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INTRODUCCION

La toronja es considerada como la fruta que se procesa
mds f4cilmente; v gque ademds, su jugo retiene por més tiempo
las calidad de su sabor durante el almacenaje que otros jugos

citricos.

Debido a esto, la produccién de la toronja se ha

incrementado notablemente -durante las (ltimas tres décadas,
aumentando su consumo y por consiguiente su procesamiento
industrial,

Durante =l procesamiento de la toronja su jugo adquiere
cantidades apreciables de componentes naturales amargos,
entre los gque se encuentran principalmente el limonoide
denominado limonina y el flavonoide llamado naringina.

Estos componentes amargos son a menudo compuestos
necesarios en jugos citricos para su aceptacién, Sin
embargo, cuando la intensidad del amargor de los jugos es
elevada se requiere de la reduccidn en estos constituyentes,
para que los jugos citricos sean aceptados por el consumidor.

Entre los métodos mas utilizados para reducir los
niveles de los componentes amargos se encuentran: el método
de hidrdlisis enzimatica, la reduccién por hidrdlisis dcida,
y la adsorcién de la limonina y la naringina con resinas
sintéticas.

Sin embargo, el método mds reciente es la utilizacién de
"agentes secuestrantes" como son las ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas son compuestos quimicos con una
estructura molecular ciclica. Esta estructura es

relativamente rigida y presenta una “cavidad".
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En presencia de las ciclodextrinas otras moléculas
tienden a ser llevadas al interior de sus cavidades. Esto
es, las moléculas que tengan el tamafio, la forma y la
hidrofobicidad apropiadas, podrd4n interaccionar con las
ciclodextrinas para formar complejos estables.

En tales casos, se obtienen jugos citricos mds
aceptables, por la reduccién de los niveles de los
componentes amargos.

Bajo estas bases, el objetivo de nuestro trabajo,es la
determinacién de las condiciones adecuadas de: pH,
concentracién de ciclodextrina, temperatura y agitacidén para
la encapsulacién mixima con , P-ciclodextrina de los

componentes del amargor en el jugo de toronja.
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GENERALIDADES

1.1 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas gon dextrinas cfclicas con una
estructura circular, relativamente rigida, y que presentan
una cavidad., Estas moléculas son producidas enzimiticamente
a partir del almidén mediante la accién de una enzima llamada
ciclodextrina glucano-transferasa (CGT-asa) [l].

Como una consecuenéia dell arreglo ciclico, estas
moléculas no tienen un grupo final reducido, ni tampoco un
grupo final reductor. Ademds, las ciclodextrinas son mis
resigtentes a la hidrélisis dcida 6 alcalina que el almidén y
bastante estables en medio acuoso [2].

Existen tres tipos de ciclodextrinas: a, B y ¥, que
estdn constituidas de 6, 7 y 8 unidades de glucosa,
respectivamente, unidas por puentes glucosidicos. Su férmula
general es (CgHgOs)n (donde n representa el ndmero de
unidades de glucosa) y su estructura quimica se ilustra en la

Fig. 1 [3].

1.1.1 Formas y dimensiones,

La forma particular de cada molécula de ciclodextrina
requiere un arreglo especial de los diferentes grupos
hidroxilos. De tal forma que, los grupos hidréxiloes
secundarios (de los &tomos de C-2 y- C-3 de las unidades de

gluccsa) se localizan en el exterior del anillo mientras que

e
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los hidrdxilos primarios (sobre el &tomo de C-6 de la unidad
de glucosa) estdn en el interior del anillo. Como
consecuencia, la superficie mids externa del anillo resulta
hidrofflica, en tanto que la naturaleza de la cavidad de las
ciclodextrinas es bdsicamente hidrofdbica [4] (Fig., 2).

Las dimensiones moleculares de las ciclodextrinas a, fi y

y se muestran en la siguiente tabla (§].

Dimensiones de la cavidad de las ciclodextrinas,

Dimensiones a B ¥
Profundidad (A) 7.9 (20.1) 7.9 (30.1) 19 (0.1
Didmetro intemo (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Diametro externo (A) 14.6 (£0.4) 15.4 (£0.4) 17.5 (+

0.4)
Volumen aproximado de la 174 262 472
cavidad (A3)
Volumen total de las cavidades 104 157 256
por mo! dc ciclodextrina (mL)
Volumen total de las cavidades
por cada granto de ciclodextrina 0.1 0.14 0.20
{mL)




- g

GENERALIDADES

Fig. 1. Estructura quimica de una ciclodextrina,

CAVIDAD HIDROFOBICA

Fig. 2. Esquema de la estructura funcional

de ciclodextrinas,

o
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1.1.2 Propiedades de las Ciclodextrinas

En la siguiente tabla, se encuentran las propiedades

fisicoquimicas mis importantes de las ciclodextrinas.

Propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas,

PROPIEDAD a B X
Numero de unidades de glucosa/moléeula 6 7 8.
Peso Molccular (gramo/gramo mol) 972 1135 1297
Solubilidad ¢n agua a 25°C (g/100 mL) 14.5 1.85 23.2
Fonua de la molécula (en agua) aguja _aguja prisma
Hidrélisis con a-amilasa ninguna lenta ripida
pK a 25°C (por potenciometria) 12,331 12,202 2,081
Volumen molar parcial ¢n solucion 6114 7038 801.2
(ml./ mol)
Temperatura de fusion (°C) 275 280 275
Tension superficial (mN/mz). 71 ¥l 71
cn HCI IN a 60°C

1.1.3 Caracteristicas de Encapsulacién de las ciclodextrinas

La propiedad mids sobresaliente de las ciclodextrinas es
au capacidad de formar complejos moleculares reversibles con
sustancias de bajo peso molecular, tales como: &cidos grasos,

vitaminas, o compuestos aromdticos. Las uniones que se dan
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entre la "molécula huésped" (sustancia a encapsular) y la
*molécula anfitridén® (ciclodextrina) se describen como
hidrofdbicas con algunos enlaces polares [6].

La proporcién de la "molécula huésped® incluida en la
ciclodextrina es equimolar en la mayoria de los casce, y los
complejos de inclusién que resultan de esta unién {sustancia
encapsulada con ciclodextrina) actidan como si fuera una sola
molécula; por ello, las propiedades fisicogquimicas de 1la
*molécula huésped" se ven alteradas en relacién con la
ciclodextrina [7}.

