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1,17RODI TXION 

La toronja es considerada como la fruta que se procesa 

más fácilmente; y que además, su jugo retiene por más tiempo 

las calidad de su sabor durante el almacenaje que otros jugos 

cítricos. 

Debido a esto, la producción de la toronja se ha 

incrementado notablemente durante las últimas tres décadas, 

aumentando su consumo y por consiguiente su procesamiento 

industrial. 

Durante el procesamiento de la toronja su jugo adquiere 

cantidades apreciables de componentes naturales amargos, 

entre los que se encuentran principalmente el limonoide 

denominado limonina y el flavonoide llamado naringina. 

Estos componentes amargos son a menudo compuestos 

necesarios en jugos cítricos para su aceptación. 	Sin 

embargo, cuando la intensidad del amargor de los jugos es 

elevada se requiere de la reducción en estos constituyentes, 

para que los jugos cítricos sean aceptados por el consumidor. 

Entre los métodos más utilizados para reducir los 

niveles de los componentes amargos se encuentran: el método 

de hidrólisis enzimática, la reducción por hidrólisis ácida, 

y la adsorción de la limonina y la naringina con resinas 

sintéticas. 

Sin embargo, el método más reciente es la utilización de 

"agentes secuestrantes" como son las ciclodextrinas. 

Las ciclodextrinas son compuestos químicos con una 

estructura molecular cíclica. Esta estructura es 

relativamente rígida 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 tamaño, la forma y la 

hidrofobicidad apropiadas, podrán interaccionar con las 

ciclodextrinas para formar complejos estables. 

En tales casos, se obtienen jugos cítricos más 

aceptables, por la reducción de los niveles de los 

componentes amargos. 

Bajo estas bases, el objetivo de nuestro trabajo, es la 

determinación de las condiciones adecuadas de: pH, 

concentración de ciclodextrina, temperatura y agitación para 

la encapsulación máxima con , ji-ciclodextrina de 	los 

componentes del amargor en el jugo de toronja. 

1 
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GENERALIDADES 

1.1 Ciclodextrinas 

Las ciclodextrinas son dextrinas cíclicas con una 

estructura circular, relativamente rígida, y que presentan 

una cavidad. Estas moléculas son producidas enzimáticamente 

a partir del almidón mediante la acción de una enzima llamada 

ciclodextrina glucano-transferasa (CGT-asa) 

Como una consecuencia del arreglo cíclico, estas 

moléculas no tienen un grupo final reducido, ni tamppco un 

grupo final reductor. 	Además, las ciclodextrinas son más 

resistentes a la hidrólisis ácida ó alcalina que el almidón y 

bastante estables en medio acuoso DI. 

Existen tres tipos de ciclodextrinas: a, 0 y y, que 

están constituidas de 6, 7 y 8 unidades de glucosa, 

respectivamente, unidas por puentes glucosídicos. Su fórmula 

general es (C6H1005)n (donde n representa el número de 

unidades de glucosa) y su estructura química se ilustra en la 

Fig. 1 pi. 

1.1.1 Formas y dimensiones. 

La forma particular de cada molécula de ciclodextrina 

requiere un arreglo especial de los diferentes grupos 

hidróxilos. De tal forma que, los grupos hidróxilos 

secundarios (de los átomos de C-2 y C-3 de las unidades de 

glucosa) se localizan en el exterior del anillo mientras que 
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los hidróxilos primarios (sobre el átomo de C-6 de la unidad 

de glucosa) están en el interior del anillo. 	Como 

consecuencia, la superficie más externa del anillo resulta 

hidrofilica, en tanto que la naturaleza de la cavidad de las 

ciclodextrinas es básicamente hidrofóbica (41(Fig. 2). 

Las dimensiones moleculares de las ciclodextrinas a, p y 

y se muestran en la siguiente tabla (5). 

Dimensiones de la cavidad de lu ciclodextrinas. 

Dimensiones a 0 1 
Profundidad (A) 7,9 (±0.1) 7.9 (±0.1) 7.9 (±0.1) 

Diámetro interno (A) 4.7.5.3 6.0-6.5 7.54.3 

Diámetro externo (A) 14.6 (±0.4) 15.4 (±0.4) 17.5 (± 

0.4) 

Volumen aproximado de la 

cavidad (A3) 

174 262 472 

Volumen total de las cavidades 

por mol de ciclodextrina (mi) 

104 157 256 

Volumen total de las cavidades 

por cada gramo de ciclodextrina 

(mil 

0.1 0.14 0.20 

6 
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GENERALIDADES 

Fig. 1. Estructura química de una ciclodextrina. 

Fig. 2. Esquema de la estructura funcional 

de ciclodextrinas. 
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GRAWRALIDADES 

1.1.2 Propiedades de las Ciclodextrinas 

En la siguiente tabla, se encuentran las propiedades 

fisicoquímicas más importantes de las ciclodextrinas. 

Propiedades lisia:químicas de las eiclodeztrinas. 

