcion de calcio. El acido palmitico también ha
mostrado tener una alta capacidad antioxidante, durante la maduracién. Por ejemplo
en aceite de oliva, al avanzar el grado de maduracion de la oliva disminuye la
cantidad de &cidos grasos saturados, disminuyendo la cantidad de acido palmitico y
aumentando la de &acido linoléico, también variando la relacion de acidos grasos
monoinsaturados/acidos grasos polinsaturados. Otro pardmetro importante es el
grado o la relacién entre acidos grasos saturados/acidos grasos insaturados. (Pina-
Rodriguez y Akoh, 2009, Henry et al., 2002, Beltran et al., 2004).

11.3.1.5 Acido Estearico.

Se utiliza principalmente en la industria como ingrediente para plasticos, dulces,
suplementos dietarios, cosméticos y crayones, también se utiliza como suavizante
de plasticos. Se han hecho estudios para ver si la presencia de &cido estearico
(18:0) afecta el colesterol total en la sangre y se ha observado que no tiene efecto
sobre estos niveles. En el Cuadro 7 se muestra en general la composicion del aceite

de amaranto. (Wootthikanokkhan y Tunjongnawin, 2002, Yu et al., 1995).

Cuadro 7. Composicion del aceite de amaranto en general (A. hybridus).
(Martirosyan et al, 2007)

Componente Cantidad por cada 100 g de aceite)
Triglicéridos (g) 78

Escualeno (g) 5.9
Fosfolipidos (g) 8

Fitoesteroles (Q9) 2

Tocoferoles totales (mg) 300
Carotenoides (mg) 0.5

Valor energético Kcallk 711/87
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[1.3.1.6 Fitoesteroles.

Los fitoesteroles son de los compuestos mas importantes de la fraccion
insaponificable de los aceites vegetales, su composicion es caracteristica de cada
una de las especies botanicas de donde se obtiene el aceite, asi que su analisis se
utiliza como control de identidad. De los fitoesteroles el B-sitoesterol es el mas
representativo y de mayor distribucion, otros ejemplos de esteroles son campesterol,
estigmasterol, brasicasterol. Los fitoesteroles pueden sufrir transformaciones durante
el proceso de refinamiento, produciendo la formacion de isémeros, de 6xidos y de
productos de deshidratacién, estos productos se analizan para determinar la calidad
del aceite y de sus productos. La estructura molecular de los fitoesteroles esta
relacionada con la estructura del colesterol por lo que se oxidan de manera similar.

(Bortolomeazzni et al., 1999).

En los ultimos afios los fitoesteroles han cobrado importancia ya que se ha
probado que pueden reducir los niveles de colesterol-LDL y del colesterol total en el
suero. Los fitoesteroles pueden reducir la absorcion intestinal del colesterol dietario y
el colesterol biliar, esto es porque los fitoesteroles inhiben por competencia la
absorcion intestinal del colesterol. Los fitoesteroles no son sintetizados por los
animales, pero se pueden obtener de la dieta especialmente de aceites, cereales y
productos de panificacién, se estima que la ingesta recomendada esta en el rango
de 250 a 500 mg/dia. Para obtener una reduccion del colesterol presente en el
suero de un 10-15% la ingesta debe de ser de 2 a 3 g de fitoesteroles por dia, el
grado de absorcién de los fitoesteroles es de menos del 5% de los niveles dietarios,
la mayoria se absorbe en el colon. En el Cuadro 8 se muestran los fitoesteroles
encontrados para A. cruentus. (Conchillo et al., 2005, Pina-Rodriguez y Akoh, 2009,

Jiménez-Escrig et al., 2006 y Bortolomeazzni et al., 2003).
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Cuadro 8. Fitoesteroles encontrados en el aceite amaranto (A.cruentus) (Leon-

Camacho, 2001).

Compuesto Concentracion
24-metilen-colesterol 0.3
Campesterol 1.6
Estigmasterol 0.9
A’-Campesterol 24.8
Clerosterol 42.0
B-sitoesterol 1.3
A>avenasterol 2.0
A’-estigmasterol 15.2
A*>avenasterol 11.9

[1.3.1.7 Tocoferoles y Tocotrienoles.

Los tocoferoles y los tocotrienoles pertenecen a la familia de compuestos de la
vitamina E. La vitamina E natural comprende cuatro diferentes formas a, 8, y y 9, los
cuales difieren en el numero y localizacion de grupos CHj3; asi como en la
biodisponibilidad. Los tocotrienoles tienen un isoprenoide insaturado en la cadena
lateral, estos comprenden otros cuatro compuestos (Figura 5). Todos estos
tocoferoles estan presentes en los materiales bioldgicos, el a-tocoferol y su derivado
acetilado tienen la reputacion de tener una alta actividad bioldgica, asi como de tener
una alta capacidad antioxidante in vivo, protegiendo a las células de los radicales
libres y previniendo la peroxidacion de las grasas del cuerpo. Los tocoferoles son
compuestos activos utilizados en cosméticos, productos para el cabello, productos
para el cuidado de la piel, como agentes humectantes y son adecuados para la
proteccion solar, esto por su capacidad de quelar el singulete de oxigeno producido
por la radiacion solar, esta actividad es potencializada por un efecto sinérgico con la
vitamina C y los carotenoides. Estudios epidemiolégicos han demostrado los
beneficios contra la arterioesclerosis, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos

de cancer, Alzheimer, Parkinson y contra el proceso de envejecimiento, incluso para
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el combate a la gingivitis. Estas moléculas también previenen la propagacion de la
peroxidacion lipidica atrapando los radicales lipidicos (peroxilos), ver Figura 6. Como
se menciond en combinacion con vitamina C y vitamina A (carotenoides) se
potencializa su actividad de atrapar radicales, también se ha observado la
disminucién del progreso de lesiones pre-cancer en células cancerigenas (Andre et
al., 2007, Szwajczak et al., 2009, Lineau et al., 2002, Strohschein et al., 1998,
Schauff et al., 2007).

Ry
HO,

= = e
RI
Ry Tocotrienoles
HO,
R o

Tocoferoles

a CHs CHs
B CHs H
v H CHs
5 H H

Figura 5. Estructura de los tocoferoles y de los tocotrienoles (Sookwong et al., 2007).

Varios isdbmeros de los tocoferoles se utilizan como estabilizadores de aceites
esenciales en materiales encapsulados y bebidas. El a-tocoferol se utiliza
generalmente para la suplementacion de vitamina E en productos alimentarios y
como antioxidante y los otros isdmeros B, y y d se utilizan exclusivamente como
antioxidantes. El d-tocoferol es considerado por su alta capacidad antioxidante en el
aceite a granel, se sabe que puede tener actividad pro-oxidante a muy altas
concentraciones, también es utilizado para la proteccion de sabores. El y-tocoferol
es la mayor forma de tocoferol en muchas plantas pero recibe menos atencién que el
a-tocoferol porque se encuentra en sangre y tejidos en concentraciones mucho

menores que el a-tocoferol. Cabe mencionar que los homologos de tocoferoles se
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oxidan facilmente en la presencia de aire (Leclercq et al., 2007, Krucker, 2004,
Mitarai et al., 2008).

k.
LOO" + TocH — LOOH + Toc"

Figura 6. Mecanismo de atrapamiento de radicales lipidicos por los tocoferoles
(Mitarai et al., 2008).

La vitamina E es sélo sintetizada en plantas, y es un micronutriente esencial y
un fitoquimico. Para su funcion como micronutriente se recomienda consumir de 10-
13.4 Ul y se ha encontrado que un consumo de 100-1000 Ul reduce el riesgo de
enfermedades del corazon y algunos tipos de cancer, mejora la funcién inmune.

(Gémez-Coronado y Barbas, 2003).

Los efectos de los tocotrienoles son el disminuir los niveles de colesterol y
efectos antitrombdéticos, también se ha encontrado actividad anticancerigena y es
atil para la prevencion de desoérdenes angiogénicos, como diabetes, rinopatias,
artritis reumatoide, cancer y para prevenir enfermedades cardiovasculares
(Sookwong et al., 2007).

[1.3.1.8 Escualeno.

El escualeno (CgzoHs0,6,10, 15,19, 23-hexametil-2,6, 10,14,18, 22
tetracosahexeno) es un importante miembro de los polienos isoprenoides, es un
lipido insaponificable y juega un rol dominante en la biosintesis de esteroles y
esteroides en plantas y en animales, Es un intermediario en la sintesis de colesterol
y lo podemos encontrar debajo de la piel y en el tejido adiposo. La estructura del
escualeno se muestra en la Figura 7, tiene seis unidades prenilicas, los seis dobles
enlaces se encuentran aislados unos de otros, a temperatura ambiente es un liquido
ViSCOSO0 transparente con un sabor y aroma suave, es un compuesto no volatil con

un alto punto de ebullicion 284° C. Los dobles enlaces le confieren cierta reactividad
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al escualeno, pero en general es estable a la peroxidacion y otras reacciones, es
razonablemente estable a procesos de freido, rostizado y reventado. (Mantzouridou
et al., 2009, He y Corke, 2003, Tikekar et al., 2008).