En general, las moléculas hidrofébicas tienen una alta
afinidad por la cavidad de las ciclodextrinas debido a que la
ciclodextrina proporciona una matriz microheterogénea
semejante a la estructura de un disolvente polar. En
solucién acuosa, la cavidad de la ciclodextrina es ocupada
por las moléculas de agua en un estado de unién desfavorable
(unidn polar/no polar) y son por consiguiente répidamente
substituidas por "moléculas huésped* menos polares que el
agua [8,9].

Si existe otro ‘'componente huésped" en solucidén con
mayor capacidad de inclusién que el compiesto deseado, la
encapsulacién se lleva a cabo con el primero debido a una
mayor afinidad polar, y similitud en forma y tamafio [10].

Durante la encapsulacidén, el grado de formacién del
complejo de un componente se define por su afinidad con la

ciclodextrina y por su concentracidn relativa. Aunque, este
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proceso es sensible a la composicién del solvente, al pH y a

la temperatura [ll].

La formacién del complejo por encapsulacién (inclusién)

procede de acuerdo con las etapas siguientes (Fig. 3) [I}:

1, Aproximacién relativa del ccmponente a encapsular a la
ciclodextrina.

2. Eliminacién de las moléculas de agua de la cavidad.de la
ciclodextrina.

3, Interacciones ciclodextrina/componente a encapsular.

4. Formacidn de puentes de hidrégeno entre la ciclodextrina
Y el componante a encapsular.

5. Reconstitucidén de la estructura hidratada alrededor del

complejo final.

La formacién de estos complejos de inclusién son
estabilizados por las diversas fuerzas intermoleculares en
términos de interacciones hidrofébicas (enlaces Van der Waals

o enlaces London) y puentes de hidrégeno [13}.

J
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Fig. 3. Proceso de encapsulacién de la "molécula hudsped"

por asociacion reversible con una molécola de ciclodextrina,

1.1.4 Efectos Bioldgicos de la f-ciclodextrina.

La PB-ciclodextrina ha sido probada en animales vy
humanos, durante la administracién oral de medicamentos o
come aditivo alimenticio. En ambos casos, é&sta puede
presentarse como ciclodextrina libre 6 como el complejo de
inclusidn que contiene al medicamento, el sabor u otra

sugtancia huésped. Como la cantidad de la f-ciclodextrina es
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pequefla, con la ayuda del jugo gdstrico se presenta la rdpida
disociacién del complejo formado; por lo que, la absorcién de
los componentes que lo forman se realiza por separado. La

"molécula huésped" se absorbe rdpidamente en el intestino,

seguida de una cantidad insignificante de f-ciclodextrina,

absorbida en forma intacta [l4}.

El destino de 1la f-ciclodextrina después de 1la

administracién oral puede ger resumido como sigue:

1. Disolucidn rdpida y establecimiento del equilibrio

Al mente dindmico asociacién/disociacién del complejo.

2. Absorcibn répida de la "molécula huésped" en el torrente

sanguineo.

3. Absorcidn de una cantidad insignificante de 1la {i-
ciclodextrina en forma intacta por el tracto intestinal.

4. La cantidad de f-ciclodextrina residual es metabolizada en

el colon por la microflora.

5. Los metabolitos primarios resultantes de la metabolizacién
en el «colon (posiblemente maltodextrinas aciclicas,
maltosa y glucosa), son metabolizados y absorbidos en

forma similar al almiddn para su completa asimilacién.

La Unica toxicidad asociada a las ciclodextrinas parte
de la base gue algunas ciclodextrinas contienen trazas de los
golventes orgdnicos utilizados durante su elaboracién.

La o y y ciclodextrinas por su alta solubilidad en agua son

12
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separadas y purificadas utilizando solventes orginicos,
mientras que la P-ciclodextrina es muy poco soluble en agua y
se utiliza un método fisico para su separacién vy
purificacién., Por lo tanto, por su estructura quimica, las
ciclodextrinas son totalmente inocuas [19].

La P-ciclodextrina es inocua cuando se administra
oralmente, por lo que fue aprobada para su uso en alimentos
por el Ministerio Japonés.de Salud y Bienestar desde 1976.
Estd ciclodextrina se clasifica como aditivo natural de los
alimentos, por lo que, no necesita estar indicada en el
etiquetado, Posteriormente, en 1983 fue aprobado su empleo
en la industria farmacéutica japonesa.

En 1986, el Gobierno Holandés aprobd el uso de
la B-ciclodextrina en todo producto alimenticio en el que los
almidones modificados estén permitidos. Esta aprobacién se
basd en los datos metabdélicos y toxicolégicos provistos por
China y Hungria. La aprobacién Holandesa fue ripidamente
seguida por la de otros paises europeos (Tabla 1). En los
Estados Unidos se est3 trabajando en la aprobacidén por parte
de la FDA (Food Drug Administration).

Sin embargo, es importante hacer notar que la aprobacién
es sdlo para la utilizacién de la P-ciclodextrina, en sus

usos humano y animal [16].
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Tabla 1, Aprobacién del uso alimentario y farinacéutico de

las ciclodextrinas en Jap6n y paises comunitarios

PAIS ALIMENTOS uso
(B-ciclodextrina) FAMACEUTICO
Japén Pcrmitido su uso como Permitido
aditivo natural

Hungria Permitido Permitido

Holanda Permitido su uso como No permitido
almidén modificado’

Bélgica Permitido su uso como No permitido
almidon modificado

Luxcmburgo Permitido su uso como No permiitido
almidon modificado

Francia Permitido Permitido

RFA Pcrmitido su uso como No permitico
almidon modificado

Espaila Permitido No permitido

Italia Permitido No permitido

1.1.5 Aplicaciones de la f-ciclodextrina.

El uso de la P-ciclodextrina se ha acrecentado en el

Japdn durante los dltimos aflos porque la encapsulacidn
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molecular ha sgido introducida en las industrias que
manufacturan formas farmacéuticas, productos alimenticios,

articules de tocador, agroquimicos y otros (17,18},

Asi mismo, estudios mds extensos han mostrado que la
aplicacién de las ciclodextrinas en alimentos podran incluir

[19):

a) La presentacién de un material liquido en forma de un
producto sdlido.

b) El enmascaradoc de un sabor u olor desagradable de algin
producto o compuesto,

c) La estabilizacidén de un compuesto que pudo de otra manera
ser sensible a la temperatura, la hidrélisis, la auto-

oxidacidn, la fotodegradacidn, etc,

"d) El incremento de la solubilidad en medio acuoso de un

compuesto de baja solubilidad.
e) La seleccidén de reacciones especificas {como catdlisis)

por la encapsulacién de grupos funcionales definidos.

