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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo la caracterizacidn de componentes de
interés para el desarrollo de alimentos funcionales, de las semillas de Pifon (Pinus
pinea), y Michay (Berberis darwinii hook).

A partir del analisis proximal, se determin6 que el Piidn contenia 47,7% de
materia grasa y el Michay 4,6%. El andlisis de acidos grasos realizado por
cromatografia gas-liquido, dié como resultado para el Pinén 10,6% de &cidos
grasos saturados, 40,1% de acidos grasos monoinsaturados, donde el 37,4% es
aportado por el acido oleico y 45,9% de &cidos grasos poliinsaturados donde el
43,8% correspondié al acido linoleico y el 0,8 al acido linolénico. Para el Michay se
obtuvo 12,2% de 4&cidos grasos saturados, 20,4% de 4&cidos grasos
monoinsaturados con un 19,1% de &cido oleico, 65% de poliinsaturados con un
36,7% de acido linoleico y 28,2% de &cido linolénico.

En la determinacién de tocoferoles se obtuvo un contenido de 1409 ppm de
alfa tocoferol para el Pinén y para el Michay 880 ppm de gamma tocoferol.

El Tiempo de Inducciéon determinado mediante el equipo Rancimat, para el
aceite de Pinén fue de 9,5 horas y para el aceite de Michay de 19,1horas.

El analisis de fitosteroles para el Michay, dio como resultado un contenido de
cinco fitosteroles dentro de los cuales resalta el B-Sitoesterol con 4460 mg/100g,
en tanto que para el Pinon fue de seis fitosteroles dentro de los cuales destaca el
B- Sitoesterol con 662 mg/100g de aceite.

En tanto que el andlisis realizado sobre el contenido de amino&cidos indicé que
el Pindn contenia 24,0%, de los cuales el 50% correspondié a aminoacidos
esenciales, por otra parte, el Michay presentd 3,28% de aminoacidos de los cuales
aproximadamente el 50% también correspondid6 a aminoacidos esenciales.
Ademas la semilla de Michay presenté 4,7% de alcaloides expresado como

Dihidrorugosinona.



SUMMARY

The objective of this study was the characterization of components present in
the seeds of Pinus pinea, Pindbn and Berberis darwinii hook, Michay, for the
development of functional food.

The fat content of Pine kernel (Pifién) and Michay was 47,7% and 4,6%
respectively. The analysis of fatty acid by gas-liquid chromatography, showed for
Pinon seed oil 10,6% of saturated fatty acids, 40,1% monounsatured fatty acids,
where 37,4 % is oleic acid, and 45,9% of polyunsatured fatty acids, where 43,8%
corresponded to linoleic acid and 0,8% linolenic acid. For the Michay 12,2% were
saturated fatty acids, 20,4% monounsatured fatty acids with 19,1% of oleic acid,
65% of polyunsatured with 36,7% of linoleic acid and 28,2% of linolenic acid.

The tocopherols content in the seeds oils was 1409 ppm of alfa tocopherol for
Pifién and 880 ppm of gamma tocopherol for Michay

Induction time determined by Rancimat instrument gave 9,5 hours for Pifién and
19,1 hours for Michay.

The analysis of phytosterols for Michay seed oil, gave a content of five
phytosterols, the most important was B- Sitosterol with 4460 mg/100g, Pindn seed
oil contained six phytosterols where the most important was - Sitoesterol with
662mg/100g.

The aminoacids content indicated that the Pifidén contained 24,0%, the half
corresponded to essentials aminoacids, by the other hand, Michay presented
3,28% of aminoacids of approximately one half also corresponded to essentials
aminoacids. The Michay presented 4,7% of alkaloids expressed as
Dihidrorugosinone.



CAPITULO I. INTRODUCCION

La alimentacion ha ido evolucionando en el tiempo, porque mientras que para el
hombre primitivo era esencial para la supervivencia y la “satisfaccién del hambre”,
hoy se busca en los alimentos la ausencia de efectos adversos en el organismo asi
como la promocién de la salud y el bienestar y la reduccion del riesgo de
enfermedades cronicas como las enfermedades cardiovasculares, algunos tipos
de cancer y la obesidad (Rivero, 2004).

El interés en la relacién entre alimentacion y salud, va mas alla de la accién
preventiva de los nutrientes en los déficit nutricionales, y se explica por las
asociaciones que se han evidenciado entre el consumo de alimentos de origen
vegetal esencialmente frutas, verduras, cereales integrales, leguminosas y sus
efectos preventivos sobre el cancer y las enfermedades cardiovasculares. En
efecto, estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacion inversa entre la
prevalencia de estas enfermedades y el consumo de frutas y verduras. Estos
alimentos son excelentes fuentes de antioxidantes, tales como la vitamina C, Ey A
y beta caroteno, utilizados por la planta para protegerse de la oxidacion,
especialmente en aquellas partes expuestas a las radiaciones luminosas (Araya y
Lutz, 2003)

Por esta razdn, cada dia adquieren mayor importancia los denominados
alimentos funcionales. Para que un alimento se considere funcional pueden darse
dos casos: que contenga un componente (nutriente o no) que afecte una o mas
funciones del organismo de forma positiva o que algin componente potencialmente
peligroso haya sido eliminado (Rivero, 2004).

Estos productos funcionales, todavia sin legislacién definida en muchos paises,
ademas de promover el crecimiento y la mantencidn del organismo, tienen el papel
adicional de reducir el riesgo de enfermedades, por la presencia de determinados
compuestos bioactivos. Pueden ser compuestos antioxidantes, flavonoides,
glucosinolatos, saponinas, fitosteroles, oligosacaridos, acidos grasos, polipéptidos

y otros, presentes en los alimentos comunes o como suplementos, que consiguen



modular funciones del organismo y asi intervenir en la reduccion del riesgo de
enfermedades degenerativas (Dragone, 2004).

Aun no existe una definicidn universal para los alimentos funcionales pero el
Consejo Internacional de Informacion de Alimentos los define como aquéllos que
tienen beneficios para la salud que van mas alla de la nutricion basica. Esta
definicién, que es la mas extendida en Europa, es muy similar a la que le otorgo el
Instituto de Ciencias de la Vida de Norteamérica. Segun este organismo, los
alimentos funcionales son aquéllos que gracias a sus componentes
fisiolégicamente activos, suponen beneficios para la salud (Arenzana, 2004).

De acuerdo a estas definiciones, los alimentos sin modificar, como pueden ser
las frutas o las verduras, son ejemplos simples de alimentos funcionales. Asi, los
tomates, por ejemplo se considerarian un alimento funcional porque contiene esos
mencionados componentes fisiolégicamente activos, como es el licopeno. Por su
parte, los alimentos modificados, como los que han sido enriquecidos, fortificados o
realzados con fitoquimicos, también forman parte de la definicibn de alimentos
funcionales (Arenzana, 2004).

Los efectos demostrados mas importantes de los alimentos funcionales son:

1.-La disminucién del riesgo de enfermedades cardiovasculares gracias a
los acidos grasos omega 3- en pescados grasos- y los antioxidantes naturales
como los carotenoides, las vitaminas C y E o el zinc- en verdura hortalizas y frutas.

2.-La disminucion del riesgo de ciertos tumores gracias a sustancias
antioxidantes.

3.-La regulacion de funciones intestinales, del nivel de glucosa y colesterol
en sangre mediante la fibra soluble.

4.-La mejora del equilibrio de la flora intestinal y del estado inmunoldgico por
las bacterias lacticas.

Los principales componentes capaces de proporcionar beneficios a la salud
encontrados en los alimentos funcionales, son denominados sustancias o
compuestos bioactivos o ingredientes funcionales. Entre ellos, se destacan los
acidos grasos omega 3, las fibras de vegetales, proteina e isoflavonas de soja y el

licopeno (Dragone, 2004).



e Antioxidantes (tocoferoles)

Los Tocoles (Vitamina E) estan presentes en al menos ocho formas naturales
como son, a, B, y y © tocoferol y a, B, y y & tocotrienol. Estos tocoles son
fisiologicamente activos en mejorar sintomas de deficiencia de vitamina E. La
vitamina E es un importante antioxidante y atrapador de radicales libres, y su
presencia ha sido relacionada con la prevencion de enfermedades crénicas,
envejecimiento prematuro, cancer, enfermedades cardiovasculares. Varios
informes han relacionado a los tocotrienoles como inhibidores de la sintesis de

colesterol (Peterson, 1995.)

HI
Alfa Tocoferol —CH;  —CH;
Eeta Tocoferal —CH- —H
Gamma Tocoferol —H — —CHs
Delta Tocoferol  —H —H

R Tocatrienal

Figura 1: Estructuras de Tocoferol y Tocotrienol.

Estos se diferencian en el nUmero y la posicion de grupos metilo sobre el anillo

de cromano. Los tocotrienoles tienen una estructura similar a la de los tocoferoles,



excepto que la cadena del fitilo lateral contienen tres dobles enlaces, en las
posiciones 3, 7 y 11 (Kuang, 2004).

Alrededor del 60-70% de los Tocoferoles en semillas oleaginosas se retienen
durante la extraccidon de aceite y proceso de refinacidén. Algunos aceites con muy
similar composicion de acidos grasos pueden ser diferenciados por su distinto
contenido de Tocoferoles (Belitz y cols., 1993).

e Acidos grasos.

