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RESUMEN GENERAL

CASCARA DE Renealmia alpinia: POTENCIAL ANTIMICROBIANO
DEL ACEITE ESENCIAL Y APROVECHAMIENTO COMO ADITIVO EN
PANIFICACION

La incorporacién de subproductos de frutas y oleaginosas en alimentos mejora
significativamente sus caracteristicas nutricionales, sensoriales y su potencial
nutracéutico. Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el potencial antimicrobiano del aceite esencial de las cascaras de R. alpinia y
su uso como aditivo en pan de caja. La cascara de R. alpinia fue analizada
para conocer su composicion proximal y propiedades antioxidantes; asimismo,
el aceite esencial de las cascaras frescas se obtuvo mediante la técnica de
hidrodestilacion. Después se determind el perfil de compuestos volatiles por
CG-MS; ademas, el aceite esencial se probo contra Alternaria spp. y
Curvularia spp. Por otra parte, se preparo harina de R. alpinia (HRA) y se
adicion6 en porcentajes de 1, 2.5y 5 % para la elaboracion de un pan de caja,
el cual se analizé para conocer su composicion proximal y propiedades
antioxidantes. Se encontrd que la cascara de los frutos de R. alpinia contiene
un alto porcentaje de fibra (22.97 %). Ademas, la cascara de R. alpinia
presenté un contenido fendlico total de 31.52 mg EAG g bs, y la capacidad
antioxidante fue de 54.88 y 47.71 mg ET-g* bs utilizando los ensayos ABTS y
FRAP, respectivamente. El rendimiento del aceite esencial fue de 1 % e inhibio
los radicales DPPH- y ABTS-+ en 91.23 y 22.79 %, respectivamente. Los
principales compuestos del aceite esencial fueron monoterpenos como el
bornano (32.22 %) y a-pineno (10.15 %); ademas, dicho aceite mostré un 71
% de inhibicion contra Curvularia spp. Finalmente, los resultados de esta
investigacion evidenciaron que la HRA puede emplearse como aditivo natural
en productos de panificacion como el pan de caja, sin afectar negativamente
sus parametros de calidad; ademas, aporta compuestos bioactivos Utiles para
mejorar las propiedades funcionales y alargar su vida de anaquel.

Palabras clave: Renealmia alpinia, actividad antifangica, capacidad
antioxidante, aceite esencial, panificacion, harina de cascaras.

Tesis de Maestria en Ciencias. Posgrado en Ciencias y Tecnologia Agroalimentaria,
Universidad Autbnoma Chapingo.

Autor: Sayuri Hernandez Vargas.

Director de tesis: Diana Guerra Ramirez, Dra.
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GENERAL ABSTRACT

Renealmia alpinia PEEL: ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF THE
ESSENTIAL OIL AND USE AS A BREADMAKING ADDITIVE

The incorporation of fruit and oilseed by-products into foods significantly
improves their nutritional and sensory characteristics and their nutraceutical
potential. Considering the above, the objective of this study was to evaluate the
antimicrobial potential of the essential oil of R. alpinia peel and its use as an
additive in sandwich bread. The peel of R. alpinia was analyzed for its
proximate composition and antioxidant properties; likewise, the essential oil of
the fresh peels was obtained by the hydrodistillation technique. The volatile
compound profile was then determined by CG-MS; in addition, the essential oil
was tested against Alternaria spp. and Curvularia spp. On the other hand, R.
alpinia flour (HRA) was prepared and added in percentages of 1%, 2.5%, and
5% for the preparation of sandwich bread, which was analyzed to determine its
proximate composition and antioxidant properties. It was found that the peel of
R. alpinia fruits contains a high percentage of fiber (22.97 %). In addition, the
R. alpinia peel had a total phenolic content of 31.52 mg EAG 91 bs, and the
antioxidant capacity was 54.88 and 47.71 mg ET-9! bs using the ABTS and
FRAP assays, respectively. The yield of the essential oil was 1%, and it
inhibited DPPH- and ABTS-+ at 91.23% and 22.79%, respectively. The main
compounds of the essential oil were monoterpenes, primarily bornane
(32.22%) and a-pinene (10.15%). In addition, this oil indicates a 71% inhibition
against Curvularia spp. Finally, the results of this research indicated that HRA
can be used as a natural additive in bakery products such as sandwich bread,
without negatively affecting its quality parameters. It also provides useful
bioactive compounds that can enhance functional properties and extend its
shelf life.

Keywords: Renealmia alpinia; antifungal activity; antioxidant capacity; essential
oil; Bakery products; peel flour.