15
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1.2 Particularidades del jugo de toronja

La toronja (Citrus paradisi) es el mds grande de los
citricos comerciales y se reconoce f&cilmente por su color
amarillo brillante y su sabor caracteristico amargo-4dcido.
Generalmente, este fruto es mds susceptible a la
descomposicién  por efecto de bajas temperaturas en
comparacién con la naranja. Pero es considerablemen;e mas
resistente que las limas y los limones [20}.

El jugo de torbnja contiene una gran variedad de
nutrientes, que dependen de la variedad de toronja, el lugar
y la época en que se cultive. Sin embargo, éste ha tenido
poca aceptacién comercial por su sabor amargo, el cual se
debe a la presencia del flavonoide naringina, asi como de la
limonina (compuesto limonoide).

Esto es aplicable a todos los productos procesados de la
toronja: jugos, néctares y concentrados. Este sabor amargo
se adquiere en el procesamiento del fruto, a nivel

industrial, durante la extraccién de su jugo.

1.2.1 Naringina

La naringina (Fig. 4) descubierta en 1857 por De Vry, es

‘uno de los principales componentes amargos presentes en jugos

de toronja y es insoluble en agua. . Cuando esti presente en

altas concentraciones produce alteraciones al jugo durante su

16
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procesamiento y/o almacenamiento. Cuando el jugo de toronja
ge calienta para ser pasteurizado la naringina se disuelve,

al enfriarse cristaliza lo cual trae consigo problemas en el

proceso [21).

Fig. 4. Estructura quimica de la naringina,

La naringina se encuentra presente en todo el fruto: en
el flavelo o piel exterior, en el albedo o piel interior y en
el endocarpio o pulpa (Fig., 5), vy, como se menciond
anteriormente, se acumula en el jugo durante el proceso de
extraccidn, Ademds, se ha encontrado que el fruto verde,
contiene una mayor concentracidén de naringina, y que

disminuye cuando el fruto madura [22}.

H
e manct
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Fig. 5. Partes principales de la toronja.

1.2.2 Limonina

La limonina (Fig. 6) reduce la calidad y la aceptécién
de los jugos de frutos citricos (naranjas y toronjas) por su
intenso sabor amargo [23,24}.

Las frutas intactas no la contienen como tal, pero si el
anillo A lactdnico del dcido limondico, un precursor no
amargo. que se convierte gradualmente en limonina por 1la
accién combinada de los &cidos del jugo y una enzima (anillo
D lactosa hidrolasa) durante la maceracién del f£fruto o
extraccién de su jugo, Por esta razén, el sabor amargo que
imparte a los jugos se denomina cominmente "amargor tardio"

125, 26},
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Fig, 6, Estructura quimica de Ia limonina,

1.2.3 Otros métodos para eliminar el sabor amargo en jugos de

toronja.

Entre los métodos mas utilizades para eliminar el

amargor en el jugo de toronja, se tienen los siguienrtes:

v

Hidrélisis acida de la naringina en a1 jnugo.

Lavado de toronja «con agua caliente previo a la

v

extraccién.

» Adsorcién de la naringina con resinas sintéticas.

Y

Hidrélisis enzimdtica de la naringina.

19
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De las técnicas mencionadas, la hidrélisis enzimitica de
la naringina es la mds atractiva, ya que requiere equipo de
uso comin y un minimo de operaciones, la especificidad de la
enzima sobre la naringina permite obtener un jugo con
propiedades organolépticas, funcionales y nutricionales
aceptables (27

Una de las técnicas mds atractivas que se ha propuesto
es la hidrélisis de 1la haringinésa y atrapamiento de la
limonina simultdneamente. La técnica consiste en inmovilizar
naringinasa en fibras de triacetato de celulosa lo cual
permite hidrolizar el flavonoide, al mismo tiempo, la
limonina queda adsorbida en las .fibras del polimero. Con
egsta metodologia se comprobd que la actividad de la enzima y
la consistencia de las fibras de triacetato de celulosa
fueron estables hasta por 20 dias. Las propiedades
organoléptica y funcionales del jugo obtenido no se
alterarcn, lo gque hace el procedimiento bastante atraétivo
para ap.icarse industrialmente si se toma en cuenta el ahorro
an el costo de la preduccidn y purificacidn de la naringinasa
128 .

otra de ias tdconicas probadas para la eliminacién del
sabor amargce en los jugos citricos de toronja, es el uso de
resinas sintéticas; se ha empleado intercambio idnico para
retener la naringina y la hesperidina. Sin embargo, estas
t.écnicas scn poco atractivas debido a la alteracién de las

caracteristicas organclépticas del jugo resultante {29].

’
-—t——emal
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Finalmente, la disminucién del sabor amargo en jugo de
toronja, encapsulando naringina y limonina con ciclodextrinas
resulta un método rdpido ya que simultidneamente se elimina la
presencia "activa® de los 2 principales componentes que
imparten el amargor. Bajo ciertas condiciones de reaccidn sc
logra una disminucién de mds del 50% de la concentracién de
naringina y limonina; ademds, las caracteristicas
organolépticas del jugo fesultanée son aceptables por el
consumidor. Sin embargo, por la toxicidad de las a y ¥
ciclodextrinas se limita sélo a utilizar la P-ciclodextrina

en el proceso de alimentos.

21
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MATERIALES ¥ METODOS

2.1, Método Experimental.

El trabajo consistié en evaluar la influencia de: la
concentracidén de P-ciclodextrina, la temperatura, el pH y la
agitacién, durante la encapsulacién de la naringina y la
limonina con P-ciclodextina, en el jugo de toronja. Para
ello, la metodologia experimental se dividié en 3 etapas
descritas a continuacién (la primera fUnicamente se refiere a
la naringina, la segunda a la limonina y la tercera etapa a
la confirmacién de 1los resultados mediante el andlisis

sensorial) .

