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RESUMEN.

Al considerar la demanda mundial de aguacate y sus derivados, y que es este fruto es
altamente perecedero, se han buscado nuevas tecnhologias para su conservacion; el reto principal es
disminuir la actividad de la enzima polifenoloxidasa, (PFO), que provoca oscurecimiento de la pulpa
del aguacate. En el presente trabajo se evalué el efecto del campo eléctrico (CE), sobre los acidos
grasos del aguacate cuando se aplica para disminuir la actividad de la enzima PFO.

La importancia de esta investigacion es que la pulpa de aguacate contiene una importante
cantidad de aceite con acidos grasos funcionales los cuales pueden ser afectados por el CE.
Diferentes investigaciones indican que cuando se extraen los aceites por diferentes métodos se
generan acidos grasos trans (AGT). La idea fundamental del presente trabajo fue evaluar la posible
formacion de AGT en el aceite de aguacate después de someter al aceite y la pasta de este fruto al
efecto del CE, obtenidos por tres diferentes métodos de extraccion. En el trabajo previo para la
inactivacion de la enzima PFO en pulpa de aguacate, se encontré que el mejor tratamiento fue con 9
kV/cm a 720 Hz durante 3 min. Para la aplicacion del CE en la pulpa y aceite, se utilizaron voltajes de
3y 9 kV/cm, frecuencias de 60 y 720 Hz, y tiempos de 10y 180 s, siguiendo un disefio factorial 23,

Para el estudio se siguieron dos estrategias: El aceite fue tratado directamente al CE (Aceite
1), en la segunda, la pulpa de aguacate se expuso al CE y posteriormente se extrajo el aceite (Aceite
2). Para el andlisis de los AGT se emple6 espectroscopia de infrarrojo mediano (FTIR), region de 400-
4000 cm™, y cromatografia de gases. En los andlisis por FTIR en los Aceites 1y 2 extraidos por los
tres métodos propuestos y tratados al CE, se identific una ligera intensidad en 968 cm™ relacionada
a los dobles enlaces trans, en comparacion con la banda a 725 cm™ que fue mas intensa en todas las
muestras, y que corresponde a los dobles enlaces cis. El mejor método de extraccién fue por
centrifugacion a 15,557 g a 40 °C durante 10 min., se cuantificaron isémeros trans <0.5 g/100g, éste
limite es el propuesto por la FDA para considerar un aceite como seguro para su consumo. La
extraccién con disolvente sin y con calor, repercutié6 en un mayor nivel de isbmeros trans con 0.7 y
6.1% respectivamente, mas que por la exposicion al CE. En cuanto a los indices quimicos del aceite
obtenido se observé un mayor deterioro por causa del disolvente con calor. Con el incremento del
voltaje y tiempo, se cuantificé un aumento en el rendimiento del aceite (6%), sin embargo, con el
aumento de estas condiciones se genero ligeramente la formacion de AGT en los Aceites 1y 2.

Con los resultados obtenidos, se propone el CE como una alternativa para la conservacion de
la pulpa de aguacate, ya que mantiene su calidad y otros compuestos de interés como son los acidos

grasos insaturados del aceite de aguacate.
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ABSTRACT.

Avocado and avocado products are having increased demand over the last decades, however
avocado has a very short shelf life and new technologies are under current research. The main
challenge is decrease the activity of the polyphenoxidase (PPO) enzyme, which causes brown color in
the avocado pulp. In the present work the effect of a electric field (EF) on the fatty acids of the
avocado-oil was evaluated, when the EF is applied to diminish the activity of the PPO.

It is well known that the avocado oil contain an important amount of functional fatty acids which
can be affected by the use of the EF. Some related articles indicate that the extraction method of the
oil could be a factor that increases the trans fatty acids, (TFA). The idea behind this work was to
evaluate the possible TFA formation after three different extraction methods and application of
different conditions of a EF. Previously it was stated that the PPO enzyme is inactivated at 9 kV/cm,
720 Hz and 3 min. In this work the following conditions were applied: voltages of 3 and 9 kV/cm, 60
and 720 Hz, and 10 and 180 s, using a factorial design 28

For this study two strategies were utilized, first the oil was extracted and then treated with the
EF, (Oil 1), second the pulp was first treated with the EF and the oil was extracted, (Oil 2). The TFA
were analyzed by infrared spectroscopy, (FTIR 400-4000 cm™) and gas chromatography, (GC). The
FTIR results show that all the oils studied had very light amounts of TFA, evidenced by the 968 cm™
band compared with the very high peaks at 725 cm™, corresponding to the cis form of the C-H bond. It
was also observed that the best method of oil extraction was the centrifugation, (15,557 g at 40 °C
during 10 min) reaching <0.5 g TFA /100g oil, although the yield was very poor, this amount is within
the limits of several regulations. In practice, the centrifugated and EF treated avocado oil is safe to the
consumer.

The traditional extraction method using dissolvent with or without heat had a light increase in
the amount of TFA, with 6.1% and 0.7% respectively, compared with centrifugated and EF treated oil.
On the chemical indexes of the oils, the oil extracted with dissolvent and heat had a major
deterioration. Besides that, when the paste was treated with higher voltage and time of EF the yield of
the oil was lightly superior, (6%), however, under these conditions the oils had more TFA.

With all these results it is proposed that the EF technology can be used to treat avocado pulp
in order to extend their shelf life without apparent losses of the fatty acids and other valuable

compounds.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

1.1 Aguacate

El aguacate, fruto del arbol del mismo nombre, pertenece al género Persea de la familia
Lauraceae. Se conocen alrededor de 85 especies, entre las mas conocidas se encuentran la
mexicana, guatemalteca y antillana, actualmente estas tres especies se consideran dentro del género
Persea americana Mill o Persea gratisima Gaertn. Existen muchas evidencias de que el aguacate es

originario de México, en la region conocida como Mesoamérica (Ortega, 2003).

México es uno de los paises con una amplia diversidad de tipos de aguacate, las variedades
qgue se cultivan son Hass, Fuerte, Rincén, Bacon, Boot 7, Boot 8, Lula, Choquette, Hall, Edranol,
Grana, Zutano, Wurtz, Waldin, Criollo, San Miguel, entre otras, todas estas se agrupan como
aguacate no especificado. Sin embargo, en México la variedad Hass es la mas cultivada,

principalmente en Michoacan con 1 024 582 25 y Morelos con 25 372 toneladas respectivamente.

Del aguacate no especificado los principales productores son Nayarit con 26 726 67 y Puebla
7 807 60 toneladas respectivamente. Sumando toda la produccién de aguacate en México, en 2008,
se alcanza una suma de 1 162 428 92 toneladas cosechadas (SAGARPA, 2008).

Por lo anterior, nuestro pais es el principal productor y exportador de aguacate a nivel mundial.
En las ultimas dos décadas se ha comenzado a diversificar el fruto en productos como guacamole,
pulpa y aceite para exportacién, sin embargo, esta produccién es minima. En otros paises,

aprovechan sus nutrientes para elaborar productos cosmetolégicos y farmacéuticos.

En la Figura 1 se muestran los diferentes componentes de la pulpa de aguacate, observando
gue posee un alto contenido de agua, sin embargo el contenido de lipidos es considerable, lo que lo

hace una fuente potencial de aceite.
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) iincrales 1.2 %

Vitaminas 1.3 %

Lipidos 21 % /
Carbohidratos 5 %

Proteinas 1.5 %

FIGURA 1. Composicion general de la pulpa de aguacate (Ortiz y col., 2003).

Respecto a otros nutrientes presentes en la pulpa, son destacables los minerales, los

aminoacidos esenciales y algunas vitaminas, estos tres componentes se muestran en las Tablas 1, 2

y 3.

Tabla 1. Aporte nutricional en minerales en 100 g de pulpa de aguacate.

Minerales | Y(mg) “Valor
Recomendado (mg)

Potasio 340 340

Fosforo 38 42

Calcio 10 10

Sodio 3 3

Hierro 0.6 1

(*Batista y col., 1993, 2CENEXA, 1991).
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Tabla 2. Composicién de aminoacidos por 100 g de pulpa de aguacate.

2
S Valor
Aminoacidos l(mg) Recomendado (mg)
Valina 63 50
Lisina 59 55
Fenilalanina 48 60
Isoleucina 47 40
Leucina 46 70
Treonina 40 40
Metionina 29 35
Tript6fano - 10

(*Ortega, 2003, °FAO/WHO, 1973).

Tabla 3. Composicién quimica en vitaminas en 100 g de pulpa de aguacate.

Vitaminas ‘Pulpa “Valor
de aguacate | Recomendado

Vitamina A 85 ug 900 pg
Vitamina D 10 pg 5ug
Vitamina K 8 ug 110 ng
Vitamina E 3 ug 9 ug
Vitamina B1 0.1 mg 1.4 mg
Vitamina B2 0.2 mg 1.6 mg
Vitamina B6 0.4 mg 2.1 mg
Acido pantoténico 1mg 5.5 mg
Niacina 1.6 mg 16 mg
Biotina 10 pg 100 ng
Vitamina C 14 mg 60 mg
Acido félico 32 ug 200 g

(*Ortega, 2003, “CENEXA, 1991).
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En las Tablas anteriores se puede observar la composicion quimica de la pulpa de aguacate
por cada 100 g y su comparacion recomendada de estos nutrientes reportada por diferentes

Organizaciones enfocadas en la Nutricion humana.

En la Tabla 1 se puede observar que el contenido en minerales presenta un alto porcentaje de
potasio y un minimo de sodio, en cuanto a los aminoacidos (Tabla 2) se observa que la pulpa de
aguacate presenta siete de los ocho aminoacidos esenciales, con respecto a vitaminas, se puede
observar en la Tabla 3 la presencia de cantidades significativas de las vitaminas liposolubles e
hidrosolubles, por ejemplo, la vitamina D que esta presente en 100 g de pulpa de aguacate contiene
el 100% o mas del requerimiento diario, mientras que de las vitaminas E, B6, C, y B2, 100 g de pulpa
proporcionan porcentajes importantes del requerimiento diario, todo esto hace que la pulpa de
aguacate se considere una fuente de antioxidantes, y por lo tanto, un alimento con beneficios a la
salud (Batistay col., 1993, Hernandez y Porrata, 1999, Kritchevsky y col., 2003).

Dentro de su composicion nutrimental el aguacate también destaca por su contenido de
lipidos, lo que lo hace que sea un excelente fruto al paladar, que resulta agradable y exquisito al
consumidor. Ademas, el contenido de &cidos grasos saturados es muy bajo y el de acidos grasos
insaturados es alto, por lo que la pulpa de aguacate puede contribuir a combatir enfermedades
cardiovasculares y a disminuir el colesterol (Anderson y col., 2009). Debido a la importancia de los

lipidos para el presente trabajo se detallara su composicién en las siguientes secciones.

1.2 Lipidos

Los lipidos se definen como un grupo de moléculas organicas de naturaleza heterogénea
formados por C, H, O, N y P en menor proporcion, su principal caracteristica es la de ser insolubles
en agua debido a su estructura hidrocarbonada y solubles en disolventes orgénicos. La principal
fuente de lipidos son las grasas animales y los aceites en las semillas. La diferencia entre grasas y
aceites reside en la proporcién de acidos grasos presentes. En la Tabla 4 se muestra el contenido de

lipidos del aguacate en relacion a sus acidos grasos.

11
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Tabla 4. Composicidn general de acidos grasos en la pulpa de aguacate.

Acidos grasos | Porcentaje

Monoinsaturados 66-72
Saturados 16-22

Polinisaturados 8-11

(Ortiz y col., 2003).

Los lipidos se dividen en simples y compuestos, los primeros estan formados por
triacilglicéridos, que contienen C, H y O, como son los acilglicéridos que forman las grasas y los
aceites, los segundos contienen otros elementos como N, P, S u otra biomolécula como algun tipo de
azucar (Allen y col., 1982). Los acilglicéridos estan formados por esteres de 4cidos grasos con
glicerol, que se forman mediante una reaccion de condensacion llamada esterificacion. La estructura
de los acidos grasos unidos al glicerol son un factor determinante para las grasas y los aceites dando
como resultado una gama completa en cuanto a propiedades fisicas y quimicas de los mismos. En la
Figura 2 se muestra la estructura de un lipido simple como un triacilglicérido, mientras que en la

Figura 3 se muestran algunos ejemplos de lipidos compuestos.

H
u—c—o—c/\/\/\/\/\/\/\

9

e 0 NONNINININN

?

u—?—o—c/\/\/\/\/\/\/\
H

FIGURA 2. Estructura de un triacilglicérido.
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A OH B
CH,OH H H3C CHs H3C HaC
OH HN. _O OH

OH

FIGURA 3. Ejemplos de algunos lipidos compuestos, A) Galactosilceramida, B) Vitamina A, y
C) Prostaglandina.

En la Figura anterior, la galactosilceramida y la prostaglandina son lipidos saponificables,
mientras que la vitamina A no lo es. Un lipido saponificable es todo aquel que esta compuesto por un
alcohol unido a uno o varios acidos grasos. Esta unién se realiza mediante un enlace éster muy dificil
de hidrolizar. Pero puede romperse facilmente si el lipido se encuentra en un medio bésico. En este

caso se produce la saponificacién alcalina y se obtiene como subproducto jabén y glicerina (Allen y
col., 1982).
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1.3 Biosintesis de acidos grasos

Los acidos grasos son biomoléculas muy importantes para los seres vivos. Son los principales
constituyentes de los triacilglicéridos (aceites y grasas, que actian como reserva de energia) y de los

fosfolipidos (que forman parte de la estructura de las membranas celulares). En la Figura 4 se
muestra la ruta biosintética de los &cidos grasos, en la cual se van incorporando moléculas de HCO3;

por medio de una enzima portadora de biotina para luego unirse al acetilCo-A, que por medio de una

enzima transcarboxilasa produce el malonil-CoA.

O
Z
cna—c<
(l) S-CoA
PN ATP ADP + P; Acetil-CoA
HN  “NH — A
-+ HCOs
biotina transcarboxilasa
s carboxilasa s
Brazo de
biotina
O=C
“NH
Brazo lateral
de Lys

ro zeﬁﬁ
portadora

. Biotina
carboxilasa’

/  Proteina

c
P
e} NH/\/\L‘ db bistna
f

C
\S—CDA
Acetil-CoA 1
O
o 4
‘_}G—CHG—C\
O

5-CoA

Malonil-CoA

FIGURA 4. Formacion del malonil-CoA a partir de la acetil-CoA catalizada por la enzima acetil-
14
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En la Figura 4 se puede observar que el malonil-CoA se forma a partir de acetil-CoA y de
bicarbonato, reaccién que consume ATP y que esta catalizada por la acetil-CoA carboxilasa, enzima
que requiere biotina como cofactor. El principal precursor de los acidos grasos es el malonil-CoA, una
molécula que aporta dos de sus tres atomos de carbono al esqueleto carbonado del 4cido graso en
crecimiento. El malonil-CoA proviene, a su vez, del acetil-CoA. Todas las reacciones de sintesis de
acidos grasos tienen lugar en el citosol de las células (Nelson y Cox., 2001). En las Figuras 5,6y 7

se muestran las secuencias para formar el palmitato y la elongacién de la cadena de los acidos

grasos.

Grupo malonilo

b2l O LAY \
~ Grupo acetilo CH:;—(I-F-—S [ 1
(primer grupo acilo) ol )
[/ ) 7 Acido graso

J sintasa

7 T
CH, —é_CH2 “C s
13 «@

condensacién j\@

reduccion @

NADP™

o
|
CHs—?—CHQ L s
" [ ‘

> H,0

deshidralaclénp

N.

reduccion J{\'@)

> NADP"

i
CH'—CH, —cnzwé~s

Grupo acilo saturado [ J
(alargado en dos carbonos) Sl SRR

FIGURA 5. Secuencia de cuatro pasos utilizada para alargar en dos carbonos una cadena de
acil graso en crecimiento (Nelson y Cox., 2001).
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El crecimiento de la cadena del &cido graso ocurre a través de cuatro reacciones. El primer
paso, es la condensacion de un grupo acilo activado y dos carbonos provenientes del malonil-CoA,
con eliminacion de CO, del grupo malonilo, el efecto neto es la extension de la cadena en dos
carbonos. El segundo, el producto f—ceto de esta condensacién se reduce a continuacion en tres
pasos idénticos a las reacciones de la f—oxidacién, pero en secuencia inversa, en donde el grupo p—
ceto se reduce a alcohol. El tercero, la eliminacion de H,O crea un doble enlace. El cuarto, el doble

enlace se reduce para formar el grupo acil graso saturado.

Acido graso ©

sintasa 92& ( -3 j >
N : ;

o o cuatro CH,

( adiciones mas
1 J ———————— > CH,

= N\
Palmitato

FIGURA 6. Proceso sintesis del palmitato (Nelson y Cox., 2001).

La cadena de acido graso crece en unidades de dos carbonos cedidas por el malonato
activado con pérdida de CO,. Después de cada adicion de dos carbonos, las reducciones convierten
la cadena en crecimiento en un acido graso saturado de cuatro, seis, ocho carbonos, asi

sucesivamente hasta formar el palmitato, como se observa en la Figura 6 (Nelson y Cox., 2001). Los
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demas acidos grasos se obtienen por modificaciones del acido palmitico (C16:0), en la Figura 7 se

observa éste proceso.

Palmitato

16:0

desaturacion
alargamiento _
Palmitoleato
16:1 (AY)

Estearato

18:0

alargamiento
desaturacion

Acidos grasos

Oleato saturados
18:1 (A9 mas largos
desaturacién

(solo
en plantas)

_Linoleato
18:2 (A% 19
desaturacién / desaturacién
(sdlo
en plantas) .
B ¥-Linolenato
/ 18:3 (A6. 9. 12)
G*Llnoienatﬁ la!argamiento
18:3 (A% 12.15) ..
S Icosatrienoato
20:3 (A8 11, 14)
desaturacion
Otros acidos Araquidonato
grasos poliinsaturados 20:4 (AS: 811, 14)

FIGURA 7. Ruta de sintesis de los acidos grasos (Nelson y Cox., 2001).
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En las plantas, la biosintesis de los acidos grasos se produce en los plastidos con
consecutivas conexiones de dos unidades de carbono para hacer una cadena en crecimiento
derivados de la produccién de &cidos grasos palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y oleico (C18:1)

como se observar en la Figura 8.

Reticulo endoplasmatico

Acidos grasos =
dena cortay media ’

T o=

:

-
- Celulas
con aceite

Plastido

FIGURA 8. Esquema general de la via metabdlica en la produccion de aceite en las plantas
(Dyer y col., 2008).

Todos los &cidos grasos se sintetizan a partir del acido palmitico, mediante la combinacion del
proceso de alargamiento y desaturacion. El alargamiento de la cadena de los &cidos grasos, se
realiza en el reticulo endoplasmético y en la mitocondrias, en donde se adicionan unidades de dos
carbonos hasta formar una cadena de C16:0 que corresponde al acido palmitico, obteniéndose
acidos grasos de hasta C24:0 (acido graso lignocérico). La desaturacion de la cadena de los &cidos
grasos, se produce en el reticulo endoplasmatico, en donde se introducen dobles enlaces cis en la

cadena hidrocarbonada de acidos grasos saturados.
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alargamiento, lo que da como resultado la produccion de acidos grasos de cadena corta 0 media que

se incorporan en los idioblastos, donde son almacenados en forma de aceite (Dyer y col., 2008).

1.3.1 Biosintesis de &cidos grasos poli-insaturados (omega 6y 3)

El término omega, se refiere al &tomo de carbono terminal mas alejado del grupo funcional del
acido carboxilico. Los &cidos grasos de la serie omega-6, como el acido graso linoleico (C18:2) se
encuentra en la mayoria de los aceites y est4 asociado al 4cido linolénico (C18:3) que es el precursor
de los &cidos grasos de la serie omega-3. El 4cido C18:2 se convierte en acido C18:3, y éste en el

acido araquidonico (C20:4).

El acido C20:4, es precursor directo para la sintesis de las prostaglandinas, tromboxanos,
acidos hidroxiperoxieicosatetraenoicos (HPETE), hidroxieicosatetraenoico (HETE) y leucotrienos,
estos compuestos estan relacionados con diversas e importantes funciones biol6gicas como son la
activacion de las plaquetas y leucocitos, estimulan el proceso de coagulacién, mantienen abierto el
ducto arterial en nifios con cardiopatias congénitas, son constrictores extremadamente potentes de la
musculatura lisa, aumentan la permeabilidad vascular, inducen el parto y previenen la Ulcera

gastroduodenal (Rang y col., 2003).

Por otro lado, los acidos grasos de la serie omega-3 que son principalmente el linolénico
(C18:3), eicosapentaenoico “EPA” (C20:5) y docosahexaenoico “DHA” (C22:6). En los humanos, el
acido C18:3 puede servir como precursor para la sintesis de EPA y DHA, sin embargo, esta via esta
limitada en su capacidad y también varia entre individuos. Por lo tanto, estos acidos grasos se
obtienen directamente de la ingesta de alimentos como son algunas fuentes vegetales y animales
(linaza, nueces y kiwis, y un pequefio porcentaje de la carne de aves y vacuno). Los alimentos que
contienen una mayor concentracion de EPA y DHA son los peces de agua fria (salmén, atin y
arenque, entre otros), estos acidos grasos son precursores de los lipidos compuestos, modulan la
sefalizacion celular, la expresion de genes y procesos anti-inflamatorios, entre otras funciones. En la

Figura 9 se observa el proceso de la biosintesis de los acidos grasos poli-insaturados.

19


http://es.wikipedia.org/wiki/Ductus_arteriosus
http://es.wikipedia.org/wiki/Cardiopat%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Musculatura_lisa
http://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
http://es.wikipedia.org/wiki/Inducci%C3%B3n_del_parto
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%9Alcera_gastroduodenal&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%9Alcera_gastroduodenal&action=edit&redlink=1
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Humphrey%20P.%20Rang%20MB%20%20BS%20%20MA%20%20DPhil%20%20FMedSci%20%20FRS

Estudio del efecto del campo eléctrico sobre laisomeria de los 4cidos grasos del aguacate

Acido Linoleico Acido a-Linolénico
(C18:2) (C18:3)
l A6 Desaturasa l
Acido y-Linolénico Acido Estearidonico
(C18:3) (C18:4)
l Elongasa l
Acido di-Homo y-Linolénico Acido Araquidénico
(C18:3) (C20:4)
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FIGURA 9. Ruta de biosintesis de los acidos grasos omega 6 y 3 para formar 4cidos grasos

poli-insaturados y otros lipidos com

puestos (Carrero y col., 2005).
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1.4 Acidos grasos saturados

Los acidos grasos son moléculas formadas por una cadena larga hidrocarbonada con un
namero par de atomos de carbono (Allen y col., 1982, Fennema, 2000). Su nomenclatura esta
basada en poner al 4cido graso con el nombre del hidrocarburo con el mismo nimero de atomos de
carbono, substituyendo la o al final en el nombre del hidrocarburo por la terminacion oico (IUPAC,
1990), por ejemplo los &cidos saturados terminan en anoico (acido pentanoico). En la Tabla 5 se

mencionan a algunos acidos grasos saturados, su localizacion en la naturaleza, su notacién comun y

cientifica.
Tabla 5. Descripcién de algunos acidos grasos saturados.

ACIdos Férmula IUPAC Fuentes naturales

Grasos
Acético C, H, O, Etanoico
Butirico C, Hg O, Butanoico Producto final de la fermentacién y mantequilla
Caproico CeHi2 Og Hexanoico
Capirilico CsHi O Octanoico . .

P : 8162 . Cantidades minimas en vegetales

Caprico C10 Hz Oz Decanoico
Laurico C12Ho4 O, | Dodecanoico Coco, canela, palma, laurel nuez y mirto
Miristico CiaHo3 0O, | Tetradecanoico ’ P ’ y
Palmitico C.6 H3, O, | Hexadecanoico En plantas v animales
Estearico | C.3 H3 O, | Octadecanoico P y
Araquidico | Cyo Hgo O, Eicosanoico Cacahuate

(Meyer y col., 1982)

En la Figura 10 se muestra la estructura del acido graso mas abundante en los aceites y

grasas.
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FIGURA 10. Estructura del acido graso palmitico.

Diversos estudios relacionados en el consumo de acidos grasos saturados, han indicado que
una ingesta excesiva de grasas saturadas, ejerce un desequilibrio en la cantidad del colesterol que
repercute en el aumento de presentar una enfermedad cardiovascular. Sin embargo, cuando estas
grasas son sustituidas por acidos grasos insaturados, disminuye la probabilidad y el riesgo de

padecer estas enfermedades (Mozaffarian y col., 2006).

1.5 Acidos grasos insaturados

Los acidos grasos insaturados se diferencian de los acidos grasos saturados, por la presencia
de dobles enlaces en su estructura, en base a esto se clasifican en mono-insaturados o mono-
enoicos y poli-insaturados o poli-enoicos, si presentan uno o mas de un doble enlace en su estructura

respectivamente.

La mayoria de los 4cidos grasos mono-insaturados tienen su doble enlace entre los &tomos de
carbono 9y 10, mientras que los poli-insaturados tienen el doble enlace entre los carbonos 9, 10 y los

restantes estan desplazados hacia el extremo metileno terminal de la cadena.
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ejemplo acido octadecadienoico (acido linoleico), anteriormente se le designaba a partir de su
procedencia (nombre comun), actualmente para facilitar su nombre y clasificacion se denotan
cientificamente de acuerdo a los normas de la IUPAC, por ejemplo, a los que contienen dos dobles
enlaces en el &cido graso se llaman dienoico, si tiene tres trienoico, si posee cuatro tetraenoico, Si

contiene cinco pentaenoico, asi sucesivamente (Fennema, 2000).

La manera mas simple de especificar la posicion del doble enlace es sefalar el nimero del
atomo de carbono en que se ubica, para ello se numera a partir del grupo carboxilo, (carbono nimero
1), al atomo del carbono adyacente al carbono carboxilico (nimero 2) se le conoce también como el
carbono a, al atomo de carbono numero 3 es el carbono (B. Otra posible numeracion consiste en
iniciar con el metilo de la cadena hidrocarbonada y el carbono metilico terminal denominado carbono
w o carbono n e indicar el nUumero de a&tomos de carbono entre éste y el que tiene el doble enlace.
Asimismo, la nomenclatura sistematica utiliza el simbolo delta con el superindice del nimero del
atomo de carbono en donde se encuentra el doble enlace, por ejemplo: A° que indica que un doble
enlace se encuentra entre los atomos de carbono 9 y 10 del acido graso. En la Tabla 6 se describen

algunos de los principales acidos grasos insaturados.

Tabla 6. Especificacion numérica de algunos acidos grasos insaturados.