CH3

CHa CHs CHa

H1C CHj

Figura 7. Estructura del escualeno (Tikekar et al., 2008, Ko et al., 2002)

La principal fuente de escualeno es el higado de tiburén y de ballena por lo que
el amaranto se recomienda como fuente alterna de escualeno para proteger a estos
animales marinos. Se ha reportado que el grano de amaranto contiene niveles
cercanos al 8%, lo cual es superior a otros aceites vegetales, como el aceite de
oliva, el aceite el germen de trigo y el aceite de salvado de arroz que tienen un
contenido de 0.1-0.7% de escualeno. El escualeno es importante como ingrediente
de cosméticos y como un buen lubricante para instrumentos de precision como
discos de computadora por ser termoestable. De los efectos benéficos a la salud
gue se han reportado esta la reduccion en el riesgo de varios tipos de cancer, en
especial de colon y la reduccién de los niveles de colesterol en el suero en sinéresis
con el consumo de tocotrienoles. El escualeno después de ser ingerido es
transportado y almacenado en el tejido de la piel y juega un papel importante en la
liberacion de estrés oxidativo por ejemplo por exposicion a los rayos del sol. Su

actividad hipocolesterolémica se debe a que inhibe la HMG-CoA reductasa una
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enzima necesaria para la sintesis de colesterol, su actividad anticancerigena se
atribuye a que disminuye la concentraciébn de intermediarios de farnesil fosfato
como resultado de la inhibicion de HMG-CoA. El farnesil fosfato es un compuesto
captable por la oncoproteina Ras-P21 la cual es farnesilable, este proceso de
farnesilacion de proteinas incrementa la actividad carcinogénica, al incrementar el
consumo de escualeno disminuye la concentracion de estas oncoproteinas. Aunado
a esto el escualeno remueve sustancias xenobioticas las cuales son generalmente
liposolubles. El escualeno tiene la capacidad de quelar el singulete de oxigeno que
se genera por exposicion a la luz, explicando por qué lo podemos encontrar debajo
de la piel. Es utilizado en cosméticos como acarreador de compuestos liposolubles,
para que puedan entrar en la piel facilmente. En general su usa para cosmeéticos y
farmacia como solvente, humectante y lubricante (Catchpole et al., 1997, He et al.,
2003, Ko et al., 2002, He et al., 2002, He y Corke, 2003, Tikekar et al., 2008,
Marcone, 2000).

[1.4 Microencapsulacion.

La microencapsulacion es un proceso por el cual un material o una mezcla de
materiales son cubiertos o atrapados con otro material o sistema, proveyendo
proteccion y/o controlando la liberacion del ingrediente atrapado (Figura 8). Se ha
utilizado principalmente en la industria farmacéutica, arte gréfico, industria
agroquimica, cosméticos, adhesivos e industria de recubrimientos. En el
procesamiento de alimentos la microencapsulacién se utiliza para la proteccion de
ingredientes contra el deterioro o pérdidas por volatilizacibn o una prematura
interaccion con otros ingredientes. También tiene la capacidad de convertir un
material liquido en un sélido facilmente manejable, aumenta la vida de anaquel
protegiendo contra la oxidacién y condiciones ambientales, por ejemplo a los
aceites. Dependiendo de los materiales utilizados para encapsular, la liberacion del
material encapsulado puede darse durante el proceso, almacenamiento o consumo.
Existen varios procesos o0 técnicas de microencapsulacion dependiendo del

propdsito entre otros se encuentran separacion de fases, evaporacion de solventes,
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co-cristalizacion, coacervacion, polimerizacion interfacial, secado por aspersion,
nanoencapsulacion, etc. (Rodriguez-Huezo et al., 2004, Shu et al., 2006,
Soottitantawat et al., 2002, Ahn et al., 2008, Senatore et al., 2010).

Material de pared
Activo

Air

Activo +
Material de pared

Figura 8. Material encapsulado en un material de cubierta; cuando el material a
encapsular se encuentra inmerso en el material de pared hablamos de una matriz y

no de una microcépsula verdadera. (Dowding et al, 2004, Biichi, 2002)

La optimizacion de los procesos de microencapsulacion son un factor clave,
meétodos adecuados, factibles y sensitivos deben ser establecidos para la medicién
de rendimiento de microencapsulacion y la eficiencia de microencapsulacion (Chang
et al., 2005).

Los materiales de pared para microencapsulacion los podemos clasificar en a)
gomas: goma arabiga, goma de frijol locus, agar agar), b) lipidos: ceras, grasa de
palma, c) proteinas: gelatina, proteinas de leche, proteinas de soya, d)
polisacéridos: almidén, xantano, pululano, goma guar, alginato y mono, di y
oligosacaridos; almidones hidrolizados, lactosa, asi como celulosa y sus derivados
metilcelulosa carboximetilcelulosa (Dursch et al., 2007).

[1.4.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion es el método mas utilizado de microencapsulacién en
la industria ya que se trata de un proceso continuo y facil de industrializar, se trata
de un método en el cual se presenta la remocion de agua, de acuerdo al concepto
de difusion selectiva, el coeficiente de difusion del material encapsulado decrece
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mucho en comparacion con el coeficiente de difusién del agua. En general la
técnica consiste en preparar la dispersion del liquido que va a ser encapsulado en
una solucion acuosa del polimero que formara la pared, la emulsion es atomizada
en finas gotas en una camara en donde se encuentra un flujo de aire caliente, el
agua de la emulsion de las gotas rapidamente se evapora formando particulas
secas, las cuales son separadas en un ciclon y colectadas en un vaso. En la
Figura 9 se muestra el diagrama general de un secador por aspersion (Shu et al.,
2006, Sootittwntwwat et al., 2003, Senatore et al., 2010).

1. Entrada de aire

2. Calentador

3. Estabilizador de flujo dentro de la camara
de secado

4. Ciclon, el producto es separado del flujo de
aire

5. Aspirador

6. Sensor de Temperatura de entrada

7. Sensor de Temperatura de salida

8. Contenedor de producto terminado

Figura 9. Diagrama de un secador por aspersion. (Bichi, 2002)

Originalmente el proceso de secado por aspersidon se utiliza para la
deshidratacion, especialmente para alimentos sensibles al calor y farmacos, ahora
esta técnica es utilizada como método de atrapamiento de materiales activos en una
matriz, ademas el secado por aspersién es un método rapido, de bajo costo, y en
general amigable con el ambiente. Un problema que puede tener esta técnica es la
limitante en materiales de encapsulacion por lo que se hace énfasis en el desarrollo
de polimeros alternativos de bajo costo y que sean naturales (Senatore et al., 2010,
Dursch et al., 2007).

La manera en la cual el material atomizado contacta con el aire caliente es un
factor importante en el disefio del secado por aspersion, confiriendo propiedades
especiales al producto influyendo el comportamiento de las gotas durante el
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secado, cuando se realiza la atomizacion en la misma direccion al flujo de aire
caliente a través del aparato. Las gotas se ponen en contacto con el aire caliente
cuando tienen mucha humedad. El producto es tratado con mucho cuidado por la
vaporizacion rapida. Cuando el material se atomiza a contra corriente, el flujo de
aire fluye hacia arriba y el producto cae a través del aire caliente a la bandeja de
recoleccion. La humedad relativa es eliminada y el producto se calienta mucho, por
lo que este método es para productos térmicamente estables. En el método
combinado el producto es atomizado hacia arriba y solo permanece en la zona
caliente por un corto tiempo para eliminar la humedad residual, la gravedad empuja
el producto a la zona de enfriamiento, en este método el producto debe ser tratado
con cuidado. Finalmente en el secado en un disco rotatorio, el material se atomiza
en un disco que gira rapidamente convirtiendo a la emulsion en una fina niebla. El
aire de secado fluye en la misma direccion, el producto debe ser tratado con
cuidado justo como en el método de co-corriente. En la Figura 10 se muestran los

diagramas de cada una de estas técnicas (Buchi, 2002).

Co-corriente Combinado

pr— —

——

JfLﬁ
N

Contra corriente Disco rotatorio

—
|

[

Figura 10. Diferentes técnicas de secado por aspersion (Bichi, 2002).
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11.5 Emulsiones

Los lipidos en muchos alimentos se encuentran contenidos en pequefias
gotas de aceite dispersas en una fase acuosa y podemos tenerlas de manera
natural o formarlas, como ejemplos tenemos la leche, la mayonesa, sopas, salsas,
bebidas. Estos lipidos son susceptibles a la oxidacion y formacion de compuestos
toxicos y sabores desagradables. Muchos factores determinan la oxidacion de
estos lipidos como el pH y las propiedades interfaciales de membrana. Uno de los
mecanismos mas comunes de la oxidacion lipidica en emulsiones es la interaccion
entre los hidroxiperéxidos localizados en la superficie de la gota y los metales en la
fase acuosa produciendo radicales peroxil y alcoxil que son altamente reactivos
(Okuda et al., 2005).