ETAPA 1. Determinacidén de los parimetros de encapsulacidn de

naringina con P-ciclodextrina.

Se utilizé un jugo comercial de toronja (concentrado)
'"marca Florida 7", el cual fue reconstituido hasta 11 °Brix.

La concentracidn de la naringina en este jugo de toronja
es de 4000-4200 M (dato experimental),

Para la cuantificacidén de naringina se utilizé un método
enzimitico colorimétrico., Bste método estd basado en la
reaccidn de acoplamiento de un radical catiénico ABTS con el
producto de oxidacién de la naringina mediante la enzima
peroxidasa y ~1 9perdxido de hidrdgeno, resultando un
compuesto de color puirpura gue es estable a un pH de 4.3, con

ur. maximo de absorbancia a 560 nm. Esta reacciédn se llevd a

2
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MATERIALES ¥ METODOS

2.1, Método Experimental.

El trabajo consistié en evaluar la influencia de: 1la
concentracidn de fl-ciclodextrina, la temperatura, el pH y la
agitacién, durante la encapsulacién de la naringina y la
limonina con f-ciclodextina, en el jugo de toronja. Para
ello, la metodologia experimental se dividié en 3 etapas
descritas a continuacidn (la primera dnicamente se refiere a
la naringina, la segunda a la limonina y la tercera etapa a
la confirmacién de los resultados mediante el andlisis

sensorial) .

ETAPA 1. Determinacién de los pardmetros de encapsulacidén de

naringina con P-ciclodextrina.

Se utilizdé un jugo comercial de toronja (concentrado)
"marca Florida 7", el cual fue reconstituido hasta 11 °Brix.

La concentracidn de la naringina en este jugo de toronja
es de 4000-4200 uM (dato experimental).

Para la cuantificacién de naringina se utilizé un método
enzimdtico colorimétrico. Este método estd basado en la
reaccién de acoplamiento de un radical catidénico ABTS con el
producto de oxidacién de la naringina mediante la enzima
peroxidasa y 2l nerdxido de hidrégeno, vresultando un
compuesto de color plrpura gque es estable a un pH de 4.3, con

un midximo de absorbancia a 560 nm, Esta reaccién se llevéd a

2



MATERIALES Y METODOS

cabo a 25°C durante 30 minutos y, se detiene con la adicién

de azida de sodio [30].

Debido a que la cuantificacién de la naringina recurre a

una determinacién espectrofotométrica, el jugo de toronja fue

inicialmente clarificado mediante los siguientes pasos [3I]:

1) Precipitacién de las pectinas con etanol durante 2 horas
en ausencia de 1luz, con una relacién jugo-etanol de
1:10.

2) Centrifugacidén durante 10 minutos a 9000 r.p.m.

3) Filtracién del sobrenadante.

Se construyd una curva estindar a partir del compuesto
puro.

Para determinar la influencia de la temperatura sbbre la
encapsulacidén se usaron las siguientes temperaturas: 10, 15,
20, 30 y 50 °C y los siguientes tiempos: 3, 6, 18, 20 y 24
horas. En esta parte se utilizd una solucidén estandar de
naringina a un pH de 3.5. En cada determinacién se adiciond
f-ciclodextrina y se agité a 120 r.p.m. durante 24 horas. La
concentracién de naringina y de fJ-ciclodextrina en la
solucidn analizada fue de 500 UM y 44.5 uM, respectivamente.

Para determinar 1la estabilidad de 1la naringina a
diferentes pHs, se utilizd una solucidn estdndar de naringina

(4200 uM), Yy se mantuvo a temperatura ambiante
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(aproximadamente 25°C) durante una hora a los siguientes
valores: 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5y 5.

Para la determinacidén de 1la agitacién éptima de
encapsulacién se preparé una solucidn esté&ndar de naringina
{4200 uM) a un pH de 3.5. A cada muestra se le adicioné &-
ciclodextrina, la concentracidn de 1la ciclodextrina en la
solucién analizada era de 44.05 uM, y se dejd reaccionar a 25
°C por 24 horas y se agitd en un raﬁgo de 0 a 160 r.p.m.

La cantidad de f-ciclodextrina es un pardmetro
importante para encapsular naringina. Por lo que, se
determind la encapsulacién a diferentes concentraciones
de f-ciclodextrina. Para asto, a una solucidn estdndar de
naringina (4000 uM) con un pH de 3.5 se le adicioné
la P-ciclodextrina y cada determinacién se dejd reaccionar
durante 24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C. Esta determinacién
también se llevd a cabo en el jugo de toronja, con las mismas
condiciones de reaccidédn que la solucidn estédndar.

Sabiendo que la encapsulacién mejora con la temperatura,
se llevd a cabo la reaccidn con jugo reconstituido a las
siguientes condiciones: %2 °C (temperatura de ebullicién),
110 r.p.m. v 4.4 mM de B-ciclodextrina durante 10 minutos
[32).

Esta determinacidn se llevd a cabo tanto en la solucidn
estdndar de naringina como en el jugo de tecronja.

La concentracidén de la solucidn estindar de naringina

fue de 4100 MM con un pH de 3.5.
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ETAPA 2. Determinacién de los pardmetros de encapsulacién

de limonina con P-ciclodextrina.

Se utilizd un jugo de toronja (concentrado) matrca
"Florida 7" reconstituido hasta 11 °Brix. La cuantificacién
se llevé a cabo por el método de cromatografia de gases, por
lo que fue necesario aislaf Yy concéntrar la limonina presente
en el jugo. Para ello se llevaron a cabo los siguientes

pasos [33):

1) Se pesaron 25 gramos de 3jygo reconstituido y se le
adicionaron 3 gramos de sulfato de magnesio. Esta
solucidén fue extraida 3 veces con 10 mL de cloroformo,
en cada ocasidén, y cada porcién de cloroformo fue
centrifugada por 5 minutos.

2) La fase de cloroformo fue transferida a un matraz
kitasato, y el cloroformo fue evaporado en el vacio, a
temperatura ambiente.