Nombre Formula IUPAC Serie Fuentes naturales
Palmitoleico | C16:1%° Hexadecenoico | -7 ) _
: o : Mayoria de los aceites
Oleico Ci18:1 Octadecenoico ®-9
Linoleico C18:2*%"? | Octadecadienoico | »-6 | Maiz, cacahuate, algodén y soya
Linolénico | C18:3%%'2"% | Octadecatrienoico | ©-3 Linaza

(Meyer y col., 1982)

Como se podra observar en las Figuras 11y 12, en donde se describen brevemente dos de

los acidos grasos insaturados mas importantes.
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1.5.1 Acidos grasos mono-insaturados

Los acidos grasos mono-insaturados como el palmitoleico (C16:1) y el oleico (C18:1) se

caracterizan porque contienen un doble enlace en su estructura.

Doble enlace

HHHHHUHHHH i H HH HH H H

18 I T I I A
H-C+C-C-C-C-C-C-C-C=C-C-C-C-C-C-C-C+COOH

T T T T I e I I

HHHHHHHHHHUMHMHUHUHHUHH
Grupo Metilo Acido oleico Grupo Carboxilo
Omega Delta

FIGURA 11. Estructura del 4cido graso oleico.

El 4cido palmitoleico es un &cido graso de la serie omega 7. Esta presente en todos los
tejidos, pero se encuentra en concentraciones mas altas en el higado. Las fuentes dietéticas donde
puede ser encontrado el acido palmitoleico incluyen una variedad de grasas animales, aceites
vegetales y aceites marinos, algunos ejemplos son el aceite de nuez de macadamia (Macadamia
integrifolia) y el aceite de espino amarillo (Hippophae rhamnoides) con un 17% y un 40%

respectivamente.

El &cido graso oleico pertenece a la serie omega 9, es el mas abundante en la naturaleza y en
las semillas oleaginosas, se encuentra en todas los lipidos naturales (Meyer y col., 1982, Fennema,
2000).
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1.5.2 Acidos grasos poli-insaturados

Los acidos grasos poli-insaturados se diferencian de los acidos grasos insaturados porque
contienen en su estructura dos o mas dobles enlaces. Algunos ejemplos de estos acidos grasos son
los acidos grasos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3), que son los mas conocidos. Un ejemplo de

estos &cidos poli-insaturados se muestra en la Figura 12.

Dobles enlaces

HHHH H H H 3 H

I ' | | |
H-Cl-C-C-C-C-C-C=C-CC=C-C-C-C-C-C-C-C+COOH

I N T N S I O I

i H

I | | l
HHHHHHHHHHHHHHHHH

Acido linoleico Grupo Carboxilo

Grupo Metilo
Delta

Omega
FIGURA 12. Estructura del acido graso linoleico.

El acido graso linoleico pertenece a la serie omega 6, es un acido graso poli-insaturado con
dos dobles enlaces como se puede observar en la Figura 12, es un acido graso esencial para el
organismo humano, porque el hombre es incapaz de sintetizarlos con la disposicion de dobles
ligaduras que se encuentran en ellos, y por lo tanto, se vuelven necesarios para el buen
funcionamiento del organismo (Corinne y col., 2002), es el precursor de numerosos derivados, que

se forman a partir de reacciones de elongacion, de saturaciéon o ambas (ver Figura 9).
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Por otra parte, el acido linolénico es un &cido graso esencial de la serie omega 3, es requerido
en la dieta de todos los mamiferos, es precursor para la sintesis de EPA y DHA en los humanos como

se menciond.

Diversas investigaciones sobre la ingesta de estos acidos grasos han indicado que promueven
la disminucién de la concentracion sanguinea de triacilglicéridos, presion arterial y la agregacion
plaquetaria, como lo report6 Mozaffarian (2008), éste investigador estudidé estos &acidos grasos y
concluyd que consumidos en una porcién por semana (250 mg), reducen en un 36% de padecer una
enfermedad cardiovascular, en comparacion a no consumir ninguno de ellos. En otro estudio de
Mozaffarian y Clarke (2008), analizaron tres aceites con un alto contenido de omega 6, y
concluyeron que sustituyendo un 10 y 25% de grasas saturadas por estos aceites, se reduce el efecto

adverso del colesterol en el organismo.

En otro andlisis pero con el acido graso de la serie omega 3, se ha indicado que este acido
graso tiene un efecto protector sobre las enfermedades coronarias, como lo investigaron Sabate y
col., (2003), en su trabajo reportaron el efecto del omega 3 presente en la nuez, y concluyeron que
cuando se consumen 40 g de nueces por dia se reduce los niveles de colesterol en un 4% y el riesgo
de adquirir una enfermedad cardiovascular es baja.

1.6 Colesterol

El colesterol tiene 27 a&tomos de carbono y su estructura basica es un isopreno (ciclopentano
perhidrofenantreno), es el lipido compuesto mas conocido debido principalmente al efecto negativo
gue ejerce en el organismo. No se requiere en la dieta de los mamiferos porque el higado puede
sintetizarlo, de lo cual una pequefia fraccion se incorpora a las membranas de los hepatocitos y la
otra se distribuye para formar el colesterol biliar, acidos biliares y ésteres del colesterol (Benveniste,

1986, Nelson y Cox, 2001). En la Figura 13 se muestra la estructura basica del colesterol.
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FIGURA 13. Estructura del colesterol (Carrero y col., 2005).

El colesterol y sus ésteres, al igual que los triacilglicéridos y fosfolipidos, son transportados en
el plasma sanguineo desde un tejido a otro en forma de lipoproteinas plasmaticas (agregados
moleculares de proteinas denominadas apolipoproteinas) con diversas combinaciones de
fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y triacilgliceroles. Las apolipoproteinas se combinan con
los lipidos formando diversas clases de particulas lipoproteinas que son agregados esféricos con
lipidos hidrofébicos en el nucleo central y las cadenas laterales hidrofilicas de aminoacidos de la
proteina en la superficie. Las combinaciones variables de lipido y proteina producen particulas de
diferentes densidades que van desde lipoproteinas de muy baja densidad VLDL (very low density
lipoproteins), baja densidad LDL (low density lipoproteins) y alta densidad HDL (high density
lipoproteins). Cada clase de lipoproteina tiene una funcion especifica, determinada por su sitio de
sintesis, composicion lipidica y contenido de apolipoproteina (Demonty y col., 2009). En la Tabla 7

se resumen algunas de sus caracteristicas fisicas.
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Tabla 7. Caracteristicas fisicas y clasificacion de las lipoproteinas.

Lipoproteinas A B Densidad | Tamafio
(mg/dL) (nm)
Quilomicrones [90-95| 2-5 <0.95 80 - 1000
VLDL 50-65| 20 < 1.006 30-80
LDL 5-7 |45-65|1.019-1.063| 18-28
HDL 6 40 1.063-1.125| 8-13

A: Porcentaje de Triacilglicéridos, B: Porcentaje de Colesterol
(Nelson y Cox, 2001).

1.7 Acidos grasos trans

Como se menciond, los acidos grasos insaturados se caracterizan por presentar un doble
enlace en su estructura, los dobles enlaces varian de acuerdo a su numero, conjugaciéon y
configuracién. La conjugacion, se refiere a la localizacién de los dobles enlaces, y se caracteriza
porque dos dobles enlaces estan separados por un enlace C-C. En cuanto a la configuracién, los
dobles enlaces presentes en los acidos grasos insaturados se suele designar de acuerdo a su
isomeria, con los términos cis o trans, que indica que el &tomo de hidrégeno esta o no al mismo lado

de la molécula (Allen y col., 1982).

1.7.1 Propiedades quimicas y fisicas de los acidos grasos trans

En un &cido graso insaturado en conformacion trans, el angulo del doble enlace es mas
pequefio y la cadena de acilo es mas lineal, lo que da como resultado una molécula rigida y recta,
con un punto de fusion mas elevado. Por otro lado, en la configuracion cis, los atomos de hidrégeno

estan en el mismo lado de la cadena de carbono, dando lugar a un pliegue en la cadena de acilo y
28
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origina un angulo de 30° que permite a la molécula ser mas flexible, como se observa en la Figura
14.

.

<

o ¥ o ¢ Y ¢ Y
Trans

¢ ¢ o ® ¢ o ®

Figura 14. Ejemplos de &cidos grasos con isomeria cis y trans.

Debido a lo anterior, la estructura espacial de los acidos grasos trans se encuentra entre la de
los &cidos grasos saturados y los insaturados, proporcionandole diferentes caracteristicas, por
ejemplo, el acido oleico (C18:1) tiene su punto de fusion a los 13 °C, su isémero trans el acido
elaidico (C18:1t) a 44 °C, comparandolo con el &cido esteéarico (C18:0), que es un acido graso

saturado, tiene una estructura recta y su punto de fusién es a 72 °C.

Si los triacilglicéridos contienen &cidos grasos saturados, estos se acumulan facilmente y
forman una red cristalina, lo cual origina su estado solido a temperatura ambiente. En contraste, si los
triacilglicéridos presentan mas acidos grasos insaturados, estos presentan en su estructura una
molécula curva, que impide la formacién de cristales y no son introducidos en los triacilglicéridos, esto
explica por qué los aceites son liquidos a temperatura ambiente y aln a temperatura mas baja (Allen
y col., 1982).
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1.7.2 Generacion de los &cidos grasos trans

La manteca de cerdo fue una de las principales grasas para la producciéon de diversos
alimentos para el consumo humano, debido a su elaboracién sencilla, facil adquisicion, bajo costo,
excelente vida de anaquel y sus propiedades nutritivas. Con el desarrollo industrial y al creciente
interés por mantener la salud, surgi6 la preocupacién sobre los peligros que puede provocar en el
organismo, por las altas concentraciones de acidos grasos saturados que contiene, y un consumo en
exceso puede provocar problemas cardiovasculares, circulatorios y obesidad. Por tal motivo, se
estimulé los esfuerzos para encontrar una fuente alternativa de una materia grasa. Los aceites son
esa alternativa, pero carecen de estabilidad en comparacion con la manteca de cerdo, ya que
presentan una mayor cantidad de acidos grasos insaturados. Para resolver ese problema se
desarroll6 el proceso de hidrogenacion para modificarlos, y por lo tanto, estas grasas serian sustitutos

adecuados de la manteca de cerdo (Patterson, 1990).

En la industria de los aceites vegetales, la hidrogenacién es un proceso quimico mediante el
cual los aceites se transforman en grasas sélidas y semisélidas mediante la adicion de hidrégeno a
alta presion y temperatura, y en presencia de un catalizador. La hidrogenacion solo puede tener lugar
cuando los tres reactivos se han reunido, el aceite con &cidos grasos insaturados (un liquido), el
catalizador (que es un soélido) y el hidrogeno (un gas). La hidrogenacion de los dobles enlaces
carbono-carbono parece ser muy simple, pero es extremadamente compleja. En general, la reaccion
implica los siguientes pasos, a) la difusion de los reactivos a la superficie del catalizador, b) la
reaccion de adsorcion superficial, c) la desorcion y la difusiéon de los productos a la superficie del

catalizador. En la Figura 15 se muestra un esquema de las reacciones involucradas en este proceso.
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FIGURA 15. Reacciones involucradas en la hidrogenacion de aceites y la formacién de acidos
grasos trans (Deman, 1990).

Los grupos insaturados, puede transferir un electron entre la superficie del catalizador, y
pueden ser adsorbidos. Cada grupo adsorbido puede reaccionar con un atomo de hidrégeno para
formar un complejo inestable que es un doble enlace parcialmente hidrogenado. Algunos de los
complejos pueden reaccionar con otro atomo de hidrégeno para completar la saturacion del doble
enlace. Si el complejo no reacciona con otro atomo de hidrégeno, un atomo de hidrégeno se elimina
de la molécula adsorbida y el nuevo enlace insaturado se separa de la molécula (desorcion). Si los
grupos insaturados no son adsorbidos en la superficie del catalizador, la difusion no es completa en
todos los acidos grasos insaturados del aceite. Asi, pueden ser isomerizados a nuevas posiciones 0

formas geométricas (Horiuti y Polanyi, 1934, Deman, 1990, Davidek y col., 1990).
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El objetivo del proceso de hidrogenacion es aumentar el punto de fusion y la estabilidad
oxidativa de las grasas, por medio de la saturacion de los dobles enlaces presentes en los acidos
grasos linoléico (C18:2) y linolénico (C18:3) principales responsables del deterioro por oxidacién. Los
principales productos que se obtienen son la margarina y la manteca vegetal (Deman, 1990). Sin
embargo, diversas investigaciones reportan que en estos productos se generan acidos grasos trans
alrededor del 30% (CODEX, 2004) debido al tipo y a la cantidad del catalizador, temperatura de
reaccion, velocidad de agitacion y presion de hidrogeno. Asi, como la calidad y la cantidad de los
acidos grasos poli-insaturados y su mezcla con otros aceites (Horiuti y Polanyi, 1934, Deman, 1990,
Davidek y col., 1990).

Otros procesos en los que se generan acidos grasos trans es en las operaciones de
extraccion y desodorizacion de los aceites vegetales, como lo investigaron Ortiz y col., (2003), en su
estudio reportaron el contenido de &cidos grasos trans, en los aceites extraidos de la pulpa de
aguacate obtenidos por cuatro diferentes métodos. Los autores concluyeron que el método que causoé
la menor cantidad de acidos grasos trans en el aceite de aguacate, fue con el método que combina
microondas y prensado con 0.33 g/100 g. En otro estudio publicado por Eder (1982), investigé la
formacion de acidos grasos con isomeria trans, por espectroscopia de infrarrojo en aceites con un
contenido elevado de &cidos grasos insaturados, e indicd que la formacion de acidos grasos trans es
de 1% o menos por hora cuando se desodoriza a 240-250 °C.

1.7.3 Metabolismo de los acidos grasos trans en el organismo

Los acidos grasos trans se absorben facilmente en la dieta y se incorporan en la mayoria de
los tejidos de los mamiferos incluidos en los 6rganos humanos (Ohlrogge y col., 1981), aumentando
las lipoproteinas de baja densidad LDL (low density lipoproteins) en un grado similar a la de las
grasas saturadas (Mensink y Katan, 1990). El incremento en la concentracion de las LDL se ha
atribuido en parte al descenso de regulacién del receptor de LDL (Hayashi y col., 1993). En contraste
con otras formas de grasas, los isomeros trans disminuyen a las lipoproteinas de alta densidad HDL
(high density lipoproteins). EI mecanismo de esta disminucion se ha postulado que es debido a la

estimulacion de la actividad de la lipoproteina de transferencia éster de colesterol, que transfiere
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ésteres de colesterol de HDL a las lipoproteinas de muy baja densidad VLDL (very low density
lipoproteins) y de baja densidad (LDL) originando asi los problemas circulatorios, al incrementar el
colesterol en la sangre (Abbey y Nestel, 1994).

Debido a lo anterior, algunos paises han regulado y legislado el contenido de los acidos
grasos trans en los alimentos, entre estos se encuentra la Union Europea (Ministerio de Sanidad
Danés), que indica que los productos alimenticios deben contener una cantidad maxima de 1 g/100 g
de lipido (CODEX, 2004). En Estados Unidos la FDA sefiala que la concentracién debe presentar un
maximo de 0.5 g por porcion (FDA, 2002). En México, sblo se cuenta con la Norma Mexicana
(SECOFI, 2005), donde se establece que se debera de informar acerca de la importancia de limitar al
minimo la posible ingestién de alimentos con alto contenido de acidos grasos trans, entre otros. Sin

embargo, solo se aplica para los productos de exportacién.

1.8 Andlisis de las grasas y los aceites

El analisis de las grasas y los aceites se puede resumir en cuatro pasos, |. Extraccion y
aislamiento de la grasa o aceite, Il. Preparacion de la muestra, Ill. Andlisis del extracto, IV.

Interpretacion de los resultados, mismos que se describen brevemente a continuacion.

1.8.1 Extraccion de la grasa o aceite

El primer paso es extraer la grasa o aceite de la muestra original, la eleccion de una técnica de
extraccion esta determinado por la naturaleza de la sustancia que se extrae, el sustrato sobre el que
se adsorbe y los analisis realizados posteriormente. El costo y el trabajo implicado, también puede ser

un factor que influye en la seleccion de la técnica (Stauffer, 2005).
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aceite sin oxidacion y lo mas libre posible de impurezas indeseables, b) obtener la grasa o aceite con
un rendimiento que sea compatible con la economia del proceso (Allen y col., 1982).

Los tejidos grasos de los animales consisten en gran medida de grasa y agua, y se extraen de
las partes solidas del tejido con calentamiento y un método mecénico como la centrifugacion.

La extraccidn de aceites vegetales es mas dificil. Los fuentes vegetales, en particular algunas
de las semillas oleaginosas, contienen una gran proporcién de material solido, para la extraccion del
aceite se inicia con un tratamiento térmico y la aplicacion de una fuerte presién, con la finalidad de
obtener una eficiente separacion del aceite de los soélidos. Incluso después del prensado mas
eficiente, el material sélido contiene una cantidad de aceite generalmente 2.5-5% en peso. En el caso
de las semillas u otros alimentos, como la soya, puede contener hasta 15-20% de aceite total. Para
aumentar el rendimiento, se extraen con disolventes y se reduce el aceite residual en el material
solido a menos del 1% (Allen y col., 1982).

La eficiencia de la extraccion con disolvente se debe a que los aceites estan constituidos por
lipidos, que son solubles en disolventes no polares organicos. Hay muchas técnicas de extraccion
con disolvente que se han desarrollado para extraer los aceites de diferentes sustratos y que se han
utilizado en la industria alimentaria durante muchos afos, la mas conocida es la extraccion con un
equipo de Soxhlet, en donde el disolvente se coloca en un matraz de bola, el disolvente se calienta y
se volatiliza hasta un condensador a reflujo, el disolvente se enfria, se condensa y cae sobre un
recipiente que contiene un cartucho poroso con la muestra en su interior. Este proceso continua hasta
la cantidad de veces que sea necesario y logre extraer la totalidad de la muestra. Una vez extraido el
aceite si el volumen de disolvente es grande, la reconcentracién es posible, especialmente con los
disolventes con punto de ebullicién bajo, como pentano o hexano, ya que el disolvente puede ser
lentamente volatilizado a temperatura ambiente, pero no debe ser calentado drasticamente porque
puede degradar a los &cidos grasos insaturados de la muestra (Stauffer, 2005). El equipo de

extraccion de Soxhlet se muestra en la Figura 16.
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FIGURA 16. Equipo de extraccion de Soxhlet.

Las desventajas principales de la extraccién con disolventes son el alto costo inicial del equipo
y el hecho de que algunas semillas oleaginosas se desintegran bajo la influencia del disolvente y el
calor, en consecuencia, son dificiles de manejar y algunas no se pueden aprovechar para la
elaboracion de piensos (Allen y col., 1982). Ademas, en las industrias de extraccion de aceite debido
al uso del hexano se generan compuestos organicos volatiles alrededor de 100 toneladas por afio, y
son precursores de la formacién de ozono, que afecta a la salud y contribuye a generar un
calentamiento en la superficie de la tierra (Wan y col., 1995).

Existen diversas investigaciones enfocadas en la extraccion del aceite de aguacate, por
ejemplo Curiel (1983), quien investigd la extraccion con acetona a una temperatura de 25-55 °C. En
otro estudio, Ortiz y Dorantes (2005), propusieron un método a base de microondas para obtener un
aceite extra-virgen sin el uso de disolventes y reactivos quimicos, lo cual disminuye la produccién de

aguas residuales y la optimizacion de gasto de energia.
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Otros investigadores se basan en la refinacion del aceite como Davis (1982), en su trabajo
reportd que el aceite extraido por maceracion, calefaccion y por presion, es refinado por un

tratamiento en un filtro de tierra de diatomeas.

1.8.2 Preparacion de la muestra

La preparacion de la grasa o aceite dependera de la técnica analitica, por ejemplo, si es
analizada por espectroscopia de infrarrojo, la preparacién es minima. Sin embargo, no es el caso
para otras técnicas como la cromatografia de gases que implican una separacion y un paso extra que

es la metilacion o derivatizacion de los triacilglicéridos (Stauffer, 2005).

1.8.2.1 Metilacién o derivatizacion de los triacilglicéridos

La metilacion o derivatizacion de los triacilglicéridos tiene como objetivo separar los acidos
grasos del gricerol y presenta otras ventajas como una disminucion en la reactividad, y la segunda,
un aumento en la volatilidad. Ademas, la separacién por esta técnica hace Unicos a los acidos grasos,
permitiendo su andlisis y cuantificacion (Kuksis, 1966).

La mayoria de los derivados son ésteres metilicos de acidos grasos, que son ésteres que
presentan un peso molecular bajo y por lo tanto, la elucién de los ésteres metilicos en la columna
cromatografica se lleva a cabo a temperaturas relativamente bajas. Cada técnica puede ser adecuada
para una determinada grasa o aceite. El analista puede mejorar la metilacién eligiendo la técnica mas
apropiada. No hay bibliografia para la optimizacion de los procedimientos de metilacion, a falta de
dicha informacion, la preparaciéon por diferentes técnicas de los ésteres metilicos de &cidos grasos
s6lo se pueden presentar con sus ventajas y desventajas. Aunque la decisién final sobre la mejor
técnica se deja al analista (Stauffer, 2005). En general, las técnicas catalizadas con bases son mas
simples, rapidas y seguras que las acidas. En la Tabla 8 se describen las técnicas de metilacion, asi

COmo sus ventajas y desventajas.
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Tabla 8. Diferentes técnicas de metilacion.

Métodos catalizados con acido

Técnica

G Ventajas Desventajas
de metilacion

Pérdida de tiempo (>1h). La

Los reactivos son de facil ., .
preparacion de los reactivos puede

L2HCl en MeOH

adquisicion ser incomoda
Puede llevar mucho tiempo. Los
Los reactivos son de facil ésteres metilicos podrian
232H4,50, en MeOH S SO C0S P
adquisicion descomponerse si el disolvente se

volatiliza

Puede traer picos adicionales en el
La solucién de BFz/MeOH se cromatograma. El reactivo debe ser

*25BF; en MeOH : i
puede comprar ya elaborada. | reciente, bien preparado y no es muy

seguro
Eficiente como BF3;/MeOH
- Rar i
LeBCI, en MeOH Mas seguro que BFs/MeOH y ara vez se utiliza
no trae picos adicionales en el
cromatograma
Métodos catalizados con base
Técnica : .
de metilacion Ventajas Desventajas
®8NaOCH; en MeOH Simple y rapido -
7 . . . Puede reaccionar vigorosamente con
KOCH; en MeOH Mejor catalizador que el sodio metanol y ser peligroso
Extremadamente simple, rapido No es muy eficiente con un aceite
**KOH en MeOH y la solucion presenta una larga y

con acidez >2

vida util
(*Kuksis, 1966, “Supelco, 1997, **Supelco, 1999, “*Christie, 1990, *Metcalfe, 1961, ®Supelco, 1999, "Christie, 1990,
8Christie, 1994, *Supelco, 1999,).

La reaccion de metilacion consiste de la hidrélisis de los triacilglicéridos en &cidos grasos
libres, seguido por la esterificacion de los acidos grasos libres en ésteres metilicos de &cidos grasos,
este procedimiento incluye una etiqueta particular del producto y el contenido de los acidos grasos

(Stauffer, 2005). En la Figura 17 se puede observar la reaccion de metilacion.
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FIGURA 17. Reaccion de esterificacion de un triacilglicérido.

1.8.3 Andlisis del extracto

Una vez obtenido el aceite es necesario iniciar el proceso de analisis para conocer sus
caracteristicas quimicas, ya que estas estan directamente relacionadas con sus triacilglicéridos y
éstos con sus acidos grasos, para analizarlos, se emplean métodos quimicos y técnicas
instrumentales. Los métodos quimicos permiten extraer conclusiones acerca de la identidad,
composicion (pureza, autenticidad) y calidad (vida util) de la grasa o aceite de forma cuantitativa.
Entre los métodos quimicos, se encuentran el indice de acidez, que cuantifica la cantidad de acidos
grasos libres en el aceite o la grasa. El indice de perdxido, que es una medida directa del oxigeno
unido a los aceites en forma de peroxido, y proporciona por lo tanto informacion acerca del grado de
oxidacion de la muestra. El indice de yodo, que determina la cantidad de dobles enlaces de los acidos
grasos presentes en el aceite (Allen y col., 1982). Las técnicas instrumentales, se basan en la
posibilidad de medir y obtener datos cualitativos y cuantitativos. Ademas, son mas rapidos y
versatiles, algunos de ellos no usan reactivos quimicos y no contaminan. Varias técnicas

instrumentales de andlisis para las grasas y los aceites han sido descritas en la literatura, entre estas
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se encuentran las cromatografias de gases, liquidos y capa fina, espectroscopias de infrarrojo con

transformada de Fourier y UV-visible, resonancia magnética nuclear y rayos X de dispersion (Kuksis,

1966 y Brondz, 2002). En la Tabla 9 se muestran algunas de las técnicas instrumentales.

Tabla 9. Descripcion de algunas técnicas instrumentales.

Técnicas Opticas

Espectroscoépicas

Espectros-
fotocopias:
UV e Infrarrojo .
Espectrofotocopias-
Espectroscopias de llama,
Absorcion Abs,orc_:ic')n— Emision Espectrofluorimetria, Raman Espectros-
Atomica, Espectrofosforimetria copia de Raman
Microondas, Espectroscopias de-
Dicroismo- emision de Rayos X
Circular,
Absorcion de-
Rayos X

No Espectroscépicas

Nefelometria, Interferometria, Difraccion de Rayos X, Dispersion Refractiva, Refractometria,
Medida de la Reflexién, Turbidimetria y Polarizacion.

Técnicas Térmicas

Termogravimetria, Andlisis Térmico Diferencial, Calorimetria Diferencial de Barrido y
Termooptimetria.

Técnicas Magnéticas
Resonancia Magnética Nuclear y de Spin Electrénico.

Técnicas Separativas

Precipitacion, Volatilizacion y Destilacion, Electrodeposicion, Electroforesis, Extraccion Liquido-
Liquido, Dialisis y Cambio I6nico.

Cromatografia

Liquida, Plana, en Columna, Liquida de Absorcién (Afinidad), Particion Liquido- Liquido, Cambio
I6nico, Exclusion y Gases.

Técnica de Espectroscopia de Masas
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En éste trabajo se utilizaron principalmente la cromatografia de gases y la espectroscopia de

Estudio del efecto del campo eléctrico sobre laisomeria de los acidos grasos del aguacate

infrarrojo con transformada de Fourier, a continuacion se describiran estas técnicas.

1.8.3.1 Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases es una técnica analitica adecuada para separar y detectar a los
acidos grasos de diferentes constituyentes de una grasa o aceite. Proporciona al analista datos
cualitativos y cuantitativos con respecto a los acidos grasos presentes en una mezcla. Un
cromatdgrafo de gases equipado con un detector de ionizacion de flama y dotado de la adecuada
columna es suficiente para realizar este tipo de analisis, y si no esta equipado con la columna éptima
se recurre a un cromatégrafo de gases equipado con un espectrometro de masas que proporciona un
nivel adicional de informacion (Stauffer, 2005). La cromatografia de gases se inicia cuando la
muestra se inyecta y se volatiliza en la columna cromatogréfica. La elucion se produce por el flujo de
una fase mévil de gas inerte. La fase mdvil no interacciona con las moléculas del analito, su Unica
funcién es transportarlo a través de la columna. En la cromatografia de gases ocurren dos fendbmenos
muy importantes y que son practicamente los rectores del proceso de separacion, la adsorcion y la
absorcion. La adsorcion, es un proceso por el cual los atomos, iones o moléculas son retenidas en la
superficie de un material. Por otro lado, la absorcion es la atraccién y la retencién entre sus moléculas

los componentes de otra sustancia liquida o gaseosa (Skoog y col., 2001).

