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RESUMEN

Prunus serotina var. capuli es una planta originaria de Norte América. En México es
conocida como Capulin y desde tiempos inmemorables la semilla ha sido consumida como
botana. En el presente trabajo se analiz6 la cdscara, semilla y aceite de almendra. El1 CG
cuantificé el perfil lipidico (41.42 % oleico, 26.97 % linoleico, 25.33 % a-eleostedrico,
4.33 % palmitico, 1.33 % estedrico y 0.08 % linolénico). Los 4cidos insaturados fueron
oxidados, produciendo hidroperéxido (11.84 £ 0.39 uM eq HC/kg aceite) y MDA (10.82
+ 0.15 uM eq TEP/kg aceite). La adicién de 3 ppm de concentrado 2.5X de P. longiflora
con alto contenido de monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados, disminuyé la
produccion de hidroperoxidos (3.65 + 0.18 uM eq HC/kg aceite) pero no la formacion de
MDA.

La céscara destaco por su contenido de fenoles totales con 1.65 + 0.06 mg EAG/g muestra,
la semilla por flavonoides totales con 0.77 £ 0.01 mg ECAT/g muestra, y el aceite por su

% de inhibicion de radicales 31.52 +2.71 % (ABTS) y 12.94 £ 0.67 % (DPPH).

La composicion nutrimental de la harina sin aceite P. serotina fue 50.94 + 0.64 % proteina,
3.36 + 0.31 % extracto etéreo, 4.03 + 0.27 % fibra y 36.48 + 1.09 % ELN. Entre sus
capacidades funcionales resaltd la absorcién de agua (3.21 + 0.49 g agua/g de harina), y
su capacidad emulsionante (57.74 + 1.07 %). La harina se us6 para elaborar galletas,
logrando sustituir entre 25 % y 50 % la harina de trigo. El contenido de proteinas en las
galletas fue 17 veces mayor, y 6.57 veces menor el de carbohidratos, usando la mezcla

con 50 % harina sin aceite P. serotina.

Se identificé el pl/ (3.7) de las proteinas P. serotina. El pl sirvi6 de guia para la
precipitacion de proteina de la harina, logrando obtener un concentrado proteico con 81.44
+ 7.74 % de proteina. El concentrado destac6 por su capacidad emulsionante de 62.00 +
0.40 %. Y en emulsiones aceite en agua, el concentrado proteico fue estable a fraccion
mdsica ¢ = 0.02 (% p/p). La cdscara de semilla puede implementarse como materia prima

para el desarrollo de carbon activado microporoso, con rendimiento de 30.79 + 3.84 %.

Palabras clave: Prunus serotina, acidos insaturados, hidroperéxidos, MDA, propiedades

funcionales, CPPs y estabilidad emulsionante.
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SUMMARY

Prunus serotine var. capuli, is a plant native of North America. In Mexico it is known as
Capulin, since immemorial times the seed has been consumed as a snack. In the present
work, we analyzed the shell, seed and oil of the almond. The GC analysis quantified
unsaturated acids (41.42 % oleic, 26.97 % linoleic, 25.33 % a-eleostearic, 4.33 % palmitic,
1.33 % stearic and 0.08 % linolenic). The unsaturated fatty acids were oxidized, producing
hydroperoxides (11.84 +0.39 uM eq CH/kg oil) and MDA (10.82 + 0.15 uM eq TEP/kg
oil). The addition of 3 ppm of 25X concentrated P. longiflora, with high content of
monoterpene oxygenated and hydrocarbons, decreased hydroperoxides production (3.65

+ (0.18 uM eq CH/kg oil) but not MDA formation.

The shell stood out for its total phenolic content with 1.65 + 0.06 mg EGA/g sample, the
seed for its total flavonoids with 0.77 + 0.01 mg ECAT/g sample, and the oil for its
percentage of radical inhibition 31.52 + 2.71 % (ABTS) and 12.94 + 0.67 % (DPPH).

The nutritional composition of the oil free P. serotine flour was 50.94 + 0.64 % protein,
3.36 £ 0.31 % ethereal extract, 4.03 = 0.27 % fiber and 36.48 + 1.09 % NFE. Among its
functional properties stood out water absorption (3.21 + 0.49 g water/g of flour) and its
emulsifying capacity (57.74 + 1.07 %). The flour was used to make cookies, replacing
wheat flour between 25 % and 50 %. The protein content in cookies was 17 times higher
and, 6.57 times lower in carbohydrates using the mixture with 50 % of oil free P. serotine

flour.

The pl (3.7) of the P. serotine proteins was identified. The p/ served as guide for the
precipitation of protein from the purified flour, obtaining a protein concentrate with 81.44
+ 7.74 % of protein. Of its functional properties highlighted its emulsifying capacity of
62.00 £ 0.40 %. And in oil in-water emulsions, the protein concentrate was stable at a

mass fraction ¢ = 0.02 (% w/w).

The seed shell can be implemented as a raw material for the development of microporous

activated carbon with a yield of 30.79 + 3.84 %.

Keywords: Prunus serotine, unsaturated acids, hydroperoxides, MDA, functional

properties, PsPC and emulsion stability.
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1 INTRODUCCION

La almendra Prunus serotina var. capuli es un derivado del Capulin, la semilla es un
subproducto que se consume en México. El arbol de Capulin ha sido utilizado desde la
época colonial, las hojas y el fruto se han empleado para el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares, respiratorias y gastrointestinales (Garcia Aguilar et al. 2015).

Compuestos fendlicos que pueden reducir radicales libres se han reportado en la piel del
fruto. La semilla contiene lipidos insaturados y proteinas. En su aceite se encuentra el
dcido oleico en un 35 % y de linoleico y a-eleostedrico un 27 %. El 4cido a-eleostedrico
se ha propuesto como agente quimioterapéutico contra el cincer de mama por suprimir el
crecimiento de células cancerigenas (Aguerrebere et al. 2011). Ademds es fuente de

proteina (36.5%) con digestibilidad de 88.5% (Garcia Aguilar et al. 2015).

Por lo anterior, se analizaron fisicoquimicamente los principales componentes de la
almendra (aceite, cdscara y semilla), junto con la estabilidad oxidativa, capacidad
antioxidante y propiedades funcionales. Se desarrollé un concentrado proteico, galletas y
carbon activado, como una alternativa para incrementar el aprovechamiento de la semilla

y cdscara de P. serotina.
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ANTECEDENTES

1.1 Almendra Prunus serotina var. capuli

La familia de las Rosaceas tiene en promedio 400 especies del género Prunus. Las Prunus
crecen en regiones de clima templado y caliente, como es el caso de P. persica (Durazno),
P. domestica (Ciruelo), P. armeniaca (Chabacano) y P. serotina (Capulin) por mencionar
algunos (Pacheco Uribe et al. 2005). En esta ultima, se encuentra la variedad capuli, el
cual es un arbol originario de Norte América. Crece desde Canada hasta Guatemala y en
algunos paises de Europa como Bélgica, Paises Bajos y Alemania (Garcia Aguilar et al.

2015), donde el clima es favorable.

En México se conoce a esta variedad bajo el nombre de Capulin. El fruto y las hojas se
han empleado en la medicina tradicional mexicana. El drbol puede encontrarse en regiones
montafiosas a altitudes de 2 500 m o mas en el valle de México y Guanajuato, asi como
desde Jalisco a Chiapas. Se distribuye en los estados de Chihuahua, Chiapas, Coahuila,
Durango, Hidalgo, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Morelia, Oaxaca, Querétaro, San Luis

Potosi, Tamaulipas, Veracruz y México (Alveano Aguerrebere 2010).

El fruto se puede consumir en crudo o conserva (mermeladas) y como ingrediente de
licores o jarabes para tratar enfermedades de vias respiratorias (Alveano Aguerrebere
2010; Garcia Aguilar et al. 2015). Las hojas se utilizan para elaborar tés y jarabes para
tratar problemas de hipertension, dolor de estdmago, infecciones bucales, diarrea,
bronquitis y tos (Garcia Aguilar et al. 2015) . La semilla se consume como botana tostada
o salada. Sin embargo, otro paises y regiones de Latinoamérica consideran la semilla un
desperdicio, por no contar con la tradicién de su aprovechamiento (Alveano Aguerrebere

2010; Raya Pérez et al. 2012).

1.2 Composicion nutrimental

En base a los andlisis proximales reportados por Alveano Aguerrebere (2010) y Garcia
Aguilar et al. (2015) la almendra P. serotina cruda contiene 8.92 + 0.42 % de humedad,
3.19 £ 0.18 % de cenizas, 40.37 £ 0.73 % de lipidos, 37.95 £ 0.16 % de proteinas, 7.76 +
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2.24 % de carbohidratos y 10.73 + 1.49 % de fibra cruda. El aporte caldrico calculado de
100 g de semilla aporta 546.16 + 3.03 kcal. Respecto a vitaminas y minerales, 100 g de
semilla contribuye con: 3.916 mg de vitamina E o a-tocoferol, 192.30 + 0.58 mg de calcio,
9.49 £ 0. 3 mg de hierro, 249.15 * 0.34 mg de magnesio, 439.0 + 0.16 mg de fésforo,
873.22 + 12.64 mg de potasio, 3.40 + 0.10 mg de zinc y 82.98 + 0.90 mg de sodio.
Relacionando los aportes de vitaminas y minerales, el consumo de 100 g de semilla P.
serotina aporta una quinceava parte de la ingesta diaria recomendada de calcio, un tercio
de la recomendacion de magnesio, un cuarto de la de potasio, un séptimo de la de f6sforo
y un veinteavo de la de sodio, comparado con tablas publicadas por el Instituto Nacional

de Nutricion (Garcia Aguilar et al. 2015; Raya Pérez et al. 2012).

1.3 Perfil lipidico

El contenido lipidico de la semilla Capulin puede variar dependiendo el lugar de
procedencia, el método de extraccion y si ha pasado por algun tratamiento térmico. La
semilla puede contener de 21.3 a 49 % de aceite, sin glucdsidos cianogénicos, amigdalina
y prunasina (Alveano Aguerrebere 2010; Raya Pérez et al. 2012). En su composicién se
encuentran lipidos monosturados y poliinsaturados como el acido oleico (35.3 %), a-
eleostedrico (26.7 %), linoleico (26.6 %), palmitico (4.3 %), estedrico (4 %), B-
eleostedrico (1 %), palmitoleico (0.1 %) y a-linoleico (0.2 %). Se ha demostrado que el
consumo de aceites insaturados reduce el colesterol en plasma y la aterogénesis, al
disminuir la inflamacién de los macréfagos y las células vasculares endoteliales (Alveano

Aguerrebere 2010; Garcia Aguilar et al. 2015).

El 4acido a-eleostedrico es un dcido linolenico conjugado de composicioén 33 % cis 'y 66 %
trans, por su estructura molecular de 9-cis, 11-trans y 13-trans octadecatrienoico (CLnA,
Oc, 11t, 13t-18: 3). Diversos estudios reportan que reduce lipidos séricos, tiene efecto
anticolesterolémico y es eficaz en la supresion de crecimiento en células cancerigenas
(Aguerrebere et al. 2011; Saha y Ghosh 2009; Sbihi et al. 2014; Tsuzuki y Kawakami
2008).

Esto apoya los beneficios que aporta la oleaginosa, por lo tanto, determinar su estabilidad

oxidativa permitird conocer su vida de anaquel y por medio de la adicién de antioxidantes
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naturales (aceite Poliomintha longiflora) retrasar su oxidacion lipidica, incrementando su
potencial como alimento funcional, ingrediente nutracéutico y suplemento valioso para la

salud (Alveano Aguerrebere et al. 2011).

1.4 Antioxidantes

Los radicales libres se pueden definir como especies con un electrén no apareado. Su
reactivad varia de baja, en el caso de moléculas de oxigeno a alta en moléculas hidroxilo
(Wettasinghe y Shahidi 2000). Los antioxidantes son moléculas que proporcionan

proteccion contra el ataque oxidativo de radicales libres al donarles un dtomo de hidrégeno

(Jahanban Esfahlan et al. 2010).

Antioxidantes naturales como flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, xantones, entre
otros, se pueden encuentran en frutas, hojas, semillas y aceites de diversas plantas. En
almendras (P. dulcis) se han encontrado compuestos polifendlicos como flavonoides en

cascara, piel y semilla (Jahanban Esfahlan et al. 2010; Johnson 2007) .

Los fenoles de almendras (P. dulcis) ayudan a inhibir la oxidacién inducida por
lipoproteinas de baja densidad (LDL), protegen el ADN de radicales peroxilo e hidroxilo
y contienen capacidades quelantes. En cdscara y piel de almendra P. dulcis se encuentra
una mayor cantidad de fenoles (88 + 2 mg y 71 + 2 mg equivalente de quercetina/g
extracto, respectivamente) en comparacion con su semilla (8 = 1 mg equivalente de
quercetina/g extracto). Lo mismo ocurre en otras variedades de Prunus como en P.
amygdalus. Extractos a partir de su cdscara y piel han reportado capacidad antioxidante

10 a 13 veces mayor que en su semilla (Jahanban Esfahlan et al. 2010).

Estudios reportan que la piel del fruto P. serotina contiene polifenoles compuestos como
flavonoides (cianidina-3-glucésido y cianidina-3-rutinésido) y taninos, los cuales
confieren un capacidad antioxidante y antimicrobiana (Jiménez et al. 2011). Sin embargo,
no hay estudios que mencionen actividad antioxidante o compuestos fendlicos en la
cascara, semilla o aceite de la almendra (P. serotina), lo cual puede ser de gran interés,
ya que en el caso de la cdscara, ésta tiende a ser empleada como alimento para ganado,

pudiéndosele otorgar un mejor aprovechamiento (Samudra Kumari y Siriwardhana 2001).
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1.5 Perfil proteico

Garcia Aguilar et al. (2015) han reportado que la almendra (P. serotina) contiene 37.95 +
0.16 % de proteina y una alta biodisponibilidad por su digestibilidad del 88.12 + 0.72 %.
La relevancia de las proteinas en el aspecto nutricional se debe a la composicién de
aminodcidos presentes en el alimento, determinando asi la calidad de la proteina. En

almendra (P. serotina) la lisina es el aminodcido limitante.

Existe informacion incipiente que ha reportado el conjunto proteico en semilla de P.
serotina. La albumina que lo compone tiene peso molecular entre 65 y 20 kDa, globulina
entre 65y 14 kDa y prolamina y glutelina tienen la misma variante de peso, entre 65 y 12

kDa (Raya Pérez et al. 2012; Sze Tao y Sathe 2000)

Las proteinas modifican propiedades fisicoquimicas como: solubilidad, capacidad de
retencion de agua y aceite, formacion de espuma, capacidad emulsionante, viscosidad,
gelificacion, textura, retencion de sabor y aroma en productos alimenticios, entre otros

(Sze Tao y Sathe 2000).

Debido a la relevancia de este macronutriente en los alimentos. Es de gran interés analizar
las propiedades fisicoquimicas de la proteina de almendra P. serotina, los cuales, pueden

incrementar el campo de aplicacion y aprovechamiento (Sze Tao y Sathe 2000).

1.6 Aplicaciones
En base a los compuestos anteriormente mencionados (lipidos, antioxidantes y proteinas),
se elabord una harina, un emulsionante proteico y un carbon activado, con la finalidad de

incrementar el aprovechamiento de Prunus serotina, dandole un valor agregado.

1.6.1 Producto de panificacion

Hoy en dia existen diversos problemas de salud relacionados con el &mbito nutricional, ya
sea por excesos o déficits nutrimentales. Debido a estos problemas, la industria alimentaria
ha incrementado su interés por crear opciones mds saludables por medio del

enriquecimiento, fortificacion o sustitucion de ingredientes como alternativas.
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Las botanas horneadas, como pan y galletas, son ampliamente aceptadas y consumidas en
todas partes del mundo y se han convertido en un objetivo atractivo para los programas
de alimentacién y mejoramiento del estado nutricio. Especialmente las galletas, debido a
que no solo pueden ser un buen vehiculo para el enriquecimiento de proteinas para los
consumidores, sino que, ademds tienen una vida de anaquel relativamente larga y pueden
ser una mejor opcién para el uso de harina compuesta, en comparacién con el pan

(Ogunsina et al. 2011; Wani et al. 2013).

La implementacién de sustitutos o mimetismos de harina de trigo son alternativas
deseables para lograr reducir calorias y obtener un perfil nutrimental més saludables en su
composicion (Giarnetti et al. 2015; Swanson y Perry 2007). Leguminosas y oleaginosas
como soya, girasol, cebada, semillas de melon, cacahuate, avellanas, nueces, semillas de
sésamo, anacardos y almendras, son algunas fuentes alternas de harina (Ogunsina et al.

2011; Wani et al. 2013).

La almendra P. serotina presenta un buen contenido proteico de 37.95 + 0.16 %. Por lo
cual el desarrollo de una galleta con harina de almendra P. serotina podria ser una
alternativa saludable y una opcién mds para implementar el uso de la almendra,

aprovechando los beneficios que este alimento aporta (Alveano Aguerrebere et al. 2011).

1.6.2 Emulsion

Los lipidos poliinsaturados tienen una alta susceptibilidad a la oxidacién, lo cual provoca
cambios en los atributos de calidad (sabor, textura, vida util y apariencia) y perfil
nutricional en los alimentos. Por ello la incorporacién de este tipo de lipidos se habia
restringido en muchos productos alimenticios, hasta ser reincorporados por medio de

emulsiones (Mc Clements y Decker 2000).

Una emulsion estd conformada por dos liquidos inmiscibles (aceite y agua) donde uno se
encuentra disperso en el otro en forma de pequefias gotas esféricas y pueden clasificarse
en base a la ubicacion relativa de las fases de aceite y agua dentro del sistema. Un sistema

que contiene gotas de aceite dispersadas en fase acuosa se llama emulsion "aceite en agua"
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(O/W) y cuando las de gotas de agua se encuentran dispersas en fase de aceite se llama

emulsion "agua en aceite” (W/O) (McClements y Decker 2000; Yih et al. 2014).

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, donde el agua y el aceite
tienden a separarse, debido a la diferencia de densidades entre el agua y aceite, asi como
por la energia positiva libre necesaria para aumentar el drea superficial entre ambas fases;
quedando el liquido menos denso (aceite) encima del de mayor densidad (agua)

(McClements y Decker 2000; Yih et al. 2014).

Para poder estabilizar las emulsiones durante un periodo razonable, se debe afiadir
emulsionantes durante el proceso de homogeneizacion. Los emulsionantes son moléculas
de superficie activa, los cuales son adsorbidos facilmente por las gotas formadas en el
sistema. Los emulsionantes se encargan de bajar la tension en la interfase y crean una capa
protectora, previniendo la agregacion de las gotas durante la elaboracion de la emulsion,
su almacenamiento y utilizacion. Entre los mds utilizados en la industria alimentaria, estdn
las proteinas, fosfolipidos y pequefias moléculas surfactantes (McClements y Decker

2000; Yih et al. 2014).

Actualmente existen diversos emulsionantes sintéticos que ayudan a controlar la
oxidacién de lipidos. Sin embargo, la demanda de alimentos naturales ha llevado a la
industria alimentaria a buscar alternativas més amigables. Por ello se desarrollé una
emulsion (aceite en agua) con aceite de canola, azida de sodio como conservador y
concentrado de proteina de almendra P. serotina (CPPs) para determinar las propiedades
fisicas y estabilidad del concentrado proteico, en comparaciéon con concentrado de

proteina de suero de leche (WPC).