Dos grandes grupos de &cidos grasos se pueden definir como principales
constituyentes de las materias grasas:

o Acidos grasos saturados

Generalmente son de cadena recta, principalmente con nimero par de atomos
de carbono, aunque también se han detectado impares en materias grasas
comestibles de origen animal y marino y algunos ramificados, en general en
proporciones pequenas, del orden del 1 %. El largo de cadena se encuentra entre
cuatro y veinticuatro atomos de carbono para las materias grasas de consumo
habitual (Masson y Mella, 1985).

Este tipo de &acidos grasos forma parte importante de las materias grasas
sélidas, debido a sus elevados puntos de fusion, relacionados con su estructura en
el espacio. Solo los primeros términos entre el acido butirico C4:0 y el acido
caprilico C8:0 son liquidos; los demas acidos grasos son sélidos. Cabe destacar
por ejemplo que el acido caprico con 10 atomos de carbono tiene un punto de
fusion de 31,6°C y el del acido estearico C18:0 se eleva practicamente a 70°C. De
los acidos grasos saturados, el acido palmitico C16:0 es uno de los mas
ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que se ha encontrado presente
practicamente en todas las materias grasas analizadas (Masson y Mella, 1985).

o Acidos grasos insaturados

Se caracterizan porque en la cadena hidrocarbonada aparece una o mas doble
union C = C, lo cual, fuera de introducir una rigidez en la molécula, hace mas
compleja la quimica de los &cidos grasos al aparecer dos tipos de isomerismo: de
posicion y geométrico cis, trans que confieren a su vez propiedades diferentes a



los acidos grasos y mayor susceptibilidad a la oxidacion. La presencia del doble
enlace y su configuracion en el espacio tiene un efecto notable en el punto de
fusion de los acidos grasos. La mayoria en forma natural presenta la configuracion
cis y ésto los hace ser liquidos a temperatura ambiente, ejemplo: &acido oleico
C18:1, n-9 (cis) tiene un punto de fusién de 14°C; en cambio, el paso a la
configuracion trans lleva a un notable aumento del punto de fusién, ya que en el
espacio la estructura se asemeja a la de un acido graso saturado, ejemplo: el acido
elaidico C 18:1.n-9 (trans), isbmero geométrico del acido oleico es sélido a
temperatura ambiente con un punto de fusién de aproximadamente 44°C (Masson
y Mella, 1985).

o Acidos grasos esenciales

Bajo este nombre se puede considerar a dos acidos grasos: el linoleico C18:2,
n-6, y al alfa linolénico C18:3, n-3. Esta designacién se debe a que su ausencia
produce un sindrome de deficiencia, ya que el organismo animal no puede
introducir dobles enlaces entre el grupo metilo terminal y el primer doble enlace
qgue aparece en la cadena hidrocarbonada del respectivo acido graso. Lo que sélo
puede hacer el organismo animal es elongar la cadena e introducir nuevos dobles
enlaces a continuacién de los originales y en direccion del grupo carboxilico de la
molécula (Masson y Mella, 1985).

De aqui se deduce la importancia de las familias de &cidos grasos ya
nombrados, ya que por una parte la estructura terminal permanece inalterable v,
por otra, no es posible el paso de un acido graso de una familia a otra (Masson y
Mella, 1985).

Teniendo esta estructura basica terminal, el organismo animal sintetiza los
acidos grasos de cadena larga de 20 a 22 atomos de carbono con tres, cuatro,
cinco o seis dobles enlaces pertenecientes a las familias n-3 y n-6 que les son
indispensables para la formacion de estructuras celulares, funciones normales de
todos los tejidos, sintesis de eicosanoides, etc. Se puede considerar como los mas
importantes el acido araquidénico, el eicosapentaenocico y el 4&cido
docosahexaenoico (Masson y Mella, 1985).



De aqui se desprende la importancia que los acidos grasos precursores
linoleico y linolénico sean aportados por la dieta y define su caracter de esenciales
(Masson y Mella, 1985).

Si esto no sucede, el organismo animal de todas formas tiene que sintetizar
acidos grasos de cadena larga, y recurre para ello al acido estearico C18:0,
procediendo a insaturarlo originando el acido oleico C18:1, n-9, luego alarga la
cadena, la vuelve a insaturar formando el acido eicosatrienoico C20:3, n-9, que por
supuesto dado su origen pertenece a la familia del acido oleico C18:1, n-9 (Masson
y Mella, 1985).

e Fibra cruda.

La fibra estd constituida por los componentes estructurales de las paredes
celulares de los vegetales, entre los que destacan la celulosa, la hemicelulosa y
las pectinas; también se incluye en éstos a la lignina, aun cuando ésta no es un
hidrato de carbono, sino mas bien una cadena de compuestos fendlicos como la
vainillina, el aldehido siringico y los alcoholes coniferilico, sinapilico y cumarilico.
Estos polimeros no se encuentran de manera natural en los alimentos de origen
animal y son exclusivos de los vegetales. La composicion de la fibra es muy
variada en los distintos alimentos y depende de muchos factores, entre los que
destaca la madurez del producto (Badui, 1993).

Los animales herbivoros, a diferencia de los monogéastricos como el hombre,
son los unicos capaces de aprovechar la celulosa para su metabolismo pues
cuentan con las correspondientes enzimas celulasas en el tracto gastrointestinal.
Para el organismo humano la celulosa es parte de la fibra cruda vy
consecuentemente se elimina en las heces sin haber sido aprovechada (Badui,
1993).

Es necesario hacer una clara distincién entre la fibra cruda y la fibra dietética.
La primera es la que se consigna generalmente en las tablas de composicién de
los alimentos y que se determina analiticamente sometiendo los productos a un
tratamiento en caliente con acido clorhidrico y posteriormente con hidroxido de
sodio; en estas condiciones se pierde una fraccion importante de polisacaridos



que son parte de la fibra dietética; es decir, la fibra cruda normalmente es menor a
la fibra dietética, ya que esta ultima representa el contenido total de polimeros
antes indicados. En términos generales, el procedimiento de determinacién de la
fibra cruda provoca la pérdida de 70% a 80% de la hemicelulosa, de 30% a 50% de
la celulosa y hasta 90% de la lignina; algunos autores consideran que es hasta de
seis veces la subestimacion de la fibra dietética cuando se determina fibra cruda
(Badui, 1993).

La importancia de la fibra en la dieta fue puesta de manifiesto en la década de
los sesenta, a raiz de ésto, se han efectuado muchos estudios que relacionan la
ausencia de fibra con diversos problemas a la salud tales como la constipacion, la
diverticulosis, colitis, hemorroides, cancer de colon, cancer de recto, diabetes
mellitus, ateroesclerosis y otros. Su funcidn principal es que tienen la capacidad de
hincharse al absorber agua y por lo tanto aumentar el volumen de la materia fecal;
ésto provoca un incremento en los movimientos peristalticos del intestino, facilita el
transito, la distension intestinal y consecuentemente la defecacién; es decir, su
accion primaria se lleva a cabo precisamente en el colon del hombre (Badui, 1993).

Esta situacién provoca que se incremente la viscosidad, se reduzca el tiempo
de residencia de los constituyentes del alimento en el intestino y que solo las
moléculas facilmente absorbibles atraviesen la pared intestinal; aquellas sustancias
irritantes, dafinas y toxicas, que generalmente requieren de mas tiempo para
entrar al sistema linfatico, no tienen oportunidad de hacerlo y se eliminan en las
heces (Badui, 1993).

En un trabajo realizado en 1996, por Larrauri y cols., se propuso por primera
vez la medida de la capacidad antioxidante para evaluar los efectos potenciales en
la salud a través de la fibra, junto con otros parametros nutricionales tales como
fermentabilidad e indice de retardo en la absorcién de glucosa. Una linea de
trabajo abierta en este campo es la investigacion de materias primas fuente de
fibra que tengan una alta capacidad antioxidante (Lajolo y cols., 2001).

Los concentrados de fibra obtenidos a partir de piel de mango (Mangifera indica
L.) fueron los primeros materiales donde se encontré una alta actividad

antioxidante, siendo proxima a la correspondiente al antioxidante sintético BHA y



muy superior a la del antioxidante natural Vitamina E (delta tocoferol) a
concentracion similar 0,05%. También se han obtenido valores apreciables de
actividad antioxidante en concentrados de lima, naranja, pomelo y pifia (Lajolo y
cols., 2001).

En estos casos, la actividad antioxidante es presumiblemente debida a los
polifenoles de distinto tipo (flavonoides, acidos, antocianinas, etc.), constituyentes
bioactivos principales en estos materiales. No obstante la influencia de otros
componentes minoritarios (carotenoides, fitosteroles, vitaminas, minerales, etc.) en
esa capacidad antioxidante no debe descartarse pues frecuentemente son muy
importantes los efectos sinérgicos (Lajolo y cols., 2001).

e Fitosteroles.

Los fitosteroles se encuentran en plantas alimenticias y son estructural y
funcionalmente analogos al colesterol de los animales vertebrados. Los fitosteroles
comunmente presentes son el B-Sitoesterol, Campesterol y Estigmaesterol, que
constituyen el 95% del total de los fitosteroles de la dieta (Maguire y cols., 2004).