3) El cloroformo residual fue lavado en un embudo de
separacién una sola vez con 10 mL de hexano y de 2 veces
con 10 mL de acetonitrilo.

4) La fase de acetonitrilo fue evaporada a sequedad entre
40-45°C. El matraz fue enfriado y se le adicionaron
(cuantitativamente) 250 uL de acetonitrilo.

Los resultados se compararon contra una curva patrén

obtenida a partir de la limonina pura.
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A una solucién esténdar de limonina con un pH de 3.5 se
le adiciond P-ciclodextrina, la encapsulacién se llevd a cabo
durante 24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C.

Las concentraciones de la limonina y de 1la @-

ciclodextrina en la solucién analizada fueron de 5 ppm Yy

44.05 uM, respectivamente.

Estas mismas concentraciones de limonina y de §-
ciclodextrina fueron utilizadas para determinar la agitacién
éptima de encapsulacién de limonina. El1 pH de la solucién
estdndar de limonina era de 3.5, se le adicioné ciclodéxtriné
y se dejd reaccionar durante 24 horas, a 25°C,

La encapsulacién de la limonina con f-ciclodextrina, al
igual que la encapsulacidén de naringina, se llevd a cabo a
92 °C (temperatura de ebullicidén), durante 10 minutos, 110
r.p.m, y 4.4 mM de f-ciclodextrina.

Estd determinacién se realizé sélo en el jugo de

toronja.
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ETAPA 3. Anilisis sensorial

Para la prueba de andlisis sensorial, se utilizd el
método de Comparacidén por Pares, el cual consiste en lo

siguiente (34]:

1) Se determina si existe diferencia perceptible entre dos
o mads muestras. Esta diferencia se obtiene comparando
dos muestras (un par) entre si,

2) E1 procedimiento de comparacién se efectila dentro de
cada par considerando un parametro en especial, Las
muestras se presentan en forma de 6 series de pares,
cuidando que sélo se distinga entre si por la variable
en estudio, en este caso, la disminucién del sabor
amargo en el jugo de =oronja,

3) para que la prueba tenga validez estadistica, se
efectuaron tres rapeticiones por juez. Los jueces

geleccionados, fueron personas que conocen la prueba.

Condiciones experimentales del andlisis sensorial.

Al jugo de toronja ya constituido se le adicioné 4.4 mM
d> B-ciclodextrina, y se mantuvo a 92 °C (temperatura de
ebullicién) durante 10 minutos con. agitacién constante de

aproximadamente 110 r.p.m. Este jugo fue comparado con otro
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jugo igualmente reconstituido,

con el

térmico Y la misma agitacidén pero

adiciond P-ciclodextrina.

mismo tratamiento

al cual no se le
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2.2.2 Materiales

Reactivos
Etapa !

1,- Estdndar de narinéina. (Afdrich.)

2.- Buffer de glicina- HC1l 50 mM, pH 4.3,

3,- ABTS (4cido 2 azido-bis 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico), 3 mM,

4.~ Perbxido de hidrégeno, 15 mM,

5.- Peroxidasa (enzima de rébano -E.C.1.11.1.,7-),
0.02 mM.

6.~ Azida de sodio 5 M.

7.- Alcohol etilico.
Etapa 2

1.- Estdndar de limonina. (Sigma Chemical Co.)
2,- Sulfato de magnesio,

3.~ Cloroformo.

4.- Hexano.

6.- Acetonitrilo.
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Equipo

1.- Egpectrofotémetro Beckman DU-65,

2.~ Centrifuga Janetzki K24,

3.~ Incubadora Innova 4330.

4.- Cromatégrafo de Gases, Modelo HP 5890, Serie II,
Detector de ionizacién de flama.
Columna Ultra 1 Crosslinked Methyl silicone Gum

(Hewlett-Packard).

Condiciones de trabajo en el cromatografo:

- Temperatura del inyector: 200°C.
- Temperatura del detector: 200°C.
- Temperatura del horno: 70°C,

- Flujo de nitrégeno: 1 mL/min.

- Split; 60 mL/min.
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ETAPA 1. Determinacién de los pardametros para la

encapsulacién de naringina con P-ciclodextrina.

La gréfica 1 representa la curva patrdn de naringina, la
cual se determiné experimentalmente por el método
espectrofométrico, y es la referencia para la cuantificacién

de la naringina durante la experimentacidén de esta etapa.

-

LIRS SR SA R SRERuAE AR SRS A
5 10 16 30 26 N B W W W

CONCENTRACION OF WARINGINA (J4t)

Grifica 1. Curva patrén de naringina, obtenida

experimentalmente por espectrofotometris.
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En la gréfica 2 muestra la encapsulacién de naringina
con fi-ciclodextrina a diferentes temperaturas, observandose
que a mayor temperatura hay una reduccién en la naringina
residual. Se observa que la encapsulacién es rdpida durante
las primeras tres horas seguido de un procesc mds lento hasta
aproximadamente 18 horas de reaccién. Posteriormente se
observa una disminucién rdpida de 1la concentracién de
naringina. Esto permite suponer que después de 20 horas y a
una temperatura mayor de 10°C, la naringina se descompone.
Para verificar esto se disefio el siguiente experimento: Una
solucién estdndar de naringina, que no contenfa B3-
ciclodextrina, se mantuvo a una temperatura de 25°C durante
24 horas y se observé que durante las 18 horas iniciales la
naringina permanecid estable seguido de una disminucidn de
aproximadamente un 12% de la concentracién de naringina
inicial. Esto corrobora la suposicién de pérd%da en

naringina por descomposicién.
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Grifica 2. Encapsulacitn de nnringinn'(solucién estdndar 500 uM)

con 45,05 uM de P-ciclodextrina a diferentes temperaturas.

Se determind la funcionalidad de la temperatura en la
reaccién de encapsulacién de la naringina con -
ciclodextrina.

Debido a que la concentracién de naringina disminuye
exponencialmente con el tiempo a una velocidad determinada
como 8se observa en la grafica 2, la velocidad de 1la
encapsulacién de naringina con P-ciclodextrina se representa

mediante la siguiente ecuacién:
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dN _
'-—dT-kN (1)

donde N representa la concentracién de naringina en uM,

f el tiempo, y

k la constante de velocidad de reaccién.