1.6.3 Carbén activado

Los carbones activados son materiales lignocelulésicos con propiedades adsortivas, los
cuales dependen del volumen, drea, superficie y funcionalidad quimica de sus poros.
Usualmente presentan una superficie alta y drea quimica extensa, y se implementan con
fines médicos, para separacion y purificacion de gases, catdlisis, almacenamiento de gases

y purificacion de sistemas acuosos (Valente Nabais et al. 2011; Mohan et al. 2011).
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Su elaboracién puede llevarse a cabo por medio de dos métodos. El proceso fisico
(activacion térmica) comienza con carbonizacion para deshidratar y desvolatilizar materia
prima y finaliza con la activacion, donde se expone un oxidante a temperaturas entre 800
y 1100 °C para producir un “quemado selectivo”, que puede ser con oxigeno, aire, CO2 0
vapor de agua. El proceso quimico se implementa en materias primas de residuos
forestarles como madera, cascara de coco, hueso de aceituna, etc. o carbones minerales,
calentdndolos con un agente activante deshidratante (ZnClz, H3PO4, H2SO4 0 KOH), para
formar una pasta que luego es secada en atmdsfera inerte entre 100 y 200 °C y carbonizada
entre 400 y 900 °C, para posteriormente lavarse con la finalidad de eliminar los restos del

agente (Universidad de Sevilla 2009).

Los materiales vegetales mas importantes para la produccion de carbon activado son
carbdn, cdscara de coco y madera. Sin embargo, en la bisqueda de otros precursores de
bajo costo, también se ha implementado subproductos como madera de eucalipto,
sarmientos de vid, cdscara de cacahuate, médula de bonote, cascara de castafia y frutos

secos (Valente Nabais et al. 2011; Mohan et al. 2011).

Por ello, la céscara de semilla P. serotina podria ser implementada como materia prima
de bajo costo, para elaboracion de carbén activado; ddndole un aprovechamiento a este
subproducto que usualmente es desechado, por considerarse un residuo sin importancia

industrial.
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2 JUSTIFICACION

El 4rbol de Capulin es un recurso que puede encontrarse de manera natural en varios
estados de la republica. Su cultivo requiere como inversion solo la compra de semillas
debido que no requiere fertilizantes y su cosecha es manual. El fruto y semilla de P.
serotina cuentan con buen mercado, a pesar de esto, son de bajo costo (entre 27.50 y

75 pesos/kg de semilla, dependiendo la temporada) (Pdez Reyes et al. 2013).

Lo anterior se debe a que las aplicaciones que se dan actualmente a la P. serotina son
las mismas aprendidas desde la época colonial (fruto: mermelada, licor y jarabe), las
cuales son escasas, especialmente en la semilla. Esta se consume tnicamente como
botana al tostarse o cruda para tratamiento de tos, desaprovechando asi los beneficios

que su composicion nutrimental puede ofrecer (Garcia Aguilar et al. 2015).

En su composicion destaca el perfil lipidico por el contenido de acido a-eleostedrico,
el cual ayuda a suprimir el crecimiento de células cancerigenas (Aguerrebere et al.
2011) y su contenido proteico del 37.95 + 0.16 % con alta biodisponibilidad y
digestibilidad del 88.12 + 0.72 %, convirtiéndose en una fuente complementaria de
proteina (Garcia Aguilar et al. 2015). Ademds de las antocianinas y polifenoles
compuestos presentes en el fruto, que confieren capacidad antioxidante y microbiana

(Jiménez et al. 2011).

Por ello el objetivo del proyecto fue desarrollar tres productos a partir de los
principales componentes de la almendra P. serotina para un aprovechamiento integral,
proporcionandole valor agregado, ademds de contribuir a la innovacién de productos
en el sector alimentario, mediante el desarrollo de una galleta y emulsion a partir de
su harina y concentrado de proteina, respectivamente, y el desarrollo de carbén
activado usando como materia prima la cdscara que recubre la almendra, pues ésta es
considerada producto de desecho que tiende a ser incinerada o arrojada a la basura por

no tener uso industrial importante (Jahanban Esfahlan et al. 2010).
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3 HIPOTESIS

La separacion de compuestos bioactivos a partir de la almendra (Prunus serotina var.

capuli) genera productos y subproductos de valor agregado.
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4 OBJETIVO DEL TRABAJO

4.1 General

Desarrollar la tecnologia para obtener productos y subproductos de almendra (Prunus

serotina var. capuli) de alto valor agregado.

4.2 Particulares

l.

Extraccién de aceite de almendra, caracterizacion fisicoquimica y estabilidad
oxidativa.

Extraccion de compuestos fendlicos y determinacion de capacidad antioxidante en
cascara, semilla y aceite.

Obtencién de concentrado proteico del subproducto de almendra sin aceite,
caracterizacion de sus propiedades funcionales y obtencién de emulsion estables.
Obtencion de harina de almendra para implementarla en panificacion y evaluar su
composicion nutrimental, asi como sensorial.

Obtencién y caracterizacion del carbén activado obtenido a partir de cdscara de

almendra.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Material Vegetal

La semilla de Capulin (P. serotina) se obtuvo del mercado de Xochimilco en Ciudad de
México. En una tienda comercial de Monterrey, N.L., se obtuvo almendra (P. dulcis),
harina de trigo y aceite de canola y maiz. La Poliomintha longiflora se recolecté de una
cordillera donde convergen los estados de Coahuila, Durango y Zacatecas, bajo las
coordenadas 25.2999, -103.1124 norte, 24.9278, -103.1782 sur, 25.277, -103.1215 este y
24.9278, -103.178 oeste. Las fracciones de P. longiflora se obtuvieron por la compafiia
Or-Lag y la corporacion internacional Frutech de N.L., México, empleando el método de

destilacion fraccionada.

5.2 Compuestos quimicos y solventes

Los solventes etanol, metanol, acetona, hexano, acido bdrico, acido fosférico, acido
clorhidrico, butanol, 4cido acético glacial, isooctano, propanol, trifluoruro de boro,
heptano, persulfato de potasio, tiocianato de amonio, cloruro de bario y sulfato ferroso
anhidro fueron grado analitico de reactivos JT Baker, México. Los reactivos Folin
Ciocalteus, dcido galico, hidrato de catequina, 2,2’-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico), 2,2-difenil-1-picrilhidazil, trolox, 1,1,3,3-tetractoxipropano, &cido
tiobarbitdrico e hidroperéxido de cumeno se obtuvieron de Sigma Aldrich. El concentrado
de suero de leche (WPC, MB Pro-mix, 80 %) fue grado alimenticio de Marquez Bros,
International, Inc., Hanford, CA. Y del Departamento de Especialidades Quimicas (DEQ),
N.L. se adquiri6 cloruro de sodio, hidréxido de sodio, azida de sodio, carbonato de sodio,

tartrato de sodio, sulfato de cobre y el carbdon activado.

5.3 Analisis lipidico de semilla P. serotina
A partir de la semilla de almendra P. serotina se extrajo aceite por prensado manual en
frio para su posterior andlisis. El aceite se caracterizé fisicoquimicamente mediante los

andlisis de densidad, indice de refraccion, composicion de 4cidos grasos y determinacién
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de oxidacion lipidica. Los andlisis realizados se describen a continuacion del punto 5.3.1.1

a5.3.1.5.

5.3.1 Extraccion de aceite

Las semillas de almendra Capulin se obtuvieron al quebrar el hueso por medio de un
exprimidor metalico de limones previamente esterilizado para obtener almendras de su
interior. Una vez recolectadas las semillas se guardaron en bolsa hermética y se

mantuvieron -20 °C hasta su uso.

El aceite fue obtenido por prensado en frio, usando prensa manual (Henan Wecare
Industry Co. Ltd, China). En el contenedor de alimentacién del equipo se colocé 100 g de
semilla. Se giré la manija para dar inicio al proceso de molienda y prensado a través del

tornillo helicoidal.

Al finalizar la molienda de semilla se obtuvo dos fracciones: aceite y almendras molidas
(pelets de pasta) como subproductos. El rendimiento del aceite se determind por medio de

la siguiente formula:

Peso del aceite (g)

Rendimiento (%) = 100

Peso de semilla (g) i

Bajo el mismo procedimiento de extraccidn por prensado se obtuvo el aceite de almendra
P. dulcis (control). Los aceites P. serotina 'y P. dulcis se colocaron en frascos &mbar (por
separado) y los subproductos de ambas almendras se guardaron en bolsas herméticas. Las

muestras se conservaron a -20 °C para su andlisis posterior.

5.3.1.1 Densidad

Por medio de un picnémetro de vidrio (Brand GMBH +CO KG, Postfach, Wertheim,
Alemania) de 10 mL, se determind la densidad del aceite de Capulin. Para ello se obtuvo
el peso constante del picnémetro. Posteriormente se llené el picnémetro con aceite de P.

serotina hasta aforar, se colocé la tapa y se verifico que saliera una gota por la tapa para

27



asegurar el completo llenado de este. Se tomd el peso del picndmetro con el aceite y se

suplieron los datos en la siguiente férmula para conocer el peso del aceite:

P.m.(g9) = [(P.p.a.(g) — P.h.p.(9)) — P.c.p.(g)]

Donde P.m. es peso muestra, P.p.a. es peso de picnémetro con aceite, P.h.p. es peso

himedo de picnémetro y P.c.p. es peso constante del picnémetro.

Una vez conocido el peso del aceite, se sustituyd el valor en la siguiente férmula para

determinar la densidad:
Densidad (L) = P.muestra (g)/10.008
cm3

Las mediciones se realizaron por triplicado. La densidad final se obtuvo del promedio de

los tres valores obtenidos.

5.3.1.2 Indice de refraccién

El indice de refraccion se rige por la ley de Snell, su determinacién se ve influenciada por
temperatura y longitud de onda de la luz emitida. Es una propiedad constante y permite
determinar la pureza de una sustancia (Szigety et al. 2009). Por medio de un refractémetro
Anton Paar (Abbemat 300, Austria) se determiné el indice de refraccion. El equipo fue
calibrado con agua destilada. En el lente del refractémetro se colocaron dos gotas de aceite

de Capulin para determinar el indice de refraccion. La medicidn se realiz6 por triplicado.

5.3.1.3 Analisis de acidos grasos

El aceite obtenido por prensado de almendras P. serotina fue analizado para determinar
su composicion de 4cidos grasos, saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, por
cromatografia de gases (CG), conforme lo indica la norma NMX-F-490-1999-NORMEX.
—Alimentos-aceites-grasas. Los resultados se compararon con los obtenido del aceite de

almendra P. dulcis.

El método consistié en analizar los ésteres metilicos de los dcidos grasos. Los dcidos

grasos se saponificaron, y luego se agregd trifluoruro de boro. Se afiadié n-heptano, y se
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mezcld con cloruro de sodio obteniéndose dos fases. La fase orgdnica se separd y se
mezcl6 con sulfato de sodio anhidro. Ambas muestras se disolvieron en proporcion 1:100
n- heptano, y se inyecté 1 mL de cada muestra en el CG con detector de ionizacién de
llama (Agilent Technologies, 7890A (CG)/7693 (ALS), CA, EUA). El andlisis se realiz6
a temperatura inicial de 100 °C y fue programado para llegar a 160 °C a una velocidad de
calentamiento de 10 °C min™!, se utiliz6 una rampa con temperatura inicial de 220 °C,
manteniéndose 5 min con velocidad de calentamiento de 5 °C min™! y posteriormente fue
aumenté 10 °C min! hasta alcanzar 260 °C. Las temperaturas del inyector y detector

fueron de 260 °C y 280 °C, respectivamente.

I con relacién de

Se utiliz6 helio como gas acarreador a velocidad de flujo de 1 mL min
division (split) de 30:1. Los resultados, se reportaron como porcentajes relativos de cada
acido graso, considerando que el drea total bajo las elevaciones de la gréfica representa el
cien por ciento. Las elevaciones de la grafica se identificaron con estdndares internos y

externos (aceite de Tung, Sigma-Aldrich).

5.3.1.4 Extraccion de fracciones Poliomintha longiflora

El aceite esencial Poliomintha longiflora (P. longiflora) y sus fracciones concentradas
(2.5X y 10X) se obtuvieron por arrastre de vapor, a través de un sistema de destilacion
fraccionada con columna de destilacion equivalente a 20 placas utilizando un vacio de 5
Torr. El rango de temperatura de destilacion fue de 82 a 140 °C. El periodo de recoleccion

entre cada fraccion fue de 20 min aproximadamente.

El aceite y las fracciones de P. longiflora se analizaron por la metodologia propuesta por
Rostro Alanis et al. (2019) con modificaciones. La CG se realizé en columna capilar HP-
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm). La temperatura de inyeccion fue 200 °C. El horno se
mantuvo a 70 °C durante 5 min y se elevéo a 200 °C a velocidad de 10 °C/min
(manteniéndose 2 min), y finalmente llegé a 300 °C a velocidad de 5 °C/min. Se us6 helio
como gas acarreador a velocidad de flujo de 1 mL/min, con tamafio de muestra de 1
mL/min. Los pardmetros para el andlisis MS 5973N fueron: ionizacidn electrénica de 70
eV, temperatura de cuadrupolos 150 °C, temperatura de interfase 230 °C, m/z = 30-400

amu.
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La identificacion de los compuestos se realiz6 comparando sus espectros de masa con los

de la biblioteca Wiley 7 n.L., considerando una coincidencia de calidad a > 95 %.

5.3.1.5 Oxidacion de lipidos

La formacién de hidroper6xidos en aceite de P. serotina, se evalud a través de dos métodos
espectrofotométricos. Uno a través de cuantificacion de perdxidos, que son productos
primarios de oxidacién por método Shantha y Decker (1994) y otro a través de formacion
de malondialdehidos (MDA), que son productos secundarios de oxidacion, en base al
método TBARS conforme lo describe Papastergiadis et al. (2012). Se uso el aceite de P.
dulcis extraido por prensado como control. Los andlisis se realizaron cada tercer dia

durante un mes.

Una vez obtenidos los resultados de oxidacion del aceite P. serotina se agregaron (por
separado) tres fracciones de aceite de orégano (Poliomintha longiflora), cada una bajo las
mismas cuatro concentraciones (3000, 300, 30 y 3 ppm). Las fracciones se etiquetaron
con el nombre de aceite esencial, concentrado 2.5X y concentrado 10X. Todas las
muestras se colocaron en frascos dmbar (7 mL) y se almacenaron a temperatura ambiente

(25 £2 °C) durante todo el periodo de estudio, para determinar el efecto antioxidante.

5.3.1.5.1 Cuantificacion de peroxidos

A 100 pL de aceite P. serotina se adicionaron 1.5 mL de la mezcla isooctano/2-propanol
(3:1 v/v), la muestra se agit6 en vortex durante 10 min. De lo anterior se tomé 200 uL y
se mezclo con 2.8 mL de metanol/butanol (2:1, v/v), seguido de 15 pL de tiocianato de
amonio 3.94 M y 15uL de solucién de iones de fierro (relacién 1:1 de BaCl> 0.132 M y
FeSO4 0.144 M). La solucién se agité suavemente y después de 20 min se midi6 la
absorbancia a 510 nm en espectrofotometro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). La concentracion de hidroper6xidos se calcul6 a
partir de una curva estdndar de hidroperéxido de cumeno (0.84 a 13.04 uM). Las
concentraciones se expresaron como pmol equivalente de hidroperéxido de cumeno/kg de

aceite (UM eq HC/kg) (Yih et al. 2014). El aceite de P. dulcis se utiliz6 como control.
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5.3.1.5.2 Cuantificacion de malondialdehidos

Se prepar6 un extracto de la muestra de aceite, mezclando 1 g de aceite con 5 mL de agua
destilada, se agito por 2 min en vortex y posteriormente fue centrifugada (Hermle Z326,
Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) a 5000 rpm durante 5 min. Este proceso se

repitio tres veces y se juntaron todos los sobrenadantes.

En un tubo de prueba de vidrio se colocé 2.5 mL del sobrenadante resultante con 2.5 mL
de 4cido tiobarbitirico (TBA) 46 mM (en 4cido acético glacial al 99%) y se llevo a
ebullicién en plancha de calentamiento por 35 min. Inmediatamente después fue enfriado
con hielos. Finalmente, el producto de reaccion fue cuantificado a través de la absorbancia
con longitud de onda de 532 nm en espectrofotometro (UV visible-Genesys 5, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). Las concentraciones se determinaron
utilizando curva estidndar de 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) (0.2 a 10 uM). Los
resultados se expresaron como pumol equivalente de TEP/kg de aceite (uM eq TEP/kg)
(Papastergiadis et al. 2012). El aceite de P. dulcis se utiliz6 como control. En ambos
métodos de cuantificacion de hidroperdxidos, los procedimientos se llevaron a cabo por

triplicado.

5.4 Capacidad antioxidante de almendra P. serotina

Los principales componentes de la almendra (cédscara, semilla y aceite), se mezclaron con
4 solventes diferentes (etanol 96%, metanol 96%, acetona 96% y agua destilada pH 4)
como lo menciona Pinelo et al. (2004), para determinar el solvente que extrajo mayor
cantidad de compuestos fendlicos e identificar en que parte de la almendra obtuvo mas de

estos compuestos y posteriormente evaluar su capacidad antioxidante in vitro.

5.4.1 Preparacion de muestras (aceite, cascara y semilla)
Para la extraccion de los compuestos antioxidantes, se mezclo 1 g de aceite de P. serotina
con 5 mL de solvente (etanol 96%, metanol 96%, acetona 96% y agua destilada acidificada

pH 4) en vortex por 4 min y posteriormente fue centrifugado (Hermle Z326, Labortechnik
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GmbH, Wehingen, Alemania) a 3 000 rpm durante 5 min. Una vez precipitada la muestra

el sobrenadante fue recolectado para su posterior andlisis. (Bail et al. 2008).

En el caso de la cdscara y semilla (los pelets de pasta), ambos fueron sometidos a un
proceso de molienda en procesador de alimentos (NutriBullet, USA). Enseguida pasaron
a bafio de agua (50 °C) por 90 min con agitacién magnética, donde cada muestra se mezclo
relacion 1:5, p/v con el solvente (etanol 96%, metanol 96%, acetona 96% y agua destilada
acidificada pH 4). Los sdélidos se separaron por centrifugado (Hermle Z326, Labortechnik
GmbH, Wehingen, Alemania) a 8 600 rpm durante 5 min. Una vez precipitadas las
muestras, se recolecto cada sobrenadante para su posterior andlisis (Samudra Kumari y

Siriwardhana 2001).

5.4.1.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales se determind en base a Gutiérrez Avella et al. (2008) con
algunas modificaciones, usando el método colorimétrico Folin-Ciocalteu, descrito por
Singleton y Rossi (1965). Se mezclé 1 000 puL de extracto de muestra con 100 uL de
reactivo Folin-Ciocalteu 1 N y se dejo reposar no mas de 5 min, enseguida se anadié 300
puL de carbonato de sodio 20 %, se llevé a volumen final de 2700 uL con agua destilada y
se agité brevemente. Después de 90 min de reposo se midi6 la absorbancia a 765 nm en
espectrofotometro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA) a obscuras a 25 +2 °C. Se llevo a cabo el mismo proceso con cada extracto de los
principales componentes del Capulin (aceite, cdscara y semilla). El dcido gélico se emple6
como curva estdndar (0 a 5.3 mg/L). El contenido fendlico se expresé como mg
equivalentes de acido gdlico/kg de extracto (mg EAG/kg). El andlisis se realiz6 por

triplicado (Marina et al. 2008).
El rendimiento de solvente se determiné por medio de la siguiente formula:

Rendimiento (%) Volumen de solvente al finalizar el analisis (mL) 100
_ *
enatmiento (7o Volumen inicial de solvente (mlL)
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5.4.1.2 Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales fueron analizados por el método colorimétrico reportado por
Jahanban Esfahlan et al. (2010) con algunas modificaciones, basado en Jia et al. (1999).
En una celda de vidrio se mezcl6 250 uL de extracto de muestra con 1 525 pL de agua
destilada, enseguida se afiadi6é 75 pL. de NaNO2 5%, 5 min después se afiadié 150 puL de
AICl3 10% y finalmente 500 uL. de NaOH 1 M después de 5 min. Se midi6 la absorbancia
(antes de 30 min) en espectrofotémetro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA) a 510 nm. Como curva estdndar se utiliz6 catequinas (1.6 a 16
mg/L). El mismo proceso se llevé a cabo con cada extracto de los principales componentes
del Capulin (aceite, cdscara y semilla). Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de catequina/kg de extracto (mg EC/kg). El andlisis se llevd a cabo por

triplicado.