Los fitosteroles comparten con el colesterol el nucleo central de la molécula,
esto es el ciclopentano perhidrofenantreno. La diferencia fundamental con el
colesterol y entre los diferentes fitosteroles radica en la cadena hidrocarbonada
lateral. En el colesterol esta cadena esta formada por ocho carbones y es saturada.
En los fitosteroles esta formada por 9 o0 10 carbones y en algunos de ellos presenta
un doble enlace (Estigmaesterol). Se ha propuesto que esta diferencia estructural
es responsable de los particulares efectos hipocolesterolémicos atribuidos a los
fitosteroles y también de la baja absorcidon a nivel del tracto intestinal que se ha
observado para estos fitosteroles (Valenzuela y Garrido, 2000).

El perfil de los fitosteroles es caracteristico de las especies boténicas desde las
cuales se obtiene el aceite (Thomas y cols., 2002).

Los fitosteroles estdn entre los componentes mas importantes en los
insaponificables de aceites vegetales y son asociados en conferir actividad
biol6gica a los aceites (Thomas y cols., 2002).Estudios clinicos repetidamente han
mostrado que los fitosteroles que han sido utilizados como suplementos dietarios, 0



como ingredientes suplementos en alimentos, han disminuido los niveles de
colesterol sérico, el colesterol lipidico de baja-densidad y medianamente la
hipercolesterolemia. Este complicado mecanismo puede relacionarse con la
inhibicion de la absorcidn del colesterol biliar desde el lumen intestinal en la dieta.
Ademas del efecto de la disminucién del colesterol, se sugiere que los fitosteroles
poseen actividad anti-inflamatoria, anti-bacterial, anti-fungica, anti-ulcerativa y
tumorogénica (Thomas y cols., 2002).

El consumo de fitosteroles varia entre sociedades y poblaciones. Asiaticos y
vegetarianos consumen 345-400 mg/dia comparado con los 80mg/dia de las
sociedades occidentales. Las enfermedades al colon, los infartos y el cancer a la
prostata también varian entre sociedades, éstas se presentan en gran numero en
sociedades occidentales y en menor cantidad en paises Asiaticos y vegetarianos
(Atif y cols., 2000).

Hay un aumento en el interés por el aislamiento de estos componentes de
actividad biolégica para aplicaciones nutracéuticas y como ingredientes para
alimentos funcionales (Holser y cols., 2004).

e Aminoécidos esenciales.

Los aminoéacidos son los monémeros de la molécula proteica. Cada uno de
ellos contiene una cadena lateral (R) que influencia sus propiedades fisicas y
quimicas y por lo tanto las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas que las
contienen (Pennacchiotti, 1998).

Segun la polaridad de esta cadena lateral, es posible clasificar los aminoacidos
en dos grupos:

o Los aminodcidos con cadenas laterales sin carga (no polares) como glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptofano y
metionina.

o Los aminoéacidos con cadenas laterales cargadas positivamente, como
lisina, arginina e histidina.

o Los aminoacidos con cadena lateral cargada negativamente, como los

acidos aspartico y glutamico.



o Los aminoacidos con cadenas laterales sin carga, que tienen grupos
funcionales neutros y polares como serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparragenina y glutamina.

Desde el punto de vista de la fisiologia y la nutricion, los aminoacidos se

clasifican en dos grupos:

o Aminoacidos esenciales: valina, leucina, isoleucina, triptofano, fenilalanina,
treonina, histidina (esencial para lactantes), lisina, arginina, metionina,
cisteina que el organismo no sintetiza en cantidad suficiente.

o Aminoécidos no esenciales: glicina, alanina, cisteina, tirosina, serina,
glutamina y acidos glutadmico y aspartico (Belitz y Grosch, 1985).

e Alcaloides.

El término alcaloide se aplica a compuestos nitrogenados béasicos de origen
vegetal, que son fisiolégicamente activos. Realmente no existe una definicion
sencilla de alcaloides, ya que en ella es dificil tener en cuenta las diferencias en
cuanto a las estructuras y propiedades de cerca de 600 compuestos descritos en
este grupo. Contienen generalmente un atomo de nitrégeno que forma parte del
heterociclo, aunque se pueden encontrar compuestos hasta con cinco atomos.
Biogenéticamente proceden de aminoacidos (Backhouse y Negrete, 2005).

Sus acciones fisiolégicas son muy variadas y sus efectos a dosis terapéutica y
a dosis téxicas son a menudo muy distintas (Backhouse y Negrete, 2005).

Muchos alcaloides actuan como depresores del S.N.C., otros actian sobre el
S.N. auténomo como excitantes del sistema simpatico, pero otros actian como
depresores de este sistema. Asi también hay alcaloides excitantes del sistema
parasimpatico y otros depresores del mismo (Backhouse y Negrete, 2005).

En general las especies del género Berberis (Berberidaceae), son conocidas
por producir un ordenamiento muy especial de alcaloides isoquinolinicos, todos los
cuales derivan biogenéticamente del aminodacido tirosina. Los ordenamientos que
se mencionan se pueden clasificar en berbinas, aporfinas, bencilquinolinas,
proaporfinas, protopinas, pavinas, dimeros proaporfinicos-bencilisoquinolinicos,
entre otros (Mufioz, 1992).
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La gran mayoria de los alcaloides bisbencilisoquinolinicos BBI's que han sido
estudiados en modelos biolégicos presentan actividad asociada a una enorme
variedad de efectos como hipotensivos, antiinflamatorios, antiarritmicos,

bactericidas y relajantes musculares (Buck, 1987).
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1.1 Antecedentes generales.

Pinus pinea, llamado comunmente Pino pifilonero, pertenece a la division de
las Gimnospermas, clase Coniferopsida, orden Coniferales, familia Pinaceae y
género Pinus (Montoya, 1990).

Los conos son ovoides, globulares de 12 a 25 cm de longitud y 7 a 10 cm de
diametro, de color pardo brillante, con escamas de consistencia lefiosa. Sus
semillas son lefiosas, ovaladas de color pardo claro, 17 a 18 mm de largo, 8 a 10
mm de ancho y 8 mm de espesor (Serra, 1987). Poseen una testa gruesa, color
pardo con largo de alas variable (3-20 mm) (Crawford, 1995). En su interior se
encuentra el piidn, de 15 a 16 mm de largo 5 mm de espesor, de forma alargada,
color blanco amarillento y de consistencia harinosa (Loewe, 1998).

Figura 2: Pinus pinea, en estado adulto y conos en maduracion.

Es un fruto comestible de sabor agradable (Carnevale, 1955), que lo hace muy
apreciado como alimento en forma directa o para confiteria; por este motivo en
algunos paises posee un alto valor comercial (Serra, 1987).

En Chile, actualmente se conserva un bosquete en la Reserva Forestal
Federico Albert (VII Regién) con mas de 700 individuos, sus caracteristicas no son
buenas en la produccién de frutos, principalmente debido al escaso espaciamiento
y a falta de manejo adecuado. También se encuentran pequefios bosquetes en la
Reserva Nacional Penuelas (V Region), en Pichilemu (VI Regién), Cauquenes (VI

Region), Angol y Lautaro (IX Regién). Se han encontrado arboles aislados en
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Santiago, Melipilla, Lolol y Quirihue (VIII Regidén), y en 1994 se plantaron algunos

individuos en lllapel como cortina cortaviento (Loewe, 1998).

Figura 3: Cono maduro con semillas en su interior y piién con cascara o
testa gruesa (1), con cascara partida en dos (2), sin cascara y listo para ser
tratado o consumido (3).

El Michay, Berberis darwinii hook, perteneciente a la familia de las
Berberidaceas, es un arbusto de 1 a 3 metros de altura, el cual se distribuye desde
Nuble (VIIl Regién) hasta la Patagonia occidental (XIl Regi6n), siendo originaria de
Chile y muy frecuente de encontrar (Hoffmann, 1991; Donoso y Ramirez, 1994).

Figura 4: Berberis darwinii hook en estado natural, arbusto (1), ramas con
semillas en estado de maduracién (2) y hojas con subdivisiones y espinas (3).

Los tallos del Michay son de color pardo oscuro y provistos de numerosas

hojas. Estas se diferencian en dos tipos, unas poseen aspecto de hojas comunes
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mientras que las otras (estipulas) forman cortas espinas pardas con 5 a 8
subdivisiones (Urban, 1934).

Figura 5: Racimos de Michay en maduracién (4) y semilla madura (5).

La semilla es una baya esférica de 5 a 7 mm de largo, verde al principio,
después rojiza y por ultimo negro azulada, coronada por el estilo de 3-4 mm de
largo y el estigma, conteniendo 4 a 6 semillas asperas, pardo-negruzcas (Urban,
1934; Munoz, 1990).

El Pindén en la actualidad es utilizado para producir aceites de alto valor
culinario en algunos paises de Europa, asi también en reposteria. En tanto el
Michay sélo tiene uso en la cultura Mapuche y ademas de investigaciones en la

factibilidad de produccién de néctar, cuando se encuentra en estado de flor.
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1.2 Objetivos.
1.2.1 Objetivo general.