La forma integrada de la ecuacién representa una lfinea

recta de pendiente -k y ordénada al origen igual a 1la(No) :

In(N)= ~kt +In(No) (2)

Craficando para cada reaccién de encapsulacidén a

diferentes temperaturas, se obtiene la grdfica 3.

-y

-

L
:
g
s
i
2
:*

L) A A4 L4 A 4 A A ¥ A
g 4 6 8 1012 14 10 B N
Tiespo (horas)

Gréfica 3. Representacion grifica del logaritmo natural

de la concentracion de naringina en funcidn del tiempo.
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A partir de esta grdafica se observa que la constante de
velocidad, &k, depende de la temperatura, definiendo &

mediante la ecuacién de Arrhenius:

-E
k=Ae RT (3)

Aplicando el logaritmo natural a la ecuacidén (3) se
obtiene una linea recta de pendiente -E/R y ordenada al

origen in (A4):

E

ln(k) = ——R—i;

+In(4) (4)

Graficando las constantes de velocidad (obtenidas de la
grdfica 3) contra el inverso de cada una de las temperatura
se obtiene la gr&fica 4. A partir de esta Ultima gr4fica se
obtiene el valor de las constantes A y -E/R de la ecuacién
(3). Estos valores permiten predecir la velocidad de
reaccién para encapsular naringina con P-ciclodextrina a una

determinada temperatura:

-635310
k=(60184)e RT (5)

donde el valor de la energia E estd dado en calorias/g-mol

38
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-1
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0.00309 0.00818 0.00328 0.00335 0.00349
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Grifica 4. Representacion grifica del el In (k) en funcién

del inverso multiplicativo de la temperatura, :

Comparando este valor de energia con el de otras reacciones
llevadas a cabo en alimentos (Tabla 2} [35], resulta
equiparable a aquellas reacciones en la que se utiliza un

catalizador enzimitico.
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Tabla 2, Valor de energia (E) para algunas reacciones en alimentos.

E (cal/g-mal) E (cal/g- mol)
Reaccién Enzima catalizador Catalizador
quimico enzimitico

Descomposicion det
perdxido Catalasa 18,000 5,000
Hidrolisis de la
sacarosa Fructosidasa, . 26,000 11,000
Hidroélisis de la
caseina Tripsina 20,600 12,000
Hidrolisis de lipidos Lipasa 13,200 4,200

En la determinacién de la estabilidad de la naringina a
diferentes pH's (gr&fica 5), se observa que a pH's menores y
mayores de 3.5 la naringina es poco estable. A pH de 3.5
practicamente se conserva el 100% de naringina. Debemos
seflalar que, el pH natural del jugo de toronja es 3.5.

La gréfica 6 nos muestra la encapsulacién de naringina
con f-ciclodextrina a diferentes velocidades de agitacién. En
ésta se observa que abajo de 40 r.p.m., no se favorece la
reaccién de encapsulacién. Conforme la agitacién se
incrementa 1la reaccién de encapsulacién mejora hasta
aproximadamente 100 r.p.m. Cuando la agitacidn es mayor de
100 r.p.m. se observa que la encapsulacién disminuye, y que a

140-160 r.p.m, es practicamente despreciable,
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Grifica S, Estabilidad de 1a naringina (solucion estindar ‘
4200 uM) a diferentes pH's, después de una hora '
de incubacidn a 28 °C

-
(-]
L

70+

NARINGINA (&)

80+

D 20 40 60 80 100 120 140 180 190 200
R.P.M.

Grafica 6. Encapsulacién de naringiua (solucion estandar 4200 uM)
con 44.05 pM de P-ciclodextina diferentes niveles de agitacidn
durante 24 horas 3 una temperatura de 25 °C,
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Se esgtablecié que una agitacién violenta (mayor de 100
r.p.m.) reduce la encapsulacién de naringina debido a que se
modifica o altera la estructura bidsica de la B-ciclodextrina,
esto impide llevar a cabo la formacién del complejo con 1la
naringina. Para corroborar esta hipdtesis se realizd el
siguiente experimento:

Una solucién de P-ciclodextrina se agitd a 170 r.p.m.,
durante 24 horas a 25°C. ‘Esta B:ciclodextrina agitada fue
mezclada con una solucidén conocida de naringina y se dejé
reaccionar durante 24 horas, a 25 °C y 100 r.p.m. Como
resultado de esto se observé que la p-ciclodextrina sélo
encapsuld de un 2-4 % de naringina.

Con esto, podemos establecer que altas agitaciones
superiores a 100 r,p.m. se reduce la capacidad =
encapsulacién de la f-ciclodextrina.

Se determind la concentracién oSptima de B-ciclodextrina
para una adecuada encapsulacién (gr&fica 7). Se puede
observar gque la encapsulacién mejora al aumentax la
concentracién de f-ciclodexcrina., Sin embargo, valores
mayores de 200 uM de B-ciclodextrina sdlo causan una pequeia
disminucidén de naringina,

También en esta grdfica se observa que se necesita sdlo
una concentracién de 200 uM de RB-ciclodextrina para poder
encapsular aproximadamente 50% de naringina.

Al llevar a cabo este mismo experimento pero ahora en el
jugo de toronja no se observé la encapsulacidn de naringina,

gréfica 8. Esto sugiere que la presencia de los otros
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componentes del juge de toronja influyen en el proceso de

encapsulacién.

Ml T L T L
0 100 200 300 400 800 600 700 800 ©001,000
FONCENTRAGION DE -GICLODEXTAINA (1)

Grifica 7. Determinacién de la concentracion dptima
de P-ciclodextrina para encapsular naringina, Reaccion
llevada a cabo en la solucién estdndar (4000 uM) durante
24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C,
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$

O 100 200 300 400 €00 600 700 800 §001,000
CONCENTRACION DE 8-CICLODEXTAINA (ull)

Grifica 8. Determinacion de la concentracién dptima
de f-ciclodextrina para encapsular naringina,
Reaccion levada a cabo en’jugo de toronja
durante 24 horas, a 110 r.p.m, y 25°C.