Master of Science Thesis,

Universidad Autbnoma Chapingo.

Author: Sayuri Hernandez Vargas.

Thesis advisor: Diana Guerra Ramirez, Dra.
Co-director: Diana Becerra Morales, Dra.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La creciente demanda de alimentos funcionales y aditivos naturales ha
impulsado la basqueda de nuevas fuentes de compuestos bioactivos como
compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides, carotenoides, glucésidos,
taninos, saponinas, terpenoides y vitaminas con efectos positivos en la salud,
los cuales pueden ser utilizados en el desarrollo de nuevos productos
alimenticios, agentes o aditivos naturales (Lazcano et al., 2023; Areti et al.,
2024). Particularmente, el grano de trigo es el segundo cereal mas consumido
en México y los productos de panificacion forman parte de la canasta basica
en la dieta de la poblacién mexicana, ya que aportan carbohidratos, proteinas,
fibras, antioxidantes y vitaminas (Wieser et al., 2020). Debido a esto, la
incorporacion de subproductos de frutas y oleaginosas en diferentes alimentos
ha contribuido a mejorar sus caracteristicas nutricionales y sensoriales,
incrementando el contenido de proteina, fibra, minerales, asi como también
cualidades deseables como propiedades antioxidantes, antimicrobianas y

antihipertensivas (Pérez-Marroquin et al., 2023; Pop et al., 2021).

Algunas especies del género Renealmia se han identificado como fuentes
importantes de metabolitos secundarios bioactivos, presentes en sus frutos,
tallos, hojas y semillas, con propiedades biolégicas (Fernandez et al., 2010).
R. alpinia, conocida como x’kijit en lengua totonaca, es una planta silvestre
comestible aprovechada en la comunidad de Ecatlan, municipio de Jonotla,
Puebla, México, principalmente para elaborar un platillo tradicional con los
arilos del fruto, los cuales poseen una coloracién amarilla; color caracteristico
del platillo (Vazquez et al., 2023). Sin embargo, las cascaras del fruto
generalmente suelen desecharse. Se espera que la cascara de Renealmia

alpinia también contenga metabolitos secundarios, de interés, en particular,



antocianinas que puedan ser incorporadas en los alimentos para mejorar su

potencial nutracéutico.

Dado que existen pocos estudios sobre la cascara de R. alpinia, el objetivo de
esta investigacion fue determinar el potencial antimicrobiano del aceite
esencial y evaluar el aprovechamiento de la harina de cascara de R. alpinia
(HRA) como aditivo en panificacion, con el fin de proponer alternativas de
aprovechamiento de este subproducto.

En este trabajo se desarrollaron dos temas principales:

a) “Perfil quimico y potencial antifingico del aceite esencial de la cascara de
Renealmia alpinia”, en el cual se presentan los resultados de la composicion
guimica del aceite esencial, la actividad antioxidante y la actividad antifangica
contra Alternaria spp. y Curvularia spp.

b) “Efecto de la cascara de Renealmia alpinia en la calidad de un pan de caja”,
donde se analizan los efectos de la adicion en 1, 2,5y 5 % de la harina de
cascara de R. alpinia en la calidad panadera, propiedades nutricionales y vida

de anaquel de un pan de caja.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Renealmia alpinia (Rottb.) Mass

2.1.1. Distribucién geografica

Renealmia alpinia conocida cominmente como cardamomo, cargamomo,
cherimole, guilimole, bexo, huashmole, huele mole, ixquihit, tapicén,
xke’jekp@’hlhma’ y xquijit en los estados de Oaxaca y Puebla, es una planta
nativa de bosques tropicales pertenecientes a la familia Zingiberaceae

(Lascurain-Rangel et al., 2022).

El género Renealmia, que comprende aproximadamente 85 especies
neotropicales, es el Unico género de la familia Zingiberaceae, presente en
América tropical, con una amplia distribucion e importancia etnobotanica. Esta
especie, en particular, se distribuye desde el sur de México hasta Suramérica
tropical y Antillas Menores, incluyendo a paises como Peru, Brasil, Guyana,
Surinam, Venezuela y Colombia (Charry et al., 2024). Aun con la amplia
distribucién e importancia etnobotanica, existe un numero limitado de estudios
fitoquimicos, taxonémicos y biologicos sobre las diferentes especies de este

género.