5.4.1.3 Actividad antioxidante con ABTS

Para la determinacion de actividad antioxidante se realizaron dos métodos colorimétricos.
El primer andlisis se realiz6 en base a Fernandes et al. (2013) con algunas modificaciones,
quien tomo6 como guia el método de Re et al. (1999). Se empleo el reactivo ABTS o0 2,2'-
azinobis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico). El radical ABTS se preparé mezclando
persulfato de potasio (2.45 mM) y ABTS (7 mM) relacién 1:1, v/v, en un frasco ambar,
dejandolo reposar 16 horas y protegido de la luz. El radical fue diluido a absorbancia 0.700
+ 0.05. Para ello, 200 pL del radical ABTS se mezclaron con 10 mL de etanol 96 %,
tomando lectura a 734 nm en espectrofotometro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). El Trolox se emple6 como curva estandar (25-505
pmol).

Una vez ajustada la densidad Optica, se us6 100 uL del extracto de muestra y se combiné
con 2 000 puL del radical ABTS. Se agit6 la mezcla para homogenizar y se midi6
absorbancia en espectrofotémetro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) a 734 nm a los 7 min. Los resultados se expresaron como pmol
equivalente de Trolox/g muestra (UM eq Trolox/g muestra). El andlisis se realiz6 por

triplicado (Pinheiro et al. 2009).
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5.4.1.4 Actividad antioxidante con DPPH

Para corroborar la actividad antioxidante e inhibicién de radicales de los compuestos
fendlicos previamente extraidos, se realizé un segundo andlisis colorimétrico conforme
Moosavi Dolatabadi et al. (2015) basado en el método de Brand-Wiliamset et al. (1995),
con el reactivo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Se preparé radical DPPH diluyendo
DPPH 0.1 mM con etanol 96 % hasta obtener absorbancia de 1.000 a 517 nm. El Trolox

se empled como curva estandar (25-505 pmol).

Un volumen de 2 000 puL del radical DPPH se mezcl6 con 50 pL del extracto de muestra.
Se dej6 reposar 30 min a 25 + 2 °C en la obscuridad y posteriormente se midi6 la
absorbancia en espectrofotometro (UV visible-Genesys 5, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) a 517 nm. Los resultados se expresaron como pmol equivalente de
Trolox/g muestra (UM eq Trolox/g muestra). El andlisis se realizé por triplicado (Pinheiro

et al. 2009).

5.5 Harina de almendra

Con la finalidad de cumplir més adelante con el objetivo particular tres, se elaboraron tres
variaciones de harina a partir de semilla P. serotina. Las harinas fueron sometidas anélisis
fisicos y quimicos (tamafio de particula, composicion proximal, propiedades funcionales
e identificacion de proteinas solubles) para su caracterizacion. Los andlisis realizados se

describen a continuacion del punto 5.5.1.1 a 5.5.1.4.

5.5.1 Elaboracion de harina

Tres variaciones de harina de semilla P. serotina fueron desarrolladas: Harina con aceite
y piel, harina con aceite sin piel y harina sin aceite con piel. Estas harinas se compararon
con dos variaciones de harina de P. dulcis: Harina con aceite y piel y harina con aceite sin

piel.

El proceso de elaboracion de las harinas con aceite y piel de consistié en moler las semillas
en procesador de alimentos (NutriBullet, USA) y tamizaje en malla No. 50. Las muestras

se almacenaron a -20 °C hasta su uso (Sze Tao y Sathe 2000).
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En el caso de las harinas con aceite sin piel se sometieron las almendras a proceso de
blanqueo, que consistié en sumergir en agua caliente (90 °C) durante 5 min a las almendras
para remover la piel, seguido de escurrido durante 7 min y secado a temperatura ambiente
(25 £2 °C). Una vez secas, se molieron en procesador de alimentos (NutriBullet, USA) y
se tamizaron a través de malla No. 50. Las harinas se almacenaron a -20 °C hasta su uso

(Sze Tao y Sathe 2000).

Y para la harina sin aceite con piel se utiliz6 el subproducto pelet de pasta, proveniente de
la extraccion de aceite de almendra P. serotina. El aceite del pelet se elimind por agitacion
magnética constante con hexano (1:5, p/v) durante 1 h. Enseguida se lavo y filtré con
papel Whatman No.4. Se sec6 en extractor de campana durante 6 h. Finalmente se coloco
en procesador de alimentos (NutriBullet, USA) para su molienda y fue tamizado en malla

No. 50. Se almacené a — 20 °C hasta su uso (Sze Tao y Sathe 2000).

La harina sin aceite con piel de P. serotina sirvid de base para mas adelante obtener un

concentrado de proteina.
El rendimiento de las harinas se determiné por medio de la siguiente formula:

Peso de harina (g)

Rendimiento (%) = 100

Peso de semilla (g) i

5.5.1.1 Tamaiio de particula

El tamano de particula de las harinas fue analizado usando metodologia de Khor et al.
(2014), con algunas modificaciones. Las muestras de harina se midieron en equipo Malver
Mastersizer 3000 Hydro Ev (Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK) usando
unidad liquida. El tamafio de particula se evalu6 a través del didmetro promedio volumen-
peso (Ds3) a 25 £2 °C como lo reporta Belorio et al. (2019). Las propiedades Opticas de
las muestras se definieron como indice de refraccion 1.37, alcohol isopropilico como
dispersante y absorcion de 0.1. Las mediciones se hicieron por quintuplicado y los
resultados se reportaron como medias + desviacion estdndar. Se us6 harina comercial de

trigo (Triticum spp) como control. Los tamafios de las particulas se expresaron en pum.
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5.5.1.2 Composicion proximal

Una vez elaboradas las harinas se analizaron y compararon los componentes nutrimentales
de las variaciones de harina P. serotina con la version de harina con aceite y piel de P.
dulcis (control), conforme los métodos establecidos en las normas mexicanas para
determinar humedad, ceniza, extracto etéreo, proteina bruta y fibra total. Cada andlisis se

realiz6 por triplicado y se registraron los datos como promedios + desviacion estdndar.

5.5.1.2.1 Determinacion de humedad

Se determino por diferencia de peso. En charola de aluminio previamente tarada se colocé
1 g de muestra. Se introdujo en estufa de conveccion de aire a temperatura de 70 °C
durante toda una noche (12 h) y posteriormente fue pesada hasta peso constante (Alveano

Aguerrebere 2010).

Para los célculos se emplearon las siguientes formulas:

(Peso de charola seca+muestra seca)—Peso charola seca

% Materia seca = * 100

Peso de muestra huimeda

% Humedad = 100 — % materia seca

5.5.1.2.2 Determinacion de cenizas

Tomando como guia la Norma Mexicana NMX-F-607-NORMEX (2013), la
cuantificacion de cenizas se hizo por diferencia de peso. En crisoles de porcelana
previamente tarados se pes6 1 g de muestra, ésta se carbonizé con mechero y calciné en
mufla a 550 °C durante toda la noche. Posteriormente se dejé enfriar 1 h en estufa de
conveccion de aire a 70 °C y se coloco en desecador hasta alcanzar temperatura ambiente

(25 £ 2 °C) y peso constante (Alveano Aguerrebere 2010).
Se empled la siguiente férmula para la cuantificacion:

% Ceni (Peso del crisol + cenizas) — peso del crisol seco 100
eniza = *
° Peso de muestra seca
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5.5.1.2.3 Determinacion de extracto etéreo

Para la determinacion de extracto etéreo se utilizé la técnica establecida por la Norma
Mexicana NMX-F-615-NORMEX (2004), cambiando el uso de aparto Soxhlet por
Goldfish. Vasos Berzelius fueron previamente tarados. Dentro de un dedal se coloc6 2 g
de muestra envuelto en papel y se situd en porta dedal. En el vaso se coloc6é 40 mL de éter
etilico y ambos se pusieron en el aparto Goldfish. Se dej6 circular agua por los
refrigerantes, se encendi6 la parrilla y a una vez que dio inicio el reflujo del solvente se
cont6 4 h. Al finalizar el tiempo, se dejo enfriar, se retiré el dedal y se puso en su lugar un
tubo recuperador. Una vez que se evaporo el éter, se retird el vaso, se dejé enfriar y se
colocd en estufa de conveccidn (70 °C) toda la noche. Finalmente se pasé al desecador y

se tomo peso.
El contenido total de extracto etéreo se determind utilizando la siguiente férmula:

) (P.vaso + extracto etéreo) — P.vaso tarado
% Extracto etéreo = * 100
Peso de la muestra

5.5.1.2.4 Determinacion de proteina

Para la cuantificacién de proteina cruda se empled la Norma Mexicana NMX-F-608-
NORMEX (2011). En papel libre de nitrogeno se coloco 1 g de muestra sin aceite. En
matraz Kjeldahl se colocé 1 g de CuSOs4, 10 g de KoSO4, 25 mL de 4cido sulfurico, 6
perlas de vidrio y el papel con muestra. El matraz se calentd 1 h o hasta que se obtuvo un
cambio de color a verde claro. Se dej6 enfriar y posteriormente se aiadié al matraz 250
mL de agua destilada, 100 mL de NaOH 40 % y 4 lentejas de zinc. El matraz se coloc6 en
destilador sobre la hornilla y se abrié paso al condensador. En matraz Erlenmeyer se
afadié 100 mL de &4cido bérico 4 % y 6 gotas de indicador mixto. Se destilé hasta

recolectar 150 mL.

El destilado se titul6 con HCl 0.1 N estandarizado previamente hasta el primer vire

(Alveano Aguerrebere 2010).
El contenido de nitrégeno total se determind mediante la siguiente férmula:

ml de HCl gastados * Factor del HCI
Peso de la muestra

% Nitrégeno =
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% Proteina = % Nitrégeno * Factor de conversion

El factor de conversion indicado por la FAO para almendras es de 5.18

5.5.1.2.5 Determinacion de fibra cruda

Se empled la técnica mencionada en la Norma Mexicana NMX-F-616-NORMEX (2017)
con algunas modificaciones. La harina previamente desgrasada (1 g) se deposit6 en vaso
Berzelius junto con 0.5 g de asbesto tratado y 200 mL de acido sulfdrico 0.255 N. Se
colocé en parrilla del digestor LABCONCO (asegurando la circulacion del agua por el
refrigerante) y se digiri6 por 30 min. Posteriormente se quité de parrilla y se filtr6 por
malla de acero, donde se lavé con agua caliente (50 — 100 mL) hasta eliminar la acidez de
la muestra. El remanente se volvié a colocar en vaso Berzelius y se agregé 200 mL de
hidréxido de sodio 0.313 N para su segunda digestion. Se dejo hervir 30 min, se filtré y
lavo con agua caliente en malla de acero. Posteriormente, la muestra se transfirio a crisol
y se colocd en estufa de aire a 100 °C hasta peso constante. Finalmente, el crisol se pasé
amufla a 600 °C por 2 h y al desecador para dejar enfriar y tomar peso constante (Alveano

Aguerrebere 2010).
El contenido de fibra se determind utilizando la siguiente férmula:

) (P.m.s.c.—P.m.c.) — (P.a.s.c—P.a.c)
% Fibra cruda = Poso miestra * 100

Donde P.m.s.c. es peso de muestra sin calcinar, P.m.c. es peso de muestra calcinada,

P.a.s.c. es peso de asbesto sin calcinar y P.a.c. es peso de asbesto calcinado.

5.5.1.2.6 Contenido de extracto libre de nitrégeno
El extracto libre de nitrégeno (ELN) considerado también como hidratos de carbono se

obtuvo por diferencia a partir de la siguiente férmula:

% ELN

= [100 — (% ceniza + % proteina + % Extracto etéreo + % Fibra cruda)]
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5.5.1.2.7 Cuantificacién calérica
La cantidad de energia se declar6 conforme lo indica la NOM-051-SCFI-SSA1(2010) en

etiquetas de alimentos y bebidas no alcohdlicas, por medio de la siguiente férmula:

Valor calérico (Kcal /100 g)
= [Lipidos (g) * 9] + [Proteina (g) * 4] + [Hidratos de carbono (g) * 4]

5.5.1.3 Propiedades funcionales

Todas las pruebas de propiedades funcionales descritas a continuacion se llevaron a cabo
conforme la metodologia realizada por Garcia et al. (2012). Las pruebas se realizaron en
las tres variedades de harina de P. serotina y se compararon con las de P. dulcis y harina

de trigo (Triticum spp.) comercial. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

5.5.1.3.1.1 Capacidad de absorcion de agua

Se adiciono en tubo de centrifuga de polipropileno dos gramos de harina y 20 mL de agua
destilada. Se ajusté pH a7 a25 £2 °Cy se agité en vortex 1 min. Enseguida se centrifugd
(Hermle 72326, Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) a 3 000 g por 30 min.
Posteriormente se decanté cuidadosamente el sobrenadante. Y finalmente se pesé la
muestra de harina. El agua absorbida se expresé como gramos de agua retenida/gramo de

muestra (g/g).

5.5.1.3.1.2 Capacidad de absorcion de grasa

El procedimiento experimental realizado fue idéntico al efectuado para determinar
capacidad de absorcion de agua, descrito anteriormente, con la diferencia que se utilizé
aceite de maiz en lugar de agua. Los resultados se expresaron como gramos de aceite

retenido/gramo de muestra (g/g).
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5.5.1.3.1.3 Capacidad emulsionante

Durante un periodo de 15 min un gramo de harina se agité en vortex con 20 mL de agua
destilada, para posteriormente ajustarse a pH 7. Se completd con agua destilada a volumen
de 25 mL. La mezcla se agité en homogeneizador (EURO-ST 60 D S001, IKA,
Wilmington, NC, USA), y al mismo tiempo se adicioné desde una bureta aceite de maiz
a velocidad constante de 3 000 rpm hasta que se observé una separacion de fases. Se midi6
los mililitros agregados hasta la ruptura de la emulsién. La capacidad emulsionante se
expreso en términos de porcentaje (%), como altura de la capa emulsificada con respecto

al total del liquido.

5.5.1.3.1.4 Capacidad gelificante

Se prepararon soluciones acuosas al 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18 y 20 % (p/v) de harina en
volumen de 10 mL con agua destilada. Los tubos se calentaron durante 1 h en bafio de
agua hirviendo, seguido de enfriamiento rdpido por inmersién en agua fria durante una
hora. Transcurrido este tiempo se colocaron en posicidon invertida para determinar

cualitativamente en cual(es) se derramaba.

La minima concentracién a la cual no se derramoé el contenido del tubo se tomé como

capacidad de gelificacién minima de la harina.

5.5.1.3.1.5 Capacidad hinchamiento

En cilindro graduado se pes6 100 mg de harina y se midi6 su volumen inicial, se afadié
agua destilada hasta aforar a 10 mL y se agit6 suavemente para dispersar la muestra. Se
dej6 reposar la harina 16 h para su hidratacién y por tltimo se midi6 el volumen final que

ocupd la muestra. Los resultados se expresaron en mililitros/g muestra (mL/g).

5.5.1.3.1.6 Capacidad espumante
En licuadora Osterizer se mezcld 2 g de muestra con agua destilada durante 3 min. La
espuma resultante se transfiri6 a un cilindro graduado de 100 mL para medir el volumen

de espuma inicial. La estabilidad de la espuma se midi6 en intervalos de tiempo de 30 seg,
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5, 10, 15, 30, 60 y 120 min. Los resultados se expresaron como porcentaje de aumento en

volumen (%).

5.5.1.4 Extraccion de proteinas solubles

Las proteinas solubles fueron extraidas de manera secuencial a partir de la harina sin aceite
P. serotina con piel de acuerdo con el procedimiento descrito por Ramirez Pimentel et al.
(2016) y Raya Pérez et al. (2012), ilustrado en la Figura 1. Los solventes empleados para
obtener proteinas solubles fueron: Agua destilada (albiminas), soluciéon de NaCl 0.5 M
en Tris 50 mM pH 8 (globulinas), 2-propanol 55 % v/v (prolaminas) y 4cido borico 0.1 M
con SDS 0.5 % pH 8 (glutelinas).

En tubos de centrifuga de 30 mL se coloc6 una mezcla de harina:solvente en relacién 1:10
(p/v). Los tubos se agitaron durante 1 h a 25 °C. Los extractos fueron centrifugados a 13
000 g a 25 £ 2 °C por 20 min y los sobrenadantes filtrados (Whatman, No. 4). La
extraccion con cada solvente fue repetida sobre la misma muestra de manera secuencial.
Se combiné los tres sobrenadantes obtenidos de las tres extracciones realizadas con el

mismo solvente.
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HARINA SIN ACEITE

H>0 (3x)

Agitacion, centrifugacion vy filtracion

(

Sobrenadante (Albuminas)

Residuo

NaCl 0.5 M en Tris 50 mM pHS8 (3x)

v

Agitacion, centrifugacion y filtracion

)

(

Sobrenadante (Globulinas)

|

Residuo

2-propanol 55% (3x)

Agitacidn, centrifugacion y filtracion

/

Sobrenadante (Prolaminas)

\
|
Residuo

;

Acido bérico 0.1 M con SDS 0.5 % pH8 (3x)

!

Agitacion, centrifugacion y filtracion

(

Sobrenadante (Glutelinas)

)
\

Residuo

3x indica que la extraccion se realizé tres veces

Figura 1. Procedimiento para obtener proteinas solubles a partir de harina P. serotina.
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5.5.1.4.1 Peso molecular de proteinas solubles

Para determinar el peso molecular de las proteinas solubles previamente obtenidas, se
llevé a cabo un andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme
Syros et al. (2003) con algunas modificaciones basadas en laboratorios Bio-Rad. Se
montaron dos placas de vidrio en la cimara de electroforesis, fijdndolas con espaciadores
de pléstico para después colocar gel de poliacrilamida (4-20 %) con peine de 10 pocillos

(Mini-PROTEAN TGX, Precast Gels, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

En rieles del gel se colocaron 20 puL. de cada extraccién de proteina soluble bajo las
siguientes concentraciones: albumina 0.985 mg/mL, globulina 1.39 mg/mL, prolamina
1.34 mg/mL y glutelina 1.26 mg/mL. Las extracciones se colocaron con pipeta en cada

uno de los carriles y se adicion6 agua destilada para evitar contacto con el aire.

Tras la electroforesis, el gel se sumergié completamente en solucion de fijacion y se lavo
tres veces durante 10 min en agua destilada. Enseguida, el gel se sumergio en solucion de
tefiiddo con azul de Coomassie (g-250) y se destifié con ayuda de agitador y varios cambios

de agua destilada hasta que las bandas se evidenciaron claramente.

5.5.2 Concentrado y analisis de proteina de almendra

Una vez obtenida la harina sin aceite de P. serotina, se sometié a diferentes
procedimientos para obtener un concentrado de proteina. Posteriormente se determiné sus
propiedades funcionales y se implementé como emulsionante en emulsiones aceite en

agua.

5.5.2.1 Determinacion de punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico (p/) de las proteinas de semilla P. serotina fueron identificadas de
acuerdo con la determinacion tedrica de proteinas y otras macromoléculas, a través del
potencial zeta (potencial () que es la caracterizacion mas directa de la resistencia de
repulsion o atraccion entre sus residuos acido-base (Sillero y Maldonado 2006; Feng et al.
2019). Para ello, en tubos de ensayo se colocaron mezclas de harina sin aceite de P.

serotina:agua en relacion 1:20 (p/v) a diferentes pH con NaOH 1 N y HCI 0.1 N. Los
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tubos fueron agitados por dos minutos en vortex. Se empled equipo de dispersion de luz
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra, Reino Unido).
Las lecturas se llevaron a cabo en modo automatico utilizando una celda de inmersién
universal (ZEN 1002, Malvern Instrument, Worcestershire, UK) a 25 °C. Los resultados
se reportaron como el promedio de tres inyecciones separadas, con tres lecturas por
inyeccion. Los promedios de los valores triplicados fueron utilizados como valores de

respuesta para la conductividad.