Caracterizacibn de componentes de interés para el desarrollo de alimentos
funcionales, de las semillas de Pinus pinea, Pindn y Berberis darwinii hook, Michay.

1.2.2 Objetivos especificos.

Estudio de componentes de interés presentes en semillas de Pinus pinea y
Berberis darwinii hook. Esto se efectudé mediante los siguientes andlisis realizados
a ambas semillas:

« Determinar el aporte de los principales macronutrientes que aporta la semilla de
Pinus pinea 'y Berberis darwinii hook.

« Estudiar la calidad del aceite obtenido de ambas semillas en cuanto a su aporte
de acidos grasos esenciales y componentes bioactivos como tocoferoles y
fitosteroles.

« Estudiar la calidad de la proteina de ambas semillas mediante su perfil de

aminodcidos.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 Muestras
Se utilizaron semillas de Pinén y Michay en estado silvestre, recolectadas en
los veranos de los anos 2003 y 2004, debido a que en esta época se produce su
maduracion. La recoleccion se realizé en las cercanias de la comuna de Quirihue,
provincia de Nuble, Region del Bio-Bio, ubicada a 59 Kms al noroeste de Chillan.
Ambos tipos de semillas se almacenaron a temperatura ambiente y a la

oscuridad hasta el momento de su analisis.

2.1.2 Reactivos quimicos.
e Acetato de sodio

e Acido clorhidrico

e Acido sulftrico

e Alcohol amilico

e Azida sédica

e Eter de petréleo

e Hidroxido de sodio

e Sulfato de cobre

e Sulfato de sodio anhidro

e Material de vidrio

2.1.3 Materiales y equipos

e Balanza analitica modelo 125 A, Oerlikon Ag, Precisa, Zurich, Suiza.

e Barfo termoregulado, Haake, modelo FE, Saddle Brook, Jarlsruhe, Germany.

e Cromatoégrafo de gases HP 5890, Integrador HP 3395, Hewlett Packard Corp.,
U.S.A. con detector FID.

e Cromatégrafo HPLC Merck Hitachi L-6200 A con detector de fluorescencia con
integrador Hitachi D-2500 Merck, Hitachi Ltd., Tokio, Japén.

e Estufa modelo TU60/60, W.C. Heraeus GMBH Hanau, Germany.
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e Equipo Soxhlet.

e Mufla. Wild Barfield. Wild-Barfield Electric Furnaces Ltd. Made in England.
e Rancimat 679, Metrohm, Herisau, Switzerland.

e Rotavapor R-205 Bichi, VWR Scientific, Inc, Atlanta, GA.

e Tela filtrante de Lino.

e Termdmetro.

2.2. Métodos.
2.2.1 Analisis Proximal. Se efectu6 sobre ambas semillas frescas.
2.2.1.1 Determinacion del contenido de humedad.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Ab 2-49 (1993) se determiné el contenido
de humedad presente. Se procedi6 a realizar el secado de las semillas molidas en
estufa a 105°C, hasta que la muestra present6 peso constante.

2.2.1.2 Determinacion del contenido de materia grasa total.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Ab 3-49 (1993) se realiz6 mediante
método de Soxhlet, en el que se determina la cantidad de materia grasa por
extraccion con éter de petréleo, evaporacion de éste y la determinacion
gravimeétrica del aceite extraido.

2.2.1.3 Determinacion del contenido de proteinas.
De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Ab 2-49 (1993) se realizé mediante el
método Kjeldahl que mide el nitrogeno total el cual multiplicado por el factor 5,3

entrega el equivalente en proteinas.
2.2.1.4 Determinacion del contenido de cenizas. Método gravimétrico.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Bc 5-49 (1993). Se procedié a realizar la

calcinacién en mufla, a temperatura de 550°C, previa calcinacion con mechero.
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2.2.1.5 Determinacion de fibra cruda.
Se determiné conforme el método A.O.A.C. (1964), el cual consiste en una
hidrélisis acida y luego en una hidrdlisis alcalina, sobre la muestra seca y

desgrasada.

2.2.2 Métodos analiticos aplicados al aceite extraido de ambas semillas.
2.2.2.1 Cromatografia gas-liquido.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Ce 1-62 (1993). Este método es
aplicable a ésteres metilicos de &cidos grasos que contienen 8 a 24 atomos de
carbono, en muestras grasas animales, en aceites vegetales y en general a
cualquier mezcla de &cidos grasos después de su conversion a ésteres metilicos.
Para la determinacion del perfil de acidos grasos de la muestra de aceite, éstos se
derivatizaron mediante la aplicacion de un proceso de metilacién alcalina vy
posteriormente una metilacién é&cida de acuerdo a UNE 55-037-737311. La
metilacion alcalina consiste en la utilizacién de metilato de sodio y la metilacién
acida en la utilizacién de acido sulfarico en metanol. Luego se extrajeron los
ésteres metilicos de acidos grasos con hexano p.a. y se inyectd al cromatografo de
gases. También se inyectaron los patrones de ésteres metilicos de acidos grasos
(Sigma) los cuales sirvieron para identificar los acidos grasos de las muestras por
comparacion de sus tiempos de retencién.

Para realizar la cromatografia gaseosa se utilizé un cromatografo de gases
Hewlett-Packard modelo 5860 serie 2, con detector de ionizacion de llama, usando
H> como gas portador, unido a un integrador Hewlett-Packard 3395. La columna
capilar utilizada fue de silica fundida BPX-70 de 50 mm de largo y 0,25 mm de
diametro interno, con espesor de pelicula de 0,2 um. La temperatura del horno fue
programada entre 160°C a 230°C, con una velocidad de calentamiento de 2°C/min.
las temperaturas del inyector y del detector se fijaron a 240°C.

18



2.2.2.2 Tocoferoles.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Ce 8-89 (1993) se determiné el
contenido de tocoferoles expresados en ppm, presente en los aceites extraidos de
ambas semillas mediante HPLC.

Se utiliz6 un cromatégrafo HPLC Merck Hitachi L-6200 A con detector de
fluorescencia, unido a un integrador Merck Hitachi 2500. La columna utilizada fue
Superspher Si 60 de 25 cm de largo, Merck. La fase movil utilizada fue

Hexano:Isopropanol 99,5:0,5, con flujo de 1,0 ml/min.

2.2.2.3 Tiempo de Induccion.

De acuerdo al método oficial A.O.C.S. Cd 12b-92 (1993) se determind, en el
aceite extraido de ambas semillas, el tiempo en horas correspondiente al punto de
inflexion de la curva, llamado tiempo de induccion.

Se utiliz6 el equipo Rancimat Metrhom, con detector 679. Las condiciones de
operacion fueron: flujo de aire 20 I/h y una temperatura de 110°C durante el tiempo

de ensayo.

2.2.2.4 Determinacion de fitosteroles.

Para la determinacion de fitosteroles, primero se obtuvo la materia
insaponificable del aceite extraido, segun el Método Oficial AOCS Ca 6b-53 (1993)
y luego por cromatografia gas-liquido (GLC) se determind los fitosteroles
presentes, siguiendo el Método de la Norma Espanola UNE 55-019-84. Se utilizé
un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 serie |l equipado con detector de
ionizacién de llama, sistema de inyeccion split y columna capilar HP-5 (Crosslinked
5% PH ME Silicone) de 30 m de largo, 0,25 pm de espesor de film y 0,32 mm de
diametro interno.

La temperatura del horno fue de 270°C, isoterma. Las temperaturas del inyector
y detector fueron de 300°C. El gas portador fue hidrogeno.

La identificacién y cuantificacion de los fitosteroles presentes en el aceite
extraido de las semillas se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion y

concentraciones, respectivamente, con los estandares de fitosteroles y con la
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utilizacion del estandar interno 5 a Colestano. El resultado se expres6é en mg de

esterol por 100 g de aceite.

2.2.3 Determinacion de aminoacidos.

De acuerdo al método de Alaiz y cols., 1992, que es aplicable para muestras
secas y desgrasadas. El tratamiento a la muestra consiste en una hidrélisis y una
derivatizacion. Para la hidrélisis a la muestra se agregd 200 ul de estandar interno
(D.L. .a-&cido aminobutirico) en 4ml de HCI 6N, esta mezcla se sometié a 120°C
por 24 horas, el filtrado se llevé a rotavapor a 60°C, a sequedad, el residuo se
afor6 a 25ml con tampdn borato. Para la derivatizacion, a 5ml del hidrolizado
disuelto en tampon borato se agregd 4 pl de reactivo derivatizante (etoximetilen-
malonato de dietilo), finalmente se llev6 a bafio maria a 50°C por 50 min con
vigorosa agitacion. Se utiliz6 un cromatégrafo HPLC  Merck Hitachi L-6200
Intelligent Pump con columna Nova-Pack RP18 de 4 um de 300x3,9mm de d.i.,
con Detector Merck Hitachi L-4250 UV-VIS e Integrador Merck Hitachi D-2500, con
fase de tampdn acetato de sodio (A) y acetonitrilo (B) calidad HPLC, el cual es un
sistema de gradiente de composicion binaria, bajo las siguientes condiciones.
Tiempo 0.0-3.0 min gradiente lineal desde A-B (91:9) a A-B (86:14): 3.0-13.0 min
elusiéon con A-B (86:14):13.0-30.0 min gradiente lineal desde A-B (86:14) a A-B
(69:31): 30.0-35.0 min elusion con A-B (69:31). Con flujo 0,9 ml/min.