Log resultados de la encapsulacién de naringina
con P-ciclodextrina a la mayor temperatura posible se
muestran en las gr&ficas 9 y 10, observdndose que tanto en la
galucién estdndar de naringina como en el jugo de toronja se
logra encapsular un 60% de naringina. Ademds se puede
observar que, la reaccién es mads rédpida en la solucién
egtdndar que en el jugo de toronja. En éste Gltiwmo, 1la
reduccidn de naringina comienza después de 2 minutos de
contacto; esto se supone, por presencia de los otros

componentes del jugo.
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3 4 8 0
TIEWO (NIWTOS)

l-nu 8-CICLODEXTRINA & CON §-CICLODENTAIMA |

Grifica 9. Encapsulacion de naringina (solucion estdndar) con
PB-ciclodextrina. Condiciones de reaccién: 92 °C, 110 r.p.m. y
una concentracion de 4.4 mM de p-ciclodextrina durante 10
minutos,

s 3
S S

NARINGINA (%)
&
—1

TIEMPO (MINUTOS)

% BIN B-CICLODEXTRINA ¢ CON 8-CICLODEXTRINA

Griafica 10. Encapsulacién de naringina (en el jugo de toronja)

con f-ciclodextrina. Condiciones de reaccion: 92 °C, 110 r.p.m,

y una concentracion de 4.4 mM de fJ-ciclodextrina durante
10 minutos.
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ETAPA 2. Determinacidn de los pardmetros de la encapsulacién

de limonina con B-ciclodextrina.

La curva patrén de limonina, determinada en

cromatografia de gases se presenta en la grafica 11.

5,500
5,000
4,500
4,0001
3,800

3.000]

2,500
z.oooT
1,800-
1,000
5001

T T T T Y T

0 T~ T
0 05 1t 1.8 2 2.5 3 3.5 4 45 6§
CONCENTRACION DE LIMONINA (PPM)

Grifica 11, Curva patrén de limonina obtenida experimentalmente,
mediante cromatografia de gases.
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La encapsulacién de 1limonina con f-ciclodextrina a
diferentes temperaturas se representa en la grdfica 12. Se
observa que a mayor temperatura mejora la encapsulacidén de la

limonina. A diferencia de la naringina, la limonina no

presenta ninguna descomposicidén con el tiempo (después de 18

horas) . Ademds, se observa que el porcentaje de
encapsulacidén de la limonina es mayor que el correspondiente

a la naringina, ain con menores temperaturas.

8

5 8 8

-
[J
-~
3
§
-l

]
4 8 B 10 12 14 18 18 20 22 24
TIENPO (WORAS)

H-4°C ¥ 15°C ~20°C ¢ 37°C

Grifica 12, Encapsulacién de limonina (solucién esténdar § ppm)
con 44.05 pM P-ciclodextrina a diferentes teinperaturas las
condiciones de reaccion fueron 24 horas, 110 r.p.m. y 25°C.
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Realizando el mismo andlisis que para la naringina se
obtiene las gréficas 13 y 14, con las cuales podemos predecir
la constante de reaccién para la encapsulacién de limonina
con RB-ciclodextrina a una determinada temperatura. La

ecuacidén resultante es la siguiente:

_2007.04 :
k=(189)e KT (6) :

Observdndose que, es menor el valor energia de

activacién de la encapsulacién de la limonina con f-

ciclodextrina que con naringina.
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Grifica 1. Representacion grifica del logaritmo
natural de la concentracién de limonina
en funcidén del tiempo.
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m=-E/R

-3.24

-3.4 J T T
0.0032 0.008 0.0034 0.00M 0,0038

0r (x)

Figura 14, Representacién grifica de el in (k) en
funcidn del inverso multiplicativo de la temperatura,

Como la naringina s6lo es estable al pH del jugo, esto

es a 3.5 de pH, se trabajdé a la limonina a este mismo pH.

En la determinacién de la agitacidén optima para la
encapsulacién de limonina con P-ciclodextrina (grdfica 15),
se obtiene la mejor reaccién de encapsulacién a 120 r.p.m. A
esta condicidén la P-ciclodextrina encapsula aproximadamente
el 80% de limonina. Con agitaciones mayores, al igual que

con la naringina, no se favorece la formacién del complejo.
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Grifica 15, Encapsulacidn de limonina (solucién estindar de
5 ppm) con 44.05 uM de P-ciclodestrina a diferentes niveles
de agitacion. Las condiciones de reaccién fueron: 24 horas
a25°C.

Es importante hacer notar que la concentracién de 1la
naringina es de 1000 veces mayor que la concentracidén de la
limonina en el jugo de toronja. Por ello, la concentracién
de B-ciclodextrina que se debe adicionar para una apropiada
encapsulacidén de estos "componentes amargos", estd determina

por el contenido de la naringina.

Bn la gréfica 16, podemos observar la encapsulacién de
limonina contenida en el jugo de torpnja con f-ciclodextrina

a las siguientes condiciones de reaccién: 92°C, 110 r.p.m. Yy
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una concentracién de 4.4 mM de BR-ciclodextrina durante 10
minutos. En esta grdfica se observa una disminucién de un

80% del contenido inicial de limonina después de 6 minutos.

1

TIEMPO (MINUTOS)

# 8IN CICLODEXTRINA & CON CICLODEXTRINA ]

Grifica 16, Encapsulacién de limonina (¢n el jugo de toronja)
con P-ciclodextrina, Condiciones de reaccién: 92 °C, 110 r.p.m.
y una concentracion de 4.4 mM de P-ciclodextrina durante
10 minutos,
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ETAPA 3. Anilisis Sensorial.

El an&lisis sensorial se llevd a cabo con 15 jueces y
cada uno probdé 3 pares de muestras. Para que la prueba por
juez se considere védlida, el juez debidé percibir o no el
cambio en el amargor del jhgo de t;ronja; esto es, cada juez
debidé contestar como minimo 2 de 3 posibles respuestas gon el
mismo "valor" (disminuy® el amargor del jugo & no disminuyd
el amargor del jugo)

En la Tabla 3 podemos obsexvar que de 15 jueces, 13
percibieron 1la disminucién del sabor amargo del jugo de
toronja, cuando contiene f-ciclodextrina. Esto equivale a un
80%; es decir, 8 de cada 10 personas lograron percibir 1la
disminucién del amargor en el jugo de toronja.