Las emulsiones son termodindmicamente inestables, por ser poco favorable
el contacto entre la fase acuosa y la fase lipidica, por lo que tienden a romperse a
lo largo del tiempo. Convencionalmente las emulsiones aceite en agua (O/W) son
creadas homogenizando la parte lipidica en una fase acuosa en la presencia de
uno o mas emulsificantes, ya que estos estabilizan a corto o largo plazo la
estabilidad cinética de las emulsiones en sistemas alimentarios. Los emulsificantes
son ingredientes surfactantes, o con actividad en la superficie que absorben las
interfaces y facilitan la produccién de pequefias gotas reduciendo la tension
superficial durante la homogenizacion. Los emulsificantes también mejoran la
estabilidad de la emulsién de la agregacion de gotas por la generacion de fuerzas
repulsivas entre las gotas y/o por la formacibn de membranas interfaciales
resistentes a la ruptura alrededor de las gotas. Los emulsificantes pueden ser
naturales o sintéticos existiendo una gran variedad como fosfolipidos, proteinas y
polisacaridos, cada uno con diferente capacidad de estabilizar y formar

emulsiones. (Surth et al., 2005).

Las propiedades emulsificantes de las proteinas de suero de leche han sido

estudiadas por muchos afios. La forma en que las proteinas de suero de leche se
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polimerizan en emulsiones estabilizadas por éstas, las interacciones entre las
proteinas de suero de leche, usadas como surfactantes, en la superficie de la gota
de la emulsién, la influencia del pH, CaCl,, sacarosa, tratamiento térmico y la
estabilidad de la emulsion a diferentes concentraciones se han reportado por
diversos autores. Se ha encontrado que las proteinas de suero de leche inhiben la
oxidacion en emulsiones O/W cuando éstas se encuentran tanto en la superficie de
la gota como en la fase acuosa. Los mecanismos antioxidantes de la proteinas de
suero de leche han sido atribuidas a su habilidad de formar cargas cationicas en la
superficie de las gotas de la emulsién las cuales repelen los metales de transicién;
forman capas gruesas viscoeldsticas en la interfase de la emulsion, lo cual
fisicamente minimiza las interacciones entre los metales de transicion y los
hidroxiperéxidos, tienen propiedades de quelar metales prooxidativos e inactivan
radicales libres a través de los grupos sulfihidrilos y otros aminoacidos (Hu et al.,
2003).
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. HIPOTESIS

La microencapsulacién y las emulsiones son técnicas que permitiran proteger
los componentes fisiolégicamente activos y la actividad antioxidante del aceite de
amaranto durante un periodo grande de tiempo, ademas de favorecer su

incorporacion como ingrediente en alimentos funcionales.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo General

Incorporar el aceite de amaranto en microesferas y emulsiones para evaluar

su estabilidad oxidativa y su inclusién en alimentos.

IV.2 Objetivos especificos

e Caracterizar el aceite de amaranto (A. hypochondriacus)

e Determinar la actividad antioxidante in vitro del aceite de amaranto

e Microencapsular el aceite de amaranto por secado por aspersion.

e Caracterizar las microcipsulas obtenidas por la técnica de secado por
aspersion.

e Determinar la estabilidad oxidativa de las microcapsulas.

e Elaborar emulsiones incorporando el aceite de amaranto

e Evaluar la estabilidad oxidativa de las emulsiones
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VI. METODOLOGIA

VI.1 Materiales

El grano de A. hypochondriacus variedad Revancha fue proporcionado por el
INIFAP unidad Querétaro.

VI.2 Métodos

VI.2.1 Extraccion del aceite de amaranto

El grano de amaranto se molié con un molino de café comercial y se pasé por
una malla no. 40. La harina se secé en estufa de vacio a 50 °C por 40 minutos para
eliminar la mayor parte de agua. Posteriormente, la harina se coloc6 en un recipiente
y se adicion6 hexano grado reactivo en proporcién 4:1, se dej6 en maceracion por
una noche, al dia siguiente se retiré el volumen de hexano y se filtré, a esta fraccion
se le denomina micela. Se restituy6 el volumen retirado en el recipiente y se agitoé por
dos horas, posteriormente se filtr6 el hexano y se repiti6 el procedimiento cuatro
veces. Los extractos hexanicos se unieron y se rotaevaporé para obtener el aceite, el
cual se centrifugd a 3000 rpm por 2 min y se depositd en un frasco ambar con
atmosfera de nitrdgeno y se guardd en refrigeracion para su posterior uso (Rocha,
2010).

VI.2.2 Caracterizacion del aceite de amaranto.
V1.2.2.1 Determinacion de acidos grasos libres.
Se colocaron 5g de aceite en 25 mL de alcohol neutralizado y 1 gota de

fenoptaleina. Se realizo la titulacion con NaOH 0.01 N y se calcul6 el porcentaje de

acidos grasos libres expresados como acido oléico (AOCS,1997).
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mL de NaOH * N * 28.2

%AGL =
g de muestra

Donde:
N= Es la normalidad de la solucién de NaOH
VI1.2.2.2 Valor de Peroxidos.

Se mezclaron 5g de aceite con 30 mL de una solucion de cloroformo: acido
acético (2:3) y 0.5 mL de una solucion saturada de KI, se agité por dos minutos se

detuvo la reaccién con 30 mL de H,0 destilada y se agit6.

Finalmente se tituld con tiosulfato de sodio 0.1 N en presencia de almidon con
agitacion constante hasta que el color café desaparecio, el valor de peréxidos se

calculo con la siguiente ecuacién (AOCS, 1997).

_ (M —B)*N %1000

VP
g de muestra

Donde:

M= mL de tiosulfato gastados en la muestra.
B= mL de tiosulfato gastados en el blanco.

VI.2.2.3 indice de Yodo.

Se pesaron 0.1 g de aceite en un matraz de 500 mL, se afadié 15 mL de
solucion de ciclohexano: &cido acético (1:1) y 25 mL de solucion de Wijs
(monocloruro de yodo). La mezcla se guardd bajo condiciones de obscuridad por 1
hora. Después se afiadieron 20 mL de solucion de Kl al 10% y 150 mL de agua

destilada y se agit6 vigorosamente.
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Finalmente se tituldé con tiosulfato de sodio 0.1 N hasta que el color amarillo
casi desaparecio, se afiadieron unas gotas de solucion de almidon y se continué
titulando hasta que el color oscuro desaparecid. Se utilizé la siguiente ecuacion
(AOCS, 1997).

B (B—M) =N x12.69
- gdemuestra

1Y

Donde:

B= mL de tiosulfato gastados en el blanco.
M= mL de tiosulfato gastados en la muestra.

VI.2.2.4 indice de saponificacion.

Se colocaron 5 gramos de muestra y 50 mL de solucién alcohélica de KOH al
4% plv, se coloco en ebullicidbn suave con agitacion y refrigerante de reflujo por 30
minutos. Finalmente se titul6 con HCI 0.5 N en presencia de fenoftaleina (AOCS,
1997).

_(B—M)*N*56.1

IS
g de muesta

Donde:
B= mL de HCI gastados en el blanco
M= mL de HCI gastados en la muestra

N= Normalidad de la solucién de HCI

V1.2.2.5 Materia insaponificable.
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Se coloc6 a peso constante un matraz a 20°C. En otro matraz se colocaron 59
de muestra, se adicionaron 30 mL de etanol al 95% y 3 mL de una solucion de KOH

al 50% (p/v). Se puso a reflujo por 20 minutos.

Posteriormente se dejo enfriar a 30°C y se adicionaron 50 mL de éter etilico, se
mezcld y transfiri6 a un embudo de separacion. Se enjuag6 el matraz con dos
porciones de 50 mL de éter, las cuales fueron adicionadas y mezcladas con el

contenido del embudo.

Posteriormente se lavo el matraz de saponificaciébn con dos porciones de 50
mL de KOH 0.2N, las cuales fueron adicionadas al embudo de separacién; la fase
inferior fue recolectada lavandose con destilada hasta su neutralizacion. La fraccion
etérea en un matraz tarado y se rotaevaporoé. Finalmente se completo el secado en
una estufa a 75°C y se enfri6 en un desecador. Para calcular la materia

insaponificable se utilizé la siguiente formula (AOCS, 1997).

masa del residuo
%MI = * 100
gramos de muesta

VI.2.2.6 Perfil de acidos grasos

La composicién de acidos grasos se determind por cromatografia de gases
capilar con un detector de ionizacion de flama y una columna DB-225 30 m-025 mm
y 0.25 pum de grosor. Se utilizé un cromatografo de gases Varian Cp-3800 CG. La
temperatura se programo6 a temperatura constante de 230°C y la temperatura del
inyector fue de 250°C, el contenido de cada uno de los acidos grasos se verifico por
comparaciéon con el tiempo de retencion de los estandares. Para la determinacion
de los acidos contenidos en la muestra se corrié un estandar de acidos grasos
Supelco 37 Component FAME Mix y para el escualeno se utilizé un estandar de la
marca Sigma. (Ahn et al., 2008).
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VI1.2.2.7 Determinacién de escualeno.

Se determind por cromatografia de gases capilar con un detector de ionizacion
de flama y una columna DB-225 30 m-025 mm y 0.25 um de grosor. Se utilizd un
cromatografo de gases Varian Cp-3800 CG. La temperatura se mantuvo constante
a 230°C y la temperatura del inyector fue de 250°C. (Ahn et al., 2008).

VI.2.2.8 Determinacion de tocoferoles.