2.2.3.1 Determinacion de alcaloides.

Debido a que en las especies del género Berberis se encuentran presentes
alcaloides, se realiz6 como prueba cualitativa una extraccion acida de la semilla y
el empleo de reactivo revelador de Dragendorff. Posteriormente para cuantificar los
alcaloides presentes se realiz6 una alcalimetria basica en medio anhidro (Higuchi y
Brochmann-Hanssen, 1961). El resultado se expresé en el alcaloide
Dihidrorugosinona.
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CAPITULO Iill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis proximal de las semillas estudiadas.

En la Tabla 1 y 2 se presentan los resultados obtenidos por el analisis proximal
de semilla de Pindn y Michay, respectivamente.
Tabla 1. Analisis proximal de semilla de Pifidn.

Parametro 9/ 1 009
Humedad 52 + 0,08
Proteinas (N x 5,3) 29,0 + 0,0
Materia Grasa 47,7 + 0,3
Fibra Cruda 1,8 + 0,1
E.N.N.* (por diferencia) 12,0 + 0,0
Cenizas 4,3 + 0,0

E.N.N.*= Extractivo No Nitrogenado.

La humedad de 5,2% es comparable al 5,1% senalado por Nergiz y cols., 2004.

El contenido promedio de proteinas fue 29%. Valor levemente inferior al 31,6%
encontrado por otros autores (Nergiz y cols., 2004).

El contenido de materia grasa, es el mayoritario con 47,7%. Este valor es algo
superior de 44,9% indicado por otros autores (Nergiz y cols., 2004). Segun lo
senalado por este autor, las semillas de pino son ricas en aceite cuyo contenido es
variable debido a diferencias en especie y factores medioambientales. Wolff y cols.
(1995), confirmaron que sus contenidos varian desde 31 a 68%.

Al comparar el contenido de materia grasa de la semilla de Pifién con el de
algunas nueces (Schmidt-Hebbel y cols., 1992), como Avellana Chilena 49,3%,
Mani 39,8%, Nuez 50,1% y Almendra 43,3%, la semilla de Pifidén es levemente
inferior a Nuez y Avellana Chilena.

El contenido de fibra cruda fue de 1,8%. Valor mayor al 0,8% informado en
Agriculture Handbook (1975, Number 8-12).

El E.N.N. obtenido por diferencia fue 12,0%, valor comparable al 13,9%
encontrado por otros autores (Nergiz y cols., 2004).
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La cantidad de cenizas fue de 4,3%, por lo que se podria considerar que ésta
semilla es un buen aporte en minerales. Este valor coincide practicamente con el
4,5% encontrado por otros autores (Nergiz y cols., 2004).

Se determin6 que el valor calérico aportado por 100 g de esta semilla fue de
5983,3 Kcal, lo cual es alto si se considera que el valor calérico de algunas nueces
como, Almendra, Avellana Chilena y Nuez, es de 534, 555, 498 Kcal
respectivamente.

Tabla 2. Andlisis proximal de semilla de Michay.

Parametro g/ 1 009
Humedad 9,8 + 0,2
Aminoacidos 33 + 0,2
Alcaloides 47 + 0,2
Materia Grasa 46 + 0,0
Fibra Cruda 36,2 + 0,1
E.N.N.* (por diferencia) 34,7 + 0,0
Cenizas 6,7 + 0.1

E.N.N.*= Extractivo No Nitrogenado.

No se encontrd en la literatura datos sobre esta semilla, por lo cual los valores
encontrados en el analisis proximal se compararon con los obtenidos en analisis
realizados en otra semilla de composicidon similar como Rosa mosqueta,
recolectada en el verano de 2005 en la misma zona que la semilla de Michay.

Se encontr6 que el contenido de humedad en la semilla de Michay fue de 9,8%.
Este valor es menor, comparado con semilla de Rosa Mosqueta, donde la
humedad es 12,9%. En general, el contenido de humedad es variable y en semillas
debe ser inferior al 10%.

El contenido promedio de aminoacidos (proteinas) en la semilla de Michay fue
de 3,3%. Este valor es menor comparado con semilla de Rosa Mosqueta, de 6,9%.

En la determinacion de proteinas se utilizé el método Kjeldahl, que segun Badui
(1999), es el que mas se utiliza e incluso se toma como referencia 0 comparacién
cuando se usan otras técnicas; con este procedimiento se mide el nitrogeno total
de un alimento sin hacer distincién entre aquél que proviene de las proteinas y el

no proteinico.
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Dentro de los componentes nitrogenados no proteicos se encuentran los
alcaloides

Se encontrd que el contenido de materia grasa en la semilla de Michay fue de
4,6%, valor menor al de semilla de Rosa Mosqueta de 5,7%.

En relacion al aporte de fibra cruda, la semilla de Michay present6 36,2%,
inferior al encontrado para la semilla de Rosa Mosqueta de 54,2%.

El E.N.N. obtenido por diferencia fue 34%, valor mayor comparado con el
18,7% obtenido para la semilla de Rosa Mosqueta.

El contenido de cenizas en la semilla de Michay fue de 6,7%, superior al
encontrado en semilla de Rosa Mosqueta de 1,5%, lo que estaria indicando un
buen aporte de minerales.

Se determin6 que el valor calérico aportado por 100 g de esta semilla fue de
193,4 Kcal, cantidad mayor si es comparado con los 153,7 Kcal aportado por la
semilla de Rosa Mosqueta.

De estos resultados se desprende que el principal componente en semilla de
Pindn es la materia grasa con un promedio de 47,7% y en semilla de Michay lo es
la fibra cruda con 36,2%.

En la Figura 6 se compara la composicion centesimal de las dos semillas en

estudio.
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Figura 6: Analisis proximal de ambas semillas con su respectivo aporte en

macronutrientes.

En la Figura 7 se compara el aporte calérico de semillas de Piiidn y Michay.
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Figura 7: Aporte de kilocalorias por 100g de semillas de Pifidén y Michay.
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3.2. Caracterizacion del aceite extraido de Pin6n y Michay.
3.2.1. Composicion en acidos grasos.

La composicidén porcentual de acidos grasos para aceite de semilla de Pifién se
presenta en la Tabla 3.
Tabla 3. Perfil porcentual de los acidos grasos del aceite de semilla de Pinén
(porcentaje de ésteres metilicos).

Acidos Grasos % Esteres Metilicos

Ac. Palmitico C16:0 5,58 + 0,02
Ac. Estearico C18:0 4,36 + 0,01
Ac. Eicosanoico C20:0 0,57 + 0,02
Ac. Docosanoico C22:0 0,11 + 0,01
Total Saturados 10,6

Ac. Palmitoleico C16:1 w7 0,21 + 0,01
Ac. Hexadecaenoico C16:1 isom 0,09 + 0,01
Ac. Oleico C18:1 w9cis 37,4 + 0,01
Ac. Octadecaenoico C18:1 w7cis 0,45 + 0,01
Ac. Octadecaenoico C18:1 isom 0,10 + 0,01
Ac. Octadecaenoico C18:1 isom 0,83 + 0,02
Ac. Eicosaenoico C20:1 1,05 + 0,01
Total Monoinsaturados 40,1

Ac. Linoleico C18:2 w6 43,77 + 0,02
Ac. Octadecaenoico C18:2 isom 0,28 + 0,01
Ac. Pinolénico C18:3 isom 1,03 + 0,01
Ac. Linolénico C18:3 w3 0,8 + 0,01
Total Poliinsaturados 45,9

Relacion Saturados:
Monoinsaturados:Poliinsaturados 1:38:4,3
Indice de Poliinsaturacion 4,3

El porcentaje de acidos grasos saturados fue de 10,6%, monoinsaturados de
40,1%, donde predominé el acido oleico (18:1 w-9) con 37,4%, valor cercano al
38,6% informado por Nergiz y cols., (2004). Los &cidos grasos poliinsaturados
representaron el 45,9% donde mayoritariamente se encontrd acido linoleico (18:2
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w-6) con 43,8%, este valor es algo inferior al informado por Nergiz y cols., (2004),
de 47,6%.

La composicién de acidos grasos demostré que los acidos oleico y linoleico
sumaron mas del 80% del total. Segun la literatura es comun que las semillas de
pino contengan acidos oleico y linoleico en gran abundancia (Wolff y cols., 1995).

El &cido graso propio del aceite obtenido de este tipo de especie es el acido
pinolénico (18:3, cis 5, 9, 12) y se obtuvo un 1,03% valor superior comparado con
el 0,35% reportado por Wolff y cols. (1995). Otros autores (Sharashkin y Gold,
2004) informaron que este tipo de acidos grasos es un medio para estimular la
proliferacién celular, prevenir la hipertension, disminuir los niveles de lipido y
azucar en la sangre e inhibir reacciones alérgicas.

El cromatograma de la determinacién de acidos grasos presentes en semilla de
Pindn, se encuentra en el Anexo 1.