2.1.2. Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Maas (1977), la especie se clasifica taxondmicamente de la

siguiente manera:



Reino: Plantae
Division Magnoliophyta
Orden: Zingiberales
Clase: Liliopsida
Familia: Zingiberaceae
Género: Renealmia
Especie: alpinia

Nombre cientifico: Renealmia alpinia (Rottb.) Mass

2.1.3. Descripcion botanica

Galvan et al. (2020) y Negrelle (2015) la describen como una planta herbacea
de aproximadamente 2 a 5 m de altura, con hojas angostamente elipticas con
un largo entre 30 y 110 cm, y un ancho de 5 a 20 cm. Las hojas presentan un
apice acuminado con una base cuneada, vainas lisas y un peciolo de hasta 30
mm de largo. Su inflorescencia en forma de racimos emerge de la parte basal
del rizoma con una longitud de 12 a 55 cm y un ancho de 4 a 8 cm. Presenta
una cima escorpioide y bracteas triangulares, agudas, herbaceas, ligeramente
pubescentes y caducas, de color rosa tornandose a rojo. Las bractéolas son
tubulares, al igual que el céliz de las flores, que presentan una coloracion de
rosado a rojo, y una corola de color amarillo a rojo, con una longitud de 18 a
32 mm. El fruto de tipo capsula elipsoide, es coronado por los restos del caliz,
con una longitud entre 15 y 35 mm. El fruto presenta una coloracion
caracteristica; durante su desarrollo posee un color rojo, que gradualmente va
tornandose entre morado y negro, cuando comienza su maduracion. Por
ultimo, las semillas de tipo eliptico se encuentran rodeadas por un arilo de color

amarillo anaranjado, con textura cremosa.



2.1.4. Composicion quimica de la cascara

Dentro de la familia Zingiberaceae se ha identificado una amplia diversidad de
compuestos quimicos, como terpenoides, diarilheptanoides, cumarinas,
quinoides y arilalcaloides. Entre los compuestos fendlicos, destacan
principalmente los flavonoides, los cuales han sido reportados en diferentes
especies de esta familia (Gevu et al., 2024).

El fruto de Renealmia alpinia contiene un alto contenido de carotenoides
presentes en la pulpa. Sin embargo, en el pericarpio se ha reportado la
presencia de pigmentos ricos en antocianinas, asi como también una fuente
importante de compuestos fendlicos con alta capacidad antioxidante (Jiménez-
Gonzalez et al., 2021). Actualmente, existe una falta de informacion sobre la
composicion quimica de la cascara de R. alpinia, la cual podria ser aplicada

en la industria alimentaria.

2.2 Propiedades funcionales y usos de Renealmia alpinia

Gomez-Betancur y Benjumea (2014) destacan que los compuestos aislados
de especies de la familia Zingiberaceae, por ejemplo, raiz de jengibre (Zingiber
officinale) (Edo et al., 2025), presentan un amplio espectro de actividades
biologicas y farmacoldgicas, que incluyen propiedades antifangicas,
antibacterianas, antipalldicas, antioxidantes, antiulcerosas, antitumorales e
hipotérmicas. Dentro de esta familia, el género Renealmia ha sido estudiado
por sus usos en la medicina tradicional, especialmente como agente antiofidico
en pueblos indigenas de Colombia y en las islas del Caribe. Ademas, se le
atribuyen otras propiedades como insecticida, nematicida, larvicida y usos
terapéuticos para tratar dolores de cabeza, dolor abdominal y como febrifugo
(Fernandez et al., 2010).



Renealmia alpinia, es una especie con multiples aplicaciones tanto culinarias
como etnomedicinales. En México, sus frutos comestibles se utilizan como
especia debido a su sabor picante. Los arilos son utilizados en la preparacion
de platillos tradicionales por pueblos indigenas; por ejemplo, en la Sierra norte
de Puebla, la étnica totonaca utiliza los arilos para la elaboracién de una sopa
tradicional llamada “X’kijit". Las hojas son utilizadas como envoltorios para
tamales u otros tipos de alimentos. De las semillas se extrae aceite para freir
frituras (Aguilar, 2019). Mientras que las cascaras de color morado oscuro, que
comunmente se desechan, son una fuente de colorantes naturales, debido a
su alto contenido de flavonoides, y son utilizadas principalmente para la
coloracion de artesanias y textiles (Noriega et al., 2011).

En cuanto a sus propiedades etnomedicinales, R. alpinia ha sido estudiada por
su actividad antioxidante y antiinflamatoria, dado el contenido de carotenoides,
monoterpenos, diterpenos y sesquiterpenos. En comunidades rurales como
Veracruz, Oaxaca y Puebla, el fruto se utiliza regularmente como un
antiemético (Luna et al., 2018). Por otra parte, Al-Shabib et al. (2017) han
sefialado que R. alpinia posee un prometedor potencial como aditivo
alimentario o componente natural en la industria alimentaria. Los pigmentos
de la cascara y el aceite extraido de las semillas podrian usarse como agentes
saborizantes y colorantes naturales, que ayuden a mejorar el contenido
nutricional, los atributos de color, sabor y aportar propiedades antioxidantes

en alimentos convencionales.