5.5.2.2 Obtencion de concentrado proteico

Para la obtencion de concentrado proteico de harina de almendra P. serotina (CPPs) se
tomé como base los resultados obtenidos previamente del andlisis de potencial {. Se
hicieron variaciones del procedimiento para determinar aquel que diera valores de
concentrado proteico (= 80% y < 90%) y que fuera repetible el proceso. En todos los
procesos se comenzd mezclando la harina sin aceite de P. serotina con agua destilada a
pH 11 con NaOH 0.1 N (25 + 2 °C) relacién 1:20 (p/v) durante 1 h en vortex. Luego la
muestra se aislé por centrifugacion (Hermle Z326, Labortechnik GmbH, Wehingen,
Alemania) a 13 000 g por 30 min temperatura ambiente (25 £ 2 °C) y se filtr6é con papel

Whatman No. 4 para obtener dos fracciones (residuo y sobrenadante).

En la primera variacion, se llevaron a cabo hasta dos extracciones del residuo obtenido en
la primera parte del proceso con NaCl 5 % (1:20, p/v), asi como dos tiempos de extraccion
(30 min y 1 h) en vortex a 25 °C, seguido de centrifugado (Hermle Z326, Labortechnik
GmbH, Wehingen, Alemania) a 13 000 g por 30 min y se filtré6 con papel Whatman No.4,
obteniendo nuevamente dos fracciones. El residuo fue analizado por el método de
Kjeldahl (NMX-F-608-NORMEX 2011) para asegurar la menor pérdida de proteinas en
el proceso. El sobrenadante resultante se combiné con el sobrenadante obtenido en la
primera parte, y posteriormente se acidific6 con HCl para recuperar la proteina
solubilizada como lo muestra la Figura 2. El precipitado se almacené a — 20 °C hasta su

uso. El pH para la acidificacién fue 3.0, 3.7 y 4.5.

En la segunda variacidn, el residuo de la primera parte se deseché autométicamente y el

sobrenadante se acidificé con HCI, dejandose reposar 30 min. Finalmente se centrifugé y
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filtro bajo las condiciones anteriores. El precipitado se recolecté y almacen6 a — 20 °C

hasta su uso. Los pH 4cidos fueron 3.0, 3.7 y 4.5, como lo muestra la Figura 3.

Todos los precipitados finales se analizaron de acuerdo con el anélisis proximal por el
método de Kjeldahl basado en la norma NMX-F-608-NORMEX (2011). El rendimiento

del concentrado de proteina (CPPs) se determiné mediante la siguiente ecuacion:

o Peso del precipitado (g)
Rendimiento de CPPs (%) = - - - - * 100
Peso de harina sin aceite P.serotina (g)
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Harina sin aceite P. serotina

v

Extraccion con H,O, pH 11,25 £2 °C

v

Centrifugacién 13000g, 25 £ 2 °C, 30 min

)

[

Sobrenadante

\

Residuo

!

Extraccion con NaCl 5 %, pH 11,25 +2 °C

(30 miny 1 h-1x, 30 min y 1 h-2x)

!

Centrifugacion 13000g, 25 £ 2 °C, 30 min

)

/

Sobrenadante

;

\

Residuo (descartado)

Precipitaciéon 30 min, pH 3.0, 3.7, 4.5

v

Centrifugacion 13000g, 25 £ 2 °C, 30 min

\

/

PRECIPITADO

\

Sobrenadante (descartado)

1x indica que la extraccién se realiz6 una vez y 2x que fue repetida dos veces.

Figura 2. Procedimiento para obtener concentrado proteico de harina sin aceite P. serotina con NaCl.
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Harina sin aceite P. serotina

'

Extraccién con H>O, pH 11,25 +£2 °C
Centrifugaciéon 13000g, 25 +2 °C, 30 min

)
[ \

Sobrenadante Residuo (descartado)

'

Precipitacion 30min, pH 3.0, 3.7, 4.5

v

Centrifugacién 13000g, 25 £ 2 °C, 30 min

)
/ \

PRECIPITADO Sobrenadante (descartado)

Figura 3. Procedimiento para obtener concentrado proteico de harina sin aceite P. serotina por acidificacién

directa.

5.5.2.2.1 Propiedades funcionales

Para determinar las propiedades funcionales del concentrado de proteina (CPPs)
previamente obtenido, se realizé los mismos procedimientos descritos con anterioridad en
la seccion 5.5.1.3 donde se tom6 como guia los andlisis realizados por Garcia et al. (2012)
para cuantificar las capacidades de absorcion de agua y aceite, capacidad emulsionante,

gelificante, hinchamiento y espumante.

5.6 Desarrollo de productos
Con la finalidad de demostrar que la almendra de P. serotina puede tener mas

aplicaciones, se crearon y evaluaron tres productos. A partir del residuo (cdscara) obtenido
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al abrir el hueso y extraer la semilla de P. serotina se elabor6 un carbén activado, de la
harina sin aceite se produjo un producto de panificacion y del CPPs previamente obtenido

se desarroll6 un emulsionante.

5.6.1 Harina para galleta

Para asegurar la eliminacion de 4cido cianhidrico (HCN) de la harina sin aceite con piel
P. serotina, se realizaron ciertos cambios en el proceso de elaboracién. Se comenzé por
un lavado a semillas con NaCl 2.5 % (1:5, p/v) durante 30 min con agitacién magnética
constante. Se mantuvo el remojo con agua caliente a 90 °C por 5 min, pero sin eliminar la
piel de las almendras. De igual manera, se dejaron escurrir por 7 min. Se sometieron a un
proceso de secado en estufa de conveccion de aire a 60 °C. Una vez secas se tostaron por
25 min a 100 °C. La extraccion de aceite se hizo de igual manera, mediante el uso de
prensa manual (Henan Wecare Industry Co. Ltd, China) y el remanente elimindndolo por
agitacion magnética con hexano (1:5, p/v) por 1 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Posteriormente se lavé y filtré con papel Whatman No.4. El residuo se dejé reposar en
extractor de campana por 6 h para remover el solvente. Finalmente se pas6 por procesador
de alimentos (NutriBullet, USA) y tamiz de malla No. 50 (Giraldo et al. 2006; Sze Tao y
Sathe 2000).

El rendimiento de la harina se determin6 por medio de la siguiente formula:

Peso de harina
) 100

R . : 0, =
endimiento (%) Peso de semilla (g) i

5.6.1.1 Reaccion de Grignard

Una vez elaborada la harina para la galleta se hizo una prueba cualitativa para corroborar
que en el proceso el HCN fue eliminado. Para ello se prepararon papeles picrosodico, los
cuales consistian en circulos de papel filtro (Whatman No. 4), que fueron empapados con
solucién de 4cido picrico 1 % y se dejaron secar a obscuras hasta cambiar de color a
amarillo intenso. Una vez secos, se impregnaron con carbonato de sodio 10 % y se dejaron

secar.

48



Ya listos los papeles se fijaron en la tapa de frascos dmbar con cinta y se afiadi6 dos gotas
de carbonato de sodio 10 % evitando que este goteara. La harina se colocé dentro del
frasco hasta llenar un tercio de este y se tapd rapidamente. Los frascos se almacenaron en
la oscuridad y a las 24 h se tom¢ lectura. Como control se empleé almendras inicamente

fraccionadas (sin tratamiento alguno).

Si el papel conservaba color amarillo o naranja palido no habria problema en su consumo,
si cambiaba a naranja intenso o rosado habria que consumirse con precaucién y si el color

cambiaba a castaflo rojizo u oscuro no deberia consumirse (Castro y Rodriguez 2012).

5.6.1.2 Receta de galletas

Se elaboraron cuatro variaciones de una receta de galletas en base a Jia et al. (2011), con
algunas modificaciones. La receta de masa para galletas se presenta en Tabla 1. La receta
control fue 100 % con harina de trigo (Fc) y otras cuatro se suplieron en un 100, 75, 50 y

25 % con harina de P. serotina (F1 a F4, respectivamente).

Tabla 1. Receta de la masa de %alletas.

Ingredientes Peso (g)

Harina (Fc, F1, F2, F3, F4) 150
Polvo para hornear 3

Sal 3.5
Mantequilla sin sal 73

Azicar 66.6

Huevo 25

Esencia de vainilla 2.5

Fc corresponde a 150 g de harina de trigo, F1 a 150 g de harina sin aceite de P. serotina, F2 a 112.5 g de
harina sin aceite de P. serotina y 37.5 g de harina de trigo, F3 a 75 g de harina sin aceite de P. serotina'y 75

g de harina de trigo y F4 a 37.5 g de harina sin aceite de P. serotina'y 112.5 g de harina de trigo.

La mantequilla temperada y el azicar se mezclaron con batidora a baja velocidad durante

un minuto. Se agregé la esencia de vainilla y huevo y se mezclaron durante un minuto. En
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otro recipiente se tamizaron todos los ingredientes secos (harina, polvo para hornear y sal)
y se agregaron gradualmente a la mezcla anterior a baja velocidad durante un minuto y a
velocidad media durante otro minuto. Cuando todos los ingredientes se integraron y
homogeneizaron, la masa se envolvi6 en pléstico y se dej6 enfriar a 4 °C durante 1 h. Una
vez que la masa reposoé, se amasd y se extendid con rodillo y se cortaron galletas cuadradas
de 2 x2 cmy 0.5 cm de alto. Las galletas se colocaron en bandeja de aluminio con papel
encerado para evitar que se pegaran. El horno se precalent6 a 160 °C durante 15 min y se
hornearon por 12 min a la misma temperatura. Después de retirar las galletas del horno,

se dejaron enfriar a temperatura ambiente (25 + 2°C).

5.6.1.2.1 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial de galletas se llevé acabo en el laboratorio de evaluacion sensorial
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Departamento de Alimentos, en la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledén, México. Cincuenta y cinco panelistas no entrenados
participaron en la prueba sensorial y se les sent6 en mesas individuales en
compartimientos diferentes. Se empleé una escala hedénica de 9 puntos (1 = extremo
desagrado, 5 = ni agrado ni desagrado, 9 =extremo agrado) (Jia et al. 2011) para evaluar
la textura, apariencia, color, olor, sabor, sensacion en boca, el regusto (aftertaste) e
impresion global. Valores de cinco en delante en la impresion global se consideraron como
aceptable en este estudio. En cada sesion, las muestras se sirvieron en platos blancos
divididos en cinco partes, las galletas fueron presentadas a los panelistas con cédigos
aleatorios de tres digitos, los cuales identificaban a cada galleta (528 = control, 467 =
100% harina capuli, 319 = 75% harina capuli, 708 = 50% harina capuli y 095 = 25%
harina capuli). Las galletas fueron presentadas al azar. Los panelistas contaron con agua

para enjuagar sus paladares entre cada evaluacion sensorial.

5.6.1.2.2 Composicion nutrimental
En base a los resultados de evaluacion sensorial, a aquellas galletas que obtuvieron un

puntaje mayor en la categoria de impresion global se les determind su composicién
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nutrimental (extracto etéreo, proteina, fibra y extracto libre de nitrégeno) utilizando las

metodologias descritas previamente en la seccién 5.5.1.2.3 a5.5.1.2.7

5.6.2 Elaboracion de emulsiones

Los agentes emulsionantes CPPs y concentrado de proteina de suero de leche (WPC) se
prepararon al 1 % (p/v) en agua desionizada y se solubilizaron con agitacion constante.
Los emulsionantes se dejaron hidratar durante la noche a 4 °C. Posteriormente se afiadio
0.05 % de azida de sodio para evitar crecimiento microbiano. Se agregaron diferentes
cantidades de aceite de canola 0.1, 1, 5, 10 y 20 g para obtener una variedad de fracciones
masicas (¢ =0.002, 0.02, 0.1, 0.2 y 0.4). Las emulsiones se mezclaron en homogeneizador
(OMNI International GLH) a velocidad inicial de 1 000 rpm por 2 min y posteriormente
a3 000 rpm por 3 min (Ting et al. 2018; Yesiltas et al. 2018). El WPC se usé como control.

Las emulsiones fueron elaboradas por triplicado.

Una vez elaboradas las emulsiones, se almacenaron a 25 + 2 °C y se les calcul6 el indice
de estabilidad (IEE) y actividad emulsionante (IAE), concentrado de proteinas en la
interfase, viscosidad, asi como tamafio de particula e indice de cremado cada tercer dia,

durante un periodo de 18 dias (Guo y Mu 2011).

En base a los resultados obtenidos con las emulsiones previas de CPPs se realizo un ajuste
de pH (3.0, 5.0 y 7.0), con la finalidad de establecer en que producto alimenticio pudiera

ser aplicado en la industria.

5.6.2.1 Indice de estabilidad y actividad emulsionante

Los indices de estabilidad emulsionante (IEE) y de actividad emulsionante (IAE) se
analizaron por métodos colorimétricos, reportados previamente por Guo y Mu (2011),
quienes se basaron en Pearce y Kinsella (1978) y Cameron et al. (1991). Inmediatamente
después de homogenizar cada emulsion, se tomé 20 uL del fondo y se diluy6 con 5 mL
de solucion SDS 0.1 %. Se agit6 en vortex por 5 min y se midi6 absorbancia en
espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo scientific) a 500 nm. El IEE e IAE

fueron calculados usando las siguientes ecuaciones:
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IAE m?\  2x2.303 x A * factor de dilucién
B c*1x(1—¢)*10000

Donde c es la concentracion inicial de proteina de la emulsion, es decir, 1 % p/v (g/mL),
¢ es la fraccion de peso del aceite empleado para realizar la emulsion, y el factor de
dilucién es 250.

4o

IEE in) = ——
o = =t

t

Donde t son 10 min y Aoy Ao son las absorbancias de las emulsiones diluidas a los 0 y

10 min, respectivamente.

5.6.2.2 Concentrado de proteina en interfase

El concentrado de proteina en la interfase de emulsiones se cuantificé de acuerdo con
Eichberg y Mokrasch (1969) y Guo y Mu (2011). Se tom6 2 mL de emulsién recién
elaborada y se diluy6 con 2 mL de solucién de sacarosa 50 % (p/v). Se agité en vortex por
5 min. En tubo de centrifuga se vertié 2 mL de la mezcla anterior con 7 mL de solucion
de sacarosa 5 % (p/v). La muestra se centrifugo (Spectrafuge 6C, Labnet International,
Inc.) a 3 500 g por 30 min a 25 + 2 °C. Una vez centrifugada se observo tres fases: en
parte superior gotas de aceite, en fase intermedia solucién de sacarosa 5 % y en parte
inferior del tubo la fase acuosa. Los tubos se congelaron a - 40 °C por 24 h y después la

parte superior (aceite) fue removida.

Las proteinas adsorbidas de la fase de aceite fueron removidas anadiendo 20 mL de
solucién de SDS 1 % (p/v). Para determinar la concentracion de proteina adsorbida (Caq)
se mezclo 1 mL de muestra con 3 mL de reactivo de cobre alcalino (Formado por solucion
A: NaxCO3 al 2%, NaOH al 0.4%, tartrato de sodio al 0.16%, y SDS al 1% con solucién
B: 4% de CuSOs - 5 H2O, en partes 100:1). Las muestras se agitaron vigorosamente y se
dejaron reposar a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 10 min. Posteriormente se afiadi6

0.3 mL de Folin- Ciocaletu 2 N y se dejo reposar 45 min a 25 + 2 °C, enseguida se midi6
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absorbancia a 660 nm en espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo scientific).

Se empled BSA (albumina de suero bovino) como esténdar.

La concentracién de proteinas en interfase (mg/m?) se calculé por la siguiente formula:
T = Caa/Sv
Donde Caq es concentracidn de proteina adsorbida (mg/mL) y Sv son gotas de emulsién

especificas del 4rea interfacial (m?/mL).

5.6.2.3 Viscosidad

La prueba de viscosidad se realiz6 utilizando un reémetro de esfuerzo controlado equipado
con geometria de cilindros concéntricos (C-DG42/SS/QC-LTD, Anton Paar GmbH,
Austria). Se llevo a cabo la medicién a 25 + 2 °C en rango de velocidad de corte de 2 a
100 s,

Todas las medidas se tomaron inmediatamente después de haber elaborado las emulsiones

(Guo y Mu 2011).

5.6.2.4 Tamaiio de particula

El tamafio de particula se determiné mediante dispersion de luz integrada, utilizando un
Mastersizer 3 000 Hydro LV (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Las emulsiones se analizaron inmediatamente después de su elaboracion por
quintuplicado. La difraccién laser midi6 la distribucién del tamafio de particula (didmetro
equivalente al volumen) a partir de la variacién angular de la intensidad de luz dispersa,
cuando el rayo l4ser atraviesa las particulas dispersas en la solucion. Luego, los datos se
integraron en funciéon de la intensidad de dispersion angular, calculando tamafo de
particula a través de la teoria de Mie de dispersion de luz. El tamafio de particula se evalu6
a través del didmetro medio de la superficie del volumen (D3») a 25 + 2°C, como lo
reportan Guo y Mu (2011). Las propiedades opticas de las muestras se definieron como
indice de refraccién de 1.46 (WPC) y 1.43 (CPPs), agua como dispersante y absorcion de

0.1. Los resultados se expresaron como medias + desviacion estandar (Khor et al. 2014).
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5.6.2.5 Indice de cremado
El indice de cremado (IC) se determiné para medir la estabilidad de las emulsiones con

respecto al tiempo, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

As
% IC =100 x—
Ae

Donde, Ae es la altura total de la emulsion (cm) y As es la altura de la capa opaca (cm)

(Hernandez Morales et al. 2018).

5.6.2.6 Microscopia optica

La microscopia Optica se tom6 en base al método descrito por Huang et al. (2011) con
pequeias modificaciones. Las emulsiones se agitaron previo al anélisis durante 1 min en
vortex. Una gota de emulsion se colocé entre un cubre y porta objetos de microscopio.
Las gotas de las emulsiones se examinaron y observaron bajo iluminacién de campo
brillante con lente objetivo 40X en microscopio Leica (Leica DM500, Suiza) con el

software Leica LAS EZ 2.0.0., Ltd., Application Suite (Leica Microsystems, Suiza).

5.6.2.7 Ajustes de pH

Una vez seleccionada la emulsion elaborada con CPPs a una fraccion mdsica especifica,
se procedid a determinar el pH al cual la emulsion logré ser mds estable. Para ello, se
volvié a elaborar la emulsion, pero en esta ocasion la fase acuosa se fij6 a tres pH
diferentes (3.0, 5.0 y 7.0) con NaOH 0.1 N y HCI 0.1 N. Estos valores de pH se
seleccionaron debido a que en ellos se encuentran diversos alimentos como manzana,
chabacano, fresas, pifia, ciruela, uvas, ardndanos, durazno (pH 3.0), zanahoria, tomate,
betabel, pepino, apio, pimiento, calabaza, platano y carne roja (pH 5.0) entre otros, en los

cuales (dependiendo el resultado) se pudiese utilizar este emulsionante.

Todas las emulsiones fueron almacenadas a 25 + 2 °C durante 18 dias y se les realiz6 los
analisis anteriormente mencionados (5.2.5.2.1 a 5.2.5.2.5) cada tercer dia. Las emulsiones

fueron elaboradas por triplicado.
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5.6.3 Carbén activado

Las cédscaras de semillas se molieron en procesador de alimentos (NutriBullet, USA) y se
tamizaron para estandarizar su tamafio (2 a 4 mm). Posteriormente se pesé 170 g de
cdscara molida y tamizada, y se adiciono 1 mL de disolucién de H3PO4 37 % por cada
gramo. Para una correcta impregnacion, se mantuvo en remojo con agitacioén a 120 °C por
24 h. Posteriormente se coloc la cdscara en mufla a 550 °C por 30 min y se lavé con 100
mL de HCI 37 % a 30 °C durante 6 h con agitacién magnética constante. Enseguida se
filtré y lavo con agua destilada hasta tener conductividad eléctrica (Sension 5, HACH) de
10 a 15 mS. Se sec6 a peso constante a 105 °C. Y por udltima vez se moli6 por 15 seg en
procesador de alimentos (NutriBullet, USA). Para calcular el rendimiento se mantuvo la

muestra en desecador (Mohan et al. 2011).
El célculo de rendimiento se determiné por medio de la siguiente formula:

Peso de carbén (g)
*

Rendimiento (%) = 100

Peso de cascara (g)

5.6.3.1 Analisis Elemental

Para el andlisis elemental (AE) se tom6 como guia metodologia de Valente Nabais et al.
(2011) con algunas modificaciones. La muestra de carbon activado se depositd en cinta
de cobre recubierta con Au-Pd mediante una evaporadora, con la finalidad de hacer la
muestra mas conductora y tener mejor resoluciéon en Microscopio Electronico de Barrido
(JSM-6510, Jeol Ltd., Akishima, Tokyo), con Espectrometro de Dispersion de Energia de
Rayos X (SEM-EDS) (Jeol Ltd., Akishima, Tokyo).