1.8.3.1.1 Partes que conforman un cromatégrafo de gases

El componente béasico de un cromatografo de gases es la columna, que es el lugar donde
ocurre la separacion. Las columnas cromatograficas estan elaboradas de los siguientes materiales

cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio o teflon, entre otros. Los factores que afectan la eficiencia de
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la columna son su longitud, diametro, temperatura, velocidad del gas portador, tamafio de las
particulas del relleno, material de elaboracién, enrollado, naturaleza, cantidad de fase estacionaria y
muestra inyectada (Skoog y col., 2001). En la Figura 18 se muestra un esquema general del

cromatoégrafo de gases.

TRAMPAS RESTRICTORES
MOL-5IEVE 1705

REEU[A bORES

COMTROLAD
LE FLUTO

ELECTROMETRO

PUERTO DE
THYECCTON | |DETECTOR
T

INTESRADOR

COLUMMA

ACARREADOR

HORMNO

ol

FIGURA 18. Esquema general de un cromatdgrafo de gases.

La funcion del soporte o relleno de la columna, es mantener la fase estacionaria, ésta
elaborado generalmente de diatomita, silice, que son los mas empleados. El relleno puede ser un
sélido o un liquido recubierto en un sélido y se pueden clasificar en columnas empacadas y capilares.
La Asociaciéon Oficial de Quimicos Analiticos (método oficial 963.22) recomienda el uso de una fase
estacionaria liquida polar como dietilenglicol con el fin de facilitar la resolucién requerida para separar
y detectar a los ésteres metilicos de los acidos grasos de las grasas y los aceites (AOAC, 1995).
Estas columnas se venden bajo el nombre de DB-WAX, HP CERA o SupelcowaxTM (Supelco,

Bellefonte, PA). David y col., (2005) compararon tres diferentes columnas cromatogréaficas para
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(glicol-polietileno) es util para la separacion de los ésteres metilicos de &cidos grasos de las grasas y
aceites comestibles. Sin embargo, no separa los isdmeros cis y trans. La columna DB-23 (con 50%
cianopropil-metilpolisiloxano) proporciona una excelente separacion de mezclas complejas de acidos
grasos como son los aceites de pescado, asi como una separacion parcial de los is6meros cis y
trans. Por ultimo, la columna HP-88 (90% bis-cianopropil polisiloxano ofrece una completa separacion
de los is6meros cis y trans (David y col., 2005).

El soporte debe de reunir las siguientes caracteristicas que son estabilidad térmica, dureza
mecanica suficiente para que pueda resistir los procedimientos de revestimientos y relleno,
inactividad quimica o de adsorcion, baja resistencia al paso de la fase mévil y una elevada superficie
por unidad de volumen. La seleccidn del soporte va a depender de la naturaleza de la muestra, la
fase movil, su uso y precio (Skoog y col., 2001).

Los gases empleados, por ejemplo el aire y el hidrégeno ayudan al encendido de la flama,
mientras que el gas acarreador, cumple dos propésitos que es transportar los componentes de la
muestra, y crear una matriz adecuada para el detector. Las condiciones que deben reunir los gases
es que deben ser inertes para evitar interacciones con la muestra y la fase estacionaria, disponibles,
puros, econdmicos y adecuados para el detector.

El detector, es un dispositivo para revelar la presencia de las sustancias transportadas a la
salida de la columna cromatogréfica. En cromatografia de gases, un detector funciona comparando
una propiedad fisica entre el gas acarreador y el mismo gas llevando cada uno de los componentes
gue previamente se han separado en la columna, esta accién se traduce en una sefial tipo eléctrica,
gue posteriormente se amplificara mediante un registrador grafico o integrador permitiendo indicar el
momento que salen de la columna los componentes (Skoog y col., 2001). Los detectores mas
usados son el de conductividad térmica (mide la conductividad térmica del gas portador, ocasionada
por la presencia de las sustancias transportadas), captura electrénica (se basa en la
electronegatividad de las sustancias transportadas, y su habilidad para formar iones negativos por
captura de electrones), fotometria a la flama (mide la intensidad de la emisiébn molecular de la
fluorescencia de heteroatomos en las moléculas organicas), ionizaciéon a la flama (determina las
variaciones de la corriente de ionizacion en una flama oxigeno-hidrégeno debido a la presencia de las
sustancias transportadas), entre otros.

Por ultimo, para la identificacién y cuantificacion de los ésteres metilicos se puede estimar con
el uso de estandares internos. La técnica de andlisis se controla generalmente bien y el operador es
consciente de sus limites de la deteccion, la selectividad y la sensibilidad. Los ésteres metilicos son
transformados en sefiales eléctricas (picos en el cromatograma) y para su interpretacion, existen

varios métodos que se basan en la normalizacién del area que pueden integrarse por un programa de
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muchos problemas en la interpretacion de los resultados (Skoog y col., 2001, David y col., 2005).

1.8.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo (IR), mide la intensidad y la longitud de onda de la energia
radiante, cuando ésta incide sobre un atomo o molécula que es absorbida provocando una transicion
entre estados de distinta energia, que al volver a su estado fundamental se produce una emisién de

radiacion que da origen a los espectros (Skoog y col., 2001).

Cuando un enlace particular de una molécula o un grupo funcional es activo al IR, el enlace
vibra de una forma caracteristica y luego regresa esa energia dando lugar a un pico o banda de
absorcion en el espectro, que puede considerarse como su huella digital, ya que estas vibraciones
varian muy poco al pasar de unos compuestos a otros, apareciendo la banda correspondiente
siempre en la misma zona. Practicamente todas las sustancias organicas e inorganicas, absorben en
la region del infrarrojo, exceptuando Unicamente las moléculas monoatomicas y las homopolares (Ne,
He, O,, H, y N,). La frecuencia de las vibraciones puede estar asociada con un tipo particular de
enlace, las moléculas diatébmicas simples tienen solamente un enlace, el cual se puede estirar. Las
moléculas mas complejas pueden tener muchos enlaces, y las vibraciones pueden ser conjugadas,
llevando a absorciones en el Infrarrojo a frecuencias caracteristicas que pueden relacionarse a su
huella digital. Los atomos en un grupo metileno (CH,), encontrado cominmente en compuestos
organicos pueden vibrar de seis formas distintas, estiramientos simétricos y asimétricos, flexiones
simétricas y asimétricas en el plano (scissoring y rocking, respectivamente), y flexiones simétricas y
asimétricas fuera del plano (wagging y twisting, respectivamente). En la Figura 19 se muestra un

esquema del espectro electromagnético.
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FIGURA 19. Espectro electromagnético.
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Para medir la absorcion de luz en IR de una muestra, un rayo de luz infrarroja atraviesa la
muestra, y se registra la cantidad de energia absorbida en cada longitud de onda, que en el caso del
infrarrojo se maneja el inverso de ésta y se conoce como numero de onda. Esto puede lograrse
escaneando el espectro con un rayo monocromatico, el cual cambia de longitud de onda a través del
tiempo, o usando una transformada de Fourier para medir todas las longitudes de onda a la vez,
mediante una ecuaciébn matematica (espectroscopia FTIR). A partir de esto, se puede trazar un
espectro de transmitancia o absorbancia, el cual indica en un diagrama a cuales longitudes de onda
la muestra absorbe el IR, y permite una interpretacion del tipo de enlaces que estan presentes
(Skoog y col., 2001). En la Figura 20 se muestra un esquema de un espectrofotbmetro con

transformada de Fourier (FTIR).
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/ 2
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/. <
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FIGURA 20. Esquema general de un espectrofotometro con transformada de Fourier.
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Diversos estudios realizados en grasas y aceites con FTIR, han reportado que las principales

bandas de absorcion del espectro del material oleaginoso son las que se presenta en la Tabla 10.

Tabla 10. Absorciones de FTIR reportadas para algunos aceites comestibles.

Frecuencia (cm™) | Grupo Funcional Modo de Vibracion Autor
723 -CH,, -HC=CH- (cis) Balanceo ly?2
968 -HC=CH- (trans) | Flexion fueradel plano| 1y 3
1163 -C=0 Alargamiento 1
1465 CH, 0 CHjs Balanceo ly2
1746 Cc=0 Simétrica
2924 CH, S 3y4
Tension asimétrica

2953 CH;
3006 _ . .

-HC=CH- (cis) Estiramiento 1
3010
3025 . . 1

-HC=CH- (trans) Estiramiento

3040 2

(1Guillén y Cabo, 1998, 2Coates, 2000, 3Ratnayake y Pelletier, 1996,
*Mossoba y col., 1996).

Con la espectroscopia de infrarrojo se puede observar la presencia de acidos grasos
insaturados y otros compuestos. Los acidos grasos insaturados muestran una absorcion ligeramente
diferente alrededor de 700 y 3000 cm™ (SensIR Technologies, 1999). La ventaja del uso de esta
técnica radica en la facilidad relativa de la preparacion de la muestra. Sin embargo, el principal
inconveniente es que se requiere una muestra pura, que no es facilmente disponible cuando se
encuentra combina con otros compuestos que interfieren con la interpretacion del espectro. En
segundo lugar, no es posible determinar con suficiente satisfaccion la naturaleza y cantidad de los
diferentes acidos grasos presentes. Por lo tanto, el uso de técnicas de IR, al menos que vaya
precedida por una técnica de separacién como la cromatografia de gases, no se recomienda realizar
(Stauffer, 2005).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1 Frutas y Hortalizas

Las frutas y las hortalizas son productos altamente perecederos debido a su composicion
nutrimental, a su elevado contenido de humedad, y que una vez cosechados continlan su
metabolismo. Se ha mostrado que debido a ello se pierde alrededor del 23% de la cosecha, esta
pérdida es provocada por diversos factores: deterioro fisiol6gico, pérdida de agua, dafio mecanico,
transporte, ataque microbioldgico, lo que en su conjunto se conoce como pérdida postcosecha
(Alzamora y col., 1998). En los diversos cambios fisiol6gicos estan involucradas las enzimas
naturales del fruto u hortaliza, las enzimas son proteinas de estructura compleja, determinada por
cuatro niveles de organizacion, con una actividad metabdlica altamente especifica, son catalizadores
bioldgicos y acttan dentro del metabolismo natural de cada fruto, la actividad enziméatica puede tener
una accién favorable o dafiina en el producto segun la reaccién particular (Nelson y Cox, 2001). Por
otro lado, cualquier caida o rozamiento durante el transporte facilita el ataque microbiano que

buscard, a través de su propio sistema enzimatico, encontrar el alimento para su sobrevivencia.

2.2 Enzimas del aguacate

La pulpa de aguacate es altamente perecedera y muy susceptible de ser oxidado debido a la
presencia de la enzima polifenoloxidasa (EC 1.10.3.1) entre otras. La polifenoloxidasa, es una enzima
que cataliza dos tipos de reacciones, la primera de hidroxilacion y la segunda de deshidrogenacion.

En la Figura 21 se muestra el proceso de las reacciones de la enzima polifenoloxidasa.
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FIGURA 21. Principales reacciones y compuestos formados por la enzima polifenoloxidasa.

Estas dos reacciones se inician cuando el sustrato monofenol, es oxidado con ayuda de la
enzima para formar el compuesto difenol, posteriormente la enzima oxida el difenol para formar la
guinona, la cual luego polimeriza para formar complejos coloridos que son denominados
genéricamente como melanina (Yoruk y Marshall, 2003).

2.3 Conservacion de alimentos

Las frutas y las hortalizas frescas son productos perecederos, altamente susceptibles al
deterioro como se mencion0, y debido a ello se buscan procesos para su conservacion, con la
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finalidad de disminuir las pérdidas de nutrientes, sus caracteristicas sensoriales y de calidad (Orsat y
col., 2001). Los procesos de conservacion de los alimentos se clasifican en métodos tradicionales o

emergentes.

2.3.1 Meétodos tradicionales

Los métodos tradicionales por lo general consisten de secuencias de operaciones simples
(lavado, desinfeccion, eliminacién de cascara y semilla, corte, procesos térmicos y envasado). Sin
embargo, si se quiere extender la vida util se recomienda una combinacién de tratamiento, por
ejemplo, de refrigeracion, adicion de conservadores, practicas correctas de fabricacion y
manipulacion (Jacxsens y col., 2001).

Muchos de los métodos tradicionales de conservacion como la aplicacion de calor no son
aptos para la gran parte de las frutas y hortalizas (Jacxsens y col., 2001). Por esta razén, la industria
esta buscando nuevas alternativas o tecnologias para mantener la mayoria de las caracteristicas

sensoriales, nutritivas y prolongar la estabilidad de almacenamiento (Allende y col., 2002).

2.3.2 Métodos emergentes

Un gran numero de métodos emergentes estan siendo investigados y algunas de las
tecnologias mas importantes que se pueden aplicar para conservar los alimentos procesados son:
alta presion hidrostatica, atmdésferas modificadas, ultrasonido, irradiacién, liofilizacion, microondas,
campo electromagnético pulsado y campo eléctrico. La seleccién del método dependerd de las
propiedades del producto y del que resulte mds econdomico, y para aumentar la eficiencia del
tratamiento de conservacion se combinan con otros pardmetros y métodos (disminuyendo o
aumentando) por ejemplo: pH, calor, la actividad de agua, entre otros (Raso y Barbosa-Canovas,
2003).

Estudios previos han indicado que la utilizacion de métodos emergentes pueden tener

solucién a la problematica antes descrita, como lo reportaron Lopez-Malo y col., (1999), en su
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trabajo emplearon la alta presion hidrostéatica para reducir los microorganismos patégenos e inactivar
la enzima polifenoloxidasa en el puré de aguacate, reportan una actividad de la enzima
polifenoloxidasa <45% almacenado el producto a 5 °C, lo cual mantuvo un color aceptable durante 60
dias. En otro estudio publicado por Guzman (1998), que se basa en la aplicacion del método de
microondas a la pasta de aguacate con la adicién de antioxidante, y concluy6 que la pasta mantuvo
su color verde por 7 dias.

Por otra parte Yongguang y col., (2007), utilizaron el campo eléctrico mas la adicién de zinc
en el puré de espinaca, el cual mantuvo sus caracteristicas sensoriales, almacenado a temperatura
ambiente, con la aplicacion de éste método emergente se ahorr6 energia y el puré presenté una
mayor calidad en comparacion con el proceso térmico a 121 °C por 1 h.

Ademas de inactivar enzimas y microorganismos, el campo eléctrico también se ha aplicado
con el propdsito de mejorar el rendimiento en la extraccion de jugos y aceites, como lo mencionaron
Amunziata y col., (1999), en su trabajo aplicaron el campo eléctrico sobre rebanadas de manzana,
observaron un aumento en la extraccion del jugo mejorando ademas sus caracteristicas sensoriales.

Todas estas técnicas ayudan a la industrializacion de los alimentos para que sean seguros y

saludables y asi, satisfacer la demanda del consumidor actual.

2.4 Campo eléctrico

El concepto de campo eléctrico fue introducido en la teoria electromagnética para describir las
fuerzas existentes entre las cargas eléctricas, dos cargas de diferente signo tienden a juntarse,
mientras que dos cargas de igual signo tienden a repelerse una de otra, si por alguna razon fisica las
cargas estan inmaviles, se dice que en el espacio entre las cargas existe un campo eléctrico, se
comprende que la fuente de dicho campo son las propias cargas. Si una tercera carga, cae en el
centro del campo, esta sera atraida hacia la carga que tenga el signo contrario, esa atraccién sera
con una fuerza determinada, segun sea las cargas que lo determinen, se comprende entonces que el
campo eléctrico se puede definir como un campo de fuerza que experimenta una unidad de carga
situada en el espacio (Zemasky, 1998).

La materia esta formada por atomos, y estos contienen un nucleo con particulas neutras y
particulas cargadas positivamente (protones). Alrededor del nicleo y en constante movimiento estan
las particulas con carga negativa, los electrones. En el Sistema Internacional de Unidades la unidad

de carga eléctrica es el Coulombio (C), que es la carga equivalente a un conjunto de 6 x 10
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electricidad describe de manera genérica un conjunto de fendmenos fisicos en los que intervienen
cargas eléctricas, en movimiento o en reposo, si las cargas estdn en movimiento tenemos un
fendmeno eléctrico que genera una corriente eléctrica, y forma un campo magnético. Si las cargas
estan en reposo se genera un fendmeno electrostatico y por lo tanto se crea un campo eléctrico.

Si entre dos puntos A y B, existe una diferencia de cargas, se tendra una diferencia de
potencial, que es la fuerza impulsora para que las cargas fluyan en direccion decreciente del
potencial, este fendbmeno es similar a la transferencia molecular de masa, calor y momentum, la
diferencia de potencial se conoce como fuerza electromotriz, tensién o voltaje, el flujo de las cargas
por un conductor es la corriente eléctrica (Zemasky, 1998).

El voltaje se mide en Volts (V) y representa el trabajo requerido para mover las cargas
eléctricas, al considerar la distancia el voltaje representa la energia utilizada.

La corriente eléctrica representa el nimero de cargas en movimiento que al considerar el area
donde circulan y el tiempo en que lo hacen se tendra el amperio (A), que es la unidad de medida de la

corriente eléctrica o la intensidad de corriente (Zemasky, 1998).

2.5 Frecuencia

La corriente eléctrica medida en amperes, es el movimiento de los electrones a lo largo de un
conductor dentro de un circuito eléctrico originada por una diferencia de potencial, medido en Volts.
Existen dos tipos de corriente eléctrica, a) Continua, donde el flujo de electrones pasa a través de un
conductor entre dos puntos de distinto potencial, las cargas eléctricas circulan siempre en el mismo
sentido, y b) Alterna, donde el flujo de electrones cambia periédicamente de sentido, para describir
estos cambios se utiliza la frecuencia.

La frecuencia es una medida que se utiliza generalmente para indicar el nimero de
repeticiones de cualquier fenbmeno o suceso perioddico en la unidad de tiempo, el resultado se mide
en Hertz (Hz), que mide un suceso o fenébmeno repetido una vez por segundo. La frecuencia tiene
una relacién inversa con el concepto de longitud de onda (que es la distancia que hay entre dos
crestas consecutivas de dicho tamafo), a mayor frecuencia menor longitud de onda y viceversa
(Zemasky, 1998).
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2.6 Tipo de onda

Una onda, es una propagacion de una perturbacion de alguna propiedad de un medio, a
través del espacio transportando energia. Por medio de dispositivos electronicos como un generador
de funciones, es posible seleccionar el tipo de onda, la forma mas utilizada es la onda cuadrada,

debido a que la energia es constante y por lo tanto, mas eficiente (Zemasky, 1998).

2.7 Propiedades eléctricas de la materia

Los materiales existentes en la naturaleza pueden clasificarse como conductores,
semiconductores y aislantes, debido a su facilidad o dificultad de conducir la corriente eléctrica, a los
Gltimos también se les denomina como dieléctricos, algunos materiales dieléctricos cuando son
sometidos a alto voltaje se dice que rompen su rigidez dieléctrica y permiten el paso de corriente y se
vuelven conductores. Cada material tiene cierta capacidad de ser conductor o aislante, segun sea
expuesto a un bajo o alto voltaje, esta propiedad se expresa en términos de la constante dieléctrica.
En un entorno bioldgico complejo, siempre habra moléculas, iones y sus cargas que estaran
separadas por agua o por otras moléculas. La existencia de un medio dieléctrico entre las cargas
tiene un efecto atenuador sobre el campo existente, de modo que la fuerza real es siempre inferior a

la que se obtiene con la ecuacion de Coulomb (1).

1 qq
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La constante dieléctrica (¢) que es un numero adimensional, se basa en la fuerza F que
ejercen las cargas entre ellas, q y q’, r* es la distancia, T es la constante de Coulomb. Entre mas
elevado sea el valor de €, mas débil sera la fuerza entre las cargas separadas.

Un alimento se considera como un sistema complejo, compuesto por moléculas que forman

dipolos orientados al azar, cuando no existe campo eléctrico, como se indica en la Figura 22.
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FIGURA 22. Orientacién molecular de un sistema con (a) y sin (b) un campo eléctrico.

Cuando el alimento se coloca entre dos electrodos bajo la accién de un campo eléctrico
externo, se produce cierto grado de orientacion y cuanto mas intenso es el campo, mayor es el
namero de dipolos que se orientan en la direccién del campo como se observa en la Figura 22b, este
fendmeno es conocido como polarizacién de orientacion bajo la accion de un campo eléctrico, las
cargas negativas y positivas se desplazaran en sentidos contrarios formando un dipolo eléctrico.

Cuando un conjunto de cargas o sistema biolégico, con dipolos permanentes, es expuesto a
un campo eléctrico oscilatorio y pulsado a baja frecuencia se produce un proceso de relajacion, las
moléculas tienden a orientarse en direccion al campo externo, pero si la frecuencia es elevada los
dipolos no podran seguir al campo externo y la polarizacion de orientacion no se producira, entonces

la energia que se trasmite al medio es absorbida y se manifiesta como un incremento de temperatura.
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El otro efecto que se origina a muy alta frecuencia produce resonancia con los iones o
electrones que absorben mas energia.

Dentro de las propiedades eléctricas de la materia destaca también la conductividad, ésta
define la facilidad o dificultad de un material para conducir la corriente eléctrica, los metales por
ejemplo tienen una alta conductividad, dentro de la compleja composicion de los alimentos hay una
gama de valores de conductividad, entre mas contenido de sales tenga un alimento sera mas
conductor que otro que tenga menor contenido de iones 0 compuestos polares. La conductividad

resulta importante sobretodo para el calentamiento 6hmico (Goullieux y Pain, 2005).

2.8 Equipo generador de campo eléctrico

Los primeros equipos para generar campo eléctrico fueron disefiados y construidos
considerando el arreglo de un Circuito Resistencia-Capacitancia. Posteriormente, a dicho circuito se
adicionaron dispositivos para que el campo fuera pulsado, es decir que tenga un caracter de
intermitente, esto se logré con la incorporacién de interruptores para liberar con cierta frecuencia los
pulsos de corriente (Qinghuay col., 1994).

La tension de carga (Uy) necesaria para generar los pulsos con la suficiente fuerza del campo
eléctrico depende en gran medida de la distancia de los electrodos. En placas paralelas la intensidad
de los dos electrodos que generan el campo eléctrico (E) se calcula por medio de la ecuacion (2).

Donde U es la tension (kV) y d (cm) la distancia entre los electrodos.

En términos generales se ha descrito que las partes mas importantes de un equipo generador

de campo eléctrico son cuatro:

i) Equipo de alto voltaje con capacitores, almacena la energia generada.
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1)) Generador de funciones, que produce el voltaje en una onda pre-determinada,
dependiendo de las caracteristicas especificas del sistema, permite monitorear la
forma de onda, cuadrada, exponencial, triangular, en la que se propaga la energia del
campo eléctrico.

iif) Interruptor o switch, descarga la energia hasta el alimento en la camara de tratamiento.

iv) Céamara de tratamiento, equipada con dos electrodos en configuracion paralelo, en

donde se distribuye el campo eléctrico.

Martinez y col., (2007) describen un nuevo sistema para aplicar un campo eléctrico a
alimentos liquidos o soélidos sin el contacto con los electrodos, este sistema fue el que se utilizé en el

presente trabajo. El ensamble de estos cuatro elementos se muestra en la Figura 23.
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de DC HV
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paralelas cubiertas
de malla metalica L

FIGURA 23. Equipo generador de campo eléctrico (Martinez y col., 2007).
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2.9 Mecanismo propuesto del campo eléctrico pulsado sobre la membrana

Existen diferentes teorias sobre el modo en que las membranas celulares son inactivadas por
el campo eléctrico, en la mayoria de los casos la ruptura de la membrana célular es la que citan
diversos investigadores, como la reportada por Zimmerman (1986) que propone el modelo
electromecanico para la funcién del campo, en este modelo la membrana es considerada como un
material dieléctrico que separa grupos idnicos y cargas libres en ambos lados de la membrana, la
concentracion diferencial de las cargas causa un potencial transmembrana intrinseco que esta
presente en forma natural en la célula microbiana.

Cuando las células son sometidas a un campo eléctrico externo se induce una nueva
redistribucion de cargas que aumenta el potencial transmembrana. Cuando se supera el umbral
critico de 1 Volt transmembrana, la fuerza de atraccion entre cargas de distinto signo superan la
resistencia mecénica de la membrana dando lugar a la apariciébn de poros que se cierran casi
instantaneamente al cesar el campo eléctrico (poros reversibles), pero si la fuerza es mayor el
namero y tamafio de los poros es tal que pueden no cerrarse tras el tratamiento (poros irreversibles).

La teoria de Zimmerman recibe el nombre de rompimiento dieléctrico de la membrana celular.
El efecto reversible del tratamiento con campo eléctrico es la base de la electroporacion mientras que
el efecto irreversible ha sido utilizado con la finalidad de destruir células microbianas en alimentos
(Raso y Heinz, 2006).

La formacién de poros depende del tamafio y la geometria de la célula, hay reportes que para
células vegetales el parametro es alrededor de 1-2 kV/cm y para las células de los microorganismos,
por ejemplo E. coli esta entre 10-14 kV/cm (Jacob y col., 1981).

En la Figura 24 se ilustra el proceso del campo eléctrico pulsado en la inactivacion de la

membrana.
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FIGURA 24. Representaciéon esquematica de un mecanismo de permeabilizacion de la
membrana por la fuerza inducida por un campo eléctrico externo (Zimmerman y
col., 1984).
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2.10 Mecanismo del campo eléctrico sobre las enzimas

Se ha propuesto que cuando una proteina es expuesta a un campo eléctrico intenso, se
pueden ver afectados los enlaces que le dan estabilidad a la proteina (Tsong, 1990), ya que el
campo eléctrico rompe los puentes de hidrégeno que afecta principalmente la estabilidad de la
estructura secundaria de la proteina, lo que causa su cambio conformacional que altera el sitio activo
de la enzima (Yeom y col., 2002), semejante a las reacciones de oxido-reduccion como las que
existen entre los grupos de los enlaces disulfuro (Barsotti y col., 1999, Yeom y col., 2002).

La presente investigacion forma parte de un proyecto integral sobre conservacién de aguacate
por medio del campo eléctrico.

Dentro de este trabajo ya se ha demostrado el efecto del campo sobre la actividad de la
enzima polifenoloxidasa, sin embargo, se desconoce el efecto que pueda tener el campo eléctrico
sobre otro compuestos presentes en la pulpa de aguacate, algunos de ellos con puentes de
hidrogeno o dobles enlaces, como vitaminas y &cidos grasos, por lo que la idea fundamental fue
evaluar la posible formacién de isbmeros trans en el aceite de aguacate después de someter al aceite

y la pasta de este fruto al efecto del campo eléctrico.
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CAPITULO 3.