La determinacion de tocoferoles se realiz6 mediante HPLC, se utiliz6 un equipo
HPLC de la marca Shimadzu SCL-10 Avp con una columna de fase normal Agilent
ZORABAX SIL 4.6 mm ID x 250 mm (5um) y un detector de fluorescencia Walters
474 Scanning Fluorecence Detector a 290/330 nm, en fase movil Hexano:
isopropanol 99:1 (Psomiadou et al., 2000).

VI.2.3 Microencapsulacion del aceite de amaranto.

Para el proceso de microencapsulacion se utilizaron como materiales de pared
concentrado de proteina de suero de leche (CPS) y caseinato de sodio, mezclados
con maltodextrinas. Las proporciones que se utlizaron para realizar las

microcépsulas se muestran en los Cuadros 9y 10.

Cuadro 9. Proporciones de CPS y maltodextrinas utilizadas en la elaboracion de las

microcapsulas.

20 80%-90% 20%-10%

30 80%-90% 20%-10%
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Cuadro 10. Proporciones de Caseinato de sodio y maltodextrinas utilizado en la

elaboracion de las microcapsulas.

20 25% 75%

Se agregaron el CPS y las maltodextrinas a agua destilada y se homogeniz6
en el Ultra Turrax a 24,000 rpm durante 3 minutos, posteriormente se adiciono el
aceite de amaranto y se homogenizé durante 5 minutos a 24,000 rpm. Para el

caseinato de sodio se realiz6 el mismo procedimiento.

Las suspensiones se hicieron pasar por un secador por aspersion de la marca
LabPlant SD-Basic, con una temperatura de aire entrada de 180°C y una
temperatura de salida de 96°C a un flujo de 4 mL/min con 100% de aspiracion, se
utilizé un 20% de aceite (Drusch et al., 2007, Ahn et al., 2008, Alencar et al., 2009).

VI.2.3.1 Eficiencia de encapsulacion.

El aceite superficial de las microcapsulas se determin6 por el método soxhlet.
Para la determinacion del aceite total se disolvieron las microcapsulas en agua
destilada y después se realizdé una extraccion con hexano utilizando un embudo de
separacion. El solvente fue recolectado en un matraz a peso constante y se llevo a
rotaevaporacion y después a 70°C en una estufa de vacio. El aceite total se calculo
a partir de la diferencia de peso del matraz. (Ahn et al., 2008).

La eficiencia de encapsulacion se determino con la siguiente formula.

aciete total — aceite superficial) * 100
P perficial)

aceite total

VI.2.3.2 Analisis de tamafio de particula.
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El analisis de tamafio de particula se realizé utilizando las micrografias

obtenidas por SEM utilizando el software ImageJ. (Ahn et al., 2008).

VI.2.3.3 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Las microcapsulas se adjuntaron a los pines del SEM utilizando un adhesivo de
dos caras para el examen de la estructura exterior. Posteriormente una parte de las
microcapsulas se fracturd haciendo pasar perpendicularmente una navaja de afeitar
para el examen de la estructura interna. En ambos casos las microcipsulas se
observaron al alto vacio con microscopio de electrones Jeol JMS-35% 20 kV de
energia, a una presion de 9.9 mTorr de presién, utilizando un detector GSE
(Rodriguez-Huezo et al., 1999).

VI.2.3.4 Actividad de agua.

La actividad de agua de las microcapsulas se determiné utilizando un Aqua Lab
3TE. (Rodriguez-Huezo et al., 1999).

VI.2.4 Determinacién de la actividad antioxidante.

VI.2.4.1 DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil).

Se disolvieron las particulas en una mezcla de agua, etanol, hexano y etil
acetato, se utilizé como estandar Trolox. La solucion madre de Trolox (0.6 mM) fue
preparada en agua/metanol (1:2 v/v/), alicuotas desde 10 a 750 pL se adicionaron a
1.5 mL de una solucién de 75mg/mL de DPPH preparada en metanol y completando
a un volumen de 2.25 mL. Se registré la absorbancia a 527 nm 30 min después de

la adicion de cada una de las muestras (Alencar et al., 2009).

VI1.2.4.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
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Se preparo la solucion FRAP de la siguiente manera, se mezclaron 10 mL de
solucion amortiguadora de acetatos 300 mM, 1 mL de TPTZ (2, 4, 6.tripiridil-s-
triazina), 10 mM en HCI 20 mM, y 1 mL de una solucion de FeCl;.H,O, todo a 37°C.
La curva de calibracion se realizé con soluciones de FeSO, en un intervalo de
concentracion de 144-1050 pM/L. Las muestras (150uL) se hicieron reaccionar con
175 uL de la solucién FRAP por 60 min en obscuridad. Las lecturas del producto

coloreado se realizaron a 593 nm (Thaipong et al., 2006 y Benzle y Strain, 1996).

VI.2.5 Determinacion de la estabilidad oxidativa.

VI1.2.5.1 Hexanal en espacio de cabeza.

Para este ensayo se colocaron 0.15 g de microcdpsulas 6 1 mL de emulsién en
un vial especial para cromatografia de gases. Las muestras se incubaron a 45°C y
se monitorearon por 22 dias tomando muestras cada 2 dias. Se utiliz6 un
cromatodgrafo de gases de la marca Shimadzu modelo GC-2014 con las condiciones
siguientes: tiempo de corrida 10 minutos, temperatura del inyector 250°C, la
temperatura del detector 250°C, la temperatura de la columna 65°C, Las muestras

fueron incubadas durante 15 minutos a 55°C (Panya et al., 2012).

VI.2.5.2 Determinacién de valor de peréxidos.

Para la determinacion de peroéxidos las microcapsulas (0.15 g) s se disolvieron
en solucion amortiguadora de acetato de sodio: imidazol, pH 7. 0.3 mL de la
solucion de microcapsulas o de la emulsidon se agregaron a 1.5 mL de una mezcla
isooctano/2-propanol (3:1 v/v), se agitd en un vortex de la marca Fisher, modelo
Genie 2 tres veces por 10 segundos, después las muestras se centrifugaron a 1000
G por 10 min, se tomaron 0.2 mL de la capa superior (isooctano), y se adicionaron
2.8 mL de una mezcla metanol/butanol (2:1 v/v). Se adicioné 30 pL de una solucion

preparada a partir de tiocianato de amonio 3.94 M mezclado con una solucién
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preparada con cantidades iguales de BaCl, 0.132 M y FeSO, 0.144 M. Se dej6

reaccionar por 20 min y se registré la absorbancia a 510 nm (Panya et al., 2012).

VI1.2.6 Elaboracion de las emulsiones de aceite de amaranto

Se prepararon emulsiones al 1% w/w de aceite de amaranto, 0.1% de CPS en
solucion amortiguadora de acetato de sodio:imidazol a pH 7 y pH 3 dependiendo del
tratamiento a realizar. Se suspendid primeramente el CPS en la solucidn
amortiguadora hasta disolverse, posteriormente se adicioné el aceite de amaranto y
se homogeniz6 durante 4 minutos con un homogeneizador (modelo 133/1281-0,
Biospec Products Inc., Bartlesville, OK), para después ser llevado al microfludizador
(Microfluidics, Newton, MA) haciéndose cinco pases de recirculaciéon a 50 PSI de
presion. Una vez formada la emulsién se separd en dos secciones, una para
utilizarse sin lavado y la otra para lavar. La emulsion a lavar se centrifug6 por 1 hora
a 17000 rpm (38518 G) a 4°C en una ultracentrifuga WX-Ultra 80 de la marca
Thermo scientific. Una vez terminado este procedimiento se retir6 la parte acuosa y
se resuspendio la fase cremosa en solucion amortiguadora, este paso se repitié por
3 veces, al final la concentracion de aceite de amaranto al 1% original. Tanto la
emulsion sin lavar como la emulsion lavada se colocaron en viales y se

almacenaron a 45°C.

VI.2.7. Cinéticas de oxidacion.

Para determinar las cinéticas de oxidacién se compararon los valores de
hexanal en espacio de cabeza y la formacion de peroxidos contra la concentracion
de tocoferoles en el aceite a lo largo del tiempo de acuerdo a la metodologia
descrita en el punto VI.2.5.1 para hexanal en espacio de cabeza y VI.2.5.2 para
valor de peréxidos. Para la determinacion de tocoferoles se utiliz6 un HPLC de la
marca Shimadzu SCL-10 Avp acoplado a una columna de fase normal Agilent
ZORABAX SIL 4.6 mm ID x 250 mm (5um) y un detector de fluorescencia Walters

474 Scanning Fluorecence Detector a 290/330 nm, como fase movil se usoé
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Hexano:isopropanol 99:1. Se comparo contra estandares de q, B3, y, 0 tocoferol de la

marca sigma.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Extraccion del aceite de amaranto

Para la obtencion de la muestra se utilizé un molino de café para evitar altas

temperaturas en la molienda, ademas se realiz6 un tamizado con malla del niamero

40 para obtener un tamafio menor y homogéneo de particula. Lyon y Becker (1987)

probaron diferentes medidas de malla para mejorar el rendimiento de extraccion de

aceite de amaranto, demostrando que utilizando el grano entero o después de la

molienda no se logré una extraccion eficiente. El uso de una malla 40 mejoré el

rendimiento de extraccion de 0.22% a 6.81%. En el cuadro 11 se muestran

diferentes rendimientos de aceite de amaranto obtenidos por otros autores,

utilizando diferentes métodos de extraccion.