Una vez colocada la muestra dentro del SEM se hicieron 5 mapeos en diferentes zonas de
la muestra y en cada zona se hizo analisis EDS a pantalla completa para obtener los
porcentajes en peso de los elementos presentes. Se empled carbon activado para
laboratorio (Desarrollo de Especialidades Quimicas, Mty, N.L.) como control. El anélisis

se hizo por quintuplicado.
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5.7 Analisis Estadistico

Los datos de los experimentos replicados se analizaron para determinar si las variaciones
eran estadisticamente homogéneas, y los resultados se expresaron como media +
desviacion estandar. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante anélisis de
varianza (ANOVA), completamente aleatorio. La diferencia entre medias se considerd
significativa a p < 0.05. En aquellos resultaron significativos, se siguié con prueba de

comparaciones multiples de Tukey.

En la elaboracion de harinas se calculd el coeficiente de correlacion lineal entre las

muestras y su composicion nutrimental, y las muestras con sus propiedades funcionales.

Los célculos estadisticos fueron realizados utilizando el programa computacional SPSS

Statistics 21.0 (IBM, 2012).
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Analisis lipidico de semilla P. serotina

El rendimiento del aceite obtenido a partir de semilla P. serotina por prensa fue 23.41 +
3.62 % (p/p). Extracciones con CO> supercritico y hexano reportan rendimientos de 21.3
y 30.9 % (p/p), respectivamente (Alveano Aguerrebere et al. 2011). El método de
prensado en frio es atractivo y econdmico y puede superar en 2 % a la extraccién con CO>
supercritico, pero puede tener menor rendimiento en comparacién con extracciones con

solvente.

El aceite P. serotina tuvo densidad de 0.9077 + 0.007 g/cm?, e indice de refraccién de
1.49225 + 0.000 nD. Estos valores resultan similares con los resultados obtenidos por
Alveano Aguerrebere (2010) en extracciones con hexano y CO; supercritico, quien reporta
indices de refraccion de 1.491 y 1.490 nD, respectivamente, y densidades de 0.914 y 0.910

g/cm?®, respectivamente.

La densidad obtenida fue similar a densidades de aceites de semilla de mostaza, oliva,
canola, coco, cacahuate y albaricoque (Tabla 2), mientras que el indice de refraccion fue
superior a indices conocidos en aceites vegetales que van de 1.4000 a 1.4705 y de aceites
frutales que van de 1.464 a 1.471. El valor superior de indice de refraccion refleja la
presencia de acidos grasos con alto contenido de dobles enlaces conjugados (Padley et al.

1994; Kaya et al. 2008; Alveano Aguerrebere 2010).

Tabla 2. Densidad en aceites.

Aceites Densidad (g/cm?)
Semilla de mostaza 0.910
Oliva 0.910
Canola 0.910
Coco 0.908
Cacahuate 0.914
Albaricoque 0.9138

Los valores de densidad fueron consultados del libro Lipid handbook 2da ed. Por Padley et al. (1994) y del

articulo publicado por Kaya et al. (2008) en la revisa Asian Journal of Chemistry.

57



6.1.1 Perfil lipidico
Los lipidos presentes en aceite de P. serotina analizado por CG fueron: 41.42 % oleico,
26.97 % linoleico, 25.33 % a-eleostedrico, 4.33 % palmitico, 1.33 % estedrico y 0.08 %

linolénico como se puede observar en Tabla 3.

Tabla 3. Perfil lipidico del aceite de almendras P. serotina comparado con P. dulcis.

Acidos P. dulcis (% peso aceite) P. serotina (% peso aceite)
Oleico 65.99 41.42
Linoleico 27.38 26.97
Eleostearico ND 25.33
Palmitico 5.36 4.33
Estedrico 0.55 1.33
Linolénico 0.09 0.08
Ac. saturados 5.91 5.66
Ac. monoinsaturada 65.99 41.42
Ac. poliinsaturada 27.47 52.38

Los valores son porcentajes relativos de cada componente, considerando que el area total bajo los picos de
la imagen cromatografica representa el cien por ciento del total de la elucién de aceite de almendra de P.

serotina y P. dulcis. ND: No Detectado.

El perfil lipidico de P. serotina fue similar al reportado por otros autores en extracciones
con hexano: 35.3 % oleico, 26.7 % a-eleostedrico, linoleico 26.6 %, palmitico 4.3 %,
estearico 4 % y 0.2 % linolénico (Alveano Aguerrebere et al. 2011). El aceite de P.
serotina presentd 1.6 veces menor contenido de dcidos monoinsaturados y 1.9 veces

mayor contenido de poliinsaturados en comparacién con el aceite de P. dulcis.

El acido o-eleostearico destaca en el aceite de P. serotina con valor de 25.33 %, mientras
que en aceite P. dulcis no fue detectado por el CG. El 4cido o-eleostedrico aumenta el
potencial del aceite como alimento funcional o ingrediente nutracéutico, ya que ha
demostrado tener propiedades antioxidantes y de captacién de oxigeno, asi como efectos
protectores contra el dafio oxidativo en plasma, reduce la peroxidacion lipidica, tiene

efectos anticolesterolemicos y previene enfermedades degenerativas crdnicas como

58



cancer (Chattopadhyay et al. 2012; Saha y Ghosh 2012; Sbihi et al. 2014; Alveano
Aguerrebere et al. 2011; Tsuzuki y Kawakami 2008).

La cantidad de 4cido oleico en aceite de P. serotina fue menor que aceite P. dulcis, con
una relacién de 0.62:1. Se ha reportado que el 4cido oleico tiene una amplia gama de
beneficios a la salud como reducir presion arterial, aumentar quema de grasa ayudando la
pérdida de peso, proteger células del dafio de radicales libres, prevenir diabetes tipo 2 y
colitis ulcerativa, generar mielina cerebral y disminuir el riesgo de enfermedades
inflamatorias cronicas, asi como cardiovasculares, al reducir los lipidos en la sangre

(principalmente el colesterol) (Rustaiyan et al. 2016; Parekh et al. 2009).

En aceite de semillas P. serotina se encontré acido oleico y a-eleostedrico en proporcion
de 1.6:1. Vidrih et al. (2009), determinaron el 4cido a-eleostearico y oleico en semilla de
cereza dulce (Prunus avium). La proporcion reportada fue de 4:1 y mencionan que el 4cido
a-eleoestdrico y otros dcidos conjugados fueron estudiados debido a sus beneficios en la
salud, especialmente, por prevencién de enfermedades relacionadas con problemas

cardiovasculares y atributos antitumorales.

Existen otras fuentes de acido a-eleostedrico como la semilla del melén amargo
(Momordica charantia) con 60 % y el cerezo de Santa Lucia (Prunus mahaleb) con 38.32
%. Pero estas no se encuentran disponibles en México (Tsuzuki y Kawakami 2008). Por
lo tanto, el aceite de P. serotina puede ser una fuente importante de dcidos insaturados en

particular por su contenido de 4cido oleico y a-eleostedrico.

6.1.2 Fracciones de aceite Poliomintha longiflora
Se obtuvieron dos fracciones de aceite concentrado (2.5X y 10X) por destilacion
fraccionada y posteriormente se comparoé la efectividad antioxidante que tuvo el aceite

esencial P. longiflora y sus concentrados sobre el aceite P. serotina.
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Tabla 4. Perfil de compuestos orgédnicos en aceite P. longiflora.

Concentrado  Concentrado Aceite

Compuestos PE (°C)* 2.5X 10X esencial
Area del pico (%)

a-Tujeno 150-152 1.74
a-Pineno 156 1.07
B-Mirceno 166-168 5.50
Felandreno 172 0.72
a-Terpineno 174 5.57
0-Cimeno 174 11.45 0.97 39.13
d-Limoneno 175 1.58
y-Terpineno 181-183 26.76 0.94 22.34
Timol 232 2.23 3.77 1.71
1,8-Cineola 177 1.53
Carvacrol 237-238 38.98 64.31 12.60
Trans-Cariofileno 268 9.80 13.78 3.47
a-Humuleno 276 8.36 1.56
Monoterpenos hidrocarbonados 11.45 1.91 77.65
Monoterpennos oxigenados 48.78 68.08 15.84
Sesquiterpenos hidrocarbonados 9.80 22.14 5.03
Total de compuestos identificados 89.22 92.13 98.52

Se mencionan los compuestos monoterpenos y sesquiterpenos con 99.9 % de coincidencia. PE fue

consultado en https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

El aceite esencial de Poliomintha longiflora estd conformado por 13 compuestos
organicos diferentes (Tabla 4). El analisis cuantitativo mostré 77.65 % de monoterpenos
hidrocarbonados, 15.84 % monoterpenos oxigenados y 5.03 % de sesquiterpenos
hidrocarbonados. El contenido de monoterpenos y sesquiterpenos predomind en su
composicion, dando en conjunto un total del 98.52 %. Los 6 compuestos que tuvieron

mayor concentraciéon en el aceite fueron: trans-cariofileno, carvacrol, y-terpineno, o-
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cimeno, o- terpineno y B-mirceno. Los monoterpenos hidrocarbonados mds abundantes
fueron: 39.13 % de o-cimeno, 22.34 % de y-terpineno, 5.5 % de B-mirceno y 5.57 % de

a- terpineno.

El contenido de monoterpenos hidrocarbonados en P. longiflora también fue reportado
por Herrera Rodriguez et al. (2019), Cid Pérez et al. (2019), Silva Vazquez et al. (2018) y
Teixeira et al. (2013), aunque el valor obtenido por los investigadores fue de 3.3 a 2.6
veces menor, variando su contenido entre 23.38 a 29.05 %. La diferencia de los resultados
se puede atribuir a que la abundancia de compuestos depende de la localizacién,

temporada de cosecha y proceso de extraccion del aceite (Herrera Rodriguez et al. 2019).

El aceite de orégano (P. longiflora) se ha utilizado como antioxidante potencial y como
antimicrobiano efectivo contra microorganismos patégenos (Herrera Rodriguez et al.
2019). Por ello, se elaboraron dos fracciones concentradas de aceite P. longiflora a 2.5X

y 10X para estimar la concentracion relativa de componentes y sus efectos antioxidantes.

La fraccién concentrada a 10X redujo su contenido de monoterpenos hidrocarbonados a
un 2 % (provenientes de o-cimeno y 7y-terpineno) y aumentd 4 veces sus compuestos
oxigenados (especialmente timol y carvacrol) y sesquiterpenos en comparacion con el

aceite esencial P. longiflora.

Los valores de monoterpenos y sesquiterpenos de la concentracion 2.5X tuvieron valores
promedios entre el aceite esencial y la concentraciéon 10X. Los monoterpenos
hidrocarbonados fueron 6.7 veces menos que en aceite esencial, pero 6 veces mas que a
concentracion 10X, los monoterpenos oxigenados fueron 3 veces mds que en aceite
esencial, pero 1.4 veces menos que en concentracion 10X y los sesquiterpenos fueron 2
veces mas que en aceite esencial, pero 2.3 veces menos que en concentracion 10X.
Posiblemente los cambios en las concentraciones de los compuestos organicos del aceite

P. longiflora influyeron en los efectos antioxidantes de los mismos.

6.1.3 Oxidacion de lipidos
El proceso de oxidacion de lipidos consiste en tres etapas: iniciacion, propagacion y

terminacién. La etapa de iniciacién ocurre cuando los 4cidos grasos reaccionan con
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radicales o factores de oxidaciéon como el oxigeno, provocando que se elimine el
hidrégeno del 4cido graso y se produzca un radical alquilo. Factores como calor, metales
catalizadores, luz visible y UV pueden acelerar la formacién de radicales libres. La etapa
de propagacion consiste en la reaccidn del radical alquilo resultante con oxigeno y forma
radical peroxilo, que a su vez extrae hidrégeno de otros dcidos grasos y reacciona con el
hidrégeno para formar hidroperéxido y otros radicales alquilo. Finalmente, cuando los
radicales reaccionan entre si y se producen especies no radicales, entonces la reaccion se

detiene (etapa de terminacion) (Choe y Min 2006).

Los productos primarios de oxidacién son los hidroperdxidos, estos se pueden degradar
y formar radical alcoxi, para formar aldehidos, cetonas, 4dcidos ésteres y alcoholes. Por
ello, la oxidacion de lipidos de P. serotina se cuantifico por formacion de hidroperéxidos
y malondialdehidos (productos secundarios de degradacion), debido a que estos peréxidos
conducen a la formacién de sabores desagradables, la reduccién de compuestos
bioactivos, asi como disminucién de calidad y seguridad de los aceites (Bakkali et al.

2008; Choe y Min 2006).

La oxidacion del aceite P. serotina obtenida por prensado en frio se evalu6 durante 30
dias y se compard6 con la del aceite P. dulcis. La concentracion de hidroper6xidos aumenté
hasta el dia 9 de almacenamiento a 30 °C, con degradacién maxima de 11.84 + 0.39 uM
y 18.87 £ 1.37 uM eq HC/kg en P. serotina y P. dulcis, respectivamente (Figura 4).
Después de la produccion médxima de hidroperdxidos, los valores fueron practicamente

constantes.

La abundancia relativa de los dcidos insaturados con respecto a los saturados en los aceites
P. dulcis y P. serotina fue muy cerca entre si, con valores de 15.78:1 y 16.57:1
respectivamente. La composicion de acidos insaturados presentes en aceite de P. serotina
fueron mas sensibles a los procesos oxidativos. Tsuzuki et al. (2004) mencionan que el
acido a-eleoestedrico tiene tasa de oxidacion mas ripida que el dcido linoleico conjugado

(9z, 11e-CLA y 10e, 12z-CLA), el 4cido linoleico y el linolénico.

62



—8— P, serotina

22+ o P. dulcis
20 1 }
5 18 e e, I
o 144 @
=4
SIRER ]
\
i 104 e . .
(0]
s s]°
2
a9 61
T,
24
./.
0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)
HP: Hidroperé6xidos

Figura 4. Formacién de hidroperoxidos en aceite P. serotina comparado con P. dulcis.

Hoy en dia se sabe que la formacién de hidroperéxidos y malondialdehidos (MDA) en
aceite puede inhibirse mediante el uso de antioxidantes de aceites comestibles (Choe y
Min 2006). Por lo cual, para extender la vida 1til del aceite P. serotina, se agregaron tres
fracciones de aceite de P. longiflora (Aceite esencial, concentrado 2.5X y concentrado
10X) a cuatro concentraciones cada una (3 000, 300, 30 y 3 ppm). Los resultados que se
obtuvieron demostraron inhibicién de formacién de hidroperéxido y parcialmente de

malondialdehidos.

Los hidroperdxidos tuvieron un aumento constante hasta el dia 9 en las tres fracciones de
aceite P. longiflora (aceite esencial, concentracion 2.5X y concentracién 10X) a 3 000
ppm (Figura 5). La formacién de hidroperéxidos fue mayor en todos los casos cuando se
afadi6 los aceites de P. longiflora a 3 000 ppm en comparacion con el aceite P. serotina
sin antioxidantes (11.84 + 0.39 uM eq HC/kg aceite), pero se mantuvieron menores en
comparacion con el aceite P. dulcis que tuvo 18.87 + 1.63 uM eq HC/kg aceite. La
oxidaciéon médxima a 3 000 ppm en orden creciente fue: 12.26 £ 1.63 uM eq HC/kg aceite
(concentrado 10X), 16.02 + 0.33 uM eq HC/kg aceite (aceite esencial) y 17.16 £ 1.37 uM
eq HC/kg aceite (concentrado 2.5X). Por lo cual, el uso de altas concentraciones de
antioxidantes en aceite de P. serotina, promueve la oxidacién con efectos similares a los

del aceite P. serotina a 30 °C.
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Figura 5. Formacién de hidroperéxidos en aceite P. serotina con fracciones de aceite P. longiflora a cuatro

concentraciones.
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Los aceites antioxidantes de P. longiflora a 300 ppm, reducen la tasa de hidroperéxido en
aceite P. serotina 2.2 veces con aceite esencial, 2.7 con concentrado 2.5X y 1.9 veces con
concentrado 10X. A 30 ppm la tasa de hidroperéxido se redujo a 3.4 veces con aceite
esencial, 4 con concentrado 2.5X y 2 veces con concentrado 10X. Y al adicionar los
antioxidantes 3 ppm, la velocidad de formacién de hidroperdxido se redujo a 4 veces con

aceite esencial, 5 con concentrado 2.5X y 2.5 veces con concentrado 10X (Tabla 5).

Tabla 5. Valores maximos de formacién de hidroperdxido en aceite P. serotina con y sin antioxidantes.

Aceites Concentracion de Valor maximo de hidroperéxido
antioxidante (ppm) (uM eq HC/kg aceite)
P. serotina N.A. 11.84 +£0.39
P. serotina + A.E. 3000 16.02 +0.33
P. serotina + 2.5X 3000 17.16 £0.37
P. serotina + 10X 3000 12.26 £ 1.63

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de hidréxido en aceites de P.
serotina con y sin antioxidante. A.E: Aceite esencial; 2.5X: Concentrado 2.5X; 10X: Concentrado 10X

N.A: No aplica.

La formacién de hidroperéxido obtenido usando el concentrado 2.5X de P. longiflora a 3
ppm fue 3.65 + 0.18 uM eq HC/kg aceite, el cual fue 3.3 veces menor con respecto al
aceite de P. serotina sin antioxidantes. Por ello esta fracciéon de aceite bajo la
concentracion mencionada, puede reducir eficazmente la velocidad de formacién de

hidroperéxidos.

El malondialdehido (MDA) es una especie reactiva de oxigeno, que a menudo estd
presente en altas concentraciones en los alimentos rancios (Feron et al. 1991), por ello se

utiliz6 para estimar la oxidacion del aceite P. serotina.

El desarrollo mdximo de MDA en aceite de P. serotina ocurri6 a los 9 dias con valor de
10.82 £ 0.15 uM eq TEP/kg aceite, mientras que en aceite de P. dulcis, ocurrié al 15vo
dia del monitoreo con 11.63 + 0.33 uM eq TEP/kg aceite (Figura 6).
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Figura 6. Formacién de malondialdehidos en aceite de P. serotina comparado con P. dulcis.

El equilibrio entre prooxidante/antioxidante es importante para evitar la oxidacion de los
aceites (Shahidi y Zhong 2010). El exceso de fracciones antioxidantes no disminuye la

formaciéon de MDA y una baja concentracion la reduce solo parcialmente.

La fraccion de aceite esencial a 3 000 ppm (11.20 + 0.31 uM eq TEP/kg aceite) afiadida
al aceite de P. serotina, no redujo la formacién de MDA, en realidad, el valor obtenido
fue similar al aceite P. serotina sin antioxidante (10.82 + 0.23 uM eq TEP/kg aceite). El
aceite esencial a 300 y 30 ppm prolongaron la estabilidad del aceite P. serotina hasta los
dias 21 y 30, respectivamente. Pero los valores obtenidos en esos dias fueron mayores al
obtenido el dia 9 en aceite de P. serotina sin antioxidantes, aumentando un 21.8 % (300
ppm) y 24.7 % (30 ppm). Solo a 3 ppm se logré reducir el contenido de MDA del aceite
P. serotina en 12.1 % (Figura 7a).

El valor mdximo de MDA desarrollado en aceite de P. serotina con la adicién de P.
longiflora concentrado 10X a 3 000 ppm (11.2 £ 0.31 uM eq TEP/kg aceite) fue cercano
al obtenido en aceite de P. serotina sin antioxidantes (10.82 + 0.23 uM eq TEP/kg aceite).
A 300 ppm la formacion de MDA se extendi6 al dia 15 y 30 ppm al dia 24, pero los valores
obtenidos en estos dias fueron superiores al aceite P. serotina sin antioxidante en 5 % y 37

%, respectivamente. Unicamnte a 3 ppm la concentracién 10X logré reducir parcialmente
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la formacién de MDA hasta el dia 18 con valor mdximo de 9.51+ 0.89 uM eq TEP/kg
aceite (Figura 7b).