En la tabla 4 se compara la composicion de los principales acidos grasos del
aceite de Pinon con los de aceite de Avellana Chilena, Mani, Nuez y Aimendra.
Tabla 4. Principales acidos grasos presentes en aceite de Pinbn comparado
con aceites de Avellana Chilena, Mani, Nuez, Aimendra (porcentaje de ésteres

metilicos).

A. Grasos Pinon Avellana Chilena Mani Nuez Almendra
Ac. Palmitico C16:0 5,58 1,8 12,0 8,0 6,8
Ac. Estearico C18:0 4,36 0,8 4.5 3,4 1,6
Ac. Oleico C18:1 w-9 37,4 40,0 410 173 66,2
Ac. Linoleico C18:2 w-6 43,77 8,5 35,0 60,0 25,4
Ac. Linolénico C18:3 w-3 0,8 2,6 - 11,3 -

Al realizar una comparacion entre los porcentajes de los principales acidos
grasos en aceite de Pinon, con los presentes en aceite de otras semillas como
Avellana Chilena, Mani, Nuez y Almendra, segun los datos publicados por Masson
y Mella (1985), se observa que la cantidad presente de acido palmitico en el aceite
de Pin6n es similar al de aceite de Almendra, y que para los &cidos grasos
estearico, oleico, linoleico y linolénico los valores son similares al aceite de Mani.
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La composicion en acidos grasos de los aceites, especialmente el nivel de
insaturacion, puede influir en la estabilidad oxidativa de éstos. La estabilidad
oxidativa es un importante parametro de calidad de los aceites por su potencial
aplicaciéon comercial y utilizacion en alimentos y otros productos comerciales.

En la Tabla 5, se indica la composicion en acidos grasos del aceite de semilla
de Michay.

Tabla 5. Perfil porcentual de los acidos grasos del aceite de semilla de
Michay (porcentaje de esteres metilicos).

Acidos Grasos % Esteres Metilicos
Ac. Octanoico C8:0 1,1 + 0,06
Ac. Laurico C12:0 Trazas
Ac. Miristico C14:0 0,2 + 0,083
Ac. Palmitico C16:0 6,6 + 0,01
Ac. Heptadecanoico C17:0 0,1 + 0,01
Ac. Estearico C18:0 3,3 + 0,01
Ac. Eicosanoico C20:0 0,3 + 0,02
Ac. Docosanoico C22:0 0,3 + 0,05
Ac. Tetracosanoico C24:0 1,4 + 0,02
Total Saturados 12,2
Ac. Hexadecaenoico C16:1 0,2 + 0,01
Ac. Oleico C18:1 w9cis 19,1 + 0,06
Ac. Octadecaenoico C18:1 w7cis 0,9 + 0,01
Ac Eicosaenoico C20:1 0,3 + 0,01
Total Monoinsaturados 20,4
Ac. Linoleico C18:2 w6 36,7 + 0,02
Ac. Octadecatrienoico C18:3 isom 0,1 + 0,01
Ac. Linolénico C18:3 w3 28,2 + 0,09
Total Poliinsaturados 65
Relacion  Saturados:
Monoinsaturados:Poliinsaturados 1:1,6:5,3
Indice de Poliinsaturacion 5,3

En el aceite de semilla de Michay, el grupo predominante fue el de los acidos
grasos poliinsaturados que corresponden a un 65% representado por el acido
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linoleico con un 36,7% y al acido linolénico con un 28,2%. Lo sigue el grupo de los
acidos grasos monoinsaturados con 20,4%, siendo el &cido oleico el mayoritario
con 19,1%. Estos dos grupos representan el 80% del total. El alto porcentaje de
acido linolénico le confiere una mayor inestabilidad, que se traduce en una mayor
susceptibilidad a desarrollar rancidez oxidativa.

El cromatograma se encuentra en el Anexo 2.

En la Tabla 6 se compara la composicién en acidos grasos de aceite de semilla
de Michay con semilla de Rosa Mosqueta.
Tabla 6. Comparacion entre los principales acidos grasos presentes en
aceites de semillas de Michay y Rosa Mosqueta (porcentaje de esteres

metilicos).
Acidos Grasos Michay Rosa Mosqueta
Ac. Palmitico C16:0 6,6 4.5
Ac. Estearico C18:0 3,3 1,6
Ac. Oleico C18:1 w-9 19,1 16,3
Ac. Linoleico C18:2 w-6 36,7 43,2
Ac. Linolénico C18:3 w-3 28,2 34,4

Al comparar las cantidades de los principales acidos grasos presentes en aceite
de Michay con los informados por Masson y Mella (1995) en aceite de Rosa
Mosqueta se aprecia, en general, cierta similitud.

De los datos obtenidos para los aceites extraidos de semilla de Piiidn y semilla
de Michay se desprende que ambos tienen un bajo aporte de &cidos grasos
saturados del orden del 12%. El aceite de Pifdén practicamente dobla el % de
acidos grasos monoinsaturados comparado con el aceite de semilla Michay. En
cambio el aceite de semilla de Michay se presenta como una excelente fuente de
los acidos grasos esenciales linoleico y linolénico en una relacion 1,3:1,0,
respectivamente, lo que no es habitual y que coincide practicamente con la relacién
en que ambos acidos grasos se encuentran en el aceite de Rosa Mosqueta.

El aceite de semilla de Michay se puede considerar como una potencial fuente

de acidos grasos omega 6 y omega 3 de aplicacion en alimentos funcionales.
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En cuanto al aceite de semilla de Pifién su aporte de acido linoleico esta dentro
del porcentaje habitual de algunos aceites de semillas, sin desmerecer que la
presencia de acido pinolénico (w3) es interesante para futuros alimentos
funcionales.

En la Figura 8 y Figura 9, se comparan los porcentajes de acidos grasos y

acidos linoleico y linolénico, respectivamente, para el aceite de las semillas en

estudio.

100 -

80 - O Poliinsaturados
%60 : m Monoinsaturados

40 - m Saturados

20 -

0 |
Pindén Michay

Figura 8: Distribucion porcentual de los grupos de acidos grasos en aceites
de semillas de Pindn y Michay (expresado en ésteres metilicos).
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Figura 9: Porcentaje de acidos linolénico y linoleico en aceites de Piidn y
Michay (expresado en esteres metilicos).
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3.2.2. Contenido de Tocoferoles.
Los resultados del contenido de tocoferoles presentes en aceite de semilla de

Pindn se muestran en la Tabla 7 y en aceite de semilla de Michay en la Tabla 9.
Tabla 7. Contenido de tocoferoles en aceite de semilla de Pifiidn.

Tocoferol mg/kg de aceite (ppm)
Alfa 1409 + 43,3
Beta 29 + 1,6
Gamma 54 + 25
Delta 9 + 2.1
Total 1501

El aceite de semilla de Pindn present6é una alta cantidad de alfa tocoferol con
1409 ppm y baja para beta con 29 ppm, gamma con 54 ppm, y delta tocoferol con

9 ppm. dando un total de 1501 ppm.
La comparacion con el contenido de tocoferoles presentes en aceites de

Avellana Europea, Mani, Nuez, Almendra y Pin6n de acuerdo a los datos de

Maguire y cols. (2004) se muestra en la Tabla 8.
Tabla 8. Comparacion de tocoferoles presentes en aceites de Pifidn, Avellana

Europea, Mani, Nuez y Almendra.

Tocoferol (ppm) Piidn  Avellana Europea Mani Nuez Almendra

Alfa 1409 310 88 21 440
Beta 29 Trazas Trazas Trazas Trazas
Gamma 54 61 60 301 13
Delta 9 Trazas Trazas Trazas Trazas
Total 1501 371 148 322 453

Al comparar el resultado obtenido del total de tocoferoles presentes en aceite
de semilla de Pifnon, con el resultado publicado del total de tocoferoles presentes
en aceites de otras semillas como son Avellana Europea, Mani, Nuez y Almendra,
segun datos obtenidos por Maguire y cols. (2004), se observa que el aceite de
semilla de Pin6n triplicé al valor mas cercano que corresponde al total de
tocoferoles presentes en aceite de Almendra, considerando eso si que el que el
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alfa tocoferol es el mayoritario, a excepcién de la Nuez donde predomina el gamma
tocoferol.

Tabla 9. Contenido de tocoferoles de aceite de semilla de Michay.

Tocoferol mg/kg de aceite (ppm)
Alfa 51 + 4,0
Gamma 880 + 20,6
Total 931

Se encontrd un alto contenido de gamma tocoferol de 880 ppm, bajo contenido
de alfa tocoferol de 51 ppm y ausencia de beta y delta tocoferol, con un total de
931 ppm. La gran cantidad de gamma tocoferol, implica una proteccién natural del
aceite dado su alto porcentaje de acido linolénico.

En la Tabla 10 y Figura 10 se compara el contenido de tocoferoles de las
semillas en estudio.

Tabla 10. Comparacion del contenido de tocoferoles de aceite de semilla

Michay y Basil.

Tocoferol (ppm) Michay Basil
Alfa 51 52
Gamma 880 828
Delta 0 47
Total 931 927

Comparando la cantidad de tocoferoles presentes en aceite de Michay con
aceite de semilla de Basil (Ocimum basilicum), segun datos publicados por
Matthaus y cols.(2003), se aprecia que el alfa tocoferol gamma tocoferol y
tocoferoles totales se encuentran practicamente en idénticas cantidades en ambos
aceites.