Cuadro 11. Rendimientos para aceite de amaranto reportados en la literatura.

*Ec ecuador, *It Italia, *FSC Fluidos supercriticos, *200 y 400 atm.

Variedad Rendimientc Método de Autor
extraccion
A.caudatus (Ec*) 3.74% FSC 200 Bruni et al. 2001
A.caudatus (Ec*) 8.25% FSC 400 Bruni et al. 2001
A.caudatus (Ec?*) 8.77% Hexano Bruni et al. 2001
A.caudatus (Ec?*) 8.15% Metanol Bruni et al. 2001
A.caudatus (It*) 4.17% FSC 200" Bruni et al. 2001
A.caudatus (It*) 9.92% FSC 400" Bruni et al. 2001
A.caudatus (It*) 9.22% Hexano Bruni et al. 2001
A.caudatus (It*) 6.09% Metanol Bruni et al. 2001
A.cruentus 8.5% Hexano Gamel et al. 2007
A.cruentus 6.35% Hexano Becker 1987
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El rendimiento obtenido de la extraccion del aceite de amaranto en este trabajo
fue de 4.54 %. Algunos rendimientos reportados en el Cuadro 11son mayores a los
obtenidos en este trabajo, probablemente debido a diferencias en la especie de
amaranto, técnicas de extraccion y tamafio de particula de la molienda. Los
esferosomas son las partes de las semillas donde se encuentra embebido el aceite
en pequefias gotas rodeadas de fosfolipidos y oleosina. El almidén se encuentra en
estructuras diferente llamadas amiloplastos. Una manera de mejorar el rendimiento
es seleccionar esta parte de la molienda descartando una parte importante del
almidén que en combinaciéon con un tamafo de particula menor hace que la

extraccion sea mas eficiente (Rocha 2010, C.K. Lyon and R. Becker, 1987).

VII.2 Caracterizacion del aceite de amaranto.

VII.2.1 Pardmetros de calidad

El Cuadro 12 presenta los valores de las determinaciones utilizadas para su

caracterizacion.

Cuadro 12. Parametros de calidad.

MUESTRA Valor Desviacion estandar
Acidos grasos libres 12.5% 0.0017
Valor de peréxidos 2.01555 0.0437
indice de yodo 114.34 1.9374
indice de saponificacion 164.22 0.1979
Materia insaponificable 8.935 0.3464
Densidad 0.8476 g/mL 0.00212

Para la caracterizacion del aceite de amaranto, se utilizaron los principales
parametros para determinar la calidad del aceite. Para los acidos grasos libres se
obtuvo un valor superior al esperado ya que la norma mexicana marca que para
aceites vegetales comestibles el valor maximo de acidez debe ser 0.05% (NMX
F223-1985). Este alto grado de acidez se pudo haber suscitado por dos factores: el

primero es que no se le dio un tratamiento térmico a las semillas previo a la
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extraccion del aceite por lo que no hubo inactivacion de las enzimas lipasas
responsables de la degradacion de los triglicéridos liberando acidos grasos libres, el
otro factor de influencia fue el contenido de humedad de la semilla, en un primer
momento se extrajo el aceite sin un secado de la harina, por lo que el alto

porcentaje de humedad pudo favorecer la hidroélisis de los triglicéridos.

La determinacion de valor de peréxidos nos indica el grado de oxidaciéon del
aceite. El valor de peréxidos obtenido se encuentra dentro del rango permitido que
es de un valor de 2.0. El indice de yodo nos indica el grado de instauracion de una
grasa 0 un aceite. Los valores permitidos por la norma NMX-f-152-scfi-2005 se
encuentran entre 107-135 quedando el valor obtenido dentro del rango. Este valor
es constante para cada grasa 0 aceite, por lo que un aceite o grasa menos
insaturada tiene indices de yodo bajos y es soélido a temperatura ambiente e
inversamente los mas insaturados tienen indices de yodo mas altos y son liquidos,
como ejemplos tenemos la mantequilla cuyos valores estan entre 30-70 y el aceite
de linaza que esté entre 125-200 (AOAC, 2001, NMX-F-152-SCFI-2005).

El valor de indice de saponificacién debe de estar entre 187-195 y sirve para la
deteccidon de acidos grasos, el valor para aceite de amaranto 164.22 se encuentra
por debajo del que indica la norma NMX-F-152-SCFI-2005 para aceite de maiz en la
literatura se ha reportado que el aceite de amaranto y el aceite de maiz tienen una
composicion similar en acidos grasos, por lo que se decidié6 comparar contra este
aceite aunque dado que el indice de saponificacién es especifico para cada aceite,
los valores obtenidos son diferentes a los reportados por esta norma. (Jahaniaval et
al., 2000).

VII.2.2 Perfil de acidos grasos
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El perfil de acidos grasos para el aceite de amaranto se realizé por duplicado.
El cromatograma se muestra en la Figura 11 y los porcentajes de cada uno de los

acidos grasos en el aceite de amaranto se muestran en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Porcentajes de cada uno de los &cidos grasos identificados en el aceite

de amaranto.

Acido Graso Porcentaje (%)
Ac. Palmitico 17.57

Ac. Esteérico 3.54

Ac. Oléico 31.16

Ac. Linoléico 45.05

Ac. Araquidico 1.07

Ac. Linolénico 1.58

El perfil obtenido coincide con lo esperado y reportado por otros autores. Los
perfiles de acidos grasos reportados en la literatura se muestran en el Cuadro 14.
Se puede observar que para A. caudatus y A.cruentus los acidos grasos
mayoritarios son el &cido oléico y acido linoléico, mostrando una mayor

concentracion para el acido oléico (Gamel et al., 2006).

Cuadro 14. Perfil de acidos grasos de varias especies de amaranto

Amaranto C16:0 Cc18:0 ci18:1 Cc18:2 C18:3 C20:0 Autor

A.caudatus 20.5 2.2 25.5 49.8 0.6 0.5 Gamel et al, 2006
A.cruentus 194 4.5 32.9 40.0 0.5 1.0 Gamel et al, 2006
A.cruentus 13.4 2.74 20.4 62.1 1.06 0.66 R. Becker 1987
A.caudatus 17.94 3.52 23.85 4589 - 0.61 Bruni et al, 2001
A.hypochondriacus 23.8 3.11 23.0 47.9 0.88 0.56 Jahaniaval et al., 2000
A.hypochondriacus’ 17.57 3.54 31.16 45.05 1.58 1.07 Este trabajo

Lyon y Becker 1987 reportaron la misma tendencia en la concentracion de
acidos grasos que las obtenidas en este trabajo. Para A. caudatus se observa que
hay una pequefia diferencia en los valores reportados por Gamel et al., 2006 y Bruni
et al., 2001, probablemente debido a que, como ya se habia mencionado, el perfil
de acidos grasos varia de acuerdo a factores ambientales, lugar geografico, especie
e incluso cultivar. Respecto a la muestra en estudio podemos observar gran

concordancia entre los datos reportados teniendo una diferencia importante en
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acido linolénico en donde se reporta una menor cantidad a la que observamos en

nuestra muestra (Bruni et al., 2001).
VI1.2.3 Determinacion de escualeno
La Figura 12 presenta el cromatograma donde se puede observar la sefal del

estandar de escualeno con un tiempo de retencidon de 24 minutos. El porcentaje

obtenido de este compuesto fue de 1.43%.
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Figura 12. Estandar de escualeno por cromatografia de gases.

Las concentraciones de escualeno reportadas en la literatura se encuentran

alrededor de 7-8%, pero este valor también depende de la especie de amaranto.
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En el Cuadro 15 se muestran las concentraciones de escualeno para diferentes

especies de amaranto.

Cuadro 15. Concentraciones de escualeno reportadas en la literatura. *variedades

genéticas de A.hypochondricus y A.cruentus.

Especie Concentracio  Autor
A.hypochondriacus 3.6% He et al, 2002
A.tricolor 6.1% He et al, 2002

A. hypochondriacus 6.2% He and Corke, 2003
A.cruentus 6.1% He et al. 2003
A.hypochondricus HYNO;  3.62% He et al. 2002
A.cruentus Cr024’ 4.70% He et al. 2002

VIl.2.4 Determinacion de tocoferoles

La determinacién de tocoferoles se realiz6 en HPLC con una columna fase
normal. En la Figura 13 se muestra el cromatograma completo del aceite de
amaranto y se demarca el pico para tocoferoles y en la misma figura se observa el
estandar de a-tocoferol junto con la muestra donde se puede ver la concordancia de

los picos.
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Figura 13. (a) Cromotograma completo de la muestra de aceite, (b) en azul se
muestra el cromatograma de la muestra de aceite de amaranto y en negro el

estandar.

Para la cuantificacion de a-tocoferol se realiz6 una curva con el estandar y
después se calcul6 la concentracién de acuerdo al &rea bajo la curva de cada una
de las concentraciones del estandar. La concentracion de a-tocoferol para el aceite

de amaranto es de 227 ppm.