El desarrollo de MDA con la fraccién concentrada 2.5X a 3 000 ppm (11.38 £ 0.74 uM
eq TEP/kg aceite) fue similar al obtenido en aceite de P. serotina sin antioxidantes. A 300
ppm se extendi6 la formacion méxima de MDA (13.97 + 0.38 uM eq TEP/kg aceite) hasta
el dia 15y a30 ppm (23.04 £ 0.21 uM eq TEP/kg aceite) al dia 21. Sin embargo, en ambos
casos aument6 el contenido de MDA un 22.5 % y 53 %, respectivamente. Solo a 3 ppm
(10.29 £ 0.94 uM eq TEP/kg aceite) se redujo en 5 % la formacién de MDA (Figura 7c).
Por lo anterior, el uso de fracciones de aceite Poliomintha longiflora como antioxidante,
lograron reducir la produccion de hidroperoxidos, pero solo parcialmente la formacion de

MDA.
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6.2 Capacidad antioxidante de almendra P. serotina

6.2.1 Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos pueden ejercer su actividad antioxidante eliminando especies
reactivas como el radical hidroxilo, peroxilo y superéxido al romper la cadena de
oxidacion, suprimir la peroxidacion lipidica reciclando otros antioxidantes o prevenir la
formacion de radicales libres al unirse con metales prooxidantes, como hierro y cobre
(Walte y Marchesan 2011). Estos compuestos son de gran importancia porque ayudan a
combatir enfermedades, son antimicrobianos, tienen efectos nutricionales beneficiosos y
ayudan a prolongar la estabilidad de productos alimenticios. Por ello, en los tltimos afios

han atraido més la atencion (Taghvaei y Jafari 2015).

Los andlisis de fenoles totales con 4 solventes dieron como resultado que los valores més
altos de absorbancia en los principales componentes de la almendra P. serotina (aceite,
semilla y cdscara) se obtuvieron con los solventes metanol, etanol y acetona 96 %. Sin
embargo, este ultimo tuvo menor rendimiento debido a que fue el mas volatil de los 4

solventes (Tabla 6).

De los tres componentes principales de la almendra, se obtuvo mayor contenido de
equivalentes de dcido galico en cédscara, seguido de semilla y por dltimo aceite (Tabla 6).
Estos resultados, se pueden atribuir, a que generalmente las capas externas de plantas,
como piel y céscara, contienen gran cantidad de compuestos polifendlicos para proteger
los materiales internos (Jahanban et al. 2010), como sucedi6 en este caso con la almendra

P. serotina.

Investigadores han identificado que en piel y cascara de almendras (P. amygdalus) se
encuentran diversos compuestos fendlicos incluidos la quercetina glicosilada, galactosa y
ramnosa, kaempferol, 4cidos hidroxicindmicos, flavanoles, naringenina, catequinas,

epicatequinas, procianidinas, dcidos hidroxibenzoicos, entre otros (Jahanban et al. 2010).
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Tabla 6. Contenido de fenoles totales en cdscara, semilla y aceite de P. serotina.

Muestra Solvente Rendimiento (%) mg EAG/g muestra
Agua Acidificada pH 4 62.87 £0.814 0.97 £0.124,
Acetona 96 % 24.33 +0.58, 1.19 £ 0.04¢
Cascara
Etanol 96 % 70.53 +1.29. 1.01 £0.05¢.4
Metanol 96 % 43.07 £ 1.01¢ 1.65 +0.06,
Agua Acidificada pH 4 58.00 £ 0.20. 1.42 +0.14y
Acetona 96 % 20.67 = 1.15n 0.72 £ 0.05¢
Semilla
Etanol 96 % 45.20 £ 0.72¢ 0.72 £ 0.02¢
Metanol 96 % 70.20 £ 0.20. 0.79 £ 0.03c¢
Agua AcidificadapH4  90.33 £0.23, 0.02 £0.01;
Acetona 96 % 20.87 = 1.68n 0.47 £ 0.004
Aceite
Etanol 96 % 90.20 £ 0.20, 0.24 +0.024
Metanol 96 % 87.13 £1.03p 0.05 £ 0.01n;

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estindar de fenoles en cdscara, semilla con
piel y aceite de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p < 0.005).

Cuando una muestra se mezcla con diferentes solventes se obtienen extractos con
compuestos desiguales, debido a la variabilidad quimica y la sensibilidad del método de
extraccion o al proceso de hidrdlisis. En este andlisis se obtuvo, que el uso del solvente
metanol 96 % fue mas efectivo para obtener mayor cantidad de equivalentes de acido
gdlico en cdscara; en semilla fue mejor el agua acidificada (pH 4.0) y en aceite acetona 96

%.

En céscara se obtuvo 1.65 + 0.06 mg EAG/g muestra (extraido con metanol) y en semilla
1.42 +0.14 mg EAG/g muestra (extraido con agua acidificada). Estos valores fueron mas
bajos a lo reportado por otros investigadores en variedades como P. amygdalus y P. dulcis
(Jahanban et al. 2010; Smeriglio et al. 2016). Sin embargo, el resultado en semilla

coincidio en el orden de magnitud.
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Del aceite P. serotina se obtuvieron extractos fendlicos de 0.47 + 0.00 mg EAG/g muestra
(con acetona 96 %) y 0.24 + 0.02 mg EAG/g muestra (con etanol 96 %), en ambos casos
el valor obtenido fue mayor a lo reportado por Miraliakbari (2007), quien extrajo fenoles
totales de aceite de P. dulcis con hexano (0.12 + 1lmg EAG/g aceite) y
cloroformo/metanol (0.16 £ 15 mg EAG/g aceite). Los valores obtenidos demuestran que

el aceite de P. serotina, tiene de 24 a 44 % mayor contenido de fenoles totales.

Para unificar el uso de solvente en las extracciones de compuestos fendlicos de céscara,
semilla y aceite en los siguientes andlisis (flavonoides totales y capacidad antioxidante)
se decidi6 emplear etanol 96 % por presentar uno de los mejores porcentajes de
rendimiento, situaciéon que también fue reportada con Jiménez et al. (2011). Y por ser un
solvente grado alimenticio, ademés que los resultados obtenidos con este solvente fueron
cercanos a los mas altos obtenidos en cdscara, semilla y aceite con los otros solventes,
aunado que Pinelo et al. (2004) mencionan que, para optimizar el rendimiento de
compuestos fenolicos de almendras, el etanol es mds favorable para extracciones totales,

en comparacion con metanol y agua.

6.2.2 Flavonoides totales

Las frutas y nueces estin conformadas por una amplia variedad de acidos fendlicos y
flavonoides, los cuales estin conformados por anillos fendlicos y piranos, con grupos
hidroxilo, metilados, sulfatados o glucuronidados. Estos cuentan con propiedades
antioxidantes y quelantes y quien los consume puede prevenir enfermedades cronicas.
Dependiendo de la naturaleza, extension, posicion de los sustituyentes y el nimero de
grupos hidroxilo, pueden actuar como antioxidantes o moduladores de actividad

enzimatica (Belge Kurutas 2016).

Entre los componentes principales de la almendra P. serotina, se observé que la semilla
tuvo mayor contenido de flavonoides totales (0.77 £ 0.01 mg ECAT/g muestra), seguido
de la céascara (de 0.37 £ 0.05 mg ECAT/g muestra) y finalmente el aceite (0.33 £ 0.01 mg

ECAT/g muestra) como se muestra en Tabla 7. Estos valores pueden ser atribuidos a la
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influencia de factores genéticos, asi como, por condiciones ambientales y practicas de

cultivo (Smeriglio et al. 2016).

Tabla 7. Contenido de flavonoides totales en cdscara, semilla y aceite de P. serotina.

Muestra Solvente mg ECAT/g muestra
Céscara Etanol 96 % 0.37 £ 0.05
Semilla Etanol 96 % 0.77 £0.01,
Aceite Etanol 96 % 0.33 £0.01¢

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estandar de flavonoides en cascara, semilla
con piel y aceite de la P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma

columna son significativamente diferentes (p < 0.005).

En este caso, la semilla de almendra P. serotina en comparacion con otras semillas
oleaginosas como, anacardo, avellana, nuez pecana, piién, pistache y nuez, con 0.02, 0.12,
0.34, 0.005, 0.18 y 0.03 mg de flavonoides/g muestra, respectivamente, puede llegar a
tener de 2 a 154 veces mayor contenido de flavonoides totales (Bolling et al. 2011). Sin
dejar de lado, que el aceite de P. serotina a diferencia de otros aceites vegetales como
aceite de oliva extra virgen en su version deshuesada y sin deshuesar (0.11 £ 0.01 y 0.03
+ 0.003 mg equivalentes de catequinas/g muestra, respectivamente), puede tener de 3 a 12
veces mayor contenido de flavonoides totales en su composicion (0.33 + 0.01 mg

equivalentes de catequinas/g muestra) (Restuccia et al. 2011).

6.2.3 Actividad antioxidante
Los compuestos fenoles y flavonoides son moléculas que frecuentemente presentan
actividad antioxidante. Efecto que se determiné mediante dos andlisis colorimétricos

(DPPH y ABTS) en almendra P. serotina, comparando sus resultados con los de P. dulcis

(Tabla 8).

Entre los resultados destaca el obtenido en aceite de P. serotina, pues fue el que obtuvo
mayor actividad antioxidante en ambos métodos, también reflejado en el porcentaje de

inhibicién del radical. Empleando el método DPPH, el porcentaje de inhibicién del radical
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(12.94 £ 0.67 %) del aceite P. serotina fue 1.82 veces mayor que en aceite P.dulcis (7.12
+ 1.11 %). Mientras que con el método ABTS, su capacidad antioxidante (17 888.89 + 1
537.34 uM equivalentes de Trolox/g de aceite) fue hasta 2.4 veces mayor. Y en
comparacién con otros aceites vegetales como aceite de oliva extra virgen (8.80%), el
aceite de P. serotina alcanza un % de inhibicioén de radical DPPH 1.4 veces mayor

(Ramadan y Moersel 2006).

Tabla 8. Capacidad antioxidante de compuestos de almendra P. serotina comparado con P. dulcis.

ABTS DPPH
% %
M eq. M eq.
! . Inhibicién ! . Inhibicion
Alimento ~ Muestra Trolox/g Trolox/g
de radical de radical

muestra muestra

1527.78 + 10.77 + 568.45 + 7.04 +
Cascara

268.69¢4 1.89, 2247, 0.28;
Semilla 1229.17 + 8.66 + 562.50 + 6.97 +

P. serotina
con piel 587.784 4144 49.71, 0.62.
17888.89 + 31.52 + 4178.57 + 12.94 +

Aceite

1537.37, 271, 217.24, 0.67,
Semilla 3819.44 + 26.92 + 803.57 + 9.96 +
con piel 552.90. 3.90, 85.17. 1.06p

P. dulcis

Aceite 7555.56 + 13.31 + 2297.62 + 7.12 +

1131.41p 1.99, 359.52 1.11¢

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de actividad antioxidante en
cascara, semilla con piel y aceite de la P. serotina 'y P. dulcis. Los valores medios etiquetados con una letra

diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.005).

6.3 Harina de almendra

El rendimiento de las harinas con aceite de P. dulcis fueron hasta 2 veces mayor en sus
versiones con y sin piel (68.61 = 6.06 % y 73.95 + 0.24 %, respectivamente) en
comparacion a las harinas con aceite de P. serotina (35.82 + 0.31 % con piel y 45.00 £

5.33 % sin piel). Mientras que la version de P. serotina sin aceite presento hasta 1.99 veces
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mayor rendimiento (71.29 + 4.36 %) que sus versiones con aceite y un valor de

rendimiento muy cercano al que obtuvo la harina sin piel de P. dulcis.

La presencia de piel en las harinas afecto en ambos géneros de Prunus el rendimiento,

debido a que tanto la piel como el aceite bloquearon y obstruyeron los poros del tamiz.

6.3.1 Tamaiio de particula
Al comparar el tamafio de particula entre las variedades de harinas Prunus, se puede
observar en Tabla 9 que en sus versiones de harina con piel presentaron mayor tamafio de

particula en contraste con sus versiones sin piel.

La harina de P. dulcis en ambas versiones obtuvo menor tamafio de particula en
comparacion con las harinas de P. serotina. A pesar de esto, las versiones con aceite y piel
y sin aceite con piel de P. serotina presentaron valores mds pequeios que la harina

comercial de trigo (Triticum spp.) con 7.31 pm.

La AOAC 965.22 estipula que la harina de trigo debe poder pasar a través de un tamiz No.
70 de 212 micras para su venta. A pesar de que el proceso de elaboracién de estas harinas
no empleo un tamiz con esa numeracion, al presentar un tamaiio final menor a la harina

control de trigo pueden considerarse de igual manera aptas para uso comercial.

Tabla 9. Tamafio de particula de harinas P. serotina comparado con P. dulcis y Triticum spp.

Tamafio de particula

Tipo de almendra y trigo Versién de Harina
D43 (um)
Con aceite y piel 24.58 £ 0.04¢
P. serotina Con aceite sin piel 5.64 +0.05.
Sin aceite con piel 5.10 £0.03y
Con aceite y piel 16.5 +0.16¢
P. dulcis
Con aceite sin piel 3.18 £0.05.
Triticum spp. Sin aceite sin piel 7.31 £0.014

Los valores son el promedio de cinco repeticiones + desviaciones estdndar del tamafio de particula de las
harinas P. serotina, P. dulcis y Triticum spp. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la

misma columna son significativamente diferentes (p < 0.005).
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6.3.2 Composicion proximal

Las tres versiones de harina de P. serotina fueron comparadas con una harina control, que
en este caso fue la version con aceite y piel de P. dulcis. Como se puede observar en Tabla
10 las cuatro harinas presentaron un contenido similar de humedad, cumpliendo con lo

estipulado por el Codex Standard 152-1985.

En el caso de cenizas totales, la version sin aceite de P. serotina presentd hasta 1.5 veces
mayor contenido que la harina control. Respecto al extracto etéreo, las versiones con
aceite tuvieron un 10 y 18 % (sin piel y con piel, respectivamente) menor contenido, con
respecto a la harina de P. dulcis. Los valores en estas versiones fueron similares a lo
reportado por Raya Pérez et al. (2012), donde mencionan que el contenido lipidico puede
variar entre 41.2 hasta 49 % dependiendo la zona de México de donde haya provenido el

Capulin.

La version sin aceite de P. serotina tuvo 13.23 veces menor contenido de extracto etéreo
en comparacion con la harina control, debido al mismo proceso por el que fue sometido
para su elaboracién. Lo cual terminé favoreciendo su contenido proteico, reportando un
valor de 50. 94 + 0.64 %, éste aumento hasta 2.12 veces en contraste con las versiones
con aceite. Sin embargo, las tres harinas de Capulin tuvieron mayor porcentaje de proteina
bruta que la P. dulcis. Garcia Aguilar et al. (2015) reportan un valor similar para la P.

serotina con aceite y piel.

La harina con aceite y piel de P. serotina fue la que obtuvo mayor porcentaje de fibra
cruda y menor contenido de extracto libre de nitrégeno (ELN). Mientras que la harina sin
aceite con piel tuvo el mayor contenido de ELN, siendo casi el doble que la harina control;
un valor muy similar de fibra cruda a la P. dulcis y fue la harina con menor contenido

caldrico.

En base al andlisis de varianza que se realizé (SPSS Statistics 21.0, IBM 2012) se obtuvo
que existe diferencia significativa con un a = 0.05 entre la presencia o ausencia de piel

respecto al porcentaje de cada nutriente en las harinas.
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Tabla 10. Composicién nutrimental de harinas de P. serotina comparado con P. dulcis.

T 3 s S £s5 s 853 Es 3 =3
) o ® &8 § = £ 5 © B I 0 O =
= & 3 g S B X0 i ~ 2 o=
< SO S IS R
Conaceitey 3.78+ 3.08+ 4475 3648 578+ 992+ 391.09
piel 0.07.  0.06. +038 =041, 038, 033, =*2.70,
S
5 Conaceite 3.07+ 276+ 4953 2393 246+ 2132 626.78
S
§ sin piel 0.13.p  0.13.  £0.19c +0.50. 0.06° +0.44. =+0.60c
= Sin aceite  2.58+ 536+ 336+ 5094 403+ 3648 379.90
con piel 0.09.  0.24. 031 £0.64. 027, £1.09¢ =*0.54,
E, Conaceitey 3.13+ 349+ 5454 1958 397+ 1577 650.68
3
: piel 0.14, 0.13, £0.214 +£0.229 058, =*=1.08, *=1.774

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de las harinas P. serotina y P.
dulcsi en base seca. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna son

significativamente diferentes (p < 0.005).

6.3.3 Propiedades funcionales
Dentro de las variedades de P. serotina, la harina sin aceite con piel presentd6 mayor
capacidad de absorcion de agua, con valor de 3.21 + 0.49 g agua/g muestra, haciéndola

2.5 veces mayor que la harina control de trigo (Tabla 11).

Todas las variedades de harina de P. serotina tuvieron mayor capacidad emulsionante que
la harina de trigo, superandola hasta en 4 veces su valor. Unicamente la versién de P.
serotina con aceite sin piel pudo igualar el valor obtenido de capacidad gelificante de la
harina control con 18 + 0.00 %. Mientras que, en capacidad de hinchamiento las dos
versiones con aceite de P. serotina fueron las de valor més alto, superando 3.5 veces a la

harina de trigo.

Por medio de andlisis de varianza se obtuvo que existe diferencia significativa con un o =

0.05 entre la presencia de piel y las propiedades funcionales.
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Tabla 11. Propiedades funcionales de harinas de P. serotina comparado con P. dulcis y Tritticum spp.

S = 2 =
< a) 8 §5) = o) ) o) Q ) o]
= P Q3 2 =
s g z 8 S 2 2§ &8 335:%Z ¢
g 2 S E 8 c: 35 Ez2 4%
o 3 S B0 g X ST Q. 5 3 & & §
53 = 8 S = 5 = E 5 o 5 &
= g 5 3 23 2 E 98 gg=59 g
i z 2 g SIS R O E E ¥
< 2 2
Con aceite  0.36 + 1.08 + 5793 + 10.00 £ 6.44 + 3.30
y piel 0.054 0.04. 0.49, 0.01¢ 0.32, 1.09
3
.S Con aceite 0.46 + 0.95 + 58.67 + 18.00 = 7.18 £ 6.33 +
Q
§ sin piel 0.094 0.05¢ 1.49. 0.00b 0.644 1.45.p
* Sin aceite 321+ 1.62 + 57774+  20.00 = 1.50 + 1.96 +
con piel 0.49, 0.07y 1.07. 0.004 0.664 0.16¢
Con aceite 1.76 + 1.37 + 54.83 £ 16.00 + 3.00 = 6.66 +
£ ypiel 0.02 0.00q 2.0, 0.02 0.48s 173
=
: Con aceite 0.24 + 1.52 + 59.6 + 11.00 £ 238+ 298 +
sin piel 0.01 0.02¢ 2.63. 0.014 0.05¢ 0.98p
S
§ Sin aceite 1.26 + 1.88 + 14.68 + 18 + 2.04 £ 5.80 £
§ sin piel 0.13¢ 0.08a 2.12 0.00p 0.48¢.a 1.66.
kN
&~

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estandar de las propiedades funcionales de

las harinas P. serotina, P. dulcis 'y Triticum spp. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en

la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.005).

6.3.4 Peso molecular de proteinas solubles

En cuanto al patrén electroforético de proteinas de la harina sin aceite de capuli, se puede

observar en Figura 8 que en la albumina el peso molecular vari6 de 63 a 20 kDa (carril 2

y 6), en globulinas varié entre 63 y 20 kDa (carril 3 y 7), en prolaminas abarcé entre 60 y

20 kDa (carril 4 y 8) y en glutelinas entre 60 y 12 kDa (carril 5y 9).
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1. Marcadores de peso molecular, carriles 2 a 5 (con 2- mercaptoetanol); 2. Albumina; 3. Globulina; 4.