3.1 Objetivo General

Estudiar el efecto del campo eléctrico sobre la isomeria de los acidos grasos insaturados del
aceite de aguacate.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Desarrollar metodologias de extraccion que minimicen la formacion de acidos grasos trans.

3.2.2 Caracterizar el aceite de aguacate mediante indices quimicos.

3.2.3 Establecer las condiciones de tratamiento de aceite y pulpa de aguacate con el campo eléctrico,
gue minimicen la generacion de acidos grasos trans.

3.2.4 Determinar y cuantificar los acidos grasos trans en aceite y pulpa tratada.

3.3 Hipotesis

El campo eléctrico que se ha utilizado para la disminucion de la actividad de la enzima

polifenoloxidasa de la pasta de aguacate y para disminuir poblaciones microbianas en pan vy tortilla,
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de aguacate, como los acidos grasos insaturados, importantes en la dieta por su valor nutritivo.

3.4 Planteamiento del Problema

México es el principal productor y exportador de aguacate a nivel mundial. Sin embargo, el
aguacate que no cumple con los requisitos de exportacion es desechado, lo que genera un excedente
de produccion que satura el mercado nacional, éste podria ser una opcién para preservarlo e
industrializarlo, en productos como guacamole, pulpa y aceite, demandados en diversos paises.

Diversas investigaciones enfocadas en el proceso industrial de la pulpa de aguacate, sefialan
gue los métodos tradicionales para obtener productos a base de aguacate disminuyen sus
propiedades sensoriales y los métodos de extraccion para obtener aceites generan acidos grasos con
isomeria trans, y su consumo en exceso tiene un efecto perjudicial para la salud, ya que estos
presentan un efecto similar a los acidos grasos saturados.

También, a partir del afio 2007 la FDA y otras normas internacionales publicaron restricciones
para el contenido maximo de acidos grasos trans y establece como limite maximo el parametro de 0.5

0/100g para los productos lipidicos, para que estos sean seguros para Su Consumo.

3.5 Justificaciéon

Los productos a base de aguacate son apreciados en diversos paises, también la sociedad
actual demanda alimentos menos procesados para su conservacion. Es por eso que surge la
necesidad de presentar nuevas alternativas de conservacion de alimentos, que incluyan en lo posible,
sélo procesos fisicos para aumentar su vida util. Entre los métodos alternativos para la conservacion
de los alimentos se encuentra la aplicacion del campo electromagnético pulsado (CEP) y el campo
eléctrico (CE) que elimina o disminuye poblaciones microbianas, y la actividad de enzimas que
degradan las propiedades sensoriales y nutritivas; debido a que son tratamientos que se aplican por
corto tiempo, lo que redunda en beneficio del producto al no tener incrementos de temperatura, por

esta razoén estas tecnologias se han clasificado como “procesamiento no térmico de alimentos”.
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En el presente trabajo se aplicara el campo eléctrico a la pasta de aguacate, para evaluar si
con el tratamiento existe la formacion de isémeros trans en los &cidos grasos insaturados del
aguacate, toda vez que se ha demostrado que este tratamiento presenta inhibicién del oscurecimiento
enzimatico en la pulpa de aguacate, al inhibir la enzima polifenoloxidasa de la pulpa del aguacate.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS.

La parte central del presente estudio fue exponer al aceite y a la pulpa del aguacate al efecto
del campo eléctrico de alto voltaje, para ello se usaron dos estrategias: i) extraer el aceite, tratarlo con
el campo eléctrico y analizarlo, ii) tratar la pulpa de aguacate, extraer el aceite y analizarlo. En ambos
casos el campo eléctrico se establecié considerando las condiciones de voltaje, frecuencia y tiempo
del trabajo anterior que fue sobre la actividad enzimética de la enzima polifenoloxidasa. Para el
andlisis de los &cidos grasos se empled espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) y cromatografia de gases (CG).

4.1 Obtencion de la pulpa de aguacate

Se utilizé aguacate variedad Hass (Persea americana Mill) del Estado de Puebla, México. El
fruto se lavé con agua y jabdn y se elimind la cascara y la semilla. A la pulpa de aguacate se le
realizé el analisis proximal para caracterizarla, por medio de los analisis de humedad, proteinas,
lipidos, fibra, cenizas y carbohidratos por diferencia, empleando las técnicas de la AOAC (2006).

Cada analisis se realiz6 por triplicado.
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4.2 Extraccion del aceite de aguacate

Dado que se ha reportado que la extraccién con disolventes puede generar isbmeros trans, la
extraccion del aceite de aguacate se realizdé con disolvente a temperatura ambiente y a 60°C, y por

centrifugacion.

4.2.1 Extraccion con disolvente atemperatura ambiente

La extraccion del aceite de aguacate con disolvente sin la aplicacion de calor se realizé
colocando la muestra dentro de un cartucho y posteriormente se sumergio en el disolvente dentro de
un frasco cerrado durante 24 horas.

4.2.2 Extraccion con disolvente a 60°C

La extraccion del aceite de aguacate con disolvente (hexano) se llevd a cabo por el método
Soxhlet 963.15 AOAC (2006) a 60 °C durante 4 horas.

El proceso de extraccion en el equipo Soxhlet involucra el calentamiento del disolvente en el
matraz inferior que se volatiliza y sube al refrigerante donde se enfria y condensa para caer dentro del
cartucho que contiene la muestra, luego ocurre el contacto del disolvente con la muestra y la
extraccion solido-liquido, al mismo tiempo se va incrementando el nivel del disolvente, que cuando
alcanza cierto nivel marcado por el sifén ocurre un reflujo, -un ciclo de extraccion-, el disolvente con
los acidos grasos caen al matraz inferior, para iniciar un nuevo ciclo, de esta forma el aceite extraido

por el disolvente va quedando en el matraz.
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4.2.3 Extraccion por centrifugacién

Se utilizaron 100 g de pulpa de aguacate y se homogenizé. La extraccion del aceite por
centrifugacion se realizé: A) Se centrifugd a 1157 g, durante 10 minutos a 20, 25, 30, 35 y 40 °C
(Centrifuga 5804 R eppendorf). B) Se centrifugé a 1157, 2057, 3214, 4629, 6300, 8228, 10414, 12
857 y 15557 g a 40 °C durante 10, 20, 30 y 35 minutos.

4.3 Caracterizacion del aceite de aguacate

El aceite de aguacate se caracterizd por medio de los siguientes analisis: indice de acidez,
cuantifica la cantidad de acidos grasos libres en el aceite (*SECOFI, 1987), indice de peréxido,
proporciona informacién acerca del grado de oxidacién de la muestra ("SECOFI, 1987) e indice de
yodo, determina la cantidad de dobles enlaces de los acidos grasos presentes en el aceite (SECOFI,
1981).

4.4 Perfil de acidos grasos por cromatografia de gases

En general, los triacilglicéridos son saponificables por reflujo con una solucién metandlica de
hidréxido de potasio, y se extraen los ésteres metilicos de &cidos grasos con un disolvente no polar
(por ejemplo, hexano) para el andlisis por cromatografia de gases. Los ésteres metilicos de &cidos
grasos individuales se identifican de acuerdo con su tiempo de retencion y su comparacion con un

estandar.
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El andlisis de los ésteres metilicos de acidos grasos, se calculé como el porcentaje de los
ésteres metilicos totales por cromatografia de gases con un cromatografo HP-5890 (Hewlett-Packard
Company, Wilmington) equipado con un detector de ionizacion de flama.

Los ésteres metilicos de &cidos grasos se prepararon afadiendo 20 mL de KOH metandlico al
aceite y la solucion se colocé a reflujo a 60 °C durante 15 minutos. Los ésteres metilicos se extrajeron
con 10 mL de heptano, y se afiadié 10 mL de agua destilada, las dos fases se separaron. El residuo
fue solubilizado en heptano (IUPAC, 1990). Se tomd 2 L de los ésteres metilicos de &cidos grasos y
se inyectaron en una columna cromatografica (RT-2560) de 100 m de longitud, 0.25 mm de didmetro
y 0.25 micras de espesor de soporte de silice fundido de biscianopropil de polisiloxano (Restek
Corporation) acoplado a un detector de ionizacion de flama.

El inyector y el detector se mantuvieron a 230 y 250 °C respectivamente. El gas portador fue
nitrégeno 1.2 mL/min con un sistema de inyeccion de divisién (20:2).

Para calibrar el sistema de cromatografia de gases para los analisis, se utiliz6 una mezcla de

ésteres metilicos con 37 componentes (Industria de Alimentos FAME Mix).

4.5 Analisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

La técnica de infrarrojo (IR) determina la presencia de elementos estructurales, este tipo de
modificaciones se comprueba mediante la posicién especifica de la banda de absorcion de IR
caracteristica de la molécula. Para el caso del doble enlace de los acidos grasos trans la banda de
absorcion de IR es a 960 y 3040 cm™.

Para el analisis espectroscépico de los aceites de aguacate se emple6 un espectrémetro de
infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR), en el modo de medicién de reflectancia total atenuada
(ATR), de la marca Bruker Modelo Vertex-70. Se depositaron 20 uL de aceite en el cristal del equipo,
y se tomo el disolvente hexano como linea base para el aceite de aguacate obtenido bajo el mismo
disolvente y para el aceite centrifugado se tomé el aire como linea base. Se utiliz6 un tiempo de
integracion de 60 segundos (1 segundo por barrido) realizandose autométicamente el promedio de
las sefales. La region de medicion fue el mediano infrarrojo (4000-400 cm™) con una resolucion de 4

cm™, equipado con el programa OPUS para la adquisicion de los datos.
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4.6 Tratamiento del aceite de aguacate con el campo eléctrico

En un trabajo previo realizado en el CIBA para la inactivacion de la enzima polifenoloxidasa en
la pulpa de aguacate con la aplicacion del campo eléctrico, se establecié que al tratar pulpa de
aguacate con campo eléctrico a 720 Hz con 9 kV/cm durante 3 minutos, se obtenia la inactivacién de
la enzima (Castorena, 2008). La muestra se coloco entre dos electrodos a 20 kV y 2 cm de distancia
(10 kV/cm), la forma de la onda fue cuadrada y la corriente eléctrica fue de 5 mA.

Para la aplicacion del campo eléctrico en la pulpa y el aceite de aguacate, se empled un
disefio experimental factorial con arreglo 2%, en donde se tomé el minimo y méximo valor de
intensidad de voltaje 3 y 9 kV/cm, con frecuencia de 60 y 720 Hz, y con un tiempo de tratamiento de
10y 180 s.

Para el estudio del efecto del campo eléctrico sobre el aceite de aguacate, se siguio la

siguiente estrategia:

1) El aceite obtenido por los tres métodos en estudio fue tratado directamente con el
campo eléctrico.
2) La pulpa de aguacate se expuso al campo eléctrico y posteriormente se extrajo el

aceite con los tres métodos de extraccion propuestos.

Para corroborar el efecto del campo eléctrico en el aceite de aguacate extraido por
centrifugacion, se compard con un aceite de oliva extra virgen (marca comercial), de acuerdo a
algunas investigaciones, el aceite de oliva contiene una concentracion importante de acido oleico
(C18:1), similar al aceite de aguacate, estas muestras obtenidas fueron tratadas con el campo
eléctrico.

Las condiciones de los disefios experimentales se observan en las Tablas 11y 12.
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TABLA 11. Disefio experimental del aceite de aguacate tratado al campo eléctrico.

Tratamientos Voltaje | Frecuencia | Tiempo
(kV/icm) (Hz) (s)
A 3 60 10
B 3 60 180
C 3 720 10
D 3 720 180
E 9 60 10
F 9 60 180
G 9 720 10
H 9 720 180
Testigo - - -

TABLA 12. Tratamientos de los aceites de aguacate (AA) y oliva (AO) expuestos al campo
eléctrico cada uno con un voltaje de 5y 9 kV/cm durante diferente tiempo.

Tiempo
(min.)

5
10
AA'y AO 15
20
25
Testigo -

Tratamientos
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4.7 Estudio del efecto de campo eléctrico sobre el aceite de aguacate almacenado a diferente
tiempo

Debido a que durante el almacenamiento de los aceites la proporcion de productos de
oxidacion aumenta por la ruptura de los dobles enlaces por via de la formacién de hidroperéxidos
debido a la degradacion por auto-oxidacién de los acidos grasos insaturados con el oxigeno, (Allen y
col., 1982).

Por tal motivo, se realizé el siguiente estudio para evaluar el efecto del campo eléctrico en la
calidad del aceite de aguacate y su estabilidad a diferente tiempo. El aceite fue tratado con campo
eléctrico a un voltaje de 3 y 9 kV/cm, con una frecuencia de 60 y 720 Hz, y con un tiempo de
exposicion de 60 y 180 s., posteriormente el aceite fue almacenado a temperatura ambiente. Se
tomaron muestras a 4, 13, 28, 90 y 365 dias, y fueron analizadas con FTIR siguiendo la metodologia
indicada en el parrafo 4.5. Para determinar la calidad del aceite se analizé mediante indices quimicos

como en el apartado 4.3 en un tiempo cero, 90 y 365 dias.

4.8 Andlisis estadistico

Para este analisis como variable de respuesta se utilizaron los valores promedio de los acidos
grasos con mayor concentracion, (C16:0, C18:1 y C18:2), y para los tratamientos con CE se usaron la
concentracion de los isémeros trans C18:1t y C18:2t, todos por medio de un analisis de varianza al
nivel de a=0.05.

68



S Y

Estudio del efecto del campo eléctrico sobre laisomeria de los 4cidos grasos del aguacate

CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Andlisis bromatolégico de la pulpa de aguacate

El resultado del andlisis bromatolégico de la pulpa de aguacate en base hiumeda se muestra

en la primera columna de la Tabla 13, junto con los valores reportados en la literatura.

TABLA 13. Caracterizacion y comparacion de la pulpa de aguacate con otras variedades.

Determinaciones (%) Hass 'Hass | 2Margarida
Humedad 63.8+3.1 | 77.3 58.3
Proteina 1.4 +£0.02 1.6 2.5
Lipidos 25.3+22 | 15.8 26.3
Fibra 051+0.01| 04 4.8
Cenizas 1.5+0.02 1.3 0.6
Carbohidratos 749+1.2 5.6 7.25

'Cultivado en México (Ortiz y col., 2003),
“Cultivado en Brasil (Salgado y col., 2008).

Diferentes investigaciones sobre las variedades de aguacate han indicado que la cantidad de
los diversos componentes estan relacionadas con la zona de cultivo, condiciones de crecimiento,
tiempo de recoleccidén y almacenaje, estas caracteristicas son Unicas para cada variedad (Gaydou y
col., 1987, Requejo-Tapia, 1999).
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5.2 Andlisis quimico de los aceites de aguacate y su rendimiento

A continuacién en la Tabla 14 se muestran los resultados de los indices quimicos de los

aceites de aguacate.

TABLA 14. Analisis quimico de los aceites de aguacate, y su comparacion con otros aceites.

indice | 1o ana sin calor | Hexana con ealor | centrfugaien | “AH | “AF | A0 | NtaX
1A 0.86+0.02 1.29+0.02 0.75+0.05 0.65 | 2.45| 3.3 15
IP 231+0.11 3.79+0.04 2.46 +0.03 10.68 | 1.40 | <20 10
Y 82.12 + 0.06 84.65 + 0.09 86.67 +2.14 82.1 |77.6 | 94 90

IA: indice de acidez, expresado como porcentaje de acido oleico. IP: indice de peroxido (Mequ'l). 1Y:
indice de yodo (andlisis mediante el reactivo de Wijs). Aceite de Aguacate variedad Hass (Ortiz y col.,
2003). *Aceite de Aguacate variedad Fuerte (Bora y col., 2001). *Aceite de Oliva Virgen (CODEX, 1981).
“NMX Norma Mexicana, valor maximo permitido para el Aceite de Aguacate (SECOFI, 2008).

De los resultados anteriores, se observa que el indice de acidez en el aceite que se extrae con
disolvente tiene un valor més alto comparandolo con el que se extrae por centrifugacion y con
disolvente sin calor. Bora y col., (2001) reportaron un indice de acidez de 2.45% en el aceite de
aguacate extraido con hexano, se puede observar que el valor estimado en los aceites extraidos en
este trabajo son mas bajos, debido probablemente a que es otra variedad. Sin embargo, si se
comparan los resultados obtenidos para el indice de acidez con la Norma Mexicana los tres aceites
extraidos por los distintos métodos estan dentro del valor permitido 1.5 expresado como porcentaje
de &cido oleico.

Con respecto al indice de peréxido, el aceite extraido con hexano con calor present6 un valor
mas alto que el aceite obtenido por el método de centrifugacién y sin calor, al comparar los resultados
con lo reportado por la Norma Mexicana, se puede observar que estan por debajo del valor permitido.
Ademas, estos valores fueron mas bajos comparandolos con los reportados por Ortiz y col., (2003),
Bora y col., (2001) y con aceite de oliva virgen < 20 (CODEX, 1981). Por lo tanto, los aceites
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presentan un minimo de oxidacién de sus &cidos grasos, debido probablemente a su contenido de
antioxidantes, como lo han propuesto algunos autores.

Los resultados obtenidos para el indice de yodo estan dentro de los parametros reportados
por la Norma Mexicana (SECOFI, 2008). Esto indica que las compaosiciones de los acidos grasos en
los aceites de aguacate y oliva son muy similares. De los resultados anteriores, se observa que el
mejor método de extraccion es por centrifugacién debido a que mantuvo su color verde caracteristico,
no se necesita un disolvente para extraerlo y se observa que los acidos grasos no se oxidan
significativamente, aunque el rendimiento es notablemente bajo.

En la Figura 25 se muestran los aceites de aguacate extraidos por los tres métodos

propuestos.

FIGURA 25. Comparacién visual de los aceites de aguacate.
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Con el método con disolvente con y sin calor se obtuvo un rendimiento de 78 y 58% de aceite
respectivamente. Con la extraccion por centrifugacion el mejor resultado fue a 40 °C, 15 557 g,
durante 10 minutos con un 38.3%, aunque los rendimientos son bajos la finalidad de nuestro trabajo

fue que no se generaran acidos grasos trans.

5.3 Analisis por espectroscopia de infrarrojo y cromatografia de gases de los aceites de
aguacate extraidos por los métodos propuestos

Para facilitar el analisis de los aceites de aguacate extraidos por centrifugacion y con hexano
con y sin calor por espectroscopia en el infrarrojo, se analiz6 primeramente un estandar del &cido
graso elaidico, que es un aceite C18:1t en configuracion trans, para identificar las bandas de

absorcion caracteristicas al enlace trans. En la Figura 26 se muestra el espectro del 4cido elaidico.
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Figura 26. Espectro de FTIR del estandar del acido elaidico.

En la Figura 27 se muestra el espectro de los aceites de aguacate.
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Figura 27. Espectros de FTIR de los aceites de aguacate.

Comparando las bandas de absorcién del estandar con los espectros de los diferentes aceites
de aguacate, se observa que se identifican bandas de absorcién encontradas en el estandar, por
ejemplo, a 968 cm™ que se asocian al doble enlace trans.

Se puede inferir que los métodos de extraccidbn propuestos generan esa pequefia intensidad,
0 que los isbmeros trans puede ser que ahi estaban antes de la operacién, como lo investigé Briihl
(1996), en su trabajo compard diversos aceites obtenidos por prensado en frio con aceites refinados.
Las semillas de los aceites fueron recolectadas a diferentes latitudes en Alemania, y todas contenian
acidos grasos trans. Ademas, observo que los niveles de estos eran bajos en los aceites obtenidos
por prensado en frio, pero aumentd con el secado de las semillas, presumiblemente por la
destruccion de los hidroperoxidos. Para la Unién Europea, el total admisible de acidos trans nativos
en las semillas oleaginosas secas es de 0.05%, y que estos probablemente se desarrollaron en las

plantas para repeler insectos (Ackman, 1997).
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Para corroborar, identificar y cuantificar los &cidos grasos en los aceites, se empled la
cromatografia de gases, para ello se analizé un estandar con diferentes ésteres metilicos de &cidos

grasos.
En las Figuras 28, 29, 30 y 31 se muestran los cromatogramas del estandar, y el de los

ésteres metilicos de acidos grasos de los aceites de aguacate involucrados en el presente estudio.
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FIGURA 28. Cromatograma obtenido de los ésteres metilicos del estandar.
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FIGURA 29. Cromatograma de los ésteres metilicos de los acidos grasos del aceite de
aguacate extraido con hexano sin calor.
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FIGURA 30. Cromatograma de los ésteres metilicos de los acidos grasos del aceite de
aguacate extraido con hexano con calor.
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FIGURA 31. Cromatograma de los ésteres metilicos de los acidos grasos del aceite de
aguacate extraido por centrifugacion.

En el cromatograma se identificaron los picos de cada éster metilico de acidos grasos que
incluye el estandar, asi como su tiempo de retencion a las condiciones de operacion, a cada pico se
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sucesivamente.

Ademas, se puede observar que existen algunas diferencias en los tiempos de retencion
comparados con los del proveedor, mismas que las cuales podrian deberse a las condiciones locales
de operacion.

Al igual que en el cromatograma del estandar, en los cromatogramas de los aceites problema
cada pico muestra su tiempo de retencién y su identificacion, de acuerdo a los resultados obtenidos
con el estandar. Se identificaron y cuantificaron un total de 9 ésteres metilicos en el aceite extraido
sin calor, 14 ésteres metilicos en el aceite extraido con calor y 12 ésteres metilicos en el aceite
extraido por centrifugacion. La cantidad de los ésteres metilicos de acidos grasos obtenidos, influyé la
seleccién del método de extraccion y la temperatura aplicada en cada tratamiento, como lo reportaron
Ortiz y col., (2003), estos investigadores estudiaron el efecto de diferentes métodos de extraccion
sobre las células que contienen el aceite, los idioblastos, que son de forma redonda y superficie lisa, y
concluyeron que a una temperatura >100 °C estas células se transforma a una forma irregular y
superficie rugosa, lo que afecta la extraccion del aceite y por consiguiente su rendimiento.

En todos los aceites los ésteres metilicos con una mayor concentracion fueron el C16:0 (metil
palmitato), C18:1 (metil oleato) y C18:2 (metil linoleato). Sin embargo, el éster metilico que predominé
fue el C18:1 con un porcentaje de 58.7 para el aceite obtenido por centrifugacion, de 59.1 y 60.6%
para los aceites extraidos con hexano con y sin calor respectivamente.

Comparando estas variaciones con los resultados reportados por Ortiz y col., (2003), quienes
investigaron y analizaron los ésteres metilicos de 4cidos grasos del aceite de aguacate de la variedad
Hass. Estos investigadores extrajeron el aceite de aguacate por calentamiento por microondas (horno
microondas Samsung, 900W, 2.450 MHz, con plato giratorio) hasta llegar a 95 °C en la pulpa,
inmediatamente después, se extrajo el aceite presionando la pulpa de forma manual a través de un
pafio de malla, y concluyeron que el éster metilico que se encuentra en mayor concentracion es el
C18:1 con 60.28%.

En la Tabla 15, se muestran un resumen con los resultados porcentuales de los ésteres

metilicos de acidos grasos (EM-AG) de los diferentes aceites de aguacate.
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TABLA 15. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos de los acidos grasos de los
aceites de aguacate.

Extraido Extraido con | Extraido con
EM-AG por hexano hexano 'Hass
centrifugacion| sin calor con calor

C10:0 | 0.02+0.001 - 0.04+0.002 -
C12:0 1.3+£0.05 - 0.02+0.001 -
C14:0 0.31+0.01 0.01+0.001 0.04+0.001 -
C16:0 17.06x0.2 17.0£1.1 13.7£0.1 15.71
Ci16:1 7.1+0.6 - 8.0+0.2 7.26
C18:0 6.910.4 5.1+0.1 5.540.1 0.72
C18:1t 0.1+£0.01 0.1+0.01 0.1+0.01 0.3
Ci8:1 58.7+£0.2 60.6+£2.1 59.1+0.4 60.28
C18:2t - 1.2+0.1 3.1+0.1 0.04
C18:2 7.3+0.3 10.3+£1.2 9.2+1.1 13.66
C18:3 0.06£0.007 0.1+0.01 0.04£0.001 1.44
C20:0 0.1+£0.02 0.9+0.02 0.17+0.01 -
C20:1 - - 0.17+£0.02 0.21
C20:2 0.48£0.008 - 0.73+£0.01 0.11

(1Ortiz y col., 2003. Método de Microondas-Prensado)

En relacion a los acidos grasos trans, se observa que existe un 0.1% de C18:1t (metil elaidato)
en los tres aceites, lo cual indica que probablemente se encuentre en forma nativa en el aceite. Con
los métodos de extraccién con hexano con y sin calor incrementaron los acidos grasos trans, en un
3.1y 1.2% de C18:2t (metil linoleaidato) respectivamente, observando su ausencia en el aceite
obtenido por centrifugacion. Wolff (1993) realiz6 una comparacion de los isomeros trans del C18:3t
entre los aceites refinados y prensados en frio de soya y canola de diferentes paises (Bélgica, Gran
Bretafia y Alemania). Para los aceites obtenidos por prensado mostraron trazas del C18:3t, y para las
muestras refinadas contenian de 1.0 a 3.3%, semejante al obtenido en nuestro trabajo. En otro
estudio Ortiz y col., (2003), extrajeron aceite de aguacate con diferentes métodos y concluyeron que
el método que generd la menor cantidad de 4cidos grasos trans en el aceite fue con el método que
combina microondas y prensado con 0.33 de C18:1t y 0.04 g/100g de C18:2t, con el método de
centrifugacion se obtuvo una concentracion menor de acidos grasos trans y solo del C18:1t, sin

embargo, con los aceites extraidos con hexano se incrementaron tanto del C18:1t y C18:2t. Por lo
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tanto, los acidos grasos trans se encuentran en forma nativa en la pulpa de aguacate y se

incrementan con el método de extraccion.

5.4 Analisis por espectroscopia de infrarrojo y cromatografia de gases de los aceites de
aguacate tratados con el campo eléctrico

Los espectros obtenidos en el infrarrojo indicados como Aceites 1 y 2 son muy similares, por

tal motivo, en la Figura 32 se presentan los resultados més representativos para los aceites extraidos

por medio de disolvente sin y con calor, y por centrifugacién, y tratados con el campo eléctrico.
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FIGURA 32. Espectros mas representativos de los aceites de aguacate tratados con el campo

eléctrico.
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vegetales. Sin embargo, debido al tema de estudio de nuestro trabajo nos enfocaremos a los dobles
enlaces cis y trans.