PROPIEDAD a D y 
Número de unidades de glucosa/molécula 6 7 8 

Peso Molecular (gramo/gramo mol) 972 1. _ 	1135 1297 

Solubilidad en agua a 25°C (g/ 100 mL) 14.5 1.85 23.2 

Forma de la molécula (en agua) aguja aguja prisma 

Hidrólisis con a-amilasa ninguna lenta  rápida 

pK a 25°C (por potenciometria) 12,331 12,202 2,081 

Volumen molar parcial en solución 

(mi./ mol) 

611.4 703.8 801.2 

Temperatura de fusión (°C) 275 280 275 

Tensión superficial (mN/m2), 

en HCI IN a 60°C 

71 71 71 

1.1.3 Características de Encapsulación de las ciclodextrinas 

La propiedad más sobresaliente de las ciclodextrinas es 

su capacidad de formar complejos moleculares reversibles con 

sustancias de bajo peso molecular, tales como: ácidos grasos, 

vitaminas, o compuestos aromáticos. Las uniones que se dan 
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GENERALIDADES 

entre la "molécula huésped" (sustancia a encapsular) y la 

"molécula anfitrión" (ciclodextrina) se describen como 

hidrofóbicas con algunos enlaces polares ob 

La proporción de la "molécula huésped" incluida en la 

ciclodextrina es equimolar en la mayoría de los casos, y los 

complejos de inclusión que resultan de esta unión (sustancia 

encapsulada con ciclodextrina) actúan como si fuera una sola 

molécula; por ello, las propiedades fisicoquímicas de la 

"molécula huésped" se ven alteradas en relación con la 

ciclodextrina Ul. 

En general, las moléculas hidrofóbicas 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 

solución acuosa, la cavidad de la ciclodextrina es ocupada 

por las moléculas de agua en un estado de unión desfavorable 

(unión polar/no polar) y son por consiguiente rápidamente 

substituidas por "moléculas huésped" menos polares que el 

agua 1191. 

Si existe otro "componente huésped" en solución con 

mayor capacidad de inclusión que el compuesto deseado, la 

encapsulación se lleva a cabo con el primero debido a una 

mayor afinidad polar, y similitud en forma y tamaño PI. 

Durante la encapsulación, el grado de formación del 

complejo de un componente se define por su afinidad ,,an la 

ciclodextrina y por su concentración relativa. Aunque, este 

9 
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proceso es sensible a la composición del solvente, al pH y a 

la temperatura pi]. 

La formación del complejo por encapsulación (inclusión) 

procede de acuerdo con las etapas siguientes (Fig. 3) 1171: 

1. Aproximación relativa del componente a encapsular a la 

ciclodextrina. 

2. Eliminación de las moléculas de agua de la cavidad de la 

ciclodextrina. 

3. Interacciones ciclodextrina/componente a encapsular. 

4. Formación de puentes de hidrógeno entre la ciclodextrina 

y el componente a encapsular. 

5. Reconstitución de la estructura hidratada alrededor del 

complejo final. 

La formación de estos complejos de inclusión son 

estabilizados por las diversas fuerzas intermoleculares en 

términos de interacciones hidrofóbicas (enlaces Van der Waals 

o enlaces London) y puentes de hidrógeno 113h 

10 
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Fig. 3. Proceso de encapsulación de la "molécula huésped" 

por asociación reversible con una molécula de ciclodeatrina. 

1.1.4 Efectos Biológicos de la P-ciclodextrina. 

La P-ciclodextrina ha sido probada en animales y 

humanos, durante la administración oral de medicamentos o 

como aditivo alimenticio. 	En ambos casos, ésta puede 

presentarse como ciclodextrina libre ó como el complejo de 

inclusión que contiene' al medicamento, el sabor u otra 

sustancia huésped. Como la cantidad de la P-ciclodextrina es 

1 
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pequeña, con la ayuda del jugo gástrico se presenta la rápida 

disociación del complejo formado; por lo que, la absorción de 

los componentes que lo forman se realiza por separado. La 

"molécula huésped" se absorbe rápidamente en el intestino, 

seguida de una cantidad insignificante de P-ciclodextrina, 

absorbida en forma intacta (14). 

El destino de la 0-ciclodextrina después de la 

administración oral puede ser resumido como sigue: 

1. Disolución rápida y establecimiento del equilibrio 

a'.--imente dinámico asociación/disociación del complejo. 

2. Absorción rápida de la "molécula huésped" en el torrente 

sanguíneo. 

3. Absorción de 	una cantidad insignificante de la p-

ciclodextrina en forma intacta por el tracto intestinal. 

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

el colon por la microflora. 

5. Los metabolitos primarios resultantes de la metabolización 

en el colon (posiblemente maltodextrinas acíclicas, 

maltosa y glucosa), son metabolizados y absorbidos en 

forma similar al almidón para su completa asimilación. 

La única toxicidad asociada a las ciclodextrinas parte 

de la base que algunas ciclodextrinas contienen trazas de los 

solventes orgánicos utilizados durante su elaboración. 

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

12 
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separadas y purificadas utilizando solventes orgánicos, 

mientras que la 0-ciclodextrina es muy poco soluble en agua y 

se utiliza un método fisico para su separación y 

purificación. Por lo tanto, por su estructura química, las 

ciclodextrinas son totalmente inocuas psh 

La j3-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. 

Está 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 japorkesa. 

En 1986, el Gobierno Holandés aprobó el uso de 

la j3-ciclodextrina en todo producto alimenticio en el que los 

almidones modificados estén permitidos. Esta aprobación se 

basó en los datos metabólicos y toxicológicos provistos por 

China y Hungría. La aprobación Holandesa fue rápidamente 

seguida por la de otros países europeos (Tabla 1). En los 

Estados Unidos se está trabajando en la aprobación por parte 

de la FDA (Food Drug Administration). 