El compuesto con mayor actividad dentro del aceite de amaranto es la vitamina
E, compuesta de varios homoélogos dentro de las que encontramos a-tocoferol, B-
tocoferol, d-tocoferol y y-tocoferol. Para efectos de éste trabajo solo se identifico a-
tocoferol el cual es el que tiene mayor actividad en el ser humano. En el Cuadro 16
se muestran las concentraciones de a-tocoferol reportadas para aceite de amaranto
(Le6bn-Camacho, 2001).
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Cuadro 16. Concentraciones de a-tocoferol reportadas para diferentes especies de

amaranto. A) A.caudatus de Ecuador b) A.caudatus de ltalia.

Especie Concentracion Autor

A. cruentus. L 248 ppm Ledn-Camacho, 2001
A. caudatus® 192 ppm Bruni et al, 2001

A. caudatus® 168 ppm Bruni et al, 2001

Como se puede observar en el Cuadro 16 las concentraciones para a-tocoferol
reportadas coinciden con las encontradas para la muestra bajo estudio en el
presente trabajo. El a-tocoferol desempefia un papel importante en la prevencion de

enfermedades en la piel asi como efectos antitumorales (Klaus et al., 2007).

VII.3 Microencapsulacion del aceite de amaranto.

Se realizaron los tratamientos para microencapsular segun lo establecido en el
disefio del Cuadro 9 y Cuadro 10. Durante el secado las muestras realizadas con
CPS no mostraron dificultad para ser dispersadas ni para pasar a través del secador
por aspersion. Mientras que la muestra con caseinato de sodio mostré buena
dispersabilidad pero al pasar por el sacador se formo una capa que obstruyo la
aguja del aspersor lo cual imposibilitd el flujo y por tanto se decidié eliminar este

tratamiento.

Figura 14. Secador por aspersion utilizado para la obtencion de las microcapsulas.
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En la Figura 14 se muestra el secador por aspersion y en la Figura 15 se
muestra la apariencia de la suspension después de ser homogenizada. En la Figura

16 se muestran las capsulas de cada uno de los tratamientos.

Figura 15. Suspension caseinato Figura 16. Microcapsulas de cada
de sodio. uno de los tratamientos (1) 20:30, (2)
30:70, (3) 20:80, (4) 30:80

Las microcapsulas obtenidas mostraron similitud entre si, todas ellas mostraron
un color blanco y una apariencia granulosa, demostraron gran solubilidad en agua.
La emulsion para caseinato de sodio mostré buena dispersion pero al entrar en el
secado formo una capa fina de proteina que impedia el paso hacia el aspersor. La
caseina tiene la propiedad de formar peliculas. Aunque se utiliz6 una proporcién de
proteina menor que en los tratamientos con CPS, es probable que el porcentaje
utilizado de caseinato de sodio, aunado a la presion y temperatura hayan promovido
la formacion de la pelicula. (Elzoghby et al., 2011).

VII.3.1 Caracterizacion de las microcapsulas.
VII.3.1.1 Eficiencia de encapsulacion.

Los resultados de eficiencia de encapsulacion se muestran en el Cuadro 17 para

cada uno de los tratamientos.
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Cuadro 17. Eficiencias de encapsulacion para cada uno de los tratamientos.

Tratamiento % Eficiencia de % Rendimiento de
encapsulacion encapsulacion
30% de solidos - 70% CP: 82.33% 45.62%
30% de solidos - 80% CP: 55.65% 52.60%
20% de solidos — 80% CP: 44.25% 60.82%
20% de solidos — 70% CP: 12.45% 65.15%

La proporcion de maltodextrinas respecto a CPS es la misma entre el
tratamiento 30% de so6lidos con 80% CPS y 20% maltodextrinas y el tratamiento
20% de sdlidos con 80% de CPS y 20% de maltodextrinas teniendo una relacion
4:1, asi como la proporcion de maltodextrinas respecto a CPS es la misma entre el
tratamiento 30% de soélidos con 70% CPS y 30% maltodextrinas y el tratamiento
20% de solidos con 70% de CPS y 30% de maltodextrinas teniendo una relacion

aproximada de 2:1.

Bajo este contexto podemos observar que cuando se aumenta la cantidad de
sélidos y la cantidad de CPS la eficiencia de encapsulacion aumenta aunque las
proporciones que se utilicen en la emulsion sean las mismas. Este efecto es
marcado en los tratamientos correspondientes a 30:70 y 20:70 en donde la
proporcion es la misma pero con menor cantidad de sdlidos al final se obtuvo una
mayor eficiencia el tratamiento con mayor cantidad de sélidos, lo cual es coherente
tomando en cuenta que entre mayor es la cantidad de so6lidos mayor es la cantidad

de CPS para retener el aceite.

VII.3.1.2 Analisis de tamafio de particula.

Para el analisis de tamafio de particula se utilizo el software ImageJ y los
resultados se muestran en la Figura 17 asi como en el Cuadro 18. Podemos
observar una distribucion regular en donde la moda y la media coinciden de buena

manera, lo cual se observa en la grafica de caja y brazos para cada uno de los
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histogramas, a excepcion del tratamiento 20:70, asi como una distribucion regular.

Ademas en el Cuadro 18 se muestran los rangos de tamafo de las microcipsulas y

el tamafio promedio para cada uno de los tratamientos.

Cuadro 18. Analisis de particula de cada uno de los tratamientos * Valores en ym

Promedio*

Rango* 3.33-18.00

D. Estandar 3.97
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Figura 17. Histogramas para cada uno de los tratamientos con la distribucién del
tamafio de particula, 30:80 (30% sélidos 80% de CPS), 20:80 (20% de sdlidos 80%
de proteina), 30:70 (30% soélidos, 70% de proteina), 20:70 (20% sélidos 70%

proteina).

En los valores de tamafio de particula se observa que el porcentaje de CPS

dentro del porcentaje del total de sélidos es el determinante para obtener un menor

0 mayor tamafio de particula como se observa en el Cuadro 18. Se observa que

66



entre una mayor proporcion de CPS se obtienen tamafios de microcéapsulas
menores, para el porcentaje de solidos se observa que a mayor cantidad de solidos
para el mismo porcentaje de CPS el tamafio de particula aumenta. Relacionando
estos resultados con los obtenidos en la eficiencia de encapsulacion se podria
proponer que a porcentajes altos en el contenido de solidos totales se obtiene mejor
eficiencia de encapsulacion y tamafios mas grandes de microcpsulas, habiendo
mas concentracion de solidos existe mayor oportunidad de retener el aceite en el

interior de la microcapsula.

VII.3.1.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM).

Para cada tratamiento se realizaron observaciones de la morfologia interna y
externa de las microcapsulas, (Figura 18), para lo cual éstas fueron fracturadas en
un mortero de &gata. En las micrografias presentadas se puede apreciar la
estructura externa de las microcapsulas y la distribucion del aceite embebido en la
matriz (Figura 19). Se observaron particulas bien definidas que presentaron forma

esférica.
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e
AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10um IAccV Spot Magn Det WD Exp 1 10ym
200kV 40 2500x GSES9S9 0 0.9 Torr 20.0kV 40 2500x GSE 107 0 0.9 Torr

(1) )

>

AccV Spot Magn Det WD Exp F——— 10mm AccV Spot Magn Det WD Exp A 10 pm
200kV 4.0 2000x GSE99 0 0.9 Torr 200kV 4.0 2500x GSE 106 0 0.9 Torr

3) (4)
Figura 18. Microcapsulas obtenidas para cada uno de los tratamientos, (1)
tratamiento 20:80, (2) 30:80, (3) 30:70, (4) 20:70.
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AccV SpotMagn Det WD Exp bH——m
200kV 40 3500x GSE 106 0 0.9 Torr

Figura 19. Microcapsulas fracturadas; se puede observar la constitucién de la matriz

asi como las gotas de aceite al interior de la macroparticula.

En la microscopia para el tratamiento 20:70 se observa que existe una cantidad
grande de particulas pequefas respecto a los demas tratamientos ademas de que
las estructuras muestran particulas colapsadas lo cual indica una formacion rapida
en el secador. Para el tratamiento 30:80 se observan tamafios de particula mas
grandes y pocas particulas pequefas, para el tratamiento 30:70 se observan dos
grupos muy homogéneos y para 20:80 tamafios de particulas grandes con
particulas pequefias ponchadas. La parte que nos brinda mas informacién aqui es
al fracturar las particulas, se observa la formacién de una matriz en donde el centro
es aire y el aceite se encuentra embebido en la capa que rodea el centro de aire
como se explicé en la introduccion no se trata de una encapsulacion verdadera, ya
gue de ser asi el aceite deberia encontrarse en el centro de la microcdpsula y no en

la pared.

VI1.3.1.4 Actividad de agua.
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La actividad de agua se determiné para cada uno de los tratamientos, asi como
el porcentaje de humedad los cuales se muestran en el Cuadro 19. Se observa que
las actividades y porcentajes de humedad tienen valores muy bajos para las

microcapsulas en todos los tratamientos.

Cuadro 19. *Actividades de agua determinadas a 20°C y porcentajes de humedad

para cada uno de los tratamientos

20:80 0.094 2.92
30:80 0.091 0.125
20:70 0.153 1.11
30:70 0.093 2.54

La Aw que presentaron las capsulas fue similar entre tratamientos, los valores
obtenidos fueron bajos por lo que se infiere las capsulas tienden a ser higroscépicas
lo cual se pudo obsrevar por SEM (Figura 20). El tratamiento con mayor Aw fue
20:70 que también obtuvo los valores mas bajos de eficiencia de encapsulacion.
Los valores obtenidos son similares a los obtenidos para microcapsulas de goma
arabiga en la microencapsulacién de jugo de betabel (Beristain et al., 2010).
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Figura 20. Microcapsulas expuestas a una atmosfera de alta humedad.