En forma general se logré identificar una banda de absorcién a 725 cm™ que fue asociada a
los dobles enlaces cis éste pico es mas intenso comparandolo con la banda caracteristica con los
dobles enlaces trans que corresponde a la frecuencia de 968 cm™, semejante a lo reportado por
diversos investigadores, por ejemplo, Coates (2000), que demostré que la absorbancia en el espectro
a 723 cm™ corresponde a los dobles enlaces cis con un modo de vibracién de balanceo. En otro
trabajo relacionado Guillén y Cabo (1998), indicaron que la absorbancia en la region de 968 cm™ se
localizaron a los dobles enlaces trans con un modo de vibracion de flexién fuera del plano, semejante
a lo que se identificd en los espectros de los aceites de aguacate.

En todas las muestras tratadas con campo eléctrico de los Aceites 1y 2, en los espectros de
la Figura 32 no se identific6 la intensidad correspondiente a los dobles enlaces trans en las
absorbancias de 3025 y 3040 cm™ reportadas por Guillén y Cabo (1998) y Coates (2000)
respectivamente. Sin embargo, en otro estudio cuando se incrementd el tiempo de exposicién con el
campo eléctrico, que se muestra mas adelante, estas absorbancias si fueron localizadas en las
Figuras 33, 34, 35y 36.

Debido a lo anterior, los Aceites 1 y 2 tratados con el campo eléctrico y extraidos por los tres
métodos propuestos, presentaron una ligera intensidad solo en la regiéon de 968 cm™ que esta
relacionada a los dobles enlaces trans, pero esta intensidad es minima en comparacién con la banda
a 725 cm™ que fue mas intensa en todas las muestras, y que corresponde a los dobles enlaces cis.

Para corroborar los resultados obtenidos por FTIR, se analizaron todos los aceites en estudio
por medio de la cromatografia de gases. Los tratamientos con el campo eléctrico se realizaron como
se indic6 en el disefio experimental descrito en la Tabla 11. De acuerdo a lo descrito en Materiales y
Métodos, el aceite de la estrategia 1, -primero extraido luego tratado-, se identific6 como Aceite 1,
mientras que el aceite de la estrategia 2, pulpa tratada luego extraida-, se identific6 como Aceite 2.

En las Tablas 16 y 17 se muestran los resultados de los ésteres metilicos de los acidos
grasos (EM-AG) de los Aceites 1 y 2 tratados con campo eléctrico y extraidos con disolvente sin

calor. Cada aceite se identificd con la misma nomenclatura descrita en el disefio experimental.
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Tabla 16. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido con
disolvente sin calor y tratado con CE (Aceite 1).

EM-AG A B C D Testigo
C14:0 | 0.05+0.004 | 0.06+0.004 | 0.06+0.001 | 0.05+0.005 | 0.01
C16:0 16.1+1.3 18.1+1.4 17.7£1.0 17.5+1.4 11.0
C18:0 7.0+0.06 7.0£0.55 7.1+0.4 7.1+0.6 5.1
C18:1t | 0.1+0.03 0.1+0.02 0.1+0.09 0.1+0.03 0.1
Cci18:1 42.1+3.5 46.0+3.5 43.3+2.6 45.6+3.5 40.6
C18:2t | 0.1+0.03 0.1+0.02 0.4+0.02 0.7+0.03 0.2
c18:2 12.0+1.1 12.6+1.1 13.84+0.8 14.3+1.0 9.3
C18:3 | 0.1+0.09 0.1+0.01 0.1+0.07 0.2+0.01 0.1
C20:0 1.0+0.01 1.1+0.09 1.2+0.1 1.2+0.09 0.9
EM-AG E F G H Testigo
C14:0 | 0.05+0.001 | 0.06+0.001 | 0.06+£0.001 | 0.2+0.04 0.01
C16:0 16.8+1.3 18.5+1.4 | 17.6£0.01 | 13.4+1.3 11.0
C18:.0 6.6+0.5 7.1+0.54 7.1+1.3 5.2+0.5 5.1
C18:1t | 0.1+0.01 0.1+0.03 0.1+0.03 0.1+0.02 0.1
ci18:1 43.3+3.4 46.1+3.5 45.1+3.2 43.6£3.5 40.6
C18:2t | 0.7+0.03 0.7+0.02 0.1+0.04 0.2+0.03 0.2
C18:2 | 12.9+0.04 | 13.4+0.97 | 14.1+1.2 | 10.3+1.09 9.3
C18:3 | 0.1+0.01 0.2+0.01 0.1+0.01 0.2+0.01 0.1
C20:0 1.1+0.09 1.0+£0.08 1.2+0.11 1.0+£0.09 0.9

En la Tabla anterior se observa que todos los tratamientos fueron diferentes (p<0.05) al testigo
en la concentracion de los ésteres metilicos.

Con respecto a la concentracion de los isémeros trans, en el C18:2t los tratamientos C (3
kV/cm, 720 Hz y 10 s), D (3 kV/cm, 720 Hz y 180 s), E (9 kV/icm, 60 Hzy 10 s) y F (9 kv/cm, 60 Hz y
180 s) fueron diferentes (p<0.05) al testigo. Por lo tanto, en el aceite de aguacate extraido con
disolvente sin calor y cuando se expone directamente al campo eléctrico (Aceite 1) no se incrementan

los isébmeros trans, el incremento se debe al método de extraccion como se menciond anteriormente.
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En la Tabla 17 se puede observar los resultados de los ésteres metilicos del aceite de

aguacate expuesto al campo eléctrico (Aceite 2) y extraido con disolvente sin calor.

Tabla 17. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido con

disolvente sin calor y tratado con CE (Aceite 2).

ME-AG A B C D Testigo
C16:0 |19.3+1.4|19.8+1.3 | 19.5+1.4 | 19.2+15| 17.2
C18:0 8.6+0.6 | 10.2+0.7 | 7.8+0.6 | 9.3+0.6 7.1
C18:1t | 0.6+0.04 | 0.4+0.05 | 0.6+0.03 | 0.6+0.05 0.6
C18:1 | 43.8+3.4 | 40.1+3.4 | 45.7+3.5 | 43.2+3.5| 40.4
C18:2t | 0.5+0.02 | 0.6+£0.04 | 0.5+0.04 | 0.4+0.04 0.5
C18:2 | 11.0+0.8 | 12.1+1.0 | 10.3+0.02 | 11.6+0.8 | 10.2
C18:3 | 0.94£0.07 | 0.9+0.01 | 0.8+0.08 | 1.0+0.06 0.9
ME-AG E F G H Testigo
C16:0 |19.1+1.4|19.3+1.5| 19.6+£1.7 | 19.4+15| 17.2
C18:0 | 8.3+0.06 | 8.2+0.08 | 8.1+0.63 | 8.3+0.07 7.1
C18:1t | 0.6+0.04 | 0.5+0.03 | 0.6+0.04 | 0.5+0.05 0.6
Ci8:1 44.8+3.4 | 44.843.1 | 45.0£3.5 | 45.1+3.4 40.4
C18:2t | 0.3+0.04 | 0.3+0.05 | 0.2+0.04 | 0.3+0.04 0.5
C18:2 | 10.8+0.8 | 10.5+0.9 | 10.8+0.3 | 10.7+0.8 | 10.2
C18:3 | 0.9+0.02 | 0.8+0.07 | 0.8+0.07 | 0.9+0.07 0.9

En la cuantificacion de los ésteres metilicos del aceite de aguacate tratado con campo
eléctrico (Aceite 2), extraido con disolvente sin calor, todos los tratamientos fueron diferentes al
testigo (p<0.05).

En la determinacion de los isbmeros trans en el C18:1t el tratamiento B (3 kV/cm, 60 Hz y 180
s) fue diferente (p<0.05) en la concentracion del éster metilico con respecto al testigo. Para el C18:2t,
los tratamientos E (9 kV/cm, 60 Hz 'y 10 s), F (9 kV/cm, 60 Hzy 180 s), G (9 kV/icm, 720 Hzy 10 s) y
H (9 kV/cm, 720 Hz y 180 s) fueron diferentes (p<0.05) al testigo. Sin embargo, la concentracion de
acidos grasos trans no alcanza cantidades importantes, por lo que se pude sefalar que el tratamiento

con CE no incrementa la concentracion de &cidos grasos trans. Por otro lado, el nivel de AGT que
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alcanzan las muestras tratadas estan dentro de los limites permitidos por legislaciones como la del
Ministerio de Sanidad Danés, con un maximo de 1 g/100 g de lipido, o bien la FDA que permite
contenidos menores a 0.5 g/100g.

Comparando los resultados de cromatografia de gases y espectroscopia de infrarrojo se
confirma que la presencia de isébmeros trans se encuentra en minimas concentraciones, por ejemplo,
en la frecuencia de 968 cm™ en el FTIR se identificé esta absorbancia en todas las muestras. Por lo
tanto, el aceite extraido por éste método esta dentro del limite maximo permitido por las normas
internacionales.

Continuando con este andlisis, en la Tabla 18 se muestra los resultados de los aceites de

aguacate tratados con campo eléctrico (Aceites 1) y extraidos con hexano con calor.

Tabla 18. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido con

disolvente con calor y tratado con CE (Aceite 1).

EM-AG A B C D Testigo
C16:0 | 19.07+1.5| 19.14+1.5 | 19.0+1.4 | 19.0+1.4 | 19.0
C18:0 7.910.6 7.3+0.6 | 8.1+0.6 | 8.3+0.6 6.2
C18:1t | 0.54+0.04 | 0.59+0.03 | 0.5+0.04 | 0.3£0.04 0.1
C18:1 | 43.7+43.3 | 43.7+3.4 | 43.3t3.4 | 43.6£3.3 | 40.6
C18:2t | 4.6+0.3 3.840.3 | 4.7+0.3 | 4.0+0.4 3.5
C18:2 | 12.9+41.0 | 12.2+0.2 | 13.0+1.0 | 13.1+1.0 | 12.0
C18:3 | 1.2+0.09 | 1.2+0.1 | 1.2+0.1 | 1.2+0.09 0.6
C20:0 - - - - -

EM-AG E F G H Testigo
C16:0 19.4+1.5 | 19.4+1.5 | 19.1+1.4 | 18.5£1.5 19.0
C18:0 7.4+0.6 7.2+0.6 | 8.0+0.5 | 8.1+0.1 6.2
C18:1t | 0.4+0.03 | 0.4+0.04 | 0.3+0.03 | 0.5+0.06 0.1
C18:1 | 45.7+3.5 | 44.6+3.6 | 46.2+3.6 | 45.4+3.4 | 40.6
Ci18:2t | 3.4+0.2 3.5+0.3 | 4.4+0.3 | 4.6+0.4 3.5
C18:2 | 12.2+0.9 | 11.9+0.9 | 13.0+0.9 | 13.5+1.0 | 12.0
C18:3 | 1.2+0.09 | 1.2+0.08 | 1.2+0.06 | 1.3+0.09 0.6
C20:0 | 1.1+0.08 | 1.04+0.01 - - -
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En la cuantificacion de los ésteres metilicos del aceite de aguacate tratado con campo
eléctrico (Aceite 1), extraido con disolvente con calor se encontrd que los tratamientos C (3 kV/cm,
720 Hz y 10 s), D (3 kV/cm, 720 Hz y 180 s), G (9 kV/cm, 720 Hz y 10 s) y H (9 kV/cm, 720 Hz y 180
s) fueron diferentes (p<0.05) en la concentracion de los ésteres metilicos respecto al testigo.

En el andlisis de los isbmeros trans del C18:1t todos los tratamientos fueron diferentes al
testigo (p<0.05). Para el C18:2t, los tratamientos A, C, D, G y H fueron diferentes (p<0.05).Por lo
anterior, las condiciones experimentales del campo eléctrico no afecta la formacién de isémeros
trans, pero si las condiciones del método de extraccién 60 °C durante 4 h.

En la Tabla 19 se presentan los resultados de los ésteres metilicos del aceite de aguacate

tratado con campo eléctrico (Aceite 2) y extraido con disolvente con calor.

Tabla 19. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido con

disolvente con calor y tratado con CE (Aceite 2).

EM-AG A B C D Testigo
C14:0 | 0.05+0.004 | 0.02+0.002 - - -
C16:0 | 20.1+1.3 19.8+1.4 20.0£1.5 18.8+1.5 19.1
C18:.0 9.3+0.7 10.2+0.7 9.3+0.8 9.2+0.7 6.3
C18:1t | 0.27+0.03 | 0.47+0.04 | 0.3+0.01 | 0.18+0.06 0.1
C18:1 | 33.6+2.6 40.1+3.3 41.4+3.3 39.6 £3.2 40.2
C18:2t | 4.43+0.4 6.2+0.2 4.1+0.2 3.3+0.3 3.1
C18:2 | 12.194+0.8 | 12.1+0.9 10.6+0.7 12.2+0.2 11.0
C18:3 | 0.13+0.06 | 0.97+0.07 | 0.13+0.04 1.240.8 0.1
EM-AG E F G H Testigo
C14.0 - 0.2+0.001 | 0.01+0.002 | 0.05+0.004 -
C16:0 20.9£1.6 19.9+1.5 17.2+1.5 19.5+1.6 19.1
C18:.0 10.6£1.3 9.6+0.8 8.9+0.7 10.0+0.7 6.3
C18:1t | 0.8+0.01 | 0.53+0.03 | 0.36+0.04 | 0.16+0.02 0.1
C18:1 | 45.8+1.4 | 43.1+03.1 | 42.3+3.0 43.0+3.2 40.2
C18:2t 2.0+0.1 6.1+0.5 4.7+0.4 2.2+0.3 3.1
C18:2 16.1+0.2 11.9+0.9 10.9+0.8 12.2+0.9 11.0
C18:3 1.0+£0.1 1.0+£0.07 0.8+0.01 | 0.13+0.01 0.1
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Se puede observar en la Tabla anterior que en el Aceite 2, del aceite de aguacate tratado con
campo eléctrico todos los tratamientos fueron diferentes con respecto en la cuantificacion de los
ésteres metilicos con respecto al testigo (p<0.05).

En el andlisis de los isomeros trans para el C18:1t los tratamientos B (3 kV/cm, 60 Hz y 180 s),
C (3 kV/cm, 720 Hz y 10 s), E (9 kvV/icm, 60 Hz y 10 s), F (9 kV/icm, 60 Hz y 180 s) y G (9 kV/cm, 720
Hz y 10 s) fueron diferentes respecto al testigo (p<0.05). Mientras que para el C18:2t, los tratamientos
B (3 kv/icm, 60 Hzy 180 s) y F (9 kV/icm, 60 Hz y 180 s) fueron diferentes (p<0.05). Bajo estas
condiciones de extraccién del aceite de aguacate, hay un incremento del 6% de aceite con un voltaje,
frecuencia y tiempo bajo. Por otra parte, no hay incremento de los isbmeros trans.

En la Tabla 20 se presentan los resultados de los ésteres metilicos del aceite de aguacate

tratado con campo eléctrico (Aceite 1) y extraido por centrifugacion.

Tabla 20. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido por
el método de centrifugacion y tratado con CE (Aceite 1).

EM-AG A B C D Testigo
C14.0 0.02+0.007 | 0.02+0.005 | 0.02+0.002 | 0.02+0.009 | 0.13
C16:0 16.0+£0.3 16.3+0.18 17.0+£0.3 17.0+£0.11 17.0
Cil6:1 7.1+£0.2 7.07£0.9 7.01+£0.8 7.04+£0.1 7.01
C18:0 6.1+£0.5 6.7£0.3 6.4+0.1 7.1+£0.2 6.9
C18:1t 0.02£0.003 | 0.01+0.002 | 0.07+0.003 | 0.06+0.008 0.1
Ci8:1 57.0£0.1 57.21+0.1 58.1+0.44 57.0£0.1 58.7
Cc18:2t 0.1+0.006 | 0.05+0.001 | 0.1+0.002 - -
C18:2 8.4+0.1 9.0+£0.1 9.0+£0.16 11.0+£0.11 7.3
C18:3 0.940.001 | 0.3+0.008 | 0.9+0.005 | 0.1+0.007 0.06
C20:0 1.0+0.06 0.1+£0.007 1.1+0.07 0.4+£0.002 0.16
C20:1 0.3+0.004 | 0.5+0.001 | 0.7+0.005 | 0.6+0.007 0.05
C21:.0 0.7£0.003 - 0.4£0.002 | 0.2+0.001 -
C20:2 0.4+0.001 - 0.1+£0.001 | 0.10%0.013 -
C24:0 0.2+0.004 - - 0.4+£0.007 -
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Tabla 20. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido por
el método de centrifugacion y tratado con CE (Aceite 1).

EM-AG E F G H Testigo
C14.0 0.14+0.01 | 0.01+0.008 | 0.07+0.004 | 0.02+0.003 | 0.13
C16:0 17.3+0.13 | 16.6+0.16 | 17.0£3.09 | 17.0+0.6 17.0
Ci6:1 7.0610.1 7.02+0.3 7.02+0.1 7.01+0.1 7.01
C18:0 6.0+0.11 7.0+0.12 7.0+0.27 6.3+1.03 6.9
C18:1t 0.01+0.002 | 0.01+0.002 | 0.08+0.003 | 0.07+0.003 0.1
ci8:1 59.0+0.5 55.2+1.8 58.4+1.4 56.0+2.5 58.7
C18:2t 0.03+0.004 | 0.07+0.001 - 0.09+0.001 -
Cc18:2 8.4+0.3 9.0+0.8 10.243.1 8.3+0.5 7.3
ci18:3 0.11+0.002 | 0.10+0.001 | 0.01+0.001 | 0.9+0.005 0.06
C20:0 0.13+0.001 | 1.0+0.07 | 0.3+0.002 | 0.95+0.007 | 0.16
C20:1 1.30+0.08 | 0.7+0.001 | 0.9+0.001 | 0.9+0.001 0.05
C21:.0 0.6+0.005 | 0.8+0.002 | 0.4+0.001 | 0.4+0.001 -
C20:2 0.3+0.001 | 0.3+0.005 - 0.2+0.005 -
C24.0 0.1+0.008 | 0.1+0.001 - - -

Los tratamientos del Aceite 1 de los ésteres metilicos del aceite de aguacate tratado con el
campo eléctrico, extraido por el método de centrifugacion, mostraron diferencia significativa (p<0.05)
en la cantidad de cada uno de los ésteres metilicos extraidos por éste método en comparacion con el
testigo.

Con respecto a los isémeros trans, el C18:1t y C18:2t todos los tratamientos maostraron
diferencia significativa (p<0.05) con el testigo.

Para los ésteres metilicos C21:0 (metil heneicosanoato), C20:2 (metil eicosadienoato) y C24:0
(metil lignocerato) fueron diferentes entre ellos (p<0.05), excepto el C14:0 (metil miristato) del
tratamiento E que no fue diferente al testigo (p>0.05). Por lo tanto, las condiciones aplicadas por el
campo eléctrico no incrementan los isémeros trans.

En la Tabla 21 se presentan los resultados de los ésteres metilicos del aceite de aguacate

tratado con campo eléctrico (Aceite 2) y extraido por centrifugacion.
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el método de centrifugacion y tratado con CE (Aceite 2).

S (kP

EM-AG A B C D Testigo
C14:0 | 0.01+0.001 | 0.01+0.001 | 0.02+0.001 | 0.02+0.002 | 0.11
C16:0 19.0+0.2 19.1+0.3 19.5+0.2 19.1+0.2 19.2
Ci16:1 6.0+0.2 3.04+0.6 | 2.03+0.04 | 2.04+0.1 6.2
C18:.0 9.5+0.5 8.6+0.3 9.0+0.5 10.0+0.9 7.1
C18:1t | 0.01+0.001 | 0.02+0.005 - - 0.1
ci18:1 60.0+0.2 66.1+0.1 65.6+0.3 65.0+0.4 58.7
C18:2t | 0.07+0.001 | 0.01+0.001 | 0.1+0.002 | 0.1+0.05 -
c18:2 4.2+0.3 2.14+0.6 3.41+0.1 3.11+0.8 7.1
C18:3 0.5+0.001 | 0.43+0.008 | 0.3+0.004 | 0.5+0.001 0.08
C20:0 0.1+0.006 | 0.4+0.003 | 0.1+0.006 | 0.1+0.001 0.06
C20:1 0.7+0.001 | 0.2+0.001 | 0.1+0.001 | 0.3+0.002 0.01
C21.0 0.2+0.009 | 0.1+0.003 | 0.5+0.003 | 0.1+0.001 -
C20:2 0.6+0.001 | 0.2+0.007 | 0.2+0.001 | 0.1+0.002 -
C24:0 | 0.10+£0.001 | 0.8+0.003 | 0.8+0.002 | 0.1+0.004 -
EM-AG E F G H Testigo
C14:0 | 0.02+0.009 | 0.01+0.001 | 0.01+0.001 | 0.01+0.003 | 0.11
C16:0 18.5+0.5 18.0+0.5 19.0+0.2 19.3+0.3 19.2
Ci16:1 5.09+0.1 5.114+0.3 3.0410.1 3.0410.1 6.2
C18:.0 8.7+0.3 8.4+0.3 9.0+0.1 8.7+0.1 7.1
C18:1t | 0.01+0.001 | 0.09+0.002 | 0.04+0.007 - 0.1
ci18:1 66.8+0.1 66.3+0.2 57.240.2 61.0+0.2 58.7
C18:2t | 0.06+0.002 | 0.03+0.009 | 0.02+0.002 | 0.1+0.002 -
C18:2 7.0+0.3 6.11+0.2 2.4+0.6 2.40+0.1 7.1
c18:3 0.7+0.001 | 0.1+0.001 | 0.3+0.002 | 0.4+0.006 0.08
C20:0 0.9+0.001 | 0.4+0.004 | 0.1+0.006 | 0.2+0.004 0.06
C20:1 0.7+0.001 | 0.6+0.001 | 0.1+0.004 | 0.1+0.001 0.01
C21.0 0.2+0.001 | 0.1+0.004 | 0.2+0.001 | 0.2+0.002 -
C20:2 0.5+0.006 | 0.1+0.001 | 0.2+0.006 | 0.8+0.004 -
C24.0 0.1+0.002 | 0.1+0.002 | 0.9+0.003 - -

Nl:g

-

Tabla 21. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate extraido por
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Los tratamientos del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico (Aceite 2), fueron
diferentes en la extraccion del aceite en comparacion con el testigo (p<0.05). En el analisis del C18:1t
y C18:2t, todos los tratamientos presentaron una diferencia significativa (p<0.05) con respecto al
testigo. Por lo anterior, el campo eléctrico, incrementa el rendimiento en la extraccion del aceite de
aguacate bajo las condiciones propuestas en éste trabajo. Ademas, no se genera la formaciéon de
isbmeros trans. Por lo tanto, los aceites obtenidos por centrifugacion y tratados con campo eléctrico,
estan dentro del parametro de acuerdo a la FDA con un maximo de 0.5 g/100g, y como lo establecen

el Ministerio de Sanidad Danés, con un maximo de 1 g/100 g de lipido.

5.5 Efecto del tiempo de tratamiento con el campo eléctrico sobre el aceite de aguacate
evaluado por espectroscopia de infrarrojo y cromatografia de gases

Como se comentd en la metodologia, para analizar con mas detalle el efecto del campo
eléctrico, el aceite de aguacate extraido por centrifugacion se traté a 5y 9 kV/cm, durante 5, 10, 15,
20 y 25 minutos de exposicion al campo eléctrico. Los resultados de FTIR y cromatografia de gases,
se presentan a continuacion. En la Figura 33 se muestran los espectros del aceite a un voltaje 5

kV/cm, a diferente tiempo.
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FIGURA 33. Espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico a 5 kV/cm.

Las muestras de aceite analizadas por FTIR, todos los espectros obtenidos mostraron una
intensidad a 968 cm™ por la presencia de los dobles enlaces trans, semejante a los espectros de la
Figura 27. Ademas, se identifico otra intensidad a 3040 cm™ relacionada con los dobles enlaces
trans, sin embargo, este pico lo presenta el aceite usado como testigo, que no tuvo tratamiento,
aproximadamente con la misma intensidad. Para corroborar lo anterior, se analizaron estos
resultados por cromatografia de gases. En la Tabla 22 se muestran estos resultados con 5 kV/cm a

diferente tiempo de exposicién al campo eléctrico.
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Tabla 22. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate a 5 kV/cm.

EM-AG 5 10 15 20 25 Testigo
C14:0 | 0.8+0.02 | 0.9+0.03 | 0.4+0.03 | 0.6+0.01 | 0.2+0.01 0.1
C16:0 | 12.2+0.3 | 16.5+0.6 | 16.9+0.1 | 16.9+0.1 | 17.1+1.2 17.1
C18:0 9.3+0.8 | 8.8+0.3 | 8.9+0.7 | 8.9+0.5 | 7.4+0.6 7.5
C18:1t | 0.2+0.03 | 0.2+0.01 | 0.2+0.02 | 0.2+0.06 | 0.2+0.05 0.1
C18:1 | 45.5+1.0 | 45.4+1.5 | 45.0+1.1 | 45.2+1.3 | 45.7¥1.3 | 42.9
C18:2t | 0.4+0.02 | 0.5+0.01 | 0.5+0.03 | 0.5+0.02 | 0.5+0.03 0.3
C18:2 | 11.1+0.8 | 12.3+0.4 | 12.0+0.2 | 12.2+0.5 | 10.9+0.5 10.9
C18:3 | 0.7+0.01 | 1.2+0.1 | 0.1+0.09 | 1.2+0.07 | 0.4+0.07 0.1
C20:0 1.2+0.1 - 1.1+0.1 - 0.1+0.06 0.9

Los ésteres metilicos del aceite de aguacate a 5 kV/cm fueron diferentes entre ellos y al
testigo (p<0.05).

Con respecto al C18:1t no presentd diferencia significativa al testigo (p>0.05). Para el C18:2t
los tratamientos a 10, 15, 20 y 25 min., fueron diferentes al testigo (p<0.05). Por lo tanto, el efecto del
campo eléctrico en estas condiciones experimentales, afecta ligeramente a los dobles enlaces del
C18:2.

En la Figura 34 se muestran los espectros del aceite de aguacate a un voltaje de 9 kV/cm
durante 5, 10, 15, 20 y 25 minutos.
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FIGURA 34. Espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico a 9 kV/cm.

En la Figura 34 se observan los espectros de FTIR a 9 kV/icm a diferente tiempo de
exposicion con campo eléctrico, en donde se identificaron intensidades semejantes con los espectros
de los tratamientos a 5 kV/cm que corresponde a los dobles enlaces trans a la frecuencia 3040 cm™,
ésta intensidad se observo en el aceite usado como testigo. Para confirmar lo anterior, se analizaron
las mismas muestras por cromatografia de gases. En la Tabla 23 se observan los resultados de los

ésteres metilicos del aceite de aguacate a 9 kV/cm durante 5, 10, 15, 20, y 25 minutos.
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Tabla 23. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos del aceite de aguacate a 9 kV/cm.