Prolamina; 5. Glutelina. Carriles 6 a 9, como carriles 2 a 5 pero sin 2-mercaptoetanol.

Figura 8. Perfiles electroforéticos de fracciones proteicas de harina sin aceite de Capulin.

Estos valores son muy similares a lo reportado por Raya Pérez et al. (2012), donde
mencionan que en la semilla sin aceite de P. serotina el peso de albumina varié entre 65

y 20 kDa, globulinas entre 65 y 14 kDa y prolaminas y glutelinas entre 65 y 12 kDa.

Las albiminas y globulinas son las principales proteinas de almacenamiento en plantas
dicotiledéneas (legumbres y semillas oleaginosas), mientras que las prolaminas y
glutelinas son importantes en plantas monocotiledoneas (cereales). Como se esperaba de
una fuente de nitrégeno, las proteinas de almacenamiento son ricas en asparagina (y
aspartato), glutamina (y glutamato) y arginina (Gonzélez Pérez et al. 2009), como es el
caso de la semilla P. serotina segtn lo reportado por Garcia Aguilar et al. (2015) en Tabla

12.
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Tabla 12. Composicién de aminodcidos en semillas crudas y tostadas de P. serotina

Aminodcidos Semillas crudas Semillas tostadas
Proteina (mg/g) Proteina (mg/g)
Asparagina 112.29 116.97
Glutamina 256.84 273.73
Serina 32.84 42.11
Histidina 21.60 21.29
Glicina 37.43 38.82
Treonina 52.85 59.16
Arginina 84.24 87.42
Alanina 41.47 44.06
Tirosina 48.75 60.99
Metionina 8.93 9.83
Valina 45.48 45.62
Fenilalanina 48.64 52.00
Isoleucina 39.17 40.33
Leucina 75.10 82.11
Lisina 8.85 11.17

Todos los valores fueron consultados en https://www.mdpi.com/1420-3049/20/2/3479/htm. El tript6fano no
fue determinado. Los aminodcidos se analizaron mediante un autoanalizador HPLC (Waters 2487,

Milliporem MA, EE. UU.)

6.4 Concentrado de proteina de almendra

6.4.1 Punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico (p/) de un aminodcido, es el valor de pH al cual el aminodcido se
encuentra doblemente ionizado o en concentracién de zwitterion (iones hibridos) y se
calcula de la ecuacién de Henderson-Hasselbach, como promedio de los valores de pK de
las etapas que forman y descomponen el zwitterion (i6n hibrido). El punto de interseccion
de la curva de calibracion con el eje x es el valor de p/ de la proteina (Lopez Medina 2014;

Jiaetal. 2011).
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Como resultado de la medicién de conductividad a diferentes pH en la harina sin aceite
de P. serotina (Figura 9), se encontré que el p/ para esta almendra fue 3.7, pudiendo
atribuir este valor al alto contenido de aminodcidos 4cidos presentes en la composicion de
la semilla P. serotina (acido aspartico 112.29 mg/g y glutamina 256.84 mg/g), lo cual
influyé en el bajo valor del p/ (Garcia Aguilar et al. 2015). Ademas, este valor se encuentra
dentro del rango 6ptimo para la precipitacion de proteinas oleaginosas como el cacahuate
(4.0 £ 0.25), coincidiendo con lo que otros investigadores han reportado (Ferreyra et al.

2007).

Potencial £ (mV)
o

pH

Figura 9. Punto isoeléctrico (pl) de harina sin aceite de P. serotina.

6.4.2 Contenido de proteina

La harina sin aceite de P. serotina se someti0 a diferentes tratamientos hasta obtener
valores de proteina suficientes para que el producto resultante pudiera entrar en categoria
de concentrado proteico. Esto mediante un proceso que fuera repetible, estandarizado y

por ende confiable.

Los tratamientos se fueron ajustando y realizando conforme los resultados se iban
obteniendo y de acuerdo con la disponibilidad de tiempo. Usualmente para solubilizar
proteina a partir de harina de semilla de oleaginosas, se emplean soluciones alcalinas por
el alto grado de solubilidad que se puede obtener. Soluciones con pH de 9 a 12 tienen
mayores rendimientos proteicos. Sin embargo, en valores de pH 12 y superiores no

siempre se producen aislados de mejor calidad (Arntfield 2018).
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Las sales incrementan la solubilidad por medio del proceso salting-in, donde contra iones
recubren las cargas i6nicas de moléculas de proteina (Universidad Nacional de Quilmnes
2015). El NaCl es la solucién salina mds frecuente como agente solubilizante, y la
combinacion de alcali y sal a menudo se utilizan para mejorar la solubilidad de proteinas

(Arntfield 2018).

En Tabla 13 se puede observar los primeros resultados de haber tratado la harina sin aceite
de capuli con pH alcalino seguido de interaccidn con solucidn salina, a diferentes tiempos
y nimero de extracciones, con la finalidad de extraer y recuperar el mayor contenido

proteico del residuo de la harina.

Tabla 13. Contenido de proteina en residuo de harina de P. serotina.

Relacion Contenido de
No. de Tiempo de
Muestra Harina:NaCl proteina (%) en
extracciones extraccion
(pH 11) residuo
30 min 51.94 £4.214
Harina sin 1
l1h 36.07 £3.47.
aceite de 1:20
) 30 min 22.06 £ 1.34
P. serotina 2
l1h 13.30 £0.39,

Los valores son el promedio de tres repeticiones *+ desviaciones estdndar de proteina bruta presente en la
harina sin aceite de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p < 0.005).

Y se obtuvo que la muestra que fue sometida a dos extracciones de una hora cada una con
NaCl a una relacion 1:20 (p/v) apH 11 tuvo menor remanente de proteina, lo cual indicaria
que este proceso permite recolectar mayor cantidad de proteina en sobrenadante. Por lo

cual se prosigui6 a intentar recuperar esa proteina.

El enfoque més comiin para recuperar las proteinas solubilizadas es precipitar la proteina
con ajuste de pH. En el caso del cacahuate algunos autores usan pH 4.5 (Arntfield 2018;
Universidad Nacional de Quilmnes 2015), mientras que otros investigadores mencionan

que el pH 6ptimo para precipitar la proteina de cacahuate se puede observar dentro de la
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region isoeléctrica entre valores de pH 3.0 a 5.0 (Ferreyra et al. 2007). Tomando lo
anterior de guia y en base a los resultados obtenidos en la determinacién del p/ de la harina
sin aceite de P. serotina, se emplearon los siguientes pH para precipitar proteinas del

sobrenadante: 4.5, 3.7 y 3.0, obteniéndose los resultados de Tabla 14.

Tabla 14. Contenido de proteina en precipitado final de harina P. serotina.con pH 4acido.

Relacién

No. de Tiempo de pHpara  Contenido de
Muestra Harina:NaCl
extracciones extraccion precipitar  proteina (%)

(pH 11)
Harina sin 4.5 56.77 £9.20p
aceite de P. 2 1h 1:20 3.7 66.96 £ 1.21ap
serotina 3.0 72,02 £ 5.01,

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de proteina bruta presente en la
harina sin aceite de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p < 0.005).

Como se puede observar en la tabla anterior, el contenido final de proteina bruta que fue
precipitada del sobrenadante recolectado no alcanzd los valores de proteina que se estaban
buscando (= 80 % y < 90 %). Esto se puede atribuir a que, a una fuerza iénica elevada, las
proteinas pueden ser casi completamente precipitadas de su disolucion provocando
insolubilizacién por salado (salting-out), debido a una deshidratacion en las moléculas de
proteina, reduciendo asi su solubilidad (Universidad Nacional de Quilmnes 2015). Por
ello se hicieron cambios en el nimero y tiempo de extraccion, asi como en la relacion
Harina:NaCl. A la par, se hicieron pruebas con harina sin aceite donde esta interactud
Unicamente con una solucidn alcalina a pH 11 y enseguida el sobrenadante fue acidificado
para identificar que pH 4cido era mds efectivo, obteniéndose los resultados de Tabla 15 y

16.
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Tabla 15. Contenido de proteina en precipitado final de harina P. serotina con variaciones de NaCl y pH.

Relacién
No. de Tiempo de pH para Contenido de
Muestra Harina:NaCl .
extracciones extraccion precipitar proteina (%)
(pH 11)
4.5 73.47 £0.92.p
1:12
Harina sin 3.0 75.37 £2.86,
aceite de 1 30min 6 3.7 66.30 £ 7.80p
P. serotina ' 3.0 70.78 + 4504
1:3 3.0 69.15 £3.07ap

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estindar de proteina bruta presente en la

harina sin aceite de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p < 0.005).

Tabla 16. Contenido de proteina en precipitado final de harina P. serotina sin uso de NaCl.

pH acido para _
Muestra - Contenido de proteina (%)
solubilizar proteina

4.5 63.99 + 6.63
Harina sin aceite de
3.7 76.66 +7.36,p
P. serotina
3.0 81.99 + 6.96,

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de proteina bruta presente en la
harina sin aceite de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p < 0.005).

En Tabla 15 se puede observar que, a pesar de haber disminuido el nimero y tiempo de
extraccion, asi como la relacidon de solucion salina con muestra, los resultados no fueron
favorecedores y no alcanzaron el valor deseado de proteina. Sin embargo, los resultados
obtenidos al momento de precipitar los sobrenadantes a pH 3.0 en comparacion con los
otros valores de pH (4.5 y 3.7), arrojan resultados mds elevados. Lo cual se corrobora al

tratar de obtener el concentrado de proteina por acidificacion directa, donde no solo se
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observa en Tabla 16 que a pH 3.0 hay mejores resultados, sino que ya se obtiene un valor

de concentrado proteico (81.99 £+ 6.96 %).

Con la finalidad de que el proceso se pudiera estandarizar, fuese repetible y confiable, se
analiz6 otras dos muestras mds de harina sin aceite de P. serotina (con sus triplicados) y

los resultados de las tres pruebas se recopilaron en Tabla 17.

Tabla 17. Contenido de proteina en precipitado final de harina P. serotina sin uso de NaCl.

pH acido para Valor promedio de
Contenido de
Muestra solubilizar contenido proteico
proteina (%)
proteina (%)
3.0 81.99 £ 6.96
Harina desgrasada de
3.0 80.31 £9.36 81.44 +£7.74
P. serotina
3.0 82.03 £6.12

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar de proteina bruta presente en la

harina sin aceite de P. serotina.

El tratamiento por medio del proceso de acidificacion directa fue el més efectivo para
obtencion de concentrado proteico, dando un valor promedio de 81.44 + 7.74 %,

permitiendo con este valor su clasificacion como concentrado, con un rendimiento del

95.80 +3.54 %.

6.4.3 Propiedades funcionales

El concentrado de proteina de Capulin destaco por su capacidad emulsionante con un
62.00 + 0.40 %, el cual fue 6.8 % mayor que su predecesor la harina sin aceite (57.74 +
0.64 %) y por su capacidad espumante (9.23 + 2.40 %), asi como de hinchamiento (1.99
+0.00 mL/g), siendo 4.7 y 1.3 veces mayor, respectivamente, que la harina de P. serotina

sin aceite (Tabla 18).

Andrade et al. (2012) y Yusuf et al. (2008) establecen que el poder de hinchamiento esté
relacionado a la presencia de aminoécidos polares en las proteinas, quienes tienen afinidad

por moléculas de agua (Vegas et al. 2017). Y la almendra de capuli estd conformada por
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varios aminodcidos polares como glicina, serina, treonina, tirosina, asparagina, glutamina,

arginina e histidina (Garcia Aguilar et al. 2015).

Tabla 18. Propiedades funcionales del concentrado proteico de P. serotina.

s 3 2 %8
= D = —
5 f 8% =z 2 oz, ® g,
s L = o 2 S s S = O o & B g
=] = < E S < S « S =2 L 5 =
172} = E = S
& S = o0 8 .S g 2 = = =
5 R < ) T = < = 8 = 00 < a
E bast = 8 = U = U (] o Q ~ U 175}
o  bn 5 9 s E o B0 5 Z o 0
e < ~
B0 el
Concentrado

0.09+ 0.14 + 62.00 = 8.00 + 1.99 + 9.23 +

proteico de P.
0.01° 0.02° 0.40? 0.00° 0.00? 2.40°

serotina

Harina de P.
3.21 + 1.62 + 57.74 + 20.00 + 1.50 = 1.96 +

0.49. 0.07, 1.07y 0.00a 0.66p 0.16p

serotina sin

aceite con piel

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estandar de las propiedades funcionales del
concentrado proteico de P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma

columna son significativamente diferentes (p < 0.005).

6.5 Galletas

6.5.1 Prueba de Grignard
El experimento mostré que en el caso del alimento control (almendra fraccionada sin

tratamiento) el papel impregnado con 4cido picrico cambié de amarillo a color naranja
intenso, lo cual indic6 que el alimento podia consumirse, pero con precaucion. Mientras
que el papel de harina de P. serotina con tratamiento, el color amarillo se mantuvo igual;

esto indic6 que no habia problemas de consumo (Figura 10).

El rendimiento de harina obtenido después del tratamiento por el cual fue sometido para

eliminar el 4acido cianhidrico (HCN) fue 71.07 = 2.10 % (similar a la harina sin aceite con

piel).
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a): Almendra control; b): Harina con tratamiento

Figura 10. Comparacion de papeles picricos de harina P. serotina con almendra fraccionada

6.5.2 Evaluacion sensorial

Los efectos de la adicidn de harina de P. serotina se muestran en Tabla 19. Se encontrd
una disminucién en las calificaciones de todos los atributos sensoriales, incluyendo
impresion global de las galletas con la adicién de harina de P. serotina. Sin embargo, la
cantidad méxima de harina de P. serotina aceptada por los panelistas en las galletas fue
de 75 % (F2) en base al valor obtenido en la categoria de impresion global, aunque la
formulacién con mayor aceptabilidad (dentro de las opciones con harina P. serotina) fue

la sustituida en 50 % (F3).
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Tabla 19. Efectos de harina de P. serotina en atributos sensoriales de galletas.

S = < 9 =
[+ < () \ [~ S = Q-
£ s 5 5§ 5 5 8E Z& 3E
3 S 3 g ¥ = 52 8% L2
70! v s S = D = &)
= = & &° #Z E
Fc 738+ 743+ 738+ 733+ 749+ 733+ 689+ 745+
201, 178, 170, 1.88, 199, 176, 172, 154,
F1 449+ 481+ 255+ 395+ 456+ 3.16+ 289+ 327+

20l 199 1.55. 196, 2.08 1.6l 1.71c 1.72

F2 593+ 6.04+ 573+ 573+ 578+ 539+ 527+ 584+
203, 2.03, 218 192, 2.0, 234y 2.16p 1.7%

F3 696+ 659+ 553+ 576+ 685+ 569+ 560+ 631+
1.49.p 1460 1740 1.73v 142, 176 2.12p  1.60p

F4 691+ 648+ 6.07x 665 6778+ 6.05+ 578 6.18%
1.97.p 1.77.p 214y  1.67ap 1.82:p 2.04p 2.15p 1.88p

Los valores son el promedio de cincuenta y cinco repeticiones + desviaciones estdndar de los atributos

sensoriales de las galletas de harina de P. serotina y trigo comercial. Los valores medios etiquetados con

una letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.005).

Los resultados obtenidos en la evaluacion demuestran que las galletas que se elaboraron
con 75 a 25 % harina de P. serotina (F2 y F4) recibieron calificaciéon mayor a cinco en
impresion global, haciéndolas por consecuencia aceptables. Estas galletas tuvieron mayor
aceptacion en comparacion con otras galletas elaboradas a base de almendra californiana
(P. dulcis), las cuales tuvieron aceptacion maxima a un 20 % de sustitucion, con valor de

5.25 en impresion global (Jia et al. 2011).

6.5.3 Composicion nutrimental

En base a los resultados obtenidos en la prueba sensorial, se decidi6 realizar el anélisis
proximal a la férmula control (100 % harina de trigo) por haber sido la de mayor
predileccion por parte de los panelistas y a las galletas que fueron sustituidas en un 50 y

25 % con harina de P. serotina (F3 y F4) por obtener la mayor calificacion en la categoria
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de impresion global dentro de las opciones de galletas elaboradas con P. serotina,

obteniendo los resultados de Tabla 20.

Tabla 20. Efecto de harina P. serotina en composicion nutrimental de galletas comparadas con harina de

trigo.
8 £ g £ Z 3
~Nd 5] N-=] ﬁ 2] o
2 w5  =EE £ = 53
Fc 68.08 £0.29,  0.71 £0.0c 0.00£0.0. 31.20+0.05. 7.76 £2.56,

F3 61.94+0.27, 125+0.03. 093+£0.0. 24.63+0.05. 822+231,
F4 5848 +0.27, 11.79+0.02, 0.88+0.0. 28.85+0.08, 8.50+2.36p

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estandar de la composicién nutrimental de
las galletas Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna son

significativamente diferentes (p < 0.005).

Las galletas que fueron elaboradas con harina de P. serotina destacaron por contener fibra.
Ademais, su contenido de proteina fue hasta 17 veces mayor que las galletas con harina de
trigo (Fc), Con respecto al ELN o carbohidratos, éstas presentaron 6.57 % y 2.35 % menor
contenido, y 6.14 % y 9.6 % menor de extracto etéreo (F3 y F4, respectivamente) en

comparacion con las galletas control.

Ademads, se puede decir que las galletas elaboradas con un 50 y 25 % de harina de P.
serotina tienen un menor contenido de gluten en comparacion con las galletas control, ya
que las almendras son de las mejores fuentes vegetales de proteina libre de gluten y de los
ingredientes mds populares en elaboracion de alimentos libre de gluten, convirtiéndose en

una alternativa saludable para personas con enfermedad celiaca (Ricciardi 2016).

6.6 Emulsiones

6.6.1 1Indice de estabilidad y actividad emulsionante

Las particulas de proteina tienen buenas propiedades emulsionantes y un gran potencial
para formar particulas blandas (Sillero 2006). La capacidad de una proteina para formar

una emulsién se puede definir como un indice de actividad emulsionante (IAE), que
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determina aproximadamente la cantidad de area interfacial que se puede estabilizar por
unidad de cantidad de proteina. Mientras que la estabilidad de la emulsién durante un
periodo de tiempo especifico se denomina indice de estabilidad emulsionante (IEE)

(Tirgar et al. 2017).

El TAE aument6 conforme lo hizo la fracciéon mésica en emulsiones con CPPs (Figura 11).
El efecto fue similar en emulsiones control. Por el contrario, en el IEE a medida que

aumento la fraccién masica, el tiempo de estabilidad disminuyd.

En emulsiones con CPPs el IEE fue de 117.50 £2.17 (¢ 0.002) a 29.34 + 1.48 min (¢ 0.4)
y en emulsiones con WPC de 95.83 = 7.95 (¢ 0.002) a 19.87 £ 1.08 min (¢ 0.4). Las
emulsiones control siempre manifestaron menor tiempo de estabilidad en comparacién

con las elaboradas con CPPs.

Diferentes autores han reportado caracteristicas similares en proteinas de almendras,
gluten de trigo y subunidades dcidas de soya (globulina 11S) (Sze Tao y Sathe 2000;
Floury et al. 2000).

Guo y Mu (2011) también obtuvieron resultados similares, estudiaron las propiedades
emulsionantes de proteina de camote y descubrieron que a bajas concentraciones de
proteina (< 1 %, p/v) los valores de IAE son mayores, ya que facilita la formacién de
nuevas gotas, y con el aumento del aceite el valor del IEE disminuye. Sin embargo, a
volumenes de aceite > 35 % v/v, hay un marcado aumento en el IEE, un fendmeno que
también ha sido reportado por Sun y Gunasekaran (2009) para aislados de proteina de

suero.

El TAE puede relacionarse con el efecto interfacial y una baja interaccion con soluciones

acuosas.