Sin embargo, es importante hacer notar que la aprobación 

es sólo para la utilización de la ji-ciclodextrina, en sus 

usos humano y animal 06h 

13 
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Tabla t, Aprobación del uso alimentario y farmacéutico de 

las ciclodextrinas en Japón y paises comunitarios 

PAIS ALIMENTOS 

(P•ciclodestrina) 

USO 

FAMACEUTICO 

Japón Permitido su uso como 

aditivo natural 

Permitido 

Hungría Permitido Permitido 

Holanda Permitido su uso corno 

almidón modificado 

No permitido 

Bélgica Permitido su uso como 

almidón modificado 

No permitido 

Luxemburgo Permitido su uso como 

almidón modificado 

No permitido 

Francia Permitido Permitido 

RFA Permitido su uso como 

almidón modificado 

No permitido 

España Permitido No permitido 

Italia Permitido No permitido 

1.1.5 Aplicaciones de la P-ciclodextrina. 

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

Japón durante los últimos años porque la encapsulación 

14 
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molecular ha sido introducida en las industrias que 

manufacturan formas farmacéuticas, productos alimenticios, 

artículos de tocador, agroquímicos y otros In N. 

Así mismo, estudios más extensos han mostrado que la 

aplicación de las ciclodextrinas en alimentos podrán incluir 

(►9(: 

a) La presentación de un material líquido en forma de un 

producto sólido. 

b) El enmascarado de un sabor u olor desagradable de algún 

producto o compuesto. 

c) La estabilización de un compuesto que pudo de otra manera 

ser sensible a la temperatura, la hidrólisis, la auto-

oxidación, la fotodegradación, etc. 

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

compuesto de baja solubilidad. 

e) La selección de reacciones específicas (como catálisis) 

por la encapsulación de grupos funcionales definidos. 

15 
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1.2 Particularidades del jugo de toronja 

La toronja (Citrus paradisi) es el más grande de los 

cítricos comerciales y se reconoce fácilmente por su color 

amarillo brillante y su sabor característico amargo-ácido. 

Generalmente, este fruto es más susceptible a la 

descomposición por efecto de bajas temperaturas en 

comparación con la naranja. Pero es considerablemente más 

resistente que las limas y los limones pob 

El jugo de toronja 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 aceptación comercial por su sabor amargo, el cual se 

debe a la presencia del flavonoide naringina, así 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 extracción 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 está presente en 

altas concentraciones produce alteraciones al jugo durante su 

16 
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procesamiento y/o almacenamiento. Cuando el jugo de toronja 

se calienta para ser pasteurizado la naringina se disuelve, 

al enfriarse cristaliza lo cual trae consigo problemas en el 

proceso pu. 

Fig. 4. Estructura química 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), y, como se mencionó 

anteriormente, se acumula en el jugo durante el proceso de 

extracción. 	Además, se ha encontrado que el fruto verde, 

contiene una mayor concentración de naringina, y que 

disminuye cuando el fruto madura L22). 

17 
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Fig. 5. Partes principales de la toronja. 

1.2.2 Limonina 

La limonina (Fig. 6) reduce la calidad y la aceptación 

de los jugos de frutos cítricos (naranjas y toronjas) por su 

intenso sabor amargo 123.24). 

Las frutas intactas no la contienen como tal, pero sí el 

anillo A lactónico del ácido limonóico, un precursor no 

amargo. que se convierte gradualmente en limonina por la 

acción combinada de los ácidos del jugo y una enzima (anillo 

D lactosa hidrolasa) durante la maceración del fruto o 

extracción de su jugo. Por esta razón, el sabor amargo que 

imparte a los jugos se denomina comdnmente "amargor tardío" 

125.2M. 

18 
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Fig. 6, Estructura química de la limonina. 

1.2.3 Otros métodos para eliminar el sabor amargo en jugos de 

toronja. 

Entre los métodos más utilizados para eliminar el 

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

10 Hidrólisis ácida de la naringina en el jugo. 

• Lavado de toronja con agua caliente previo a la 

extracción. 

• Adsorción de la naringina con resinas sintéticas. 

• Hidrólisis enzimática de la naringina. 

19 
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De las técnicas mencionadas, la hidrólisis enzimática de 

la naringina es la más atractiva, ya que requiere equipo de 

uso común y un mínimo de operaciones, la especificidad de la 

enzima sobre la naringina permite obtener un jugo ron 

propiedades organolépticas, funcionales y nutricionales 

aceptables [27). 

Una de las técnicas más atractivas que se ha propuesto 

es la hidrólisis de la naringinasa y atrapamiento de la 

limonina simultáneamente. La técnica consiste en inmov.ilizar 

naringinasa en fibras de triacetato de celulosa lo cual 

permite hidrolizar el flavonoide, al mismo tiempo, la 

limonina queda adsorbida en las .fibras del polímero. 	Con 

esta metodología se comprobó que la actividad de la enzima y 

la consistencia de las fibras de triacetato de celulosa 

fueron estables hasta por 20 días. 	Las propiedades 

organolépticas y funcionales del jugo obtenido no se 

alteraron, lo que hace el procedimiento bastante atractivo 

para aplicarse indJstrialmente si se toma en cuenta el ahorro 

en el costo de la prcduccin y purificación de la naringinasa 

pm. 

Otra de las técnicas  probadas para la eliminación del 

sabor amargo en los jugos cítricos de toronja, es el uso de 

resinas sintéticas; se ha empleado intercambio jónico para 

retener la naringina y la hesperidina. 	Sin embargo, estas 

técnicas son poco atractivas debido a la alteración de las 

características organolépticas del jugo resultante 1291. 

20 
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Finalmente, la disminución del sabor amargo en jugo de 

toronja, encapsulando naringina y limonina con ciclodextrinas 

resulta un método rápido ya que simultáneamente se elimina la 

presencia "activa" de los 2 principales componentes que 

imparten el amargor. Bajo ciertas condiciones de reacción se 

logra una disminución de más del 50% de la concentración de 

naringina y limonina; además, las características 

organolépticas del jugo resultante son aceptables por el 

consumidor. 	Sin embargo, por la toxicidad de las x y y 

ciclodextrinas se limita sólo a utilizar la 13-ciclodextrina 

en el proceso de alimentos. 