ME-AG 5 10 15 20 25 Testigo
C14:0 0.2+0.01 1.2+0.1 1.9+0.05 1.9+0.1 1.0+0.1 1.3
C16:0 17.0+0.2 | 16.7+0.6 | 16.7+0.9 | 16.9+0.3 | 16.9+0.1 15.9
C18:0 7.9+0.8 8.9+0.5 8.6+0.3 8.7+0.1 8.5+0.5 8.6
C18:1t | 0.35+0.01 | 0.36+0.03 | 0.37+0.03 | 0.35+0.04 | 0.35+0.06 | 0.30
Ci8:1 44.2+0.7 | 44.6+x0.3 | 43.8+0.5 | 44.5+0.7 | 44.8+0.3 42.6
C18:2t | 0.41+0.01 | 0.54+0.05 | 0.55+0.06 | 0.57+0.08 | 0.58+0.05 | 0.40
C18:2 11.7+0.9 | 12.1+0.7 | 12.0+0.2 | 11.9+0.2 | 11.9+0.7 12.0
C18:3 1.0+0.1 1.2+0.1 1.1+0.1 1.1+0.02 1.1+0.1 1.2

Los resultados de los ésteres metilicos del aceite de aguacate con un voltaje de 9 kV/cm,
todos los tratamientos presentaron diferencia significativa entre ellos y con el testigo (p<0.05).

En la cuantificacion del isbmero C18:1t todos los tratamientos no presentaron diferencia con el
testigo (p>0.05). Para el C18:2t los tratamientos a 10, 15, 20 y 25 min., fueron diferentes al testigo
(p<0.05). Por lo anterior, se puede decir que con un voltaje y un tiempo alto influye en el incremento
de los isdmeros trans del tipo C18:2t. Por otro lado, Zulueta y col., (2007) estudiaron el efecto del
campo eléctrico pulsado de alta intensidad a dos voltajes 35 y 40 kV/cm durante 40 a 180 ms sobre el
perfil de acidos grasos de una bebida de jugo de naranja, adicionado con leche enriquecida con
C18:1 y C18:3, y concluyeron que los cambios no fueron significativos en el contenido de acidos
grasos saturados, mono-insaturados y poli-insaturados, y que ésta tecnologia puede ser propuesta
como un método alternativo de conservacion, debido a los cambios minimos desde el punto de vista

nutricional.
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5.6 Efecto del campo eléctrico sobre los aceites de aguacate y oliva, evaluado por
espectroscopia de infrarrojo y cromatografia de gases

Dado la semejante composicion del aceite de olivo con el aceite de aguacate se realiz6 este
estudio aplicando un campo eléctrico a ambos aceites, tal como se describié anteriormente. En las
Figuras 35 y 36 se muestran los espectros de los aceites de aguacate (AA) y Oliva (AO) ambos

aceites tratados con campo eléctrico con un voltaje de 5y 9 kV/cm a diferente tiempo.
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FIGURA 35. Espectros de los aceites de aguacate (AA) y oliva (AO) a 5 kV/cm.
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En la Figura 35 se identific6 una intensidad relacionada a los dobles enlaces trans en la
region de 3040 cm™, tal como lo report6 Coates (2000).

En la Figura 36 se muestra la ampliacién de los espectros de los aceites de aguacate y oliva.
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FIGURA 36. Espectros de los aceites de aguacate y oliva tratados a 9 kV/cm.

Con el incremento del voltaje a 9 kV/cm en los espectros de los aceites de aguacate y oliva se
identific6 a los dobles enlaces trans, semejante con la exposicion de 5 kV/cm en todos los

tratamientos a diferente tiempo.

En la Tabla 24 se muestran los resultados de los ésteres metilicos de los aceites de aguacate

y oliva a dos voltajes y tiempo de exposicion al campo eléctrico.
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Tabla 24. Resultados porcentuales de los ésteres metilicos de los aceites de aguacate (AA) y
oliva (AO) a un voltaje 5y 9 kV/cm* durante 52 y 25° minutos.

EM-AG | AA (5%a) | AO (5*a) | AA (5*-b) | AO (5*-h)
C14:0 | 0.02+0.001 | 0.01+0.001 | 0.03+0.005 | 0.5+0.001
C16:0 | 18.0+0.3 | 11.3+0.3 | 17.9+0.6 | 12.0+0.3
c16:1 - 0.04+0.001 - 0.1+0.01
C18:.0 | 7.6£0.3 | 0.8+0.05 | 8.2+0.2 | 1.4+0.03
C18:1t | 0.23+0.02 | 2.6£0.2 | 0.3+0.02 | 2.0+0.06
C18:1 | 53.0+0.3 | 64.1x0.4 | 52.620.1 | 64.5:0.3
C18:2t - - - -

C18:2 | 9.1+0.3 9.3t0.6 | 10.2+0.5 | 12.1#0.1
C18:3 | 0.09+0.002 | 0.42+0.003 | 0.13+0.01 | 0.16+0.003
C20:0 | 0.14+0.05 |0.22+0.001 | 0.8+0.01 | 0.68+0.004
C20:1 | 0.7+0.01 | 0.4+0.003 - -

C21:0 - 0.1+0.002 - -

C20:2 - 0.4+0.001 - -

EM-AG | AA (9%a) | AO (9*a) | AA (9*-b) | AO (9*-b)
C14:0 | 0.04+0.009 | 0.02+0.003 | 0.03+0.005 | 0.08+0.001
C16:0 | 18.4+05 | 11.2+0.8 | 17.4+0.3 | 11.9+0.1
C16:1 - 0.04+0.007 - 0.09+0.002
C18:0 | 8.2+05 | 1.1+0.08 | 8.6:0.1 | 1.3+0.05
C18:1t | 0.3+t0.07 | 2.0+0.01 | 0.4+0.06 | 2.8+0.07
C18:1 | 52.9+0.1 | 66.7t0.4 | 53.1+0.4 | 60.8+0.3
C18:2t | 4.6:0.2 | 4.6:0.07 | 4.3:0.2 4.4+0.2
C18:2 | 10.5+0.6 | 10.4+0.1 | 11.2+0.4 | 10.7+0.5
C18:3 | 0.87+0.01 | 0.36+0.004 | 0.9+0.07 | 0.19+0.004
C20:0 - 0.20+0.001 - 0.49+0.001
C20:1 - 0.56+0.002 - 0.47+0.003
C21:0 - 0.1+0.003 - -

C20:2 - 0.4+0.001 - -
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En los tratamientos del aceite de aguacate y oliva a dos voltajes y diferente tiempo
presentaron diferencia entre ellos (p<0.05). En los ésteres metilicos trans en ambos aceites para el
C18:1t y C18:2t no fueron diferentes significativamente entre ellos (p>0.05). Por lo tanto, el voltaje y el
tiempo influyen en la generacion de &cidos grasos trans bajo estas condiciones experimentales. Sin
embargo, la aplicacion del campo eléctrico sigue siendo una opcion importante como método
alternativo para la conservacion de la pulpa de aguacate, ya que el tiempo aplicado en los anteriores

aceites no corresponde a las condiciones ideales de conservacion.
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5.7 Analisis quimico y por medio de espectroscopia de infrarrojo del efecto del campo eléctrico
y el tiempo de almacenamiento sobre el aceite de aguacate

En la Figura 37 se muestran los espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico
a3 kVicm, 60 Hzy 10 s, y analizado durante 4, 13, 28, 90 y 365 dias (Aceites 1y 2).
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FIGURA 37. Espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico A) 3 kV/icm, 60 Hz y
10 s.delos Aceites 1y 2.



Estudio del efecto del campo eléctrico sobre laisomeria de los 4cidos grasos del aguacate

Se observé en los espectros de los aceites de aguacate, al analizar la region por debajo de los
1000 cm™, que todos los espectros muestran la presencia del pico asociado a la forma cis a 725 cm™
y un pico en el centro asociado a la forma trans a 968 cm™ con una menor intensidad. En la regién de
3000 a 3150 cm™ de los espectros mencionados, se identificd el pico alrededor de los 3040 cm™ en
los Aceites 1 y 2, el cual se asocia a la vibracion de estiramiento del enlace en posicion trans
presente en el aceite de aguacate. En la Figura 38 se muestran los espectros del aceite de aguacate

tratado con campo eléctrico a 9 kV/cm, 720 Hz y 180 s.
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Z 4
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Cis ¥\__ﬁ__
v Trans Trans
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FIGURA 38. Espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico B) 9 kV/cm, 720 Hz
y 180 s. de los Aceites 1y 2.
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En la Figura 38 se identific6 una banda de absorcion a 725 cm™ asociada a los dobles
enlaces cis, éste pico es mas intenso que el de 968 y 3040 cm™ relacionado con los dobles enlaces
trans, semejante a los espectros de la Figura 32 de los Aceites 1 y 2, se puede decir que conforme
transcurrié el tiempo de almacenamiento del aceite de aguacate presentd un incremento en la
intensidad.

En los espectros de las Figuras 37 y 38 en la regién de 1743-1750 cm™ se observa un pico
indicativo del grupo funcional carboxilo con un modo de vibracion de estiramiento (Coates, 2000). En
este pico se pudo observar un desplazamiento hacia frecuencias mas altas y un incremento de
intensidad, después de un periodo de almacenamiento de 90 dias. Yue y col., (2008) estudiaron el
deterioro de los triacilglicéridos en los aceites de oliva virgen y observaron un increment6 en la
intensidad en 1726-1748 cm™ en la regién del grupo funcional carboxilo debido a la formacién de los
acidos grasos libres. Por lo cual, el desplazamiento y el incremento en la intensidad se asocia al
deterioro de los triacilglicéridos por efectos del almacenamiento del aceite y por la falta de
conservadores en el mismo.

En los aceites estudiados de las Figuras 37 y 38 se identificé la banda asociada a los dobles
enlaces trans en la region de 3040-3060 cm™ con campo eléctrico en los tratamientos A (3 kV/cm, 60
Hz y 10 s) y B (9 kV/cm, 720 Hz y 180 s) en los Aceites 1 y 2, se puede observar en ambos
tratamientos que no se incrementa la intensidad.

De los resultados de las Figuras 37 y 38, podemos afirmar que con el tratamiento con campo
eléctrico en el aceite de aguacate extraido por el método de centrifugacion, la generacion de acidos
grasos trans es minima en comparacion con la frecuencia a 725 cm™ que corresponde a los dobles
enlaces cis, y esta inhibiciobn se mantiene por periodos de al menos un afio de almacenamiento.

A continuacion se muestran los resultados de los indices quimicos del aceite de aguacate
tratado con campo eléctrico y almacenado durante un afio. En la Tabla 25 se presentan estos

resultados.
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TABLA 25. Propiedades quimicas del aceite de aguacate.

indice C CA INMX
1A 0.75+0.05 | 0.84+0.001| 1.5
IP 2.46+0.03 | 152+0.30 | 10
Y 86.67+2.14 | 80.2+1.45 | 90

IA: indice de acidez, expresado como porcentaje de acido oleico.
IP: indice de peroxido (Megkg™).
IY: indice de yodo (analisis mediante el reactivo de Wijs).

C: Aceite de Aguacate extraido por centrifugacion, (dia cero).
CA: Aceite de Aguacate extraido por centrifugacion,
tratado con campo eléctrico y almacenado durante un afio.
NMX Norma Mexicana (SECOFI, 2008).

En el indice de acidez del aceite de aguacate almacenado por un afio y tratado al campo
eléctrico (CA), presenté un incremento minimo, comparandolo con el aceite de aguacate sin
tratamiento (dia cero) y con el pardmetro reportado por la Norma Mexicana. Por lo tanto, los aceites
presentan un minimo de acidos grasos libres.

Con los analisis realizados con Infrarrojo, por ejemplo, en las Figuras 37 y 38 en la regién de
1743-1750 cm™ relacionada al grupo funcional carboxilo del éster de los triacilglicéridos podemos
corroborar lo anterior, con un desplazamiento de los espectros hacia altas frecuencias como se
menciond, y un ligero incremento de intensidad.

En el analisis del indice de peréxido, en el aceite de aguacate tratado (CA) presenté un
incremento en la oxidacion de los acidos grasos, en relacion con el aceite de aguacate sin
tratamiento. Al comparar los resultados con la Norma Mexicana, se puede observar que estos valores
se encuentran por encima del parametro permitido.

Si analizamos estos resultados con los obtenidos en los espectros de FTIR podemos
confirmar lo anterior, en la Figura 39 se observan tres de los principales espectros que son los del dia
cero, 90 dias y 365 dias.
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FIGURA 39. Espectros del aceite de aguacate tratado con campo eléctrico.

En la Figura 39 se puede observar que los tres aceites presentaron una banda en la regién de
3474 cm™ relacionada al grupo funcional carboxilo. Todos los aceites almacenados presentaron una
banda en esa region. En un estudio realizado por Guillén y Cabo (2000) con FTIR en un aceite de
girasol sometido a oxidacion a 70 °C con aireacién, observaron que a medida que aumenta el grado
de oxidacion del aceite, la banda cerca de 3471 cm™ se ensancha e intensifica. Esto se debe a la
superposicion de las bandas originales con nuevas absorciones causadas por los hidroperéxidos
generados en el proceso de oxidacién. Por lo tanto, el aceite de aguacate tratado con campo eléctrico
y almacenado durante un afio presenta una oxidacién de sus acidos grasos, debido probablemente a
las condiciones de almacenamiento y a la falta de antioxidantes.

En los resultados del indice de yodo, ambos aceites estan dentro del valor permitido por la

Norma Mexicana (SECOFI, 2008). Por lo tanto, los aceites de aguacate presentan &cidos grasos
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insaturados semejantes a los reportados para el aceite de oliva virgen con un indice de yodo de 75-94
(CODEX, 1981).

Analizando éste pardmetro con FITR podemos corroborar éste resultado, por ejemplo, en las
regiones de 725 y 1654 cm™ relacionadas con los dobles enlaces cis, se pudo observar que no hay
una diferencia significativa en la intensidad de la banda (Figuras 37 y 38). Algunos autores reportan
que en la region de 3006-3010 cm™ se puede apreciar y asegurar el cambio espectral de los dobles
enlaces cis, en la Figura 40 se puede observar esta region en particular.
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FIGURA 40. Espectros del aceite de aguacate (2400-3400 cm™).

En la Figura 40 en la region de 3006 cm™ no se observaron cambios en la intensidad de los
espectros analizados. Xin-an y col., (2010), investigaron el efecto del campo eléctrico pulsado en el
aceite de cacahuate y determinaron que durante el periodo de almacenamiento, las diferencias entre

los indices quimicos de las muestras tratadas con el campo eléctrico fueron inferiores a las del aceite
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sin tratamiento, lo que implica que el tratamiento con campo eléctrico pudo disminuir la velocidad de
la reaccion de oxidacion de los lipidos extendiendo su vida util. Por lo tanto, el aceite de aguacate
tratado con campo eléctrico y almacenado durante un afio, conservd en su mayoria a sus acidos
grasos insaturados de acuerdo con los resultados de los indices quimicos y la espectroscopia de
FTIR.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

Con los resultados del presente trabajo se puede concluir primeramente, que el mejor método
de extraccién es por centrifugacion debido a que el aceite de aguacate mantuvo su color verde
caracteristico, no se necesita un disolvente para extraerlo y no se oxidan significativamente los acidos
grasos insaturados de acuerdo con los analisis quimicos realizados. Ademas, con la cromatografia de
gases y espectroscopia de infrarrojo se confirma que la presencia de isébmeros trans se encuentra en
minimas concentraciones y por lo tanto, el aceite esta dentro del limite maximo permitido por las
normas internacionales.

Los aceites de aguacate extraidos por los tres métodos propuestos, tratados con campo
eléctrico (Aceites 1 y 2) y analizados con cromatografia de gases y espectroscopia de infrarrojo, se
logr6 demostrar que la aplicacién del campo eléctrico bajo las condiciones propuestas para la
inactivacion de la enzima polifenoloxidasa, puede ser una alternativa como método de conservacion
de la pulpa de aguacate, debido a que no se generan significativamente los isbmeros trans en los
Aceites 1y 2, si influye los métodos y las condiciones de extracciéon del aceite.

Con el incremento del voltaje y tiempo, se cuantific6 un aumento en el rendimiento de aceite,
sin embargo, con este aumento se genero ligeramente la formacion de isébmeros trans en los Aceites
ly?2.

Con los andlisis instrumentales realizados en los aceites de aguacate y oliva tratados con
campo eléctrico se demostr6 que ambos aceites presentan una semejanza en la composicion de
acidos grasos. También se determin6 que el voltaje, frecuencia y el tiempo influyen en la generacion
de acidos grasos trans bajo las condiciones experimentales propuestas. Sin embargo, la aplicacion
del campo eléctrico sigue siendo una opcién importante como método alternativo para la
conservacion de la pulpa de aguacate, ya que el tiempo de tratamiento no corresponde a la realidad,

es decir, en este estudio se sobreexpuso el aceite al campo eléctrico.
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La cromatografia de gases y la espectroscopia de FTIR son técnicas para determinar a los
dobles enlaces cis y trans en los aceites, ya que los resultados presentados son cualitativos y
cuantitativos, y ayudan a estimar la composicion de varios grupos funcionales de acidos grasos.

Por todo lo anterior, en éste trabajo se ha demostrado que el campo eléctrico puede ser una
alternativa para la conservacion de la pulpa de aguacate, ya que el método de conservacion se
realiza sin incremento de calor en la pulpa de aguacate manteniendo su calidad general y en otros

compuestos de interés como son los acidos grasos insaturados del aceite de aguacate.
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Abstract: Edible oils are obtained by two procedures: by pressing the fruit and with organic solvents. However. there are reports that
indicate that the use of solvents affect the quality of the fatty acids inducing the formation of frans isomers, which are banned in many
countries because these consumed 1n large quantities are cause of cardiovascular diseases and increase the cholesterel. The purpose of
this work is to apply FTIR to smdy the rrans farty acids in the avocado oils of the varieties Hass, Fuerte and Criollo extracted by
centrifugation (AHC. AFC and ACC, respectively) and with hexane (AHH, ACH and ATH. respectively). The Infrared spectra were
obtained with Fourier Transform Infrared (FTIR) in the mid region (4000-600 cm'l). The AHC, AFC and ACC Oils IR spectra show a
very intensity band at the frequency 723 em™, which corresponds to the functional group cis with a bending wibration mode. For the
AFH the rrans funcrional group was identified in the band sited atr 968 em™ with a strong intensity. The centrifuge method is an
alternative for obtaining avocado oil, because the degradation of the fatty acids is minimum and the green celor is maintained.

Key words: Avocado oil, infrared spectroscopy, frans fatty acids.

1. Introduction

The Mexican avocado 15 a fiut recogmzed
world-wide level due to the mgh quality of 1ts nutrients

[1]. The main problem of the producers 1s the short

time of maturation and oxidation that presents this fiuat,

because of it has been demonstrated that the wisual
appearance a product is the first impact that takes the
consumer to acquire it [2].

The avocado in Mexico has begun to industrialize
products such as paste and oil. The main avocado
variety cultivated 1s the Hass, but other varieties such
as the Fuerte and Criollo are also important, the last one
15 1n danger of extinction because of 1t 1s bemng replaced
m most of orchards by the variety Hass [3]. Various
researchers have reported that avocado oil 15 similar to
olive oil in many chemical compounds: however, the

Corresponding author: José Alberto Ariza-Ortega (1975- ).
male, professor, research fields: oils and fats. E-mail:
ariza_ortega@yvahoo.com.mx.

avocado o1l has a higher content of p-sitosterol
(1-0.45%), witamm E (130-200 mg/Kg) and
chlorophyll (40-60 ppm) [4]. However, the high levels
of chlorophyll in the avocado oil affect its stability and
quality causing a rapid formation of oxidation products
by means of siglet oxygen [5]. The green color in the
o1l has been identified by the consumers as desirable
because it retamns almost all the natural components of
fruit.

Several mvestigations are focused on the extraction
of oil. with the purpose of minimizing the adwverse
effects and to obtamn a suitable product for the
consumers. Generally, edible oils are extracted by
drying, mechanical pressure at high temperatures and
organic solvents. The use of organic solvents in a
commercial scale has been discussed due to air
pollution problems. In addition, the solvents affect the
quality of the unsaturated fatty acids mducmg the

formation of frans 1somers [6], which are banned in
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several countries because 1f they are consumed in great
quantities they could be cause of cardiovascular
diseases and increase the cholesterol [7]. Therefore,
alternative methods i the production of avocado oil
are sought, they may include: -centrifugation,
supercritical fluids and combined methods. For fatty
acids analysis from oils chemical and instrumental
methods have been used. In the first one are mcluded
the acidity indices, peroxide and 1odine, but no one of
these are able to analyze the type and concentration of
fatty acids. However, mstrumental methods such as
Infrared Spectroscopy not only allow knowing these
parameters faster and in versatile way, but also they do
not use chemical reagents and it 1s non-polluting [8].
The aim of this study was to determine the degree of
deterioration of the unsaturated fatty acids in the
avocado oils extracted by the centrifuge and Hexane
methods using mfrared spectroscopy.

2. Experimental Details

The Hass avocado oils were exfracted by
centrifugation and solvent methods. The centrifugation
procedure was as to continuation describes: by 10
munutes the sample was centrifuged at 15.500 gravities
and at 40 °C of temperature, these conditions were
applied to Fuerte and Criollo avocado varieties. The
solvent procedure was the method reported by AOAC
at 70 °C for 4 h [9].

Fig. 1 shows images of the oils obtaned for both
techniques. In this figure, 1t 1s possible to observe how
by the centrifugation procedure an o1l of clear green

Fig. 1 Avocado oil variety hass extracted with solvent (A)
and by centrifugation (B) procedures.

Table 1 Main vibrational frequencies of the commercial
oils [10].

Frequency (cm™)  Functional group Vibrational mode
723 -HC=CH- (c13) Bending
068 -HC=CH- (frans) Bending
1654 -C=C- (cis) Stretching
1746 -C=0 (ester) Stretching
3006 -HC=CH- (c1s) Stretching
3025 -HC=CH- (frans) Stretching

color 1s obtamned, whereas when the solvent procedure
1s used an o1l of brown color 1s obtained.

Transform Infrared Spectrometer (FTIR Bruker
Vertex-70) was used in the measurement mode called
Attenuated Total Reflectance (ATR). The crystal used
was a ZnSe of one reflection. And the exposure time
was 150 seconds for each sample. Only 20 pL of each
sample were placed in the ATR crystal. The mfrared
absorbance was measured i the mid-mfrared region
from 4000 to 600 e

3. Results and Discussion

Guillen and Cabo [10] analyzed some edible oils and
fats by Infrared vibrational Spectroscopy. In Table 1,
their results are summarized.

The band at 723 cm™ is caused by the bending of the
functional group cis [10, 11] and the band at 968 cm’”
is associated to functional group frams, both in the
bending symmetric mode outside the plane [10-13]. In
the region of 1033-1163 cm™ is the carboxyl functional
group with symmetrical vibration [10, 11, 14]. The
group CH; 1 asymmetric vibration mode was found n
the region of 1430-1470 cm™, and the absorption band
from 1445 to 1485 cm corresponds to a methylene
group 1n the bending vibration mode [10, 11, 15]. The
vibrational bands above of 3000 cm™ are associated
with the functional group cis at 3006 cm™ [10, 11] and
to the functional group #rans at 3040 em™ [15]. Fig. 2
shows the absorbance spectra of the avocado oil
varieties Hass, Fuerte and Criollo, obtammed by
centrifugation and hexane methods.

Avocado oils spectra are very sumilar, even though
small differences occur in the intensities of their bands

and the absorbance peak frequency that makes to them
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Absorbance
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1000 1500 2000 2E00 3000 3500 400
Wavenumber (em”)

Fig. 2 Infrared spectra of avocado oil varieties hass, fuerte

and criollo obtained by centrifugation and hexane methods

(AHC, AFC and ACC, AHH, AFH and ACH, respectively).

AHC

/_/ ALC

Absorbance

T00 00 900 10004}
Wavenumber (em”)
Fig. 3 Infrared spectra avocado oils for the region from
600 to 1000 cm™.,

different m each case. It should be noted that due to
these differences, the nature and quality of the product
can be determuned [10]. In the IR spectra shown in Fig.
2 present almost all peaks in strong or weak intensity
predicted by Refs. [10. 11], In fact the frans peak at

968 e is possible observe in all avocado oils samples,

but the peak at 3040 cm is not present in our avocado
oils samples. One can see that there are differences of
intensity in the regions from 600 to 1000 cm™ and from
3000 to 3050 em” in the IR spectra. In Figs. 3 and 4,
these regions are analyzed at detail. Fig. 3 shows an
intense band at 725 cm” that was associated to the
functional group cis, this peak 1s more intense for the
avocado oils extracted by centrifugation (AHC, ACC
and AFC). The frans peak at 968 cm™ is present only in
the avocado o1ls samples extracted by Hexane solvent,

m fact, it is much better to be defined in hass and fuerte

e S~ AHC
N Acd
w
-
=
E AFC
H
£ AHH
=
ACH
drans
______,,—i-h_ﬁh_ALEIi
. .
3000 3050 3100

Wavenumber (cm’”)
Fig. 4 Infrared spectra avocado oils for the region from

3000 to 3100 cm™.

Absorbance

1500 1900 2000
Wavenumber (em”)
Fig. 5 Infrared spectra of the Avocado Oils in the region

from 1500 to 2000 cm? that show the carboxylic acid

1500 1600 1700

functional group.

varieties (AHH and AFH). Privett et al. [16], Chan and
Levett [17] reported that rans and cis systems absorb
close to 988 and 950 cm™, respectively. According
with these researchers, one can say that the oils (AHH
and AFH) present fatty acids with chemucal bonds of
conjugated diene. Therefore, they are more reactive to
the addition of free radicals.

For the other region, 3000 to 3050 em’, the first
peak close to 3006 cm™ is associated to the stretching
vibration mode of the cis position m the oils extracted
by the two different methods used m tlus work (Fig. 4).
It is also possible to observe a small spectral shift and
less intense peaks i the case of the avocado o1l from
the variety Fuerte. However, none of the avocado oils
extracted by centrifugation shows the functional group
in the rans mode at 3040 cm’ in agreement with
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Coates [15]. The sample that shows the frans stretching
peak was the AFH. which is shifted to 3033 em™.

Finally. the double bond region from 1500 to 2000
em™ was analyzed (Fig. 5). A peak was only observed
at the frequency of 1743-1750 em™ in all oils. This
peak 1s indicative of the ester functional group with a
stretching vibration mode. For the avocado o1l variety
Fuerte a shift to higher frequencies was observed and
the intensity increase approximately 15% for the C=0
peak. Yue et al. studied the degradation of
triacylglycerols in olive virgin oils and they found an
mcrease 1n the mtensity or the peak associated to the
C=0 bond at 1726-1748 cm’ (region of carboxylic
acid functional group) due to the formation of free fatty
acids [18]. Therefore the shift and increase in intensity
observe in the Fuerte o1l spectrum for the C=0 bond.
may be associated with deterioration of triacylglycerols
by the effect of solvent extraction.

The only sample that shows the peak associated to
the C=C bond 1s the Fuerte Avocado oil extracted by
solvent (Fig. 5).