2.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles e
hidrofobos, sintetizados como metabolitos secundarios por las plantas,
extraidos de flores, brotes, semillas, hojas, madera, frutos, raices, ramas y
corteza (Maiti et al., 2022; Manzoor et al., 2023). Se constituyen como la clase

mas amplia de metabolitos secundarios de las plantas, desempefiando



funciones ecoldgicas como atrayentes de polinizadores y agentes defensivos
gue protegen a las plantas de depredadores, microorganismos, insectos y
otros animales. Asimismo, tiene importantes funciones fisiol6gicas como
hormonas vegetales y pigmentos sintéticos (Requejo, 2020; Gonzalez-Moreno
et al., 2022). De acuerdo con la norma 1SO 9235:2013, el término 2.11 define
el aceite esencial como el producto obtenido a partir de una materia prima
natural de origen vegetal, por destilacién al vapor, por procesos mecanicos o
por destilacion en seco, después de la separacion de la fase acuosa, en su

caso, por procesos fisicos.

En cuanto, a los métodos de extraccidbn de aceites esenciales, se han
empleado diversas técnicas convencionales, que incluyen la maceracion y la
extraccion por reflujo. También, se han utilizado otros métodos, tales como la
hidrodestilacion, hidrofusion, destilacion por arrastre de vapor, extraccion con
disolventes, extraccion asistida por ultrasonido, métodos de extraccion por
Soxhlet y extraccion con fluido supercritico. Entre estas técnicas, la
hidrodestilacion simple o con una trampa de Clevenger es una de las mas
empleadas (Cevallos et al., 2023). El método de hidrodestilacion consiste en
llevar a ebullicibn una suspensidon compuesta por agua y el material vegetal,
con el fin de condensar y recolectar los vapores en una fase fria. Este método
se caracteriza por el contacto directo entre el agua en ebullicién y el material
vegetal. Al ser muy alta la presion de vapor de los aceites esenciales, es
posible lograr una mezcla de vapor de agua y aceites esenciales, que al pasar
por un medio frio como un refrigerante recto o de rosario, el aceite esencial es
separado del agua por diferencia de densidades, ya que los compuestos
organicos volatiles suelen tener una menor densidad que el agua (Villamizar-
Véliz y Aular, 2022).



2.3.1 Composicion quimica de los aceites esenciales

La composicion quimica de los aceites esenciales exhibe una amplia gama de
compuestos volatiles, producidos a partir del metabolismo secundario de las
plantas. Por lo general, las plantas contienen combinaciones de unidades de
cinco a&tomos de carbono o isoprenos altamente volatiles como metabolitos
secundarios que forman parte de los hemiterpenoides (C5), monoterpenoides
(C10), sesquiterpenoides (C15) y diterpenoides (C20), compuestos que se
encuentran mayoritariamente en los aceites esenciales obtenidos
(Ebrahimzadeh et al., 2023; Subramanya et al., 2022). Especificamente, los
monoterpenos y sesquiterpenos se encuentran mayoritariamente en los
aceites esenciales (Wani et al., 2021). Por otra parte, en los aceites esenciales
pueden encontrarse moléculas que contienen grupos funcionales con oxigeno,
por ejemplo, alcoholes (mentol), éteres (eucalipto), aldehidos (cinamaldehido),
cetonas (alcanfor, mentona), y ésteres (salicilato de metilo), principalmente
son compuestos derivados del isopreno que resultan de la modificacion
guimica de los terpenos, que suelen estar presentes en los aceites esenciales

(Gonzéalez-Moreno et al., 2022).