21 
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MATERIALES Y METODOS 

2.1. Método Experimental. 

El trabajo consistió en evaluar la influencia de: la 

concentración de P-ciclodextrina, la temperatura, el pH y la 

agitación, durante la encapsulación de la naringina y la 

limonina con P-ciclodextina, en el jugo de toronja. 	Para 

ello, la metodología experimental se dividió en 3 etapas 

descritas a continuación (la primera únicamente se refiere a 

la naringina, la segunda a la limonina y la tercera etapa a 

la confirmación de los resultados mediante el análisis 

sensorial). 

ETAPA I. Determinación de los parámetros de encapsulación de 

naringina con P-ciclodextrina. 

Se utilizó un jugo comercial de toronja (concentrado) 

'marca Florida 7", el cual fue reconstituído hasta 11 °Brix. 

La concentración de la naringina en este jugo de toronja 

es de 4000-4200 pm (dato experimental). 

Para la cuantificación de naringina se utilizó un método 

enzimático colorimétrico. Este método está basado en la 

reacción de acoplamiento de un radical catiónico ABTS con el 

producto de oxidación de la naringina mediante la enzima 

peroxidasa y ^.1 peróxido de hidrógeno, resultando un 

compuesto de color púrpura que es estable a un pH de 4.3, con 

un máximo de absorbancia a 560 nm. Esta reacción se llevó a 
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2.1. Método Experimental. 

El trabajo consistió en evaluar la influencia de: la 

concentración de P-ciclodextrina, la temperatura, el pH y la 

agitación, durante la encapsulación de la naringina y la 

limonina con P-ciclodextina, en el jugo de toronja. 	Para 

ello, la metodología experimental se dividió en 3 etapas 

descritas a continuación (la primera únicamente se refiere a 

la naringina, la segunda a la limonina y la tercera etapa a 

la confirmación de los resultados mediante el análisis 

sensorial). 

090PM. Determinación de los parámetros de encapsulación de 

naringina con P-ciclodextrina. 

Se utilizó un jugo comercial de toronja (concentrado) 

"marca Florida 7", el cual fue reconstituido hasta 11 °Brix. 

La concentración de la naringina en este jugo de toronja 

es de 4000-4200 µM (dato experimental). 

Para la cuantificación de naringina se utilizó un método 

enzimático colorimétrico. Este método está basado en la 

reacción de acoplamiento de un radical catiónico ABTS con el 

producto de oxidación de la naringina mediante la enzima 

peroxidasa y ol peróxido de hidrógeno, resultando un 

compuesto de color púrpura que es estable a un pH de 4.3, con 

un máximo de absorbancia a SEO nm. Esta reacción se llevó a 

1 
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cabo a 25°C durante 30 minutos y, se detiene con la adición 

de azida de sodio 1301. 

Debido a que la cuantificación de la naringina recurre a 

una determinación espectrofotométrica, el jugo de toronja fue 

inicialmente clarificado mediante los siguientes pasos 1311: 

1) Precipitación de las pectinas con etanol durante 2 horaó 

en ausencia de luz, con una relación jugo etanolde 

1:10. 

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

3) Filtración del sobrenadante. 

Se construyó una curva estándar a partir del compuesto 

puro. 

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la 

encapsulación 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 utilizó una solución estándar de 

naringina a un pH de 3.5. En cada determinación se adicionó 

0-ciclodextrina y se agitó a 120 r.p.m. durante 24 horas. La 

concentración de naringina y de Vciclodextrina en la 

solución analizada fue de 500 pM y 44.5 pM, respectivamente. 

Para determinar la estabilidad de la naringina a 

diferentes pHs, se utilizó una solución estándar de naringina 

(4200 pM), y se mantuvo a temperatura ambiente 
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(aproximadamente 25°C) durante una hora a los siguientes 

valores: 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 y 5. 

Para la determinación de la agitación óptima de 

encapsulación se preparó una solución estándar de naringina 

(4200 pM) a un pH de 3.5. A cada muestra se le adicionó (I-

ciclodextrina, la concentración de la ciclodextrina en la 

solución analizada era de 44.05 pM, y se dejó reaccionar a 25 

°C por 24 horas y se agitó en un rango de O a 160 r.p.m. 

La cantidad de (3-ciclodextrina es un parámetro 

importante para encapsular naringina. Por lo que, se 

determinó la encapsulación a diferentes concentraciones 

de ji-ciclodextrina. 	Para esto, 4 una solución estándar de 

naringina (4000 pM) con un pH de 3.5 se le adicionó 

la (3-ciclodextrina y cada determinación se dejó reaccionar 

durante 24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C. Esta determinación 

también se llevó a cabo en el jugo de toronja, con las mismas 

condiciones de reacción que la solución estándar. 

Sabiendo que la encapsulación mejora con la temperatura, 

se llevó a cabo la reacción con jugo reconstituido a las 

siguientes condiciones: 92 'C (temperatura de ebullición), 

110 r.p.m. y 4.4 mM de (3-ciclodextrina durante 10 minutos 

Esta determinación se llevó a cabo tanto en la solución 

estándar de naringina como en el jugo de toronja. 

La concentración de la solución estándar de naringina 

fue de 4100 111 con un pH de 3.5. 
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ETAPA 2. Determinación de los parámetros de encapsulación 

de limonina con P-ciclodextrina. 