4. Conclusions

The Centrifugation method can be an option for the
extraction of Avocado Oil because the treatment does
not increase significant deterioration of unsaturated
fatty acids and green color is maintained. In addition,
the FTIR analysis identified a band of lower absorption
associated to fatty acids with frans 1somer in the band
968 e for the samples of the avocado oils extracted
by centrifugation. The sample that shows a higher
concentration of rans was the Fuerte variety Avocado
o1l extracted by Hexane solvent.
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Abstract: During the hydrogenation process of vegetable. oils eriginates isomer with frans fatty acids (TFA). Various investigations
have been made to know the effect of TFA on health and it has been reported in the literature that if they are consumed in large
proportions increases low density lipoprotein causing an imbalance in cholesterol, which causes cardiovascular problems. As a result,
some countries have legislated and regulated the TFA content in foods. The purpose of this work is to study the FA of the butters
produced from hydrogenated vegetable oil (MV) and pure cow's milk (MPV) with and without oxidation by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) spectroscopy. The butters were acquired at a local supermarket and oxidized at 200 °C by 30 min.
Infrared Radiation (IR) measurements were carried out in the Attenuated Total Reflectance mode and in the region of 400-4000 cm’
IR spectra of the two butters with and without oxidation present absorption bands around 968 and 3006 em™, which are characteristic of
the functional groups frans and cis, respectively. The MV presented a greater intensity; in addition, it was more stable to heat treatment.
With FTIR is possible to define precisely the peak associated with the functional group cis.

Key words: Butter, frans fatty acids. infrared spectroscopy, thermo-oxidation.

1. Introduction fatty acids consumed in lhigh quantities causing an

. . . imbalance in cholesterol, situation more harmful than the
Fats and edible oils dunng the thermal process ) ]
- . : : consumption of saturated fatty acids [4]. Trans fatty
originate various chemucal reactions that lead to the ] : ) -
) ) ) acids and other compounds as cytotoxic o and
formation of hydroperoxides, volatile and aromatic L .
- B-unsaturated aldehydes are considered as potential
compounds [1]. Furthermore, when the temperature . .
) R . promoters of degenerative diseases such as Cancer,
mereases above of 220 °C trans fatty acids are generated, . L
) d by Eder [2] ‘h ) - ated Atherosclerosis, and Alzheimer’s disease, as these
as it was reported by Eder [2], who investigated the .
" i ;1;_ £ t;\ s with infrared "n components can be absorbed through filed foods made
ormation of trans fatty acids with infrared spectroscopy n I
] ) T pe ) P! from oxidized fats and oils [5].
in unsaturated oils and indicated that the formation of _ ) )
L . Edible oils and fats have been analyzed using
trans fatty acids 1s 1% or less per hour when deodorizes -

at 240-250 °C. Trans fatty acids are also formed during

the hydrogenation process of vegetable oils up to 60%

chemical and instrumental methods. Firstly, the main
values are acidity. 1odine and peroxide. Secondly,

. ) s . stands gas chromatography and infrared spectroscopy
[3]. Various mvestigations carried out to study the effect & £raphy P 2

. 6] are the main techniques. However, the chemucal
of mrans fatty acids on health have reported that these [6] q

methods do not describe the total fat content or type of
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reagents [7]. The use of spectroscopic techniques can
minimize these problems. because these methods are
fast, the analysis time 1s short, and a great number of
samples could be analyzed. Previous studies have
shown that the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) 1s useful to analyze fats and oils
by their molecular composition, because these
molecules give characteristic bands of functional
groups 1n the spectral region that are identifiable and
quantifiable [8]. Therefore, the purpose of this study
was analyzed using FTIR spectroscopy two types of

butters subjected to thermo-oxidative processes.

2. Experimental Details

Two different butters were used, wlich were
produced from vegetable o1l (MV) and pure cow nulk
(MPV). Butters were obtained from a local
supermarket of the Puebla State, in Mexico. It took 20
g of each sample and analyzed with and without
thermo-oxidative treatment, which was performed at
220 °C by 30 min The formation of trans fatty acids in
butters were obtamned by comparing using a standard of
trans fatty acid. The standard was elaidic acid of
chromatographic grade (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri). The Infrared Spectra were recorder in a
Bruker Vertex-70 Fourter Transform Infrared
Spectrometer (FTIR) in the mid region (4000-400 em™)
using the Aftenuated Total Reflectance (ATR)
measurement mode. It was placed 20 pL of each
sample i the ATR erystal.

3. Results and Discussion

Table 1 summarizes the main absorption bands and
the functional group associated to the vibrational mode
observed [9]. In Table 1, it is possible to observe that
there are two regions of interest; the region below 1000
em™ and the region from 3000 to 3100 em™. To make a
comparison, a sample of the standard elaidic acid was
mitially analyzed, which corresponds to the trans form
of oleic acid. In Fig. 1, we can identify the associated
peaks with the cross functional group of the standard.

Absorbance

Lot 1500 2000 23500 3000 3500
Wavenumber (¢cm™)

Fig. 1 Elaidic acid standard at 100 mg/mL.

as it was reported i Table 1.

Fig. 1 shows the mam regions of the functional
groups for the standard; one will notice that the peaks
associated with the functional group frans present a
higher intensity. Guillén and Cabo [9] studied various
vegetable oils and fats and some bands of the main
features functional groups were found at 723 and 968
em™ corresponding to the functional groups cis and
frans in bending vibration mode, respectively. In the
region of 1746 em” was located the ester functional
group with a stretching vibration mode.

In spectra of Figs. 2 and 3. 1t 1s possible to observe
an intense band in the region of 725 cm™ associated to
the cis functional group, the peak centered at 968 cm’!
1s associated to the functional group frans. Coates [10]
reported that the band at 723 cm™ is caused by the
functional group cis in the bending mode and the peak
at 968 em” is caused by the functional group trans in

the mode of symmetric bending out of plane. Moreover,

in the region of 1033 to 1163 cm’ is the functional
group carboxyl with symmetrical vibration. m the
region of 1430-1470 cm” was found a asymmetric
vibration mode associates to group CH;, and
absorption band between 1445 to 1485 cm’
corresponds to the methylene group with a bending
vibration mode. The butters without heat treatment
showed IR spectra with a higher intensity in the region
of 3400 em related to the functional group OH in a
symmetric mode of vibration, unlike the thermal
treatment.
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Table 1. Relationship of functional groups of the fats and
oils committed its wave number and mode of vibration.

Wavenumber Functional group Vibration mode
723 -HC=CH- (cis) Bending
968 -HC=CH- (trans) Bending
1634 -HC=CH- (cis) Stretching
1746 -C=0 (ester) Stretching
3006 -HC=CH- (cis) Stretching
3025 -HC=CH- (trans) Stretching

The IR spectra of fats seem to be sinular. The
regions were analyzed to determune the presence of
forms cis and rrans fatty acids. It should be noted that
due to this difference, we can determine thewr nature
and quality of the product.

By analyzing the region below 1000 e’ (Figs. 4
and 5), it can be seen that all IR spectra show the
presence of the peak associated with the cis form at 720
cm” and the peak associated with the trans form at 968
cm™. The butter produced from pure cow’s milk shows

an increased presence of mans fatty acids. since its

peaks centered at 968 cm” showed the highest mtensity.

because they occur naturally in ruminant animals
through a partial biohydrogenation of unsaturated fatty
acids, which 1s made by bacteria in the rumen and are
about 4-6% [11].

By contrast the absorbance spectrum of the butter
obtained from the vegetable oil does not present the
well-defined peak at 968 cm™ To corroborate this one,
the region was analyzed between 3000 and 3100 cm’?,
from the IR spectra shown in Figs. 2 and 3.

Figs. 6 and 7 show very clearly the peak around 3006
em” associated with funetional group cis with a
stretching vibration mode. The butter produced from
vegetable o1l presented a hugher mntensity mn this region
because they are made with hydrogenated vegetable o1l
and they have a 93.2% of unsaturated fatty acids
compared to butter made from cows' milk with 22.2%
[12].

It should be noted that in Figs. 6 and 7. 1t 1s possible
to observe the peaks between 3020-3040 cm?
associated to the trans functional group m the butter
produced from vegetable o1l. It was identified by FTIR

Cc=0

Absorbance

\\
c=C
—— 77—
1004y LS00 2000 2500 3000 500 4000
Wavenumber (cm )

trans

Fig. 2 IR spectra of the butters produced from vegetable
oils (MV) and Pure Milk Cow (MPV).
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.
trans
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c=C MPYV|
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
] -1
Wavenumber (cm ')
Fig. 3 Spectra of the two types of butter under the
thermo-oxidative process at 200 °C.

Absorbance
@

650 700 TS0 800 850 900 950 1000

Wavenumber (ecm™)
Fig. 4 Spectra of butter at 650-1050 cm™ without heat

treatment.

spectroscopy the presence of unsaturation in the butter
of common use and shows that the butters with the
lowest degree of unsaturation are prepared from cow
milk
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Fig. 5 Spectra of butter at 650-1050 cm™ at 200°C.
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Fig. 6 Expansion of the spectra in the region of 2970-3050
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Fig. 7 Spectra of the butter with heat treatment measured
in the region of 2970 to 3050 cm™.

On the other hand, the peaks that determine the quality
or degree of unsaturation in the butters studied in this
work were found i the wavenumbers of 725, 968,
3006 and 3040 cm™.

4. Conclusions

The FTIR spectroscopy is an optional technique to
determine the presence of unsafuration in butters.

Moreover, the data presented here are mformative and

helpful to estimate the total intake of various fatty acids

groups.
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W05 is grown by hot-filament metal oxide deposition (HFMOD) technique under atmospheric pressure
and anoxygen atmosphere. By X-ray diffraction obtains that WO; presents mainly monoclinic crystalline
phase. The chemical stoichiometry is obtained by X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS). The IR spec-
trum of the as-grown WO; presents broad peaks in the range of 1100 to 3600cm~". A broad band in
the 2200 to 3600cm™~! region and the peaks sited at 1645 and 1432 cm~' are well resolved, which are
originated from moisture and are assigned to ¥(OH) and & OH) modes of adsorbed water and the corre-
sponding tungsten oxide vibrations are in infrared region from 400 to 1453 cm~! and around 3492cm™!,
which correspond to tungsten-oxygen (W-0) stretching, bending and lattice moedes. The Raman spec-
trum shows intense peaks at 801,710, 262 and 61 cm~! that are typical Raman peaks of crystalline W05
(m-phase) that correspond to stretching vibrations of the bridging oxygen, which are assigned to W-0
stretching (v) and W-0 bending (&) modes, respectively. By transmittance measurements obtains that
the W05 band gap can be varied from 2.92 to 3.13 eV in the investigated annealing temperature range.
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1. Introduction

Metallic oxides are important materials from the standpoint of
both fundamental and applied science. Particularly, tungsten and
molybdenum oxide films have been the focus of extensive scientific
investigations due to their prospective technological applications
in electrochromic devices [1], gasochromic sensors [2] and electro-
catalysis [2]. However, their most intensively investigated property
so far is the electrochromism. The characteristics of W03 films
make them suitable for electrochromic (EC) devices or windows
[4]. Depending on the deposition conditions and techniques, films
may present considerably different structural, optical and elec-
trical behaviours, and consequently different EC behaviours. The
sputtering technique is the most widely investigated and large-
scale deposition set available. Sputtered WO; films deposited on
substrates are known to be amorphous or polycrystalline. Using
tungsten (W) targets in direct current (D.C.) magnetron reactive

* Corresponding author.
E-mail address; jdiazr2001@yahoo.com (1. Diaz-Reyes).

0921-5107 /§ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016(j.mseb.2010.03.061

sputtering, thin film properties can be improved by controlling the
reactive gas atmosphere.

In recent years, there have been strong development efforts in
the area of EC devices because of various potential applications
such as architectural glazings, automobile and building sun-roofs,
displays for light regulation and energy saving, etc. [5,6]. Elec-
trochromic devices have therefore attracted extensive attention
among researchers involved in thin film preparation [7].

As it is known, the structural quality and components of the
material dominate the physical properties of the thin films. Both IR
and Raman spectroscopy are very powerful tools to analyze the
structure, phase and components of materials such as tungsten
oxides. They are suitable to study the vibration and rotation of
molecules. With these techniques, it is possible not only to iden-
tify different oxide phases but also to detect intercalated H;O.
Such studies allow obtaining fundamental information about WO,
films for their applications. Grangvist had given brief statements
about vibrations in the range of 400 to 1200 cm~! [8]. The Raman
vibration mode is related to the molecular structures by compar-
ison with standard compound spectra or with Raman theoretical
calculations. The use of Raman scattering to study thin film has
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been reported [9]. The accuracy, reliability, and interpretation of
the Raman spectra of tungsten oxide catalysts has been discussed
[10].

The purpose of this work is to characterize the material
deposited by the alternative growth technique, which is called hot-
filament metal oxide deposition{ HFMOD ), using a metallic filament
heated in a rarefied oxygen atmosphere. This growth technique
has some advantage compared with the conventional growth tech-
niques, it is easily implemented in the laboratory and it is not
expensive. The film is formed on a substrate positioned near the
filament and the deposition rate is controlled by the filament tem-
perature and the oxygen pressure. Both the thermochemistry of
the process and the kinetics of film formation are currently under
investigation. It is clear, however, that the film is formed from
volatile Mey Oy precursors, where Me is the metal, generated on the
heated tungsten surface from reactions between oxygen and tung-
sten. The investigations so far carried out in our laboratory show
that the films can be deposited with a good stoichiometric control,
with relatively high deposition rates and present good adhesion to
both metallic and dielectric substrates. The characterization of the
deposited material is carried out by XPS, X-ray, FTIR and Raman
spectroscopy, transmittance and photoluminescence.

2. Experimental details

The thin films are grown by Hot Filament Metal Oxide Deposi-
tion (HFMOD) technique at atmospheric pressure on corning glass
at room temperature; its main characteristics have been reported
in the literature [11], the tungsten (W) filament was obtained from
a single light bulb. The filament is resistively heated by an AC
supply. Oxygen is admitted to the growth chamber via an elec-
tronic mass flowmeter. From reactions between oxygen and the
heated metal filament, volatile oxide species, Wx 0y, can be formed,
condensing on a nearby substrate. Substrate temperature is mea-
sured using a Chromel-Alumel thermocouple. For determining the
chemical stoichiometry used X-ray Photoelectron Spectroscopy
(XPS). For the XPS analyses, a hemispherical spectrometer using
the unmeonochromatized Ko and X-ray line of aluminum was
employed. To investigate the possible tungsten valence states, the
4f-doublet peak or the 3d-doublet peak, respectively, were fitted
with Gaussian peaks corresponding to known bonding states of
tungsten and oxygen. The crystalline phase and structure were
determined with a Bruker D8 Discover diffractometer using the
copper Ko radiation (1.5406 A) at 40kV and 40 mA with parallel
beam geometry. The infrared spectroscopy analysis was performed
using a Brucker Infrared Spectrometer Vertex 70 in the Diffuse
Reflectance (DR) mode, this same equipment was used for making
the transmittance measurements. Raman scattering experiments
were performed at room temperature using the 6328 A line of a
He-Ne laser at normal incidence for excitation. The laser light was
focused to a diameter of 6.0 um at the sample using a 50x (numer-
ical aperture 0.9) microscope objective. The nominal laser power
used in these measurements was 20 mW. Care was taken to avoid
the heating of the sample inadvertently to the point of changing
its Raman spectrum. Scattered light was analyzed using a micro-
Raman system (Lambram medel of Dilor), a holographic notch filter
made by Kaiser Optical System, Inc. (model superNotch-Plus), a
256 = 1024-pixel CCD used as detector cooled to 140 K using liquid
nitrogen, and two interchangeable gratings (600 and 1800 g/mm).
Typical spectrum acquisition time was limited to 60 s to minimize
the sample heating effects discussed above. Absolute spectral fea-
ture position calibration to better than 0.5cm-! was performed
using the observed position of Si which is shifted by 521.2 cm-!
from the excitation line. Photoluminescence spectra were taken
with a selid state laser 407 nm with 60 mW as excitation source
and a SCIENCETECH 9040 monochromator was used to perform the

W(4f)

Intensity (arb. u.)

40 38 36 34 3z
Binding energy (eV)

Fig. 1. W (4f) core level spectra of as-deposited WO; thin films

sweep of wavelength at room and low temperature in a cryostat
CRYOGENICS.

3. Results and discussion

The elemental and chemical characterizations of the W03 films
were performed by XPS. Fig. 1 shows the W(4f) core level spec-
tra recorded on the as-deposited W03 sample, and the results of
its fitting analysis. To reproduce the experimental data, one dou-
blet function was used for the W(4f) component. This contains
Widfyz)at 35.6 eV and W(4fg;)at37.8 eV with a full-width at half-
maximum (FWHM) of 1.75 eV. The area ratio of these two peaks is
0.75, which is supported by the spin-orbit splitting theory of 4f
levels. Moreover, the structure was shifted by 5 eV towards higher
energy relative to the metal state.

It is thus clear that the main peaks in the XPS spectrum are
attributed to the WS+ state on the surface [1,12], indicating that
the film is composed of stoichiometric WOs. In stoichiometric W03,
the six valence electrons of the tungsten atom are transferred into
the oxygen p-like bands, which are thus completely filled. In this
case, the tungsten 5d valence electrons have no part of their wave-
function near the tungsten atom and the remaining electrons in the
tungsten atom experience a stronger Coulomb interaction with the
nucleus than in the case of a tungsten atom in a metal, in which the
screening of the nucleus has a component due to the 5d valence
electrons. Therefore, the binding energy of the W{4f) level is larger
in W03 than in metallic tungsten. If an oxygen vacancy exists, the
electronic density near its adjacent W atom increases, the screen-
ing of its nucleus is higher and, thus, the 4f level energy is expected
to be at a lower binding energy [1].

By increasing the annealing temperature up to 400°C, it was
observed that the position of the W(4f) peaks did not change
appreciably, which indicates that W03 has not lostits chemical sto-
ichiometry in the annealing temperature range. But for W03 thin
film annealed at 500 =C, the W(4f) peaks moved to a lower binding
energy so that the W{4f;,;) position was observed at 25.0eV. This
behavior can be due to the presence of water in our layers which
evaporates during annealing. Then, this effect can be related to oxy-
genvacancies at this high annealing temperature and the formation
of W5+,

By X-ray diffraction obtains that the as-grown WO; films
present mainly two crystalline phases: monoclinic and orthorhom-
bic. The main crystalline structure is monoclinic crystalline phase
that is shown in Fig. 2 and whose lattice parameters were cal-
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Fig.4. Diffuse Reflectance spectrum of a typical WO; film deposited arRT. The inset
illustrates an amplification of peak A for showing its vibrational components.
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Fig. 2. XRD diffractograms of WO; films deposited by heating resistive on glass
substrates.

culated using the software DICVOL04, obtaining the following
lattice parameters values: a=3.8465A, b=7.5440A ¢=73066A4,
and £=90.924= and its unit lattice volume is about 212.02 A3, Fig. 3
illustrates the surface morphology of typical as-deposited WO film
obtained by SEM-EDS, which reveals the uniform roughness surface
nature of the layers grown by HEMOD.

Due to IR has high sensitivity in the presence of the OH groups,
direct experimental proof of the presence of water in the as-
deposited W03 films can be deduced from the diffuse reflectance
(DR).This is an important fact due to the role-played by water in the
EC mechanism. Fig. 4 shows a DR spectrum of as-deposited WOy
powder, which presents bands in the region of 1000 to 2600 cm™=!
There is a broad band in the 2200 to 3800cm™! region, which is
composed by six peaks. These bands and the two ones sited at 1645
and 1432cm-! are originated from moisture and are assigned to
W OH) and & 0H) modes of adsorbed water. Especially from peak
sitedar 1432 cm ! iris deduced thatan OHgroup is strongly bonded
to either water molecules or to surface oxygen atoms [13,14]. The
main W03 vibrations are found in the infrared region between
500 and 1453 cm~! and at the band centred about 3492 cm~! that
correspond to tungsten-oxygen (W-0) stretching, bending and
lattice modes. Besides, one finds also some relatively strong and
weak bands sited at 528, 700, 893, 962 and 1041cm™, see inset
in Fig. 2. The 528 cm~! band is assigned to the strong coupling
of the oxide lattice in hydrated WO3.nHzO material [15,16]. The

- BE8! | 1Bam

Fig. 2. Surface morphology obtained by SEM of an as-deposited WO; film.

band sited at 700 cm~! is assigned to the out of plane deformation
tungsten—-oxygen-tungsten | W-0-W) mode, when hydrogen atom
is located at a coplanar square of oxygen atoms [16]. The relatively
weak band sites at 1041 cm=!, which is assigned to the plane defor-
mational { bending) tungsten-Hydroxyl radical { W-0H) mode, this
peak is assigned to &(OH) in W-0H group [15], because of the cre-
atien of weakly bonded W-0OH groups are formed in the as-grown
film. In the frequency range from 500 to 1100cm=", the shoulder
sited around 962 cm~! is assigned to W=0 terminal modes of sur-
face grains [17] and W-0-W bridging mode situated at 893 cm~".

Vibration mode at 1432cm~! has been attributed to a stretch-
ing vibration of OH groups, while 1645 cm~! vibration comes from
a bending mode of adsorbed HzO. Finally, 1870 and 2056 cm~!
vibrations are due to overtones or combinations of lower frequency
vibrations. The band near 1870 cm=! might correspond to the first
overtone of the absorption detected around 962 cm~", and the band
at 2056 cm=! can be assigned to the first overtone of the weak band
observed at 1041 cm-1. The rest peaks have not been identified in
the literature.

Raman spectrum of as-deposited W03 film is shown in Fig. 5a,
which is sited at range of 70 to 1100 cm~!. As is known the Raman
bands of the transition metal (M) oxide in the range of 950 to
1050 cm=! can be assigned to a symmetric stretching mode of
short terminal M=0 bands (metal double chemical bond oxygen),
vs (M=D0 terminal). The bands in the range of 750 to 950 cm~! are
attributed to either the antisymmetric stretch of M-0-M bonds
(i.e., vas [M-0-M]) er the symmetric stretch of (-0O-M-0-) bonds
(i.e., vs [-0-M-0-]) [18]). As one observes in figure there is no fea-
ture at highest frequency to the peak of 801 cm-! in the Raman
spectrum, which is good evidence of the crystalline quality of the

\; 6
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Fig.5. Raman spectra of WO, films as function of the annealing temperature,
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Fig. 6. Raman Intensity of the main peaks as function of the annealing temperature.

W03 film deposited by HFMOD, since W03 crystal does not have
any double bond [18,19].

The Raman spectrum of the as-deposited W03 film presents
seven main vibrational bands at range of 70 to 1000 cm—! sited at
801,710,322,262, 126,81 and 61cm™!. The intense peaks centred
at 801 and 710 cm~! are typical Raman peaks of crystalline W03 of
moneclinic phase (m-phase), which correspond to the stretching
vibrations of the bridging oxygen [20.21] and these are assigned to
W-0 stretching (1), W-0 bending (&) and 0-W-0 deformation (vy)
modes, respectively [16,22]. Rougier et al. [13] proved the above
mentioned results. Regragui reported that observed peaks at the
range of 90 to 300cm™" in his Raman spectra [23]. In our Raman
spectrum, there are four vibrational modes sited at the range of 70
to 300 cm~, see Fig. 4. Similar vibration modes were obtained by
Ramantheories and are in agreement with the results of de Wijs et
al.[21].Most vibrational modes sited below of 200 cm~! in the W04
Raman spectrum are attributed to lattice modes, whereas the mid
and high frequency regions correspond to deformation and stretch-
ing modes, respectively. The sharp peaks sited at 262 and 322 cm™!
are assigned to the bending vibration & 0-W-0)[13,16] and peak
at 300 cm—1 is assigned at ¥(WO0;). The Raman peak at 262 cm-!
is enough intense, which means that a great fraction of crystalline
phase is present in the as-deposited films. The peaks sited at 801,
710 and 262 cm~! are very intense and are typical modes of the
crystalline WOs3. All these peaks are in good agreement with what
has been published on W03 grown by conventional techniques.

For corroborating the above discussion, we annealed the W05
samples at different temperatures in the range from 100 to 500=C
during 10 min in a nitrogen atmosphere. Fig. 5 shows the Raman
spectra of annealing W03 samples that present vibrational bands
more intense, which is indicative of a higher crystalline quality.
Before and after annealing the films show similar Raman spectra.
The peaks intensity increases as is increased the annealing tem-
perature. All the background from the underlying glass slide in the
spectra decreases after annealing of 300 °C, that is, the Ip/I ratio of
Raman intensity (Ir) and noisy signal intensity (Iy) increased after
annealing.

Fig. 6 shows the variations of the main Raman peaks as function
of the annealing temperature, the behaviour of all ones is similarin
the investigated temperature range, whose tendency is to increase.
The vibrational modes are slightly displaced toward higher fre-
quencies with the annealed. Gazzoli indicated that the vibrational
bands positions in Raman spectrum depend on the tungsten con-
tent [24]: at higher the W content, higher the frequency at which
the band appears and the removal of water causes a shift of the
Raman bands at higher frequency. There is a difference in our
Raman spectra before and after heat treatment. The peak sited
at 801 cm~" shifts to higher frequency (811 cm=') after anneal-
ing. Due to above statements, the 811cm™' peak indicate that the

16 1.8 20 22 24 26 28 3.0
Energy (eV)

Fig. 7. Spectral transmittance of WO, films at different annealing temperatures.

W05 film presents more oxygen deficiency and the 801 cm=1 indi-
cates more moisture on the film before annealing, which had been
found by XPS measurements. Since it is an ex-situ measurement,
even if we remove the surface water molecules of the film they can
be partly absorbed on surface again during the experiment after
annealing. Hence we deduced that the shift comes from the internal
structure or phase of the film, not from the surface of the film.

All the above facts support the hypothesis of an open {or porous)
structure of the films with many inner empty spaces and inter-grain
boundaries. This means that comparably small amounts of water
were absorbed in the films. The results suggest that the formation
of porous films is due to gas-phase reactions in the plasma, leading
to a homogeneous nucleation of oxide particles on the substrate.
Clearly the prepared films were not a typical crystalline WO, (m-
phase) structure. [n addition probably an increase of compressive
residual stress of the film due to annealing causes Raman shift to
higher wavenumbers. This phenomenon has also been observed in
Ir03 films [25], ZrO2 films [26] and on the GaAs-5i0; interface [27].
Considering the residual stress and the Raman peak position before
and after annealing, it can be concluded that the Raman peak posi-
tion shifts to higher wavenumbers with the increase of compressive
stress and it shifts to lower wavenumbers with the increase of ten-
sile stress. To obtain a quantitative measurement of the residual
stress of the W03 films, more detailed work is needed.