Normalmente los aceites con porcentaje importante de acido linolénico
presentan un contenido alto en gamma tocoferol el cual es mas activo como
antioxidante que el alfa tocoferol, ejemplo de ello son los aceites de nuez y linaza,

esta situacion se observa en el aceite de Michay.
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En general, los tocoferoles con alta actividad de vitamina E son menos
efectivos como antioxidantes que aquellos con menor actividad de vitamina E. El
orden de actividad antioxidante es: delta>gammasbeta>alfa. Sin embargo, la
actividad relativa de estos compuestos es significativamente influenciada por la
temperatura y la luz. Aunque biol6gicamente el alfa tocoferol es el que tiene mayor
importancia (Fennema, 1985)

Este interesante aporte de alfa tocoferol del aceite de semilla de Pif6n y de
gamma tocoferol del aceite de semilla de Michay junto a su especial composicion
de acidos grasos, los hace potencialmente excelentes ingredientes de alimentos
funcionales. Esta diferente composicion debe reflejarse en la estabilidad oxidativa
de ambos aceites, lo cual se demuestra en la Tabla 11.
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Figura 10: Contenido de tocoferoles en aceites de semillas de Piidn y Michay
(ppm).
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3.2.3. Tiempo de Induccion para los aceites de ambas semillas estudiadas.

El resultado del Tiempo de Induccion para el aceite de semilla de Pinén y
Michay se presenta en la Tabla 11.
Tabla 11. Tiempo de Induccion de aceite de semilla de Piiidn y Michay.

Muestra Tiempo de Induccioén (horas)
Pinoén 95 + 0,7
Michay 19,1 + 03

El Tiempo de Induccion di6é un valor de 9,5 h para el aceite de semilla de Pifdn
y en el caso del aceite de semilla de Michay se obtuvo un tiempo de induccion de
19,1 h. Llama la atencién la alta estabilidad de este ultimo aceite dada su alta
poliinsaturacién (65%) y alto porcentaje de acido linolénico (28.2%), aun mas, si se
toma como referencia el aceite de rosa mosqueta que posee una composicion en
acidos grasos similar y un tiempo de induccion de sélo 1,54 hora (Masson y cols.,
2005).

3.2.4. Contenido de fitosteroles en aceite de semilla de Pifidn y Michay.

El contenido de fitosteroles en aceite de semilla de Pifién se muestra en la
Tabla 12.
Tabla 12. Contenido de fitosteroles en aceite de semilla de Pifidn.

Esterol mg/1 OOQ de aceite
Campesterol 117 + 0,8
B-Sitoesterol 662 + 11,7
Sitostanol 95 + 2,3

A5 Avenasterol 40 + O

A5, 24 Estigmastenol (probable) 7,0 + 0,1
Estigmasterol Trazas

Total 885

La materia insaponificable determinada en este aceite fue de 4,31%
Se encontr6é en el aceite de semilla de Pifén la presencia de seis fitosteroles
con un total de 884 mg/100g de aceite, dentro de los cuales el mayoritario fue el
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B-Sitoesterol con 662 mg/100g de aceite, representando el 75%, lo que es comun

en aceites de semillas (Figura 11).
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Figura 11: Composicion porcentual de fitosteroles presentes en aceite de

semilla de Pindn (mg/100g de aceite).

El cromatograma de la determinacion de fitosteroles presentes en semilla de
Pindn, se encuentra en el Anexo 3.

La comparacion de fitosteroles presentes en aceites de Avellana Europea,
Mani, Nuez, Almendra y Pifidbn se muestra en la Tabla 13.
Tabla 13. Comparacion de fitosteroles presentes en aceites de Pinon,
Avellana Europea, Mani, Nuez y Almendra.

Esterol (ppm) Pinén Avellana Europea Mani Nuez Almendra

Campesterol 1170 67 198 51 55
B-Sitoesterol 6620 991 1363 1130 2071
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Al comparar los valores de fitosteroles obtenidos en la semilla de Pifidn con
valores publicados por Maguire y cols., (2004), para otras nueces, se observa que
ninguno de ellos es comparable a los valores encontrados para la semilla de Piidn.

El resultado de la determinacion de fitosteroles en aceite de semilla de Michay
se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Contenido de fitosteroles en aceite de semilla de Michay.

Esterol mg/1 OOQ de aceite
Campesterol 124 + 0,1
B-Sitoesterol 4460 + 0,9
Sitostanol 238 + 10,8
A 7 Estigmastenol 183 + 6,7
A 7 Avenasterol 329 + 75
No identificado 5200 + 15,2
Total 10534

En el caso del aceite de semilla de Michay la materia insaponificable dié un
valor de 6,52%. En el aceite de semilla de Michay, se encontraron presentes cinco
fitosteroles de los cuales so6lo cuatro fueron identificados y cuantificados (Figura
12). El esterol no identificado presenté un tiempo de retencibn muy cercano al
colesterol y un area de aproximadamente 40% y no fue posible identificar, debido a
que presentaba un tiempo de retencion distinto a los estandares utilizados.

Para confirmar si se trataba de un esterol y debido a su gran éarea, se siguié el
Método de la Norma UNE 55-019-84, para lo cual se realizé una cromatografia de
capa fina. El resultado de este andlisis demostrd, que se trataba de un esterol, no
identificado, comparado con el tiempo de retenciéon de los patrones de que se
dispone.

El cromatograma de la determinacion de fitosteroles presentes en semilla de
Michay, se encuentra en el Anexo 4.

Al comparar, la presencia de fitosteroles entre aceites de semilla de Michay con
semilla de Hibiscus segun datos de Holser y cols., (2004) y semilla de Ginseng
Americano segun datos de Beveridge y cols., (2002), la semilla de Hibiscus
presenta 5 fitosteroles que sumados dan un total de 780mg/100g, dentro de los
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cuales el componente mayoritario es el B-Sitoesterol aportando aproximadamente
el 77,8% del total con 606,84mg/100g, cantidad que es 6 veces menor que el
presentado en aceite de semilla de Michay para el mismo esterol. En tanto que
para la semilla de Ginseng Americano presenta 14 fitosteroles que sumados dan
un total de 404,2mg/100g, dentro de los cuales el componente mayoritario es el -
Sitoesterol aporta el 46,1% del total con 186,42mg/100g cantidad 22 veces menor

que la presente en aceite de semilla de Michay.
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B B-Sitoesterol

O Sitostanol

W A 7 Estigmastenol

m A 7 Avenasterol

\l No identificado
42.3%
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- \ \2,3%
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Figura 12: Composicion porcentual de fitosteroles presentes en aceite de
semilla de Michay (mg/100g de aceite).
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3.3. Contenido de aminoacidos.

Los aminoacidos presentes en semilla de Pindén se muestran en la Tabla 15,
expresados en base humeda y se han comparado con los valores publicados en el
Agriculture Handbook (1975, Number 8-12), los aminoacidos presentes en asemilla
de Michay se presentan en la Tabla 16.

Tabla 15. Contenido de aminoacidos de semilla de Pinén, muestra fresca.
Comparado con valores publicados por Agriculture Handbook (1975, Number
8-12).

Aminoacidos Muestra A. Handbook
Ac. Aspartico 2,41 + 0,01 2,18
Ac. Glutamico 6,28 + 0,01 4.08
Serina 1,66 + 0,02 1.01
Histidina 0,43 + 0,00 0,57
Glicina 1,49 + 0,01 1,22
Treonina 0,95 + 0,00 0,76
Arginina 5,94 + 0,02 4,66
Alanina 1,28 + 0,00 1,25
Tirosina 1,03 + 0,02 0,87
Valina 1,57 + 0,00 1,24
Metionina 0,41 + 0,00 0,43
Isoleucina 0,96 + 0,00 0,93
Leucina 2,01 + 0,00 1,73
Fenilalanina 0,95 + 0,01 0,91
Lisina 0,79 + 0,00 0,90
Total 28,2 22,74

En la semilla de Pindn se encontr6 28,2g de aminoacidos por 100g de muestra
fresca lo cual corresponde a un 97,3% de recuperacion en relacién al contenido de
proteinas de 29%. El 50% correspondié a amino&cidos esenciales, siendo los
principales la arginina y leucina, entre los no esenciales el mayoritario fue el acido
glutamico.

El cromatograma de la determinacién de aminodcidos presentes en semilla de

Pindén se encuentra en el Anexo 5.
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Comparando los valores obtenidos son muy similares a los publicados en
Agriculture Handbook (1975, Number 8-12) para semilla de Pinus pinea.

Los aminoacidos presentes en la semilla de Michay se muestran en la Tabla 16
y el cromatograma se encuentra en el Anexo 6.

Tabla 16. Contenido de aminoacidos de semilla de Michay, muestra fresca.