Se utilizó un jugo de toronja (concentrado) marca 

"Florida 7" reconstituido hasta 11 °Brix. La cuantificación 

se llevó a cabo por el método de cromatografía de gases, por 

lo que fue necesario aislar y concentrar la limonina presente 

en el jugo. 	Para ello se llevaron a cabo los siguientes 

pasos (331: 

1) Se pesaron 25 gramos de jugo reconstituido y se le 

adicionaron 3 gramos de sulfato de magnesio. 	Esta 

solución fue extraída 3 veces con 10 mL de cloroformo, 

en cada ocasión, y cada porción 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 vacío, a 

temperatura ambiente. 

3) El cloroformo residual fue lavado en un embudo de 

separación 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 µL de acetonitrilo. 

Los resultados se compararon contra una curva patrón 

obtenida a partir de la limonina pura. 

26 



AIATERIA1F.S Y MEMOS 

A una solución estándar de limonina con un pH de 3.5 se 

le adicionó j3-ciclodextrina, la encapsulación se llevó a cabo 

durante 24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C. 

Las concentraciones de la limonina y de la 

ciclodextrina en la solución analizada fueron de 5 PPm y 

44.05 µM, respectivamente. 

Estas mismas concentraciones de limonina y de j3-

ciclodextrina fueron utilizadas para determinar la agitación 

óptima de encapsulación de limonina. El pH de la solución 

estándar de limonina era de 3.5, se le adicionó ciclodextriná 

y se dejó reaccionar durante 24 horas, a 25°C. 

La encapsulación de la limonina con ji-ciclodextrina, al 

igual que la encapsulación de naringina, se llevó a cabo a 

92 °C (temperatura de ebullición), durante 10 minutos, 110 

r.p.m. y 4.4 mM de j3-ciclodextrina. 

Está determinación se realizó sólo en el jugo de 

toronja. 
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ETAPA 3. Análisis sensorial 

Para la prueba de análisis sensorial, se utilizó el 

método de Comparación por Pares, el cual consiste en lo 

siguiente pn: 

1) Se determina si existe difereñcia perceptible entre dos 

o más muestras. Esta diferencia se obtiene comparando 

dos muestras (un par) entre sí. 

2) El procedimiento de comparación se efectúa dentro de 

cada par considerando un parámetro en especial. 	Las 

muestras se presentan en forma de 6 series de pares, 

cuidando que sólo se distinga entre sí por la variable 

en estudio, en este caso, la disminución del sabor 

amargo en el jugo de '.oronja. 

3) Para que la prueba tenga validez estadística, se 

efectuaron tres rpeticiones por juez. 	Los jueces 

seleccionados, fueron personas que conocen la prueba. 

Condicione■ experimentales del análisis sensorial. 

Al jugo de toronja ya constituido se le adicionó 4.4 mM 

d2 P-ciclodextrina, y se mantuvo a 92 °C (temperatura de 

ebullición) durante 10 minutos con. agitación constante de 

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

térmico y la misma agitación pero al cual no se le 

adicionó Vciclodextrina. 
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2.2.2 Materiales 

Reactivas 

Etapa 1 

1.- Estándar de naringina. (Aldrich.) 

2.- Buffer de glicina- HC1 50 mM, pH 4.3. 

3.- ABTS (ácido 2 azido-bis 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico), 3 mM. 

4.- Peróxido de hidrógeno, 15. mM. 

5.- Peroxidasa (enzima de rábano -E.C.1.11.1.7-), 

0.02 mM. 

6.- Azida de sodio 5 M. 

7.- Alcohol etílico. 

Etapa 2 

1.- Estándar de limonina.(Sigma Chemical Co.) 

2.- Sulfato de magnesio. 

3.- Cloroformo. 

4.- Hexano. 

6.- Acetonitrilo. 
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Equipo 

1.- Espectrofotómetro Beckman DU-65. 

2.- Centrifuga Janetzki K24. 

3.- Incubadora Innova 4330. 

4.- Cromatógrafo de Gases, Modelo HP 5890, Serie II. 

Detector de ionización 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 nitrógeno: 1 mL/min. 

- Split: 60 mL/min. 
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RES11,7ADOS DISCUSION 

ETAPA 1. Determinación de los parámetros para la 

encapsulación de naringina con Vciclodextrina. 

La gráfica 1 representa la curva patrón de naringina, la 

cual se determinó experimentalmente por el método 

espectrofométrico, y es la referencia para la cuantificación 

de la naringina durante la experimentación de esta etapa. 

0.7 	  

A11-1 
11°  

104- 

0A- 

O 
o 	G 10 ti U 20 30 al 40 41 GO 

03110101111ACI0N DE 11GAINGINA (01) 

Gráfica I. Curva patrón de naringina, obtenida 

experimentalmente por espeetrofotometria. 
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En la gráfica 2 muestra la encapsulación de naringina 

con B-ciclodextrina a diferentes temperaturas, observándose 

que a mayor temperatura hay una reducción en la naringina 

residual. Se observa que la encapsulación es rápida durante 

las primeras tres horas seguido de un proceso más lento hasta 

aproximadamente 18 horas de reacción. Posteriormente se 

observa una disminución rápida de la concentración 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 diseño el siguiente experim'ento: Una 

solución estándar de naringina, que no contenía 

ciclodextrina, se mantuvo a una temperatura de 25°C durante 

24 horas y se observó que durante las 18 horas iniciales la 

naringina permaneció estable seguido de una disminución de 

aproximadamente un 12% de la concentración de naringina 

inicial. 	Esto corrobora la suposición de pérdida en 

naringina por descomposición. 
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Gráfica 2. Encapsulación de naringina (solución estándar 500141) 

con 45.05 µM de Iciclodestrina a diferentes temperaturas. 

Se determinó la funcionalidad de la temperatura en la 

reacción de encapsulación de la naringina con O-

ciclodextrina. 