VI1.3.1.5 DSC (Differential Scanning Calorimetry)

El estudio de DSC se realiz6 para cada tratamiento (Figura 21 y 22) y para los
materiales de pared y el aceite (Figura 23). También se realizaron estudios de DSC
para los materiales de pared hidratados con el fin de observar procesos de
descomposicion y resistencia a temperaturas de 30°C a 250°C en ausencia de

agua.
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€30-80, 3.0500 mg
Integral -36.24 m]
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mw normalized -19.49 Jg™-1 o
N\ Onset 147.76 °C
Onset 145.07 °C
Peak 15168 °C
Peak 6.49°C Endset 165.65 °C
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CC3, 2.1100 mg
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0 2 4 6 8 10 2 14 16 18 20 2 2% % 28 min

Lab: METTLER

STAR® SW 9.20

Figura 21. DSC para las muestras 30:80 linea negra y 20:80 linea roja.
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! Endset 143,61 °C
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normalized -33.42 Jg/-1
Onset 163.10 °C
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Figura 22. DSC para las muestras 20:70 linea negra y 30:70 linea roja.
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Figura 23.DSC del aceite sin microencapsular linea azul, Maltodextrinas linea negra
y CPS linea roja.

Los valores para las entalpias AH de cambio de fase asi como las
temperaturas de cambio de fase se obtuvieron del grafico utilizando el area bajo la
curva y el pico de cada una de las curvas, estos valores se muestran en el Cuadro
20.

Cuadro 20. Valores obtenidos por DSC para AH y temperatura de degradacion.

Material Temperatura (C°) c (J/g)
30:80 145.07 -19.49
20:80 147.76 -17.18
30:70 129.17 -13.82
20:70 163.10 -33.42
Maltodextrinas 154.36 -33.72
CPS 118.89 -38.90
Aceite 163.61 -4.53

73



El tratamiento que se seleccion6 es el que se descompone con menor energia
ademas de mostrar menor resistencia a la temperatura en ausencia de agua por lo
gue es mas facil de desintegrar que los demas tratamientos. También se observa
gue a mayor tamafio de particula se requiere un menor que para particulas de
menor tamafio. A menor AH menor aporte caldrico.

También se analizé cada uno de los materiales individualmente para observar
la probable orden y temperaturas de desintegracion de cada componente de la
macroparticula. Se observé que todos los materiales cambian de estado en el
mismo rango de temperatura lo que nos indica que la microcipsula pierde su

integridad a la misma temperatura que todos sus componentes.

VII.4 Actividad antioxidante.

VIl.4.1 Ensayo DPPH del aceite de amaranto.

Para el aceite se realiz6 la determinacion de la ICso utilizando un rango de
concentraciones de 4.2 mg/mL — 635 mg/mL. Se obtuvo la grafica de % de
inhibiciébn vs Log concentracién para después determinar el valor de ICso (Figura

24). La ICso que se determiné fue de 158 mg/mL.

1001
80+
60+

40

% Inhibicidon

20+

([ ]
0 T T
0 1 2 3

Log (mg/mL)

Figura 24. Grafica para el log de la concentracion de aceite contra el porcentaje de

inhibicion del radical DPPH.
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En el Cuadro 21 se muestran los valores de ICs para el ensayo de DPPH de

diversas muestras.

Cuadro 21. ICs de diversos compuestos determinada por la técnica de DPPH.

Muestra ICs50 (Mg/mL) Autor

a-tocoferol 0.02419 Othani and Siramon, 200’
Carvacrol 0.65 Othani and Siramon, 200
Timol 0.70 Othani and Siramon, 200
BHT 0.0866 Sharma and Bhat, 2009
BHA 0.3066 Harput et al, 2011

Acido Ascorbico 0.1110 Ricci et al, 2005
Quercetina 0.6588 Harput et al, 2010
Sesamol 0.02323 Mishra et al, 2012

El valor de IC50 del aceite de amaranto es mayor en comparacion con los
compuestos presentados en el Cuadro 22. Es decir que su actividad antiradical es
menor, ya que para observar el 50% de la inhibicion se requiere de una mayor
concentracion de muestra. Cabe resaltar que la actividad antiradical varia con el
solvente utilizado del medio de reaccion para la técnica de DPPH. Para el aceite de
amaranto donde la actividad antioxidante est4 determinada por los tocoferoles,
presenta una mayor actividad en hexano que en otros solventes como metanol, que
es el solvente utilizado para los componentes del Cuadro 22 (Dawidowicz et al,
2012)

VII.4.2 Ensayo FRAP del aceite de amaranto.
Utilizando la concentracién de la ICsy determinada para el ensayo de DPPH se
realizd el ensayo de FRAP. Se determinaron la cinética y el valor de FRAP en

micromoles de FeSO,. La cinética obtenida para el aceite se muestra en la Figura
25. El valor obtenido para el aceite de amaranto fue de 2853.20 pM de FeSO,
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(2.8532 umol) a los 60 minutos equivalente a 18058.22 puM de FeSO,/ g de muestra
0 18.05 umol/g de muestra.

0.6

0.5 —
(7]
203 /

0.2 =@ aceite de amaranto

0.1 ;

0 /
0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 25. Cinética del aceite de amaranto para el ensayo de FRAP.

En el Cuadro 22 valores de FRAP para diferentes compuestos.

Cuadro 22. Valores de FRAP para diferentes compuestos, a) umol equiv of Fe
(IH/L, b) mmol/L.

Muestra Valor de FRAP Autor

Quercetina 1926 +43° Pulido et al, 2000

Acido Tanico 1625 + 362 Pulido et al, 2000

Acido Caféico 1430+ 622 Pulido et al, 2000

Resveratrol 343:10° Pulido et al, 2000

Catequina 642 +29°% Pulido et al, 2000

Acido ascoérbico 647 +532 Pulido et al, 2000

BHT 0.07:0.02° Luximon-Ramma et al,
2002

BHA 5.8:0.24° Luximon-Ramma et al,
2002
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Para este ensayo se deben de considerar el solvente utilizado, asi como el
tiempo en el que se toma el valor de FRAP para hacer una comparacion valida con
los resultados de otros autores. Para los ejemplos reportados por Pulido et al.,
(2000) el tiempo al que se realizé la medicién fue a los 4 minutos mientras que para

nuestra muestra se observé que la cinética se mantenia estable hasta los 60 min.

Para una muestra de aceite de maiz comercial refinado adicionado con BHT
0.001% se obtuvo un valor de FRAP de 1577.22 uM de FeSO,4 para el mismo
sistema que el utilizado para aceite de amaranto en donde podemos observar que
el aceite de amaranto tiene un valor FRAP mayor lo que se traduce en mayor poder

reductor de fierro. Es decir un mayor poder reductor.

VII.5 Determinacion de la estabilidad oxidativa.

VII.5.1 Hexanal en espacio de cabeza de las microcdpsulas y aceite de amaranto.

El estudio de hexanal en espacio de cabeza se llevé a cabo para las

microcapsulas y emulsiones asi como para el aceite de amaranto de los resultados

obtenidos se hicieron las siguientes graficas mostradas en las Figuras 26 y 27.
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dias

Figura 26. Grafica de valores de hexanal para las diferentes emulsiones y para las

microcapsulas de aceite de amaranto.
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Figura 27. Gréafica de hexanal para el aceite de amaranto.

En el caso de las microcapsulas como se observa en la Figura 25, la reaccién
de oxidacién comienza desde el primer momento en que se empieza el experimento
por lo que a la par que aumentaba el valor de hidroxiperdxidos lo hizo el valor de
hexanal.

78



En el caso del aceite de amaranto, Figura 26 se muestra que el hexanal como
producto final de la oxidacion tiene su valor maximo en el dia 38, superando por
mucho las expectativas en cuanto al tiempo que se requiere para la oxidacion de un
aceite comparando con valores para aceite de maiz, similar en composicion, por
ejemplo tenemos que para “sripped oil” de maiz a 60°C que es la temperatura de
éste estudio la oxidacion se da en 2 dias, con adicion de &-tocoferol 250 ppm la
oxidacion se da en 5 dias. Para las emulsiones se utilizé una temperatura de 55°C y

para las microcdpsulas de 45°C (Huang et al, 1995).
VII.5.2 Hexanal en espacio de cabeza de las emulsiones

Para las emulsiones observamos que la aparicion de hexanal se da después
de que el valor de hidroxiperéxidos aumenta a su punto maximo, esto se debe a que
la reaccion de oxidacién como se muestra en la Figura 28, muestra la aparicion
primeramente de los hidroxiperéxidos y finalmente la de productos finales como
aldehidos y cetonas entre estos productos finales uno de los de mayor importancia

es el hexanal.