Ademis, prdcticamente el 100% de los jueces, indicé que
les agradaba el sabor del jugo de toronja con menos amargor y
que la presencia de la f-ciclodextrina no alteraba la

apariencia ni el sabor del jugo.
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Tabla 3. Resultados de la prucba sensorial por el Método de Comparacién por Pares.

Juez (ndimero) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

1 No No No

2 Si Si Si

3 Si No No

4 No No Si !

S Si Si No

6 Si Si No

7 Si No Si

8 Si No Si

9 Si No Si

10 Si No Si

3 Si Si Si

12 Si Si Si

13 Si Si Si

14 Si Si Si

15 Si No Si

Donde: Si significa que si percibio ¢l cambio del amargor ¢n el jugo, y

Na significa que no percibio ¢l cambio.
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Método Estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos en la
prueba sensorial, se utilizd el método estadistico de Ji-

cuadrada (A?) [36].

Como para el andlisis sensorial se utilizé el método de
Comparacidén por Pares, en el que ﬁara el par de muestras se
debfa percibir o no un cambio en el amargor del 1juygo de
toronja. La probabilidad de que uno u otra posibilidad

sucediera era de un 50%.

Para que la prueba fuera valida se esperarfa que el
nidmero de jueces que lograron percibir una disminucidn en el
sabor amargo del jugo fuera mayor de un 50%. Para establecer
que tan grande debe ser ese valor, se determina un valor
critico denominado c,

La hipétesis quedaria planteada de la siguiente manera:

Hip6tesis: A22 ¢

Aplicando el método estadistico de Ji-cuadrada:

1t paso. Representar los dos eventos posibles.

81 (disminuyé el amargor-en el jugo), y

>
i

bl
u

No (No disminuyé el amargor en el jugo)
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Para K=2 intervalos, cada uno de los cuales contiene una
de estas posibilidades, se determina el nimero bj (donde b es
el valor numérico obtenido de los dos posibles eventos vy

j=1,2,3,....K).

Entonces para nuestra prueba bj=12 jueces que Si
percibieron la disminucién del amargor y bj=3 jueces gque No

percibieron la disminucién del amargor en el jugo.
2° Papo. Se calcula la probabilidad B de que la variable

aleatoria X que se considera tome cualquier valor en el

intervalo. Se calcula
;=P

Para nuestro experimento la posibilidad de que: ocurra

cualquier evento es de 50% (0.5), obteniéndose
¢, =12(05)=6 Yy ¢, =3(05)=15

3% pago. Se calcula la desviacidén

e;

A =ﬁ‘[(b/-e])2
/= J
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1 (12=6)F  (15-3)% _
At = g + 3 =675

4° Paso. Escogemos el nivel de significancia a=5%
§° Paso. Se determina la solucidn de la ecuacidn
P2 2c)=1-a=095
Para K-1=1 grado de libertad, c¢=3.84 (valor obtenido de
las tablas de distribucién de ji-cuadrada) (37]. Por lo
tanto,

6.7523.84

Por lo que, no se rechaza la hipdtesis; es decir,
sengorialmente se logrd percibir una disminucién del amargor

en el jugo de toronja, con una confiabilidad de un 95%.
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CONCLUSIONES

. La adicién de B-ciclodextrina reduce la "presencia activa"

de la naringina y de la limonina, obteniéndose menores

concentraciones de estos componentes en el jugo de’

toronja,

Con un nivel de significancia del 5% se corrobord
sensorialmente que existe la disminucién del sabor amargo

en el jugo de toronja.

. La eficiencia de la encapsulacién de la naringina y 1la

limonina dependen, no s86lo de 1la concentracién de
la P-ciclodextrina, sino de la presencia de los otros

componentes del jugo de toronja.

Las constantes cinéticas de encapsulacidn segin el modelo

de Arrhenius contienen los siguilentes pardmetros:
635310
> k=(60184)e RT (para la naringina)

-2007.04
> k=(189)e RT (para la limonina)

. Las energfas de activacién (E*) obtenidas en las

reacciones de encapsulacién de naringina y limonina

con f-ciclodextrina, son equivalentes a las energfas de
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activacién de reacciones que son catalizadas con enzimas

en alimentos.

. Agitaciones elevadas (mayores de 120 r.p.m.) ~ pueden

afectar la estructura de la B-ciclodextrina y por lo tanto

disminuir su capacidad de formar complejos moleculares.

Lags condiciones déptimas para una apropiada reduccién del
sabor amargo en el juéo de t;ronja obtenidas en este
trabajo corresponden a: la mayor temperatura pesible
durante el proceso de encapsulacidn, con una agitacién de
entre 100 y 120 r.p.m., un pH de 3.5, al menos una
concentracién de 4.4 mM. de P-giclodextrina, y un tiempo

de reaccién de 10 minutos.

ESTA TESIS MO DEBE

SALR DE LA BIGLIOTECA
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RECOMENDACIONES

v

‘f

En estudios posteriores de la encapsulacién de naringina y
limonina mediante P-ciclodextrina en jugo de toronja
natural se deben garantizar concentraciones similares a
las del jugo de toronja comercial, con el aobjetivo de

comparar nuestros resultados.

Debera tenerse mucho cuidado en la extraccién del juge a
partir del fruto debido a que la maceracidén de su cdscara

incorpora estos componentes amargos al jugo.

Aln cuando los métodos de cuantificacidn de la naringina y
la limonina utilizados en este trabajo permitieron cobtener
resultados aceptables, debemos enfatizar que resultados
mds precisos serdn obtenidos mediante HPLC. Aunque, esta

metodologia de andlisis instrumental tiene un alto costo.

Durante nuestra experimentacién se observd inestabilidad

en la naringina, la limonina y la P-ciclodextrina; por 1o

que, seria importante vrevisar la estabilidad de estos
componentes bajo diferentes condicicnes de oH,
temperatura, agitacidén, etc. Agimismo, la determinac:i:dn

de la estabilidad de 1los complejos Cformados entre
la P-ciclodextrina y cada uno de los componentes amargos

deberd ser de gran interés,
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» Adn cuando los resultados del andlisis sensorial muestran
una diferencia significativa entre los jugos de toronja
con y sin PB-ciclodextrina, deberdn de tomarse wi mayor

mimero de pruebas para reafirmar este resultado.
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