Debido a que la concentración de naringina disminuye 

exponencialmente con el tiempo a una velocidad determinada 

como se observa en la gráfica 2, la velocidad de la 

encapsulación de naringina con P-ciclodextrina se representa 

mediante la siguiente ecuación: 
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dN  - kN 	 (1) -- 4ft 

donde N representa la concentración de naringina en 01, 

el tiempo, y 

k la constante de velocidad de reacción. 

La forma integrada de la ecuación representa una linea 

recta de pendiente -k y ordenada al origen igual a ln(Nn): 

In(N)=-kt÷ln(No) 	 () 

Graficando para cada reacción de encapsulación a 

diferentes temperaturas, se obtiene la gráfica 3. 

Gráfica 3. Representación gráfica del logaritmo natural 

de la concentración de naringina en función del tiempo. 
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A partir de esta gráfica se observa que la constante de 

velocidad, k, depende de la temperatura, definiendo k 

mediante la ecuación de Arrhenius: 

_E 
k = Ae RT 
	

(3) 

Aplicando el logaritmo natural a la ecuación (3) se 

obtiene una linea recta de pendiente -E/R y ordenada al 

origen in (A): 

ln(k)= — 14--;,+In(A) 	 (4) 

Graficando las constantes de velocidad (obtenidas de la 

gráfica 3) contra el inverso de cada una de las temperatura 

se obtiene la gráfica 4. A partir de esta última gráfica se 

obtiene el valor de las constantes A y -E/R de la ecuación 

(3). 	Estos valores permiten predecir la velocidad de 

reacción para encapsular naringina con P-ciclodextrina a una 

determinada temperatura: 

_6353.10 
k = (601.84)e --RT — 	 ( 5 ) 

donde el valor de la energía E está dado en calorías/g-mol 
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Gráfica 4. Representación gráfica del el In (k) en función 

del inverso multiplicativo de la temperatura. 

Comparando este valor de energía con el de otras reacciones 

llevadas a cabo en alimentos (Tabla 2) psh resulta 

equiparable a aquellas reacciones en la que se utiliza un 

catalizador enzimático. 
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Tabla 2. Valor de energía (E) para algunas reacciones en alimentos. 

Reacción Enzima 

E (cal/g-mol) 

catalizador 

químico 

E (cal/1g- mol) 

Catalizador 

enzimático 

Descomposición del 

peróxido Catalasa 18 000 5,000 

Hidrólisis de la 

sacarosa Fructosidasa, , 	26,000 11.000 

Hidrólisis de la 

caseína Tripsina 20,600 12,000 

Hidrólisis de lípidos Lipasa 	, 13,200 4,200 

En la determinación de la estabilidad de la naringina a 

diferentes pH's (gráfica 5), se observa que a pH's menores y 

mayores de 3.5 la naringina es poco estable. A pH de 3,5 

prácticamente se conserva el 1001 de naringina. 	Debemos 

señalar que, el pH natural del jugo de toronja es 3.5. 

La gráfica 6 nos muestra la encapsulación de naringina 

con P-ciclodextrina a diferentes velocidades de agitación. En 

ésta se observa que abajo de 40 r.p.m. no se favorece la 

reacción de encapsulación. 	Conforme la agitación se 

incrementa la reacción de encapsulación mejora hasta 

aproximadamente 100 r.p.m. Cuando la agitación es mayor de 

100 r.p.m. se observa que la encapsulación disminuye, y que a 

140-160 r.p.m. es prácticamente despreciable. 
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Gráfica 5. Estabilidad de la naringina (solución estándar 
4200 pM) a diferentes pH's, después de una hora 

de incubación a 25 "C 

G ráfica 6. Encapsulación de naringina (solución estándar 4200 µM) 
con 44.05 p%1 de p-ciclodestina diferentes niveles de agitación 

durante 24 horas a una temperatura de 25 °C. 
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Se estableció que una agitación violenta (mayor de 100 

r.p.m.) reduce la encapsulación de naringina debido a que se 

modifica o altera la estructura básica de la P-ciclodextrina, 

esto impide llevar a cabo la formación del complejo con la 

naringina. 	Para corroborar esta hipótesis se realizó el 

siguiente experimento: 

Una solución de P-ciclodextrina se agitó a 170 r.p.m., 

durante 24 horas a 25°C. 	Esta f.-ciclodextrina agitada fue 

mezclada con una solución conocida de naringina y se dejó 

reaccionar durante 24 horas, a 25 °C y 100 r.p.m. 	Como 

resultado de esto se observó que la P-ciclodextrina sólo 

encapsuló de un 2-4 % de naringina.. 

Con esto, podemos establecer que altas agitaciones 

superiores a 100 r.p.m. se reduce la capacidad de 

encapsulación de la P-ciclodextrina. 

Se determinó la concentración óptima de a-ciclodextrina 

para una adecuada encapsulación (gráfica 7). 	Se puede 

observar que la encapsulación mejora al aumentar la 

concentración de a-ciclodexcrina. Sin embargo, valores 

mayores de 200 µM de a-ciclodextrina sólo causan una pequeña 

disminución de naringina. 

También en esta gráfica se observa que se necesita sólo 

una concentración de 200 µM de g-ciclodextrina para poder 

encapsular aproximadamente 50% de naringina. 

Al llevar a cabo este mismo experimento pero ahora en el 

jugo de toronja no se observó la encapsulación de naringina, 

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

encapsulación. 

Gráfica 1. Determinación de la concentración óptima 
de p-cictodextrina para encapsular naringina. Reacción 

llevada a cabo en la solución estándar (4000 µM) durante 
24 horas, a 110 r.p.m. y 25 °C. 
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Gráfica 8. Determinación de la concentración óptima 
de 0-ciclodextrina para encapsular naringina. 