LH (fatty acid acyl chain)

Initiation
H- 0, (antioxidant)
AH A-

L- LOO - LJ— LOOH

Propagation A i

LOOH LH :
(hydroperoxide) \ /
. " I’
= S | 14
"Secondary products"
(aldehydes, ketones, alcohols, small acids, alkanes)

Figura 28. Reaccion de oxidacion lipidica

Este comportamiento fue el mismo para cada una de las emulsiones para los

diferentes valores de pH a los que se determinaron las reacciones de oxidacion.
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VII.5.3 Cinéticas de oxidacién para las microcapsulas y aceite de amaranto.

Para la determinacion de peroxidos se obtuvo la grafica mostrada en la Figura
33 para las microcapsulas en las cuales se muestra el avance de la oxidacion
respecto a la caida en la concentracion de cada uno de los tocoferoles presentes en
el aceite y para el aceite se muestra el avance en el valor de peroxidos, Figura 34.

En el caso de las microcapsulas se piensa que el aceite migro a la superficie
de la microcépsula, al tratarse de un sistema con una gran area superficial en
contacto con el aire aunado a esta migracién se obtuvo una pobre proteccién contra
la oxidacion, esta hipdtesis se puede sustentar al observar las micrografias
previamente obtenidas en donde se observa que varias de las microcapsulas
presentan paredes muy delgadas, al estar embebido el aceite en la matriz de
encapsulacion y siendo ésta tan delgada la migracion pudo haberse suscitado. Se
propone una mayor concentracion de proteina o buscar un mejor agente

entrecruzante, diferente a las maltodextrinas.

Para el aceite de amaranto la oxidacion se presentd a los 42 dias como se
menciond anteriormente la estabilidad del aceite es muy superior a la que se
esperaba, comparando con otros aceites como se muestra en el Cuadro 23, donde

se observa que el aceite es altamente estable.

Para las cinéticas tanto del aceite como de las emulsiones y las microcapsulas
se observd el mismo comportamiento en la disminucion en la concentracién de
tocoferoles; la primera forma en desaparecer es el a-tocoferol, siendo el primero en

oxidarse, después B-tocoferol y finalmente d-tocoferol.

VII.5.4 Cinéticas de oxidacion para las emulsiones.

Para la determinacion de perdxidos en las emulsiones se obtuvieron las

siguientes gréficas, Figura 29 para las emulsiones a pH 7 sin lavar, Figura 30 para
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las emulsiones a pH 7 lavadas, la Figura 31 para las emulsiones a pH 3 sin lavar,

Figura 32 para emulsiones a pH 3 lavadas.

pH 7 sin lavar
18 0.7
16 L
$10 W]\ - 04 4
S 8 | 03 g
2 2T\ 38
\V \ - 02
2 H - O ik
0 n—o— - nBonlo o
0 5 10 15 o delt
dias —)(—P\e/ a

Figura 29. Emulsion a pH7 sin lavar, valor de peréxidos eje derecho y valor de la

concentracion de cada uno de los tocoferoles eje izquierdo.
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Figura 30. Emulsién a pH7 lavada, valor de peréxidos eje derecho y valor de la

concentracion de cada uno de los tocoferoles eje izquierdo.
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pH 3 sin lavar
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Figura 31. Emulsién a pH3 sin lavar, valor de peroxidos eje derecho y valor de la

concentracion de cada uno de los tocoferoles eje izquierdo.
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Figura 32. Emulsién a pH3 lavada, valor de peréxidos eje derecho y valor de la

concentracion de cada uno de los tocoferoles eje izquierdo.
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Microcapsulas
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Figura 33. Microcapsulas, valor de peroxidos eje derecho y valor de la

concentracion de cada uno de los tocoferoles eje izquierdo.
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Figura 34. Valor de hidroxiperéxidos a través del tiempo.

Para las cinéticas de oxidacion obtenidas se observé que para las emulsiones
a pH7 sin lavar, donde la superficie de las particulas en la emulsion presentan carga
negativa, por estar arriba del punto isoeléctrico de la proteina, Pl aproximadamente

4.2, existe una fase Lag antes de que empiece a aumentar el valor de
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hidroxiperéxidos la cual se atribuye al efecto antioxidante de la proteina en la fase
acuosa, ya que esta puede interaccionar con los iones Fe?* que son los que
catalizan la reaccion de oxidacion, esta actividad antioxidante se encuentra
reportada. Esta hipdtesis se sustenta al realizar la emulsion al mismo pH7 pero
lavando la emulsién, es decir retirando de la fase acuosa la proteina que no se
encuentra formando parte de la emulsién, se comprob6 que se estaba retirando la
proteina ya que en el agua de lavado se determind concentracion de proteina por el
meétodo de Biuret. Cuando se realizo la cinética de oxidacion para esta emulsion se
observo que la fase Lag desaparece comenzando de inmediato la oxidacion, para
estudios a temperatura menor se observa de manera mas clara como las fases de
iniciacibn para emulsiones sin lavar son mas lentas que para las emulsiones
lavadas. (Hu et al, 2003).

En el caso de las emulsiones a pH 3, para la emulsion lavada y para la
emulsion sin lavar los tiempos de oxidacion son los mismos, esto se debe a que la
proteina se encuentra cargada positivamente tanto en la superficie de la micela que
forma la emulsion asi como la proteina en la fase acuosa repeliendo a los iones
Fe? de la superficie de la emulsién o de la superficie de la proteina en la fase
acuosa por lo que la proteina en la fase acuosa no ejerce actividad antioxidante,
ademas esta propiedad de repulsion electrostatica disminuye las interacciones entre
la micela y los iones Fe?* de tal forma que la reaccién de oxidacién es més lenta lo
cual se puede observar claramente al ver los tiempos de oxidacion para las
emulsiones de pH 7 comparando con las emulsiones a pH 3, estos sistemas se

ilustran en la Figura 35.
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(4)

Figura 35. 1. Emulsién a pH 7 sin lavar, en donde se observa la proteina en fase
acuosa, 2. Emulsién a pH 7 lavada, no hay proteina en la fase acuosa, 3. Emulsion
a pH 3 se observa la superficie de la micela y de la proteina cargada positivamente.
4. Emulsion a pH 3 lavada, se observa la proteina en la superficie de la micela

cargada positivamente.

La forma biolégicamente activa de la vitamina E es el a-tocoferol, pero
podemos observar que como antioxidantes para el aceite B-tocoferol y &-tocoferol
tienen un mayor efecto antioxidante. En las graficas podemos observar que una vez
la concentracién de tocoferoles cae, el valor de hidroxiperéxidos aumenta,
demostrando el poder antioxidante de estos compuestos, ademas la gran
estabilidad del aceite a la oxidacion también se le atribuyé a la posible presencia de
compuestos fenolicos, esto se puede observar ya que en las graficas de pH 3 una
vez consumidos los tocoferoles existe un lapso de tiempo antes de que se presente
la oxidacion sugiriendo la presencia de otro compuesto antioxidante, esto también
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se puede observar a menor temperatura en pH 7, se realiz6 dicho andlisis pero

qguedo inconcluso s6lo dando evidencia de que este hecho puede ser posible.

Cuadro 23.Tiempos de oxidacion para diferentes aceites vegetales.

Aceite Tiempo de Técnica Autor
Oxidacion

Amaranto 42 dias Hidroxiperoxidos  Presente trabajo
Amaranto 28.05 horas oSl Presente trabajo

Maiz (stripped oil) 2 dias Hidroxiperéxidos  Huang et al., 1995
Soya 4.2 horas (OR] Daniels et al., 2006
Maiz 4 dias Hidroxiperoxidos  Frankel et al., 1996
Soya 3 dias Hidroxiperéxidos  Maisthisakul et al., 2006
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IX. CONCLUSIONES

e La calidad del aceite se encontr6 en el rango establecido para aceites
vegetales para consumo humano en las normas oficiales mexicanas.

e El aceite crudo mostr6 buena actividad antioxidante en los ensayos de DPPH
y FRAP.

e En los tratamientos con CPS se obtuvieron las microcapsulas, no siendo asi
para el tratamiento con caseinato de sodio.

e Los tratamientos para la obtencion de microcapsulas mostraron la forma de
matriz, en donde el aceite se encontr6 embebido en la parte que forma la
pared de la microcapsula.

e EIl proceso de microencapsulaciéon con mejores resultados fue el tratamiento
30% de sdlidos con el 70% de CPS y 30% de maltodextrinas.

e EI tratamiento con 30% de soélidos con el 70% de CPS y 30% de
maltodextrinas, por DSC mostro, que su entalpia de formacién fue menor que
la de los otros tratamientos, siendo esta otra ventaja para su eleccion.

e Los tratamientos a pH bajos modifican la carga de la emulsion, repeliendo los
iones hierro retardando el proceso de oxidacion.

e Los tratamientos a pH neutro muestran una fase Lag mayor en el caso de la
emulsién sin lavar, que la emulsion lavada demostrando que la proteina
presente en la fase acuosa posee actividad antioxidante que retarda el
proceso de oxidacion.

e Las microcapsulas muestran una pobre proteccién contra la oxidacion,
atribuyéndose a la migracion de aceite a la superficie de la microcapsula 'y a
la gran area superficial de contacto con el aire.

e El aceite crudo mostré una elevada estabilidad oxidativa superior incluso a la

de otros aceites similares en composicion como el de maiz.
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