The transmittance spectra of W05 films have been recorded
in the energy range of 1.52 to 3.12eV. The effect of annealing
temperature on the optical properties including percentage of
transmittance (%) and energy band gap (Eg) are studied in detail.
Fig. 7 shows the transmission spectra of W0z films prepared at
room temperature, further heat treated (annealing) at the range
from 100 to 500=C on corning glass. [t shows that the as-deposited
films have low transmittance, and the difference of transmittance
between it and the annealing ones increases with the increase of
the temperature up to 400°C and for sample annealed at 500°C
presents a lower transmittance. The decrease in transparency of
the films with increased annealing temperature may be due to the
formation of more oxygen-ion vacancies in the films. [t is observed
from the transmittance spectra that the absorption edge is also
slightly shifted towards higher energy region for the films annealed
at higher temperatures, owing to preferred colouration effect on
the films. The colour of the films also changes with the annealing
temperatures, due to the excellent electrochromic nature. It con-
firms that the improvement in crystallinity of the films increases
with increasing annealing temperature but increases the defect
density. Band gap energy was estimated by straight line extrap-
olation from the high-energy region. Using these results obtained
the W03 band-gap as function of the annealing temperature, which
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5 yellow-green emission becomes dominant This fact might indicate
[* ] that the yellow-green radiative transitions have their origin in the
310+ / oxygen vacancies and tungsten interstices.
’ .
S o5 i 4. Conclusions
I o
a i In this paper, we have described in detail the growth and the
S 500 - effect of annealing temperature on structural and optical proper-
E @ ties of hot-filament metal oxide deposition WO3 films. By XPS found
= 205| - WOz grown by HFMOD is stoichiometric. The X-ray diffraction
\ - 2 analysis clearly shows that the crystalline phase predominantly is
Q L7 monoclinic. The W03 Raman spectroscopy shows clearly that to
200F,. > q L L L L anneal the samples improves its crystalline quality. The transparent
e %0 200 00 400 w00 nature of the films has been observed from the optical trans-
Temperature (°C) mittance spectra. The decrease in transmittance with increasing

Fig. 8. Band gap of W03 films as function of the annealing temperature.
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Fig.9. Photoluminescence spectra of WO, films: (a)as-deposited one and{b)500=C
annealing one.

is shown in Fig. 8. The dashed line is a figure-of-merit to follow the
behaviour obtained by adjusted. As is observed in figure, the band-
gap presents a minimum between 0 and 100°C and therefore as
increases the annealing temperature its behaviour is almost lin-
ear up to 400°C, at highest temperatures occurs an abrupt slope
shift, incremented the band gap that might indicate a highest crys-
talline quality. At low annealing temperature the composition of
film is more stoichiometric and the defects concentration is prob-
ably lower. At higher (>400°C) the composition has an oxygen
deficiency and the tungsten interstitial is the predominant defect.

Fig. 9 shows the 300K photoluminescence spectra. The emis-
sion peaks of the as-deposited W03 layers consist of two bands
centred about 2.20 and 2.70eV. The first one is a broad band that
is constituted of two luminescence emissions sited at 2.04 and
2.29¢eV, which correspond orange and yellow-green luminescent
emissions, and the second one is associated to blue luminescent
emission at 2.70eV. The radiative transitions are in the range of
impurity energies, which might be associated to oxygen vacancies
and residual impurities. Although these have been reported these
bands as band gap energies of WO3 [1,28], so the blue emissions
should be attributed to the indirect band-band transition of W03,
But this one is not the case, since the W03 band gaps are higher. As
is observed in Fig. 9, the three radiative transitions shift lightly to
lower energies as the annealing temperature is increased but the

annealing temperatures reveals the formation of oxygen vacan-
cies in the films. The shift in absorption edge towards high energy
region has been assigned to the coloration effect of the films. The
increase in the evaluated optical energy band gap values towards
the increasing annealing temperature may be due to the crystalliza-
tion of the films. We believe that these preliminary characteristic
observations on the hot-filament metal oxide deposition WOz films
will be helpful to explore the device performance of the films for
electrochromic and smart window applications.
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RESUMEN

La semilla de amaranto contiene acidos grasos esenciales y escualeno. Refinado y con
antioxidantes se lograria un aceite competitivo. En este trabajo se estudio la conservacion del aceite
de amaranto midiendo los perdxidos en presencia y ausencia de antioxidantes naturales (vitamina E y
semilla de uva) y uno sintético (butilhidroxitolueno). Se determinéd el punto de humo y se sometié a
pruebas de foto-oxidacion. En los tres casos los resultados fueron analizados estadisticamente por
medio del ANAVAR vy la prueba de Tukey (p=0.05). Primeramente se encontrd que la vitamina E al
0.02 (v/v) mostréd un mayor efecto protector con 54% de poder antioxidante. En la seqgunda prueba el
punto de humo se presentd a los 220 °C, por lo que se recomienda su empleo para freir. Sin
embargo, se encontrd que el indice de peroxido fue de 15 meq kg™ a un tiempo de 35 h, lo que indica
la formacion de los peroxidos, por lo gue es necesario mantenerlo en oscuridad.

Key words: Amaranthus hypochondriacus, amaranth oil, unsaturated fatty acids, oil preservation.
ABSTRACT

The amaranth seed contains essential fatty acids and squalene. Refined and added with
antioxidants it would be obtained a highly competitive oil. In this work, the preservation of amaranth oil
was studied measuring the formation of peroxides with and without natural (vitamin E and grape seed)
and synthetic antioxidants (butylated hydroxytoluene). The smoke point was also determined and the
amaranth oil was submitted to the test photo-oxidation. In all three cases the results were statistically
analyzed by the ANAVAR and Tukey test (p=0.05). In the first case it was found that vitamin E at 0.02
(v/v) showed an increased protective effect of 54% for the conservation of oxidation. The smoke point
was presented to the 220 °C, indicating that can be used for frying. For the photo-oxidation it was
found a maximum rate of 15 meq kg™ at a time of 35 h, and the peroxides increasing, that is why this
oil should be kept in dark conditions.
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INTRODUCCION
El amaranto pertenece a la familia
Amaranthaceae, de la cual sdlo se cultivan de

manera importante Amaranthus
hypochondriacus, Amaranthus cruentus,
Amaranthus  pumilus,  Amaranthus  tricolor,

Amaranthus retroflexus y Amaranthus hybridus
(Tudor & Bean, 1985, Marcone, 2000). El
amaranto es una planta herbacea de origen
tropical, adaptable a climas templados vy
semiaridos (Marcone, 2000). En México la
produccion anual es de 4,227 000 Kg, siendo &l
Estado de Puebla el principal productor con
3,059,000 Kg (SAGARPA, 2004). Con la
semilla de amaranto se elaboran diversos
productos, pero se conoce principalmente por
el dulce fradicional denominado “alegria” La
semilla de amaranto contiene compuestos
nutntivos, entre ellos se encuentran los lipidos,
como el escualeno, acidos grasos vy
tocoferoles. El primero tiene una concentracion
de 9.26-10.34%, en los segundos predominan
los acidos grasos del tipo 18:1 (22.70%), 18:2
(40.83%) v 183 (7.7%), v los terceros se
encuentran en un 6045 por g de semilla
(Marcone, 2000). Diversos estudios han
demostrado que el amaranto presenta diversas
aplicaciones nutracéuticas, como s la
disminucion del nivel de glucosa en sangre,
combinado con otros cereales equilibra el
patron de aminoacidos, minerales y presenta
un efecto hipocolesterolémico (Chaturvedi et
al, 1997). Ademas, los acidos grasos 182 y
183 son importantes para producir las
prostaglandinas que regulan muchos procesos
corporales, por ejemplo, la inflamacion y la
coagulacion de la sangre. Por otro lado, el
escualeno presenta propiedades biolégicas que
ayudan a disminuir la presencia de los
radicales libres y aumenta la resistencia
inmunoldgica. Ademas, se usa en la industria
de cosmeéticos para la elaboracion de cremas y
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bronceadores (He et af , 2002, Amunziata et al_,
1999, Lehmann, 1996).

Los aceites son mas susceptibles que las
grasas a sufrir reacciones de deterioro por su
contenido de acidos grasos insaturados. Estas
reacciones son aceleradas por el calor, la luz,
la humedad y por trazas de metales (Badui,
1998, Fennema, 2000).

La baja estabilidad de los aceites puede ser
prevenida por la adicion de antioxidantes, de
los cuales se recomiendan el a-tocoferol,
butilhidroxianisol ~ (BHA),  butilhidroxitolueno
(BHT), terbobutilhidroxiquinona (TBHQ), galato
de propilo, tocoferoles mixtos y palmitato de
ascorbilo (CODEX, 1981). El efecto protector
depende de la composicion y de las
propiedades quimicas del aceite o grasa.

Los aceites durante su almacenamiento
sufren una degradacion que afecta su vida util.
Para determinar los dafios en el aceite se
emplean métodos acelerados como el oxigeno
activo, la bomba de oxigeno o la incubacion en
estufa. Ademas, para verificar la oxidacion se
usan pruebas sensoriales que son poco
precisas y muy subjetivas, y los métodos fisico-
quimicos, que aportan mas informacion acerca
del grado de oxidacion, por ejemplo: los
carbonilos totales, el indice de anisidina, indice
de peroxido, acido tiobarbittrico, fluorescencia
y cromatografia de gases (Fennema, 2000).

La finalidad de este trabajo fue: i) evaluar el
efecto de antioxidantes naturales (vitamina E y
aceite comercial de semilla de uva) y uno
sintético (BHT) sobre el aceite de amaranto v i)
determinar la actividad protectora de la
vitamnia E, sometiendo al aceite de amaranto a
pruebas termo-oxidativas y foto-oxidativas.

MATERIALES Y METODOS
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Se utilizo aceite de amaranto (Amaranthus

hypochondriacus)  proporcionado  por  la
industria  San Miguel de  Productos
Agropecuarios, localizada en el Estado de

Hidalgo, México; el aceite se refind mediante el
método de Arza et al. (2004). El indice de
acidez (lIA) del aceite de amaranto refinado fue
0.05% expresado como porcentaje de acido
oleico y el indice de perdxido fue de 1.4 meq
Kg'. Los disolventes utilizados fueron grado
reactivo, los antioxidantes vitamina E y el BHT
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St Louis,
Missoun. El antioxidante aceite comercial de
semilla de wuva, marca Medinatural, fue
adquindo en una farmacia local, (Cd. de
Puebla, México).

Efecto de los antioxidantes sobre el indice de
peroxido del aceite de amaranto

Para determinar la actividad antioxidante de
los aditivos empleados se desarrollaron
pruebas de estabilidad, utilizando antioxidantes
naturales como aceite de semilla de uva y
vitamina E al 0.01 y 0.02 (v/v) y el antioxidante
sintético BHT a 001 y 002 (g/l). Los
antioxidantes fueron mezclados directamente
en el aceite. Cada tratamiento se realizd por
duplicado. La prueba de oxidabilidad se llevo a
cabo por el método de  Matissek et al.
(1999). Para cuantificar el grado de oxidabilidad
en el aceite, se realizaron 11 analisis en vasos
de precipitado de 100 mL cada uno con 3g de
muestra de aceite, se depositaron dentro de
una estufa previamente calentada a 60 °C,
donde se anotd el tiempo inicial (t=1), y se
determind el indice de peroxido usando la
técnica de SECOFI (1987). Primero se
cuantificd el indice de peroxido del aceite sin
calentar (tiempo t=1). A continuacion se
llevaron a cabo los analisis de los 11
tratamientos restantes. Al cabo de 1 h se saco
uno de los vasos y se determing el indice de
peraxido (t=1 h). Se realizd la misma operacion

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1

en el resto de las muestras al cabo de 2, 3, 5,
7.8, 20, 30,40, 60 y 80 h (t=2 hasta 80 h).

Cuantificacion de la actividad anfioxidante de
conservadores en el aceife de amaranto

De la prueba anterior la actividad
antioxidante (AA) de los conservadores se
determiné por duplicado comparando la
pendiente del indice de perdxido en funcién del
fiempo de cada antioxidante: semilla de uva y
vitamina E a 001 y 0.02 viv, y BHT a 0.01 y
0.02 g/L (Ag), con la pendiente producida por el
aceite sin conservador (Ac;). Los wvalores
obtenidos se sustituyeron en la ecuacion
reportada por Hudson & Mahgoub (1981) para
obtener la grafica que describe la capacidad de
los antioxidantes para inhibir o disminuir el
proceso oxidativo.

AC _AE
Q/OAA=TX1OO
C

Tratamiento termo-oxidativo en el acelte de
amaranto

Una vez que se encontrd que la vitamina E
al 0.02 (v/v) era el mejor antioxidante, el aceite
de amaranto se sometid a una prueba termo-
oxidativa en presencia de dicha vitamina. Para
ello se siguid la metodologia reportada por
Matissek et al. (1999). El tratamiento termo-
oxidativo se realizo por duplicado en vasos de
precipitado de 100 mL a temperatura de 50, 70,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 y 240 °C por
15 minutos. Se midio el color fotométrico inicial
y final, empleando el método reportado por
Allen et al. (1982) y el indice de acidez
mediante la técnica de SECOFI (1987).

Tratamiento de foto-oxidacion en el aceite
amaranto

La prueba de foto-oxidacion se realizo sobre
aceite de amaranto en presencia de vitamina E
al 0,02(viv) y se colocd dentro de una camara

los

de
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de luz incandescente (1650 luxes). El area de
la camara de luz fue de 120 cm?®, el aceite se
depositd en frascos cerrados transparentes a
95 °C. Los tratamientos se realizaron por
duplicado. La prueba de foto-oxidacion, se
determind por el método de Matissek et al.
(1999), que mide el indice de peroxido del
aceite a dos temperaturas diferentes, la
ambiental (24 °C) y a una temperatura superior
(60 °C), de manera intermitente a diferentes
tiempos para formar la cinética de oxidacion; el
indice de perdxido se cuantificd usando la
técnica de SECOFI (1987).

Cuantificacion del escualeno en el aceite de
amaranto

La determinacion del contenido de
escualeno en el aceite de amaranto se realizo
segun la técnica del AOAC (1990).

12 -
==w+ Yitamina E (0.01%)
=== Seamillade uva (0.01%)
10 4 == =BHT (0,.01%)

=a . VitaminaE {0.02%)
— —Semillade uva (0.02%)
8 - — & =BHT (0.02%)

Testige

,,,,,

indice de peroxido (meq kg -1)
L)

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis de varianza mediante el
procedimiento ANAVAR y se compararon las
medias de los tratamientos mediante la prueba
de Tukey, p<0.05, (SAS, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los antioxidantes sobre el indice
de perdxido del aceite de amaranto

Los resultados de la cinética de oxidacion
del aceite de amaranto en términos del indice
de peroxido con y sin antioxidantes a una
concentracion de 001 (v/v) y a 60 °C son
mostrados en la Fig. 1.

Se observa un incremento del indice de
peraxido en los diferentes tratamientos con

0 10 20 30

Tiempo (h)

50 60 70 80

Fig. 1. Determinacion del indice de peroxido del aceite de amaranto con antioxidantes
naturales: vitamina E y semilla de uva al 0.01 y 0.02 (v/v) y un sintético: BHT (g/L), empleando

el método
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antioxidantes al 0.01 (wv) con respecto al
tiempo. A las 70 h el indice de perdxido
aumentd en promedio 6.5 meq kg™ en los tres
antioxidantes probados; en este mismo lapso
de tiempo el grupo testigo mostré un indice de
perdxido de 10 meq kg™ Los tratamientos con
los antioxidantes (vitamina E, semillas de uva y
BHT), no mostraron diferencia significativa
(p=0.05) entre ellos, pero el grupo testigo si fue
diferente a los grupos tratados (p=0.05).

Cuando se incrementd la concentracion de los
antioxidantes se  observaron cambios
cualitativos y cuantitativos (Fig. 1). En este
estudio, se observo que a las 70 h el indice de
peroxido de los tratamientos aumento a 4 meq
kg™, mientras que en el testigo el indice de
perdxido fue de 10 meq kg™'. La concentracién
de antioxidante de 0.02 (v/v) fue mas efectiva
(p=0.05) que la de 0.01 (v/v) para preservar el
aceite. Reische et al (2002) estudiaron
diferentes concentraciones de antioxidantes e
indicaron que la estabilidad antioxidante del
conservador debe presentar las siguientes
caracteristicas, tener una estabilidad oxidativa,
adicionado a bajas concentraciones, obtener
una maxima actividad antioxidante, y no ser
prooxidante.

a0.02%

o0.01%

0 10 20 30 40 50 60

Actividad antioxidante (%)

Semilla de uva

Por otro lado, Matissek et al. (1999)
proponen una clasificacion de las grasas y los
aceites sometidas a pruebas aceleradas (60 °C
a 48 h). aceites con un indice de peroxido de 8
a 12 meq kg se consideran estables, con un
IP de 20 a 24 meq kg" la estabilidad esta
condicionada de tres a cuatro meses, y Sl es
mayor a 24 meq kg' los aceites deben
refinarse ya que no son estables. Asi se
determind que el aceite de amaranto refinado
es estable por tiempos superiores a cuatro
meses cuando se adicionan antioxidantes
como los usados en este trabajo, debido a que
su indice de peréxido es menor a 8 meq kg’ a
T0h

Cuantificacion de la actividad antioxidante de
los conservadores en el aceite de amaranto

Los resultados del efecto de los
conservadores en el aceite de amaranto, se
observan en la (Fig. 2).

Todos los conservadores mostraron actividad
antioxidante a una concentracion de 0.01 (v/v),
dando una actividad antioxidante menor a

80.02%

m0.01%

BHT

Vitamina E

0 10 20 30 40 50
Actividad antioxidante (%)

Fig. 2. Cuantificacion de la conservacion del aceite de amaranto con antioxidantes naturales: vitamina

E y semilla de uva al 0.02 (v/v) y sintético: BHT (g/L), empleando el método acelerado a 60 °C.
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35.3%; el antioxidante sintético (BHT) presento
una mayor actividad con 37%. Cuando la
concentracion de los conservadores se
incrementd a 002 (vv), la actvidad
antioxidante aumentd en la mayoria de los
casos (51.3%). La vitamina E fue mejor al
presentar 54% de actividad (Fig. 2), debido a
que los tocoferoles donan un atomo de
hidrogeno de su anillo cromano del grupo 6-
hidroxi al radical peroxi, originando
hidroperoxidos y radicales tocoferol-peroxi. El
electron no apareado del antioxidante se
deslocaliza dentro del anillo aromatico lo que
estabiliza el compuesto formado y deteniendo
de esta manera la oxidacion del aceite (Liebler
et al_, 1990, Simic, 1980).

El aceite de amaranto se presenvo
satisfactoriamente con vitamina E (a-tocoferol)
a 002 (viv) y 60 °C, es decir a una baja
concentracion del a-tocoferol y a una
temperatura en la cual dificimente se
almacenaria. Al respecto, Jung & Min (1990),
analizaron  distintas  concenfraciones de
tocoferoles para disminuir la oxidacion del
aceite de soya almacenado en la oscuridad a
55 °C, el mejor resultado fue a wuna
concentracion de 100 ppm en comparacion con

las mejores concentraciones recomendadas a
250 y 500 ppm. Por ofro lado, Hiroaki & Kenji
(1997) utilizaron a-tocoferoles al 0.2 (m/m)
sobre el aceite de sardina, el cual almacenaron
a 40 °C, obtuvieron una actividad antioxidante
de 71% en el aceite de sardina.

Segin las Normas Mexicanas (SECOFI,
1985a y 1985b) la concentracion maxima para
el empleo de o-tocoferol es 0.03 (viv) para
preservar los aceites de maiz y cartamo.
Entonces, se propone usar 0.02 (v/v) de a-
tocoferol y almacenarlo a temperatura ambiente
o en refrigeracion. Al respecto, hay que
mencionar que de acuerdo a la literatura, la
semilla de amaranto de la especie A
hypochondriacus contiene 374 ppm de a-
tocoferol, después de la extraccion se reportan
370 ppm, (Sun et al, 1997). Sin embargo se
sabe que durante los procesos de refinacion y
blangueo, debido al matenal empleado, gran
parte del a-tocoferol se pierde.

Tratamiento termo-oxidativo en el aceite de
amaranto

Los resultados de la prueba termo-oxidativa
en el aceite de amaranto se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Parametros realizados al aceite de amaranto.

PH Cfi Cff Ipi Ipf
Aceites . 1Ai IAf

(ec) | (unidades) (ynjdades) (meqkg”) |(meqkg™)
Testigo| 150£0.047| 3.240.087 |4.6£0.033 |0.05£0.004 | 1.870.051|1.4£0.072 |15£0.080
AAE | 220%0.032| 3.2%0.010 |4.320.021 |0.05%0.007 | 0.880.030|1.4%0.011 |11%0.045

PH: Punto de humo. Cfi y Cff: Color fotométrice, inicial y final, IAi e IAf: Indice de acidez, inicial y final (expresado como
porcentaje de acido oleico). IPi e IPT: Indice de perdxido inicial y final: IPi y IPf. Testigo: Aceite de amaranto sin antioxidante,
AAE: Aceite de amaranto con vitamina E (0.02%).

BioTecnologia, Afic 2009, Vol. 13 No. 1 46

131



Estudio del efecto del campo eléctrico sobre laisomeria de los 4cidos grasos del aguacate

Como se puede observar, el aceite de
amaranto con vitamina E tuvo un indice de
acidez de 0.88 expresado como porcentaje de
acido oleico y un punto de humo superior a los
215 °C, el aceite de amaranto sin antioxidante
(testigo) presentd un indice de acidez de 1.87 y
un punto de humo menor a 215 °C, (Tabla 1),
éste (ltimo no es adecuado para freir porque
se cuantificaron una mayor cantidad de acidos
grasos libres debido a la oxidacion térmica, y
estos no son un buen indicador de calidad del
aceite, porque reaccionan rapidamente para
formar polimeros y compuestos volatiles (Paul
& Mittal, 1997). Por otra parte, Psomiadou &
Tsimidou (2002) reportaron que el a-tocoferol a
una concentracion de 100 mg kg” retardo la
degradacion del aceite de oliva, siendo mas
apropiada cuando los productos de oxidacion
alcanzan concentraciones criticas, ya que este
antioxidante es consumido en las primeras
etapas de la oxidacion, preservando el aceite.

Con respecto al cambio en el color, los
tratamientos de aceite de amaranto (testigo y
con antioxidante) presentaron una oxidacion en
el color de 1 unidad, esto debido al contenido
de pigmentos como carotenos, que al
incrementar la temperatura se oxidaron
rapidamente (Psomiadou & Tsimidou, 2002).

En la degradacion de los acidos grasos, el
testigo presentd un incremento de 6 veces en
el indice de peroxido y en el aceite con
antioxidante se incrementd a 5 veces este
indice. Romero et af. (2000), reportaron gue los
peroxidos presentan una mayor inestabilidad
bajo condiciones extremas de temperatura y
estos forman productos de  oxidacion
secundaria (compuestos polares, volatiles vy
polimeros) y al cuantificarlos, éste valor es bajo
porque los peraxidos tienden a descomponerse
a180°C.

El aceite de amaranto con antioxidante y
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posiblemente el contenido de escualeno se
mantuvo estable, ya que se encontrd un total
12 g de escualeno por kg de aceite; este
hidrocarburo insaturado presenta propiedades
antioxidantes, como lo reportaron Bollan &
Hughes (1949), cuando investigaron la
autoxidacion del escualeno a 55 °C y dedujeron
que por cada molécula oxidada de escualeno
dos moléculas de oxigeno son consumidas,
debido a la reaccion del escualeno con el
radical libre y la formacion final de un
diperoxido. Indicaron que los radicales ciclan
de forma mas eficiente la molécula de
escualeno que un atomo de hidrogeno, debido
al espacio entre los dobles enlaces del
escualeno que favorece la ciclizacion de los
radicales peroxi. Ademas, mencionan que los
productos de la oxidacion del escualeno
permanecen invanables durante un parametro
de absorcion de oxigeno, de modo que no
pueden participar enérgicamente en la
propagacion de las reacciones. Hay que
destacar que el contenido de escualeno en el
aceite de amaranto se encuentra en el intervalo
descrito en la Legislacion de la Comunidad
Europea, que es de 8 a 12 g kg”', para evaluar
la calidad del aceite de oliva virgen (Lanzon et
al., 1994).

Tratamiento de foto-oxidacion en el aceite de
amaranto

Los resultados de la prueba de foto-
oxidacion en el aceite de amaranio se
muestran en la Fig 3. Como p uede
observarse, en general, existe un incremento
del indice de peroxido en los diferentes
tratamientos con el antioxidante al 0.02 (v/v)
con respecto al tiempo. A las 35 h de estudio el
indice de perdxido se incrementd en promedio
15 meq kg™ con el antioxidante probado, lo cual
incrementd la oxidacion de los acdos grasos
por la formacion de los hidroperoxidos. La alta
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Fig. 3. Tratamiento de foto-oxidacion del
aceite de amaranto

reactividad del grupo metileno adyacente al
doble enlace, es acelerado por la luz, debido a
que la energia luminosa presenta longitudes de
onda mas corta que ongina efectos
perudiciales en un menor tiempo en
comparacion con la oxidacion por el oxigeno
(Sattar et al., 1976). En el aceite de amaranto
se formaron reacciones de oxidacion y esto
ocasiond la presencia de olor a rancio,
indicativo de la produccion de compuestos
carbonilicos, hidrocarburos, furanos
substituidos, aldehidos, alcoholes y cetonas
(Ceballos et al, 2003), por otro lado en este
mismo lapso de tiempo el grupo testigo mostro
un indice de peréxido de 18 meq kg™'. Es decir,
el antioxidante retardd la degradacion del
aceite (p<0.05), sin embargo se presentd al
mismo tiempo que en el testigo.

Es muy probable que la presencia de
escualeno en el testigo (12 g kg' de aceite)
haya favorecido su conservacion como
reportan  Psomiadou & Tsimidou (1999),
quienes indican que 7 g kg”' de escualeno es
suficiente para retardar los efectos de la
oxidacion en el aceite de oliva virgen.

CONCLUSIONES

BioTecnologia, Afic 2009, Vol. 13 No. 1

La vitamina E a una concentracion de 0.02
(viv) proporciond al aceite de amaranto un
efecto protector de 54% de actividad
antioxidante, lo cual mantuvo estables a los
acidos grasos y no presentd el olor a rancio
caracteristico de detenoro, ya que los
productos de oxidacion (hidroperdxidos) y los
procesos de auto-oxidacion de los acidos
grasos fueron minimos. Por tanto, la vitamina E
al 0.02 (viv) es el mejor antioxidante de los tres
estudiados y, ademas, es un producto natural.
El resultado del 54% de efecto protector indica
gue el aceite de amaranio se puede almacenar
por cuatro meses, de lo cual se infiere que si el
aceite se almacena a temperatura ambiente, el
indice de perdxidos seria menor y se podria
almacenar por periodos mas prolongados. El
aceite de amaranto con vitamina E a una
concentracion de 0.02 (viv), se puede utilizar
para freir porque tiene un punto de humo de
220 °C, manteniendo su olor y sabor
caracteristico. Ademas, fiene un efecto
protector sobre los acidos grasos, sin embargo
al exponerio a la luz, el aceite incremento los
productos de oxidacion (hidroperoxidos) y los
procesos de auto-oxidacion de los acidos
grasos y presentd el olor a rancio caracteristico
de detenoro, por lo tanto el aceite de amaranto
debe almacenarse donde no incidan los rayos
de luz directamente.
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