Reacción llevada a cabo en jugo de toronja 
durante 24 horas, a 110 r.p.m. y 25°C. 

Los resultados de la encapsulación de naringina 

con P-ciclodextrina a la mayor temperatura posible se 

muestran en las gráficas 9 y 10, observándose que tanto en la 

solución estándar de naringina como en el jugo de toronja se 

logra encapsular un 60% de naringina. 	Además se puede 

observar que, la reacción es más rápida en la solución 

estándar que en el jugo de toronja. 	En éste último, la 

reducción de naringina comienza después de 2 minutos de 

contacto; esto se supone, por presencia de los otros 

componentes del jugo. 
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Gráfica 9. Encapsulación de naringina (solución estándar) con 
p-cictodextrina. Condiciones de reacción: 92 °C, 110 r.p.m. y 
una concentración de 4.4 mM de p-cictodextrina durante 10 

minutos. 

Gráfica 10. Encapsulación de naringina (en el jugo de toronja) 
con p-ciclodextrina. Condiciones de reacción: 92 °C, 110 r.p.m. 

y una concentración de 4.4 mM de P-ciclodestrina durante 
10 minutos. 
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ETAPA 2. Determinación de los parámetros de la encapsulación 

de limonina con Vciclodextrina. 

La curva patrón de limonina, determinada en 

cromatografía de gases se presenta en la gráfica 11. 

Gráfica I I. Curva patrón de limonina obtenida experimentalmente, 
mediante cromatografía de gases. 

46 



RESULTADOS Y DISCUSION 

La encapsulación de limonina con P-ciclodextrina a 

diferentes temperaturas se representa en la gráfica 12. Se 

observa que a mayor temperatura mejora la encapsulación de la 

limonina. 	A diferencia de la naringina, la limonina no 

presenta ninguna descomposición con el tiempo (después de 18 

horas). 	Además, se observa que el porcentaje de 

encapsulación de la limonina es mayor que el correspondiente 

a la naringina, aún con menores temperaturas. 

Gráfica 12. Encapsulación de limonina (solución estándar 5 ppm) 
con 44.05 ItM P-ciclodextrina a diferentes temperaturas las 
condiciones de reacción fueron 24 horas, 110 r.p.m. y 25 °C. 
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Realizando el mismo análisis que para la naringina se 

obtiene las gráfica• 13 y 14, con las cuales podemos predecir 

la constante de reacción para la encapsulación de limonina 

con 13-ciclodextrina a una determinada temperatura. 	La 

ecuación resultante es la siguiente: 

_2007.04 
k =(1.89)e RT 	 ( 6 ) 

Observándose que, es menor el valor energía de 

activación de la encapsulación de la limonina con 

ciclodextrina que con naringina. 

Gráfica 13. Representación gráfica del logaritmo 
natural de la concentración de limonina 

en función del tiempo, 
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Figura 14. Representación gráfica de el In (k) en 
función del inverso multiplicativo de la temperatura. 

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

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

En la determinación de la agitación óptima para la 

encapsulación de limonina con Vciclodextrina (gráfica 15), 

se obtiene la mejor reacción de encapsulación a 120 r.p.m. A 

esta condición la Vciclodextrina encapsula aproximadamente 

el 80Y de limonina. Con agitaciones mayores, al igual que 

con la naringina, no se favorece la formación del complejo. 
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Gráfica 15. Encapsulación de limosina (solución estándar de 
5 ppm) con 44.05 µ111 de p-ciclodestrina a diferentes niveles 
de agitación. Las condiciones de reacción fueron: 24 horas 

a 25 °C. 

Es importante hacer notar que la concentración de la 

naringina es de 1000 veces mayor que la concentración de la 

limonina en el jugo de toronja. Por ello, la concentración 

de 0-ciclodextrina que se debe adicionar para una apropiada 

encapsulación de estos "componentes amargos", está determina 

por el contenido de la naringina. 

En la gráfica 16, podemos observar la encapsulación de 

limonina contenida en el jugo de torpnja con E-ciclodextrina 

a las siguientes condiciones de reacción: 92°C, 110 r.p.m. y 
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una concentración de 4.4 mM de 5-ciclodextrina durante 10 

minutos. En esta gráfica se observa una disminución de un 

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

Gráfica 16. Encapsulación de limonina (en el jugo de toronja) 
con P-ciclodextrina. Condiciones de reacción: 92 °C, 110 r.p.m. 

y una concentración de 4.4 mM de {)•ciclodextrina durante 
10 minutos. 
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ETAPA 3. Análisis Sensorial. 

El análisis sensorial se llevó a cabo con 15 jueces y 

cada uno probó 3 pares de muestras. Para que la prueba por 

juez se considere válida, el juez debió percibir o no el 

cambio en el amargor del jugo de toronja; esto es, cada juez 

debió contestar como mínimo 2 de 3 posibles respuestas pon el 

mismo "valor" (disminuyó el amargor del jugo ó no disminuyó 

el amargor del jugo) 

En la Tabla 3 podemos observar que de 15 jueces, 13 

percibieron la disminución del sabor amargo del jugo de 

toronja, cuando contiene P-ciclodextrina. Esto equivale a un 

80%; es decir, 8 de cada 10 personas lograron percibir la 

disminución del amargor en el jugo de toronja. 