89



—a— CPPs

0.10 1 —e— WPC

0.08

0.06 4

IAE (m’/g)
o
Q

0.02

0.00 4

T T T
0.0 0.1 02 0.3 0.4
Fraccién masica ¢ (% p/p)

—a— CPPs

—eo— WPC
120

100

IEE (min)
3 =1

40

20

T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Fraccién masica ¢ (% p/p)

Figura 11. Indice de actividad y estabilidad emulsionante en emulsiones con CPPs comparadas con WPC.

6.6.2 Concentrado de proteina en interfase

El andlisis de la concentracion de proteina en interfase muestra la separacion de fases de
las gotas de aceite después de haber sido centrifugadas. Los valores sugieren que las
emulsiones fueron estables. Cuando se utilizé valores de ¢ < 0.2, fue dificil separar las

fases y reportar los valores.

La tabla 21 muestra los resultados de las emulsiones con ¢ 0.2 y 0.4. Las emulsiones
control con WPC mostraron que a medida que aumento el peso del aceite, el contenido de

proteinas en interfase disminuyo.
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Tabla 21. Concentracién de proteina en interfase de emulsiones con CPPs comparado con WPC.

Concentrado de proteina en

Muestra Fraccién mésica (@) la interfase (mg/m?)
02 0.009 % 0.0
CPPs 0.4 0.023 £ 0.0,
0.2 0.015 £ 0.05
WPC 0.4 0.014 +0.0;

Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estdndar del contenido de proteina en la
interfase. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna son

significativamente diferentes (p < 0.005).

La concentracion de proteina en interfase de emulsiones control fue mds constante, en
contraste con las de CPPs, que mostraron mayor valor a medida que aumento el peso del
aceite, lo que permiti0 mayor estabilidad. A bajas concentraciones de proteinas, la
adsorcion de proteinas en interfase aceite-agua estd controlada por difusion y a altas
concentraciones de proteinas, la barrera de energia de activacién no permite que la
migracion de proteinas tenga lugar de manera dependiente de la difusion (Sze Tao y Sathe

2000).

6.6.3 Viscosidad

En base a las graficas obtenidas de la prueba de viscosidad realizada (Figura 12), se puede
observar que las emulsiones elaboradas con CPPs a ¢ 0.4 fueron mds viscosas y
demostraron tener comportamiento pseudopldstico, mientras que el resto de las

emulsiones tuvieron comportamiento newtoniano y fueron menos viscosas.

Floury et al. (2000) menciona que las emulsiones que contienen menos del 20 % de aceite
en la fase dispersa siguen un comportamiento Newtoniano por la baja interaccion entre
particulas. Mientras que emulsiones elaboradas con aceite entre un 20 y 50 % tienden a

presenta adelgazamiento por corte, que puede atribuirse a la formacién floculos.
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El comportamiento de adelgazamiento de emulsiones con mayor concentrado de aceite
puede atribuirse a la formacion de agrupamientos de gotas. Las suspensiones de gotas
floculadas tienden a presentar comportamientos de adelgazamiento por corte

pronunciados.

A bajas velocidades de corte, las fuerzas hidrodindmicas no son lo suficientemente
grandes para romper los enlaces que mantienen las particulas juntas, por lo que los fléculos
pueden actuar como gotas con un tamafo y forma fijos, con viscosidad constante. A
medida que aumenta la velocidad de corte, las fuerzas hidrodindmicas pueden llegar a ser
lo suficientemente grandes para que los fléculos se deformen y eventualmente se rompan

causando un alargamiento y alineacion con el campo de corte, provocando reduccién de

viscosidad (Floury et al. 2000).
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Figura 12. Viscosidad de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes ¢.
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6.6.4 Tamaiio de particula

En Figura 13 se puede observar que las emulsiones con mayor contenido de aceite
presentaron tamafio particula méds grande. A medida que pasaban los dias, el tamafio de
las particulas aumentd. En cada emulsion elaborada con CPPs, el valor maximo de tamaiio
de particula se alcanzé a diferentes dias, pero se consideré como promedio el dia 10.
Mientras que en emulsiones elaboradas con WPC el rango de dias donde se alcanz¢ el
tamafio mds grande de particula fue mds estable, entre los dias 6 y 12. El tamafio de

particula estuvo mas disperso en la proteina de P. serotina.

La emulsién de CPPs a ¢ 0.02 presento el tamafio de particula 4.39 + 0.08 um como su
valor maximo, convirtiéndose en la emulsion mds pequefa y constante durante el tiempo
de estudio, y en la emulsién con WPC fue a ¢ 0.002, con valor de 2.20 £ 0.20 pm. Mientras
que en las emulsiones control (WPC) y CPPs a ¢ 0.4, el tamafio de particula tuvo el valor
mads alto de 6.88 £ 0.11 um (dia 9) y 14.36 + 0.31 um (dia 15), respectivamente, durante

el tiempo de estudio debido a la coalescencia.

Un tamafio de particula pequefio es deseable en las emulsiones, porque estidn fuertemente
correlacionadas con una alta estabilidad de emulsién (Tavernier et al. 2016). Autores
como Pandolfe (1995) y Floury et al. (2000) han reportado que a mayor porcentaje de
aceite en emulsiones el didmetro medio de las gotas de grasa aumenta. Parte del efecto
puede deberse a la limitacién de los agentes tensioactivos en las emulsiones con mayor
contenido de aceite, ya que a medida que aumenta el contenido de grasa, las proteinas
disponibles disminuyen, limitando los beneficios estabilizadores de las proteinas,

favoreciendo asi la coalescencia de las gotas de aceite y, por lo tanto, aumenta el didmetro.

Sugerimos que la estabilidad de la emulsion se debe a la hidrofobicidad de la cadena de
polipéptidos. El didmetro medio de las particulas en las emulsiones de alimentos puede
variar de menos de 0.2 pm (para licores de crema) a mas de 100 um (para aderezos de

ensaladas), dependiendo del producto (McClements y Decker 2000).

El resultado previamente obtenido de IAE puede relacionarse con el tamaifio de particula.
A medida que aumento el TAE, también lo hizo el tamaiio de particula de las emulsiones.
Esto se puede atribuir a las proteinas, ya que son las moléculas de superficie activa con la

capacidad de mejorar la estabilidad de emulsiones de aceite en agua, creando una
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membrana protectora que genera interacciones repulsivas entra las gotas de aceite

(Tavernier et al. 2016).
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Figura 13. Tamafio de particula (D3>) de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes ¢

6.6.5 Indice de cremado
Dentro de los mecanismos de desestabilizacion fisica de emulsiones ademas de la
variacion del tamafio de particula se puede manifestar la desestabilizacion por medio de

floculacidn, coalescencia e indice de cremado (Mirhosseini et al. 2008).

En el caso de las emulsiones control (WPC) la manera en que se comport6 el indice de
cremado fue similar al que se present6 en el tamafio de particula, donde a mayor contenido

de aceite, el porcentaje de cremado que se obtuvo fue mayor y conforme pasaron los dias
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éste se vio incrementado. Los mejores resultados se observaron en las emulsiones con ¢
0.02 y 0.002 (Figura 14). Mientras que en emulsiones con CPPs, conforme avanzaron los
dias el porcentaje de cremado fue disminuyendo en todas las emulsiones. La emulsién con
¢ 0.002 fue la que obtuvo los valores mds bajos a lo largo de los dias de evaluacion,
coincidiendo en que las emulsiones con menor contenido de aceite lograron ser mas

estables.
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Figura 14. Indice de cremado de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes ¢.

6.6.6 Microscopia optica

La microscopia de las emulsiones con CPPs y WPC se muestran en Figura 15 y 16,
respectivamente. Las imédgenes reflejan los resultados del anélisis de tamafio de particula.
Muestran que a media que aumentd la fraccién madsica de las emulsiones, el tamafio de
particula también aumenté y comenzd a mostrar coalescencia. Guo y Mu (2011)

reportaron resultados similares.

El tamafio de particula mas grande se puede ver entre los dias 9 a 12 en ambas emulsiones.
Las emulsiones con WPC y CPPs en sus fracciones masicas mds pequeiias (¢ 0.002 y ¢

0.02) mostraron mayor homogeneizacion.
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Figura 15. Microscopia de emulsiones con CPPs a 40X.
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Figura 16. Microscopia de emulsiones con WPC a 40X.
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6.6.7 Indice de estabilidad y actividad emulsionante a diferentes pH

A pesar de que la emulsiéon mds estable de CPPs fue aquella con ¢ 0.02 en base a los
resultados de indice de cremado y tamafio de particula, se decidié seleccionar a la
emulsion con la fraccién mdsica ¢ mayor, es decir con valor de 0.4, para los siguientes
andlisis debido al resultado obtenido en la prueba de viscosidad, ya que acapard nuestra
atencion al notar que fue la Ginica emulsién que arrojé un resultado diferente, es decir, con
mayor viscosidad y comportamiento pseudopldstico. Por ello se volvié a elaborar bajo tres

pH distintos (3.0, 5.0y 7.0).

Los valores resultantes del IAE y el IEE se vieron influenciados por el factor pH como se
muestra en Figura 17. La capacidad emulsionante de una proteina depende del equilibrio
hidrofilico-lipofilico, el cual es afectado por el pH (Khalid et al. 2003). En este caso se
encontr6 que la emulsién con CPPs a pH 5.0 tuvo menor IAE con aumento a ambos lados
del pH, siendo més alto a pH alcalino que a pH &cido. Esta observacién concuerda con los
hallazgos de Zhang et al. (2009), Ragab et al. (2004), Inyang y Iduh (1996) y Khalid et al.
(2003), quienes analizaron los efectos del pH en emulsiones elaboradas con concentrado

proteico de garbanzo y semilla de sésamo.

Estos autores reportaron que cuando la carga neta (pH 5) se encontraba cerca de la region
1soeléctrica, la proteina podria haber desestabilizado la membrana interfacial. Y el rango
de precipitacion en proteinas oleaginosas es de 4.0 £ 0.25, a lo cual se puede atribuir el

resultado obtenido en IAE.

Lo anterior se vio reflejado de igual manera en el IEE. La emulsién con CPPs a pH 5.0
fue la que menos tiempo duré estable, mientras que la emulsiéon a pH 3.0 y 7.0 se vieron

favorecidas, coincidiendo con lo que reporto Ragab et al. (2004).
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Sin embargo, en emulsiones control (WPC) el TAE se vio favorecido a pH 4cido (3.0) y
fue disminuyendo conforme increment? el valor de pH de las emulsiones, siendo menor a
pH 7.0. Se ha visto que la solubilidad del WPC se reduce en el rango de pH de 3.0 a 8.0
(Fox y Mulvihill 1982). Y aunque la estabilidad de WPC se vio mayormente favorecida a
pH 5.0, sigui6 siendo la menos estable a pH 7.0. En base al anélisis de varianza realizado

no hubo diferencia significativa (p < 0.005) en los valores obtenidos.
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Figura 17. Indice de actividad y estabilidad emulsionante de emulsiones con CPPs comparadas con WPC

a diferentes pH.
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6.6.8 Concentrado de proteinas en interfase a diferentes pH

El contenido de proteina en interfase de las emulsiones tanto con CPPs como con WPC
presentaron el mismo contenido de proteina a pH 3.0 (0.006 mg/ m?), pero conforme
aument6 el valor del pH, la conducta de fue opuesta, ya que en emulsiones con CPPs a
pH 5.0 el valor se mantuvo, pero increment6 1.3 veces al estar bajo pH 7.0 (Figura 18),
mientras que en WPC disminuy6 1.2 veces al cambiar a pH 5.0 (0.005 mg/ m?) y 1.5 veces

al pasar a pH 7.0 (0.004 mg/ m?).

El comportamiento de las emulsiones con CPPs fue semejante a lo reportado en
emulsiones con concentrado de proteina de garbanzo, que mostraron tener los valores mas

bajos de proteina en interfase a pH 5.0 (Zhang et al. 2009).
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Figura 18. Concentrado de proteinas en interfase de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a

diferentes pH.

6.6.9 Viscosidad a diferentes pH
El efecto del pH en viscosidad de emulsiones se muestra en Figura 19. Todas las
emulsiones con CPPs presentaron comportamiento de adelgazamiento por corte, reflejado

en disminucion de viscosidad conforme aumentoé la velocidad de corte.

En este caso, el comportamiento newtoniano se manifesté en emulsiones con CPPs a pH

3.0 y 7.0. Mientras que a pH 5.0 hubo comportamiento pseudopléstico, con viscosidad
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inicial mayor, lo cual coincide con lo reportado por Demetriades et al

emulsiones que fueron estabilizadas con WPC a diferentes pH.
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Figura 19. Viscosidad de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes pH.

6.6.10 Tamaiio de particula a diferentes pH

. (1997) en

Al igual que los resultados anteriores del punto 6.6.4 de tamafio de particula en emulsiones

a diferentes fracciones masicas, se puede observar en Figura 20 que todas las emulsiones

con el paso del tiempo mostraron incremento en el tamafo de particula sin importar el pH

que presentaron con el paso de los dias.

Los resultados de las mediciones mostraron que las emulsiones con CPPs presentaron

disminucién del tamafio de particula al aumentar el pH (pH 7.0 < pH 3.0 < pH 5.0),
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pudiendo observar que gotas mds grandes se manifestaron a pH 5.0 y mds pequeiias a pH

7.0, coincidiendo con los resultados obtenidos por Zhang et al. (2009).

En emulsiones control (WPC) el tamafio de particula comenzé siendo menor a pH 3.0,

pero con el paso de los dias los valores obtenidos con pH 5.0 fueron menores. Las

emulsiones a pH 7.0 siempre presentaron los valores mds altos. A pesar de lo anterior, en

base al andlisis de varianza (ANOVA) realizado, no hubo diferencia significativa (p <

0.005) en los tamaios de particula de las emulsiones WPC a diferentes pH a lo largo de

los 18 dias de estudio.
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Figura 20. Tamafo de particula (D7) de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes pH.
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6.6.11 Indice de cremado a diferentes pH

Los valores obtenidos de formacion de cremado fueron mas altos en emulsiones con CPPs

en comparacién con WPC (Figura 21). Las emulsiones con CPPs cercanas al rango de

precipitaciéon en proteinas oleaginosas, es decir, a pH 5.0, tuvieron porcentajes de

cremacion mds elevados, esto debido a que la estabilizacion de las emulsiones contra

coalescencia, floculacién y cremado depende en gran medida de las fuerzas de repulsién

electrostética entre las proteinas adsorbidas que se encuentran en el drea de la interfase

(Zhang et al. 2009). En este caso, dando como resultado, que la disminucion en el nimero

de cargas negativas indujo una disminucién en las repulsiones electrostéticas provocando

mayor formacién de cremado en emulsiones con CPPs a pH 5.0 y con WPC a pH 7.0.
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Figura 21. Indice de cremado de emulsiones con CPPs comparadas con WPC a diferentes pH.
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En base a los resultados obtenidos de los andlisis de indice de actividad emulsionante,
tamaio de particula, indice de cremado y concentrado de proteina en interfase podemos
mencionar que emulsiones con CPPs a ¢ 0.4 tuvieron mejores resultados como
emulsionantes a pH 7.0 y 3.0. Por lo cual se podria emplear este emulsionante en el
desarrollo de alimentos como zumo de frutas (manzana, chabacano, fresas, pifia, ciruela,

uvas, ardndanos y durazno).

6.7 Carbon activado

Del peso inicial de cdscara empleada para desarrollar el carbon activado (170 g), se obtuvo
rendimiento del 94.64 + 1.70 % posterior al proceso de activacién y combustion, con lo
cual, la pérdida a ese punto fue menor del 50 %, obteniéndose asi un carbén que pudiese
clasificarse como microporoso. Con un rendimiento final de 30.79 + 3.84 %, debido a que
en la etapa de lavado y filtrado hubo mayor pérdida de muestra. Este valor de rendimiento
coincide a los obtenidos con procesos fisicos de activacion para el desarrollo de carbon

activado (Universidad de Sevilla 2009).

6.7.1 Analisis Elemental

El anélisis en el Microscopio Electronico de Barrido acoplado con un Espectrometro de
Dispersion de Energia de Rayos X (SEM-EDS) permitié cuantificar los elementos
presentes en muestra (Tabla 22). Se obtuvieron valores muy similares al control, con
excepcion del fésforo (P), que obtuvo casi el doble del valor control, pudiéndose atribuir
este resultado a que el reactivo empleado para su activacion fue el H3PO4. Los elementos

predominantes fueron carbon (C) y Oxigeno (O).
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Tabla 22. Elementos presentes en carbén activado de cascara de P. serotina.

Muestra C (% en peso) O (% en peso) P (% en peso) Cl (% en peso)

Carbon 89.8 +0.68, 11 £0.48, 1.2 +2.1p 1.5+0.2,
comercial
Carbon de 86.3 £0.52, 11.1+£0.44, 2.34 +£0.28. 1.3+0.2,
P. serotina

Los valores son el promedio de cinco repeticiones + desviaciones estandar del carb6n activo comercial y de
P. serotina. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna son

significativamente diferentes (p < 0.005).
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7 CONCLUSIONES

Prunus serotina ha sido una semilla poco estimada a pesar de tener compuestos
antioxidantes, proteinas y lipidos insaturados importantes para la salud, convirtiéndolo

en alimento con potencial para el desarrollo de nuevos productos.

El aceite de P. serotina es un producto que debe consumirse fresco para aprovechar
sus beneficios, ya que el almacenamiento parece tener efectos contraproducentes. La
cantidad adicionada de antioxidantes (concentrado 2.5X y 10X de P. longiflora) para
conservar o prologar el tiempo de vida del aceite debe controlarse, ya que cantidades
elevadas pueden tener efectos pro-oxidantes. En el caso de las fracciones de aceite de
Poliomintha longiflora se recomienda 3 ppm, particularmente del concentrado 2.5X

que disminuy6 los hidroperéxidos.

El producto (aceite) y subproductos (cdscara y semilla) de P. serotina contienen
fenoles (0.47 £ 0.00, 1.65 £ 0.06y 1.42 + 0.14 mg EAG/g muestra, respectivamente)
y flavonoides (0.33 = 0.01, 0.37 £ 0.05y 0.77 £ 0.01 mg ECAT/g muestra) que le
otorgan actividad antioxidante a este alimento. Encontrando primordialmente fenoles

totales en céscara y flavonoides en semilla.

La harina sin aceite de acuerdo con los andlisis proximales realizados tiene alto
contenido proteico (50.94 + 0.64 %), buen contenido de fibra (4.03 £0.27 %) y es bajo
en extracto etéreo (3.36 + 0.31 %). Y cumple con lo establecido en las normas (AOAC

965.22 y Codex Standard 152-1985) para su venta comercial.

La semilla puede ser sometida a un tratamiento de bajo costo (lavado, remojo, y
tostado) para eliminar la presencia de 4cido cianhidrico, junto con sus riesgos y asi ser

empleado para el desarrollo de productos de panificacion.

Es posible obtener un concentrado de proteina a partir de la harina sin aceite de P.
serotina, solubilizando la proteina a pH 11 y acidificando posteriormente a pH 3.0 (30

min) para su recuperacion, evitando asi problemas de salting-out.

El concentrado proteico de P. serotina puede ser usado como agente emulsionante de

comportamiento pseudoplastico a ¢ > 0.4, con resultados mas favorables de actividad
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emulsionante, concentrado de proteina en interfase, tamafio de particula y cremado a

pH 7.0 que a pH 5.0, por lo cual se recomienda continuar con esta investigacion.

De cascara es factible extraer antioxidantes mediante el uso de solventes como etanol
y metanol 96 %. Y puede ser aprovechada como materia prima en la industria para el

desarrollo de carbén activado microporoso, mediante proceso quimico.
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8 PERSPECTIVAS

Frente al cierre de esta tesis doctoral se abren futuras lineas de investigacion, que a

continuacion se mencionan:

* Investigacion del proceso de separaciéon de compuestos fendlicos presentes en

cascara y semilla.

= Identificacién de compuestos fendlicos presentes en los principales compuestos de

la almendra

* Desarrollo de producto comercial a base de una emulsién con CPPs como

emulsionante.

= Analisis de funcionalidad del carbon activado.
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