Aminoacidos 9/1 009 muestra fresca
Ac. Aspartico 0,36 + 0,05
Ac. Glutamico 0,53 + 0,17
Serina 0,20 + 0,02
Histidina 0,05 + 0,02
Glicina 0,27 + 0,04
Treonina 0,21 + 0,05
Arginina 0,22 + 0,01
Alanina 0,21 + 0,05
Tirosina 0,14 + 0,07
Valina 0,23 + 0,03
Metionina 0,01 + 0,00
Isoleucina 0,16 + 0,01
Leucina 0,27 + 0,03
Fenilalanina 0,19 + 0,01
Lisina 0,16_+ 0,03
Total 3,28

Para la semilla de Michay se encontr6 3,28 g de aminoacidos por 100 g de
muestra fresca, donde el 47,2% fue aportado por aminoacidos esenciales.

En general las especies del género Berberis (Berberidaceae), son conocidas
por producir un ordenamiento muy especial de alcaloides, todos los cuales derivan
biogenéticamente del aminoacido tirosina (Mufioz, 1992).

La gran mayoria de los alcaloides bisbencilisoquinolinicos BBI's que han sido
estudiados en modelos bioldgicos presentan actividad asociada a una enorme
variedad de efectos como hipotensivos, antiinflamatorios, antiarritmicos,
bactericidas y relajantes musculares (Buck, 1987).

Para confirmar la presencia de alcaloides se realiz6 una extraccion acida de la

semilla. En el extracto se aplicd el reactivo revelador de Dragendorff como prueba
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cualitativa, la cual dio positiva. Este reactivo corresponde a loduro Bismutato de
Potasio (KBil4), el cual reacciona con el alcaloide formando un precipitado de color
anaranjado, en donde el Potasio es reemplazado por el alcaloide (Moffat, 1986).
Posteriormente, para cuantificar la presencia de alcaloides, se realiz6 una
alcalimetria basica, este método consistié en obtener un extracto de alcaloides a
partir de una determinada cantidad de semilla seca. El extracto se obtuvo al dejar
una noche la semilla seca y molida en agua clorhidrica, luego de filirado se
alcaliniz6 y se lavé con cloroformo que posteriormente fue evaporado. El residuo
en medio acético y con indicador cristal violeta fue titulado con acido perclérico 0,1
N para finalmente obtener los mg de alcaloide. Como resultado se obtuvo 4,7 g de
alcaloide por cada 100 g de muestra fresca, expresados como el alcaloide
Dihidrorugosinona. La estructura de este alcaloide y los alcaloides presentes en la
semilla de Michay, se muestran en el Anexo 7.

Del perfil de aminoacidos encontrado se puede decir que el acido aspartico y el
acido glutamico se presentaron en mayor concentracion.

En la Figura 13 se muestra la composicién porcentual con respecto al total de

aminodcidos de semillas de Piidn y Michay.
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Figura 13: Composicion porcentual con respecto al total de aminoacidos de
semillas de Pin6n y Michay.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

e La semilla de Pinon, Pinus pinea, se presenta como una fuente importante de
materia grasa la cual representa el 48%.

e La calidad nutricional de la materia grasa extraida, estd dada por un 86% de
acidos grasos insaturados que se desglosan en un 40% en monoinsaturados
(oleico 37%) y 46% poliinsaturados representado por un 44% de acido linoleico,
que es esencial.

e En cuanto a los componentes bioactivos presentes en el aceite destaca de un
total de 1500 ppm su alto aporte de a-tocoferol (1400 ppm), importante
antioxidante natural y la presencia mayoritaria de beta B-Sitoesterol, 662
mg/100g de aceite, de un total de 885 mg/100g de aceite.

e La composicion aminoacidica de su proteina 29%, esta expresada por un 50%
de aminoacidos esenciales, siendo una excelente fuente de Arginina (6g en
100g de semilla fresca). Propiedades que lo hacen ser factible de utilizar en el
desarrollo de alimentos funcionales.

e En tanto, la semilla de Michay, Berberis darwinii hook, presenta como
principales aportes, fibra cruda 36%, Hidratos de Carbono 35%, ambos
representan el 71%.

e Se detectd un porcentaje importante de Alcaloides (nitrdgeno no proteico) 4,7%,
mayor que aminoacidos (proteico) 3,3%, esto correspondi6 a alcaloides propios
de esta especie, lo que impide su incorporacion en alimentos funcionales.

e Su aporte lipidico es bajo 4,6%. Sin embargo la composicién de acidos grasos
es interesante, 65% de acidos grasos poliinsaturados representados por 37%
de 4cido linoleico y 28% de acido linolénico ambos esenciales.

e De los componentes bioactivos el mas importante es el y-tocoferol 880 ppm, de
un total de 931 ppm y el B-Sitoesterol es el que predomina entre los fitosteroles
como es habitual, 4460 mg/100g de aceite de un total de 10534 mg/100g de
aceite.
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ANEXO 1
Cromatograma obtenido para la determinacién del perfil porcentual de los
acidos grasos del aceite de semilla de Pifon (porcentaje de esteres metilicos).
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Tiempo de Retencidon (min) Acido Graso % Area
10.783 Ac. Palmitico 5.55029
15.085 Ac. Estearico 4.35984
16.160 Ac. Oleico 37.38584
17.830 Ac. Linoleico 43.79958
18.440 Ac. Pinolénico 1.02371
19.669 Ac. Linolénico 0.79761
20.061 Ac. Eicosanoico 0.56404
21.100 Ac. Eicosaenoico 1.05408
23.650 No identificado 2.38845
25.395 Ac. Docosanoico 0.11042
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ANEXO 2

Cromatograma obtenido para la determinacién del perfil porcentual de los

acidos grasos del aceite de semilla de Michay (porcentaje de esteres metilicos).
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Tiempo de Retenciéon (min) Acido Graso % Area
3.931 Ac. Octanoico 1.08479
7.590 Ac. Miristico 0.17241
10.755 Ac. Palmitico 6.54759
12.755 Ac. Heptadecanoico 0.14626
15.025 Ac. Estearico 3.29461
16.040 Ac. Oleico 18.69367
16.179 Ac. Octadecaenoico 0.82678
17.750 Ac. Linoleico 35.88944
19.771 Ac. Linolénico 27.52231
20.026 Ac. Eicosanoico 0.34506
25.342 Ac. Docosanoico 0.30391
30.665 Ac. Tetracosanoico 1.46583

47



ANEXO 3

Cromatograma obtenido para la determinacion de fitosteroles en semilla de

Pinon.

ll I
i : J i
ﬁ%{%j‘ﬁ%ﬁ Hlaed se
Tiempo de Retencidon (min) Esterol % Area

2.975 5a-Colestano 19.22290
6.030 Campesterol 10.27293
7.317 B-Sitoesterol 51.95614
7.496 Sitostanol 7.48226
7.861 A5 Avenasterol 0.32112
8.312 A5,24 Stigmastenol(probable) 0.53822
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ANEXO 4
Cromatograma obtenido para la determinacion de fitosteroles en semilla de

Michay.
: Ul

Tiempo de Retencién (min.) Esterol % Area
2.914 5a-Colestano 28.68179
4.470 No identificado 40.42958
5.893 Campesterol 1.18102
7.077 3-Sitoesterol 21.20072
7.309 Sitostanol 1.85614
7.599 A5 Avenasterol Trazas
8.171 A7 Stigmastenol 1.42400
9.195 A7 Avenasterol 2.56274
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ANEXO 5

Cromatograma obtenido para la determinacién de aminoacidos de semilla de

Pinon.
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Tiempo de Retenciéon (min) Aminoacido %Area
2.87 Ac. Aspartico 567059
3.23 Ac. Glutamico 1141724
7.85 Serina 436873
8.98 Histidina 86856
9.40 Glicina 547934
10.08 Treonina 186934
11.68 Arginina 984064
12.27 Alanina 443928
16.75 Est . Interno 433224
17.24 Tirosina 107912
23.50 Valina 304119
24.67 Metionina 50946
28.43 Isoleucina 226753
29.28 Leucina 419085
29.88 Fenilalanina 152594
33.20 Lisina 290191
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ANEXO 6
Cromatograma obtenido para la determinacién de aminoacidos de semilla de

Michay.

Tiempo de Retencidon (min) Aminoacido %Area
2.12 Ac. Aspartico 273634
2.80 Ac. Glutamico 311093
6.34 Serina 183022
7.56 Histidina 46057
8.19 Glicina 349620
8.72 Treonina 156218
10.24 Arginina 123960
10.86 Alanina 285495
14.27 Est . Interno 532953
14.96 Tirosina 97138
21.10 Valina 193427
25.34 Isoleucina 139832
27.75 Leucina 199256
28.70 Fenilalanina 113175
31.68 Lisina 240178
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ANEXO 7

Figura 13: Estructura de alcaloide Dihidrorugosinona.

Tabla 17. Alcaloides presentes en semilla de Michay.

Ordenamiento

Alcaloide

Pseudobencilisoquinolinas

Dihidrorugosinona

Rugosinona

Berberina

Isoindolobenzacepinicos

Chilenina

13-Desoxchilenina

Pictonamina

Chileninona

Palmanina

Protoberberinas

O-Metilprechilenina

Prespeseudopalmanina

Isoindolobenzazocinico

Mallaganesica

Isoindoloisoquinolinico

Nuevamina

Bisbensilisoquinolinicos

+) Berbamunina

+) Temuconina

+) Isotetrandrina

(

(+)

(+) Berbamina
(+)

(+)

+) Oxiacantina

Fuente: Munoz, 1992.
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