Además, prácticamente el 100% de los jueces, indicó que 

les agradaba el sabor del jugo de toronja con menos amargor y 

que la presencia de la J3-ciclodextrina no alteraba la 

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

Juez (número) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 

1 No No No 

2 Si Si Si 

3 Si No No 

4 No No Si 

5 Si Si No 

6 Si Si No 

7 Si No Si 

8 Si No Si 

9 Si No Si 

10 Si No Si 

1 1 Si Si Si 

12 Si Si Si 

13 Si Si Si 

14 Si Si Si 

15 Si No Si 

Donde: Si significa que si percibió el cambio del amargor en el jugo, y 

No significa que no percibió el cambio. 
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Método Estadístico 

Para el análisis de los resultados obtenidos' en la 

prueba sensorial, se utilizó el método estadístico de Ji-

cuadrada (21.2) [361. 

Como para el análisis sensorial se utilizó el método de 

Comparación por Pares, en el que para el par de muestras se 

debía percibir o no un cambio en el amargor del jugo de 

toronja. 	La probabilidad de que uno u otra posibilidad 

sucediera era de un 50%. 

Para que la prueba fuera válida se esperaría que el 

número de jueces que lograron percibir una disminución en el 

sabor amargo del jugo fuera mayor de un 50%. Para establecer 

que tan grande debe ser ese valor, se determina un valor 

crítico denominado c. 

La hipótesis quedaría planteada de la siguiente manera: 

Hipótesis: X2? c 

Aplicando el método estadístico de Ji-cuadrada: 

lerPaso. Representar los dos eventos posibles. 

X= Si (disminuyó el amargor.en el jugo), y 

X= No (No disminuyó 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 número bi(donde b es 

el valor numérico obtenido de los dos posibles eventos y 

Entonces para nuestra prueba 131=12 jueces que Si 

percibieron la disminución del amargor y b2=3 jueces que No 

percibieron la disminución del amargor en el jugo. 

2° Paso. Se calcula la probabilidad pri de que la variable 

aleatoria X que se considera tome cualquier valor en el 

intervalo. Se calcula 

eI  = np 

Para nuestro experimento la posibilidad de que.ocurra 

cualquier evento es de 50% (0.5), obteniéndose 

e,=12(0.5)=6 	y 	e2=105)=13 

3er Paso. Se calcula la desviación 

3n 	 
e. 7,71 
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/12 _ (12 - 6)2 4.  (1.5 - 3)2  -6.75 
6 	3  

4° Paso. Escogemos el nivel de significancia a=5% 

5° Paso. Se determina la solución de la ecuación 

;?. 	— a «T.: 095 

Para K-1=1 grado de libertad, c=3.84 (valor obtenido de 

las tablas de distribución de ji-cuadrada) [37]. 	Por lo 

tanto, 

6.75 z 3,84 

Por lo que, no se rechaza la hipótesis; es decir, 

sensorialmente se logró percibir una disminución del amargor 

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

1. La adición de P-ciclodextrina reduce la "presencia activa" 

de la naringina y de la limonina, obteniéndose menores 

concentraciones de estos componentes en el jugo de.  

toronja. 

2. Con un nivel de significancia del 5% se corroboró 

sensorialmente que existe la disminución del sabor amargo 

en el jugo de toronja. 

3. La eficiencia de la encapsulación de la naringina y la 

limonina dependen, no sólo de la concentración de 

la P-ciclodextrina, sino de la presencia de los otros 

componentes del jugo de toronja. 

4. Las constantes cinéticas de encapsulación según el modelo 

de Arrhenius contienen los siguientes parámetros: 

_6353.10 
k = (601.84)e 	(para la naringina) 

_2007.04 
k = (1.89)e 	(para la limonina) 

5. Las energías de activación (E*) obtenidas en las 

reacciones de encapsulación de naringina y limonina 

con P-ciclodextrina, son equivalentes a las energías de 
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activación de reacciones que son catalizadas con enzimas 

en alimentos. 

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

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

disminuir su capacidad de formar complejos moleculares. 

7. Las condiciones óptimas para una apropiada reducción del 

sabor amargo en el jugo de toronja obtenidas en este 

trabajo corresponden a: 	la mayor temperatura ppsible 

durante el proceso de encapsulación, con una agitación de 

entre 100 y 120 r.p.m., un pH de 3.5, al menos una 

concentración de 4.4 mM. de P-piclodextrina, y un tiempo 

de reacción de 10 minutos. 

ESTA TESIS ?IR GER 
SALIR DE LA BIRLOCHA 
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RECOMENDACIONES 

➢ En estudios posteriores de la encapsulación de naringina y 

limonina mediante 1-ciclodextrina en jugo de toronja 

natural se deben garantizar concentraciones similares a 

las del jugo de toronja comercial, con el objetivo de 

comparar nuestros resultados. 

• Deberá tenerse mucho cuidado en la extracción del jugo a 

partir del fruto debido a que la maceración de su cáscara 

incorpora estos componentes amargos al jugo. 

• Aún cuando los métodos de cuantificación de la naringina y 

la limonina utilizados en este trabajo permitieron obtener 

resultados aceptables, debemos enfatizar que resultados 

más precisos serán obtenidos mediante HPLC. Aunque, esta 

metodología de análisis instrumental tiene un alto costo. 

> Durante nuestra experimentación se observó inestabilidad 

en la naringina, la limonina y la P-ciclodextrina; por lo 

que, sería importante revisar la estabilidad de estos 

componentes bajo diferentes condiciones de pH, 

temperatura, agitación, etc. Asimismo, la determinaclón 

de la estabilidad de los complejos formados entre 

la P-ciclodextrina y cada uno de los componentes amargos 

deberá ser de gran interés. 
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Aún cuando los resultados del análisis sensorial muestran 

una diferencia significatima entre los jugos de toronja 

con y sin Vciclodextrina, deberán de tomarse un mayor 

'amero de pruebas para reafirmar este resultado. 

1 
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