2.4  Actividad antifangica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) extraidos de numerosas plantas, especialmente
de importancia medicinal, contienen compuestos bioactivos que han
demostrado un amplio espectro de actividades bioldgicas. Estas propiedades
funcionales se atribuyen a la presencia de compuestos organicos como
fenoles, terpenos, cetonas, aldehidos, sulfuros, aminas y alcoholes, que
permiten establecer su efecto bactericida, antimicético, antiparasitario,
antiviral, insecticida, antimicrobiano, antinflamatorio, antitumoral y antioxidante
(Palacios et al., 2020; Rashidinejad y Jafari, 2020). Entre estas propiedades,
la actividad antifingica ha sido objeto de investigacion para su aplicacién en

la medicina como en la industria alimentaria. Los compuestos responsables
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incluyen los fenoles, terpenos, alcoholes, alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos
o isoflavonoides, destacandose los compuestos fendlicos y los terpenos como
los principales responsables de esta actividad biol6gica (Abd-Rashed et al.,
2021; Wang y Salvi, 2023). La mayoria de estos compuestos se encuentran
comunmente en los aceites esenciales extraidos de plantas pertenecientes a
familias como Acoraceae, Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae,
Geraniaceae, llliciaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myristicaceae, Myrtaceae,
Oleaceae, Pinaceae, Poaceae, Rosaceae, Santalaceae y Zingiberaceae. Esta
familia es rica en terpenos con propiedades antifungicas, tales como alcanfor,
carvacrol, 1,8-cineol, citral, p-cimeno, geraniol, linalol, mentoles, pinenos,

terpinenos, tuyonas y timol (Karpinski, 2020).

Especies englobadas en la familia Zingiberaceae han sido estudiadas por su
utilidad como agente repelente de insectos, actividad antimicrobiana y
antifangica. Entre las especies representativas de esta familia se encuentran
Curcuma longa L. y Zingiber officinale Roscoe, registradas como agentes
potenciales de actividad antimicrobiana. Con respecto, a Renealmia alpinia, se
ha reportado la presencia mayoritaria de los compuestos de B-cariofileno, B-
pineno, alo-aromadendreno, y-cadineno y valenceno en rizomas, tallos, raices
y hojas. Sin embargo, la aplicacion de esta especie como agente
antimicrobiano y la composicion quimica de su fruto han sido poco

investigadas (De Souza et al., 2023; Garcia et al., 2025).

2.5 Valorizacién de subproductos agroindustriales

La industria alimentaria genera grandes cantidades de residuos, que conducen
a problemas ambientales y econdmicos que, a su vez, promueven otros mas
severos como la inseguridad alimentaria. La mayoria de los residuos provienen
de alimentos de origen animal y vegetal, subproductos generados durante la
produccion y después de su procesamiento, asi como también aquellos

obtenidos por mal manejo en pre 0 postcosecha, transporte y almacenamiento,
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mercadeo y comercializaciéon (Preciado-Saldafia et al., 2022; Granados,
2020).

El manejo inadecuado de estos residuos incide directamente sobre el equilibrio
ambiental. Uno de los principales problemas es la emisibn de gases
contaminantes originados por la descomposicion natural de estos alimentos,
ya que suelen ser quemados o arrojados en botaderos a cielo abierto o en
terrenos baldios, provocando contaminacion del suelo, agua y otros espacios
naturales (Aguiar et al., 2022; Ordaz et al., 2022). La reduccién de estos
residuos implica la capacitacion en buenas practicas de produccion, manejo y
manufactura de cada uno de los participantes de los multiples procesos que
conforman la cadena de valor de los alimentos. Sin embargo, la industria
alimentaria, desde el sistema economico que abarca la produccion hasta el
consumo, aun muestra resistencia en la implementacién de estas practicas
(Kharola et al., 2022; Donner et al., 2022).

En este contexto, el aprovechamiento de los subproductos ha sido abordado
desde un enfoque tecnoldgico, principalmente en paises desarrollados y
algunos paises de Latinoamérica, incluyendo a México. Estas acciones
incluyen su transformacion en bioenergia, fertilizantes, biomateriales y/o
nuevos ingredientes para el desarrollo de alimentos funcionales o
nutracéuticos, con el objetivo de generar nuevas materias primas con mayor
valor agregado (Duque-Acevedo et al., 2020). La transformacién de estas
materias primas sometidas a procesos tecnoldgicos permite obtener nuevos
productos alimenticios. En los dltimos afios, se ha sefalado que los
subproductos representan una importante fuente de compuestos bioactivos
como compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides, carotenoides, glucdésidos,
taninos, saponinas, terpenoides y vitaminas con efectos positivos en la salud,
los cuales pueden ser utilizados en el desarrollo de nuevos productos
alimenticios o aditivos naturales (Lazcano et al., 2023; Areti et al., 2024). Por

ejemplo, algunos subproductos se destacan por su potencial para mejorar el
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valor nutricional, el sabor y la funcionalidad de los alimentos, como la cdscara
y semilla de mango, el orujo de uva, manzana o algunos subproductos de
cascaras de papa, cascarilla de café y granos quebrados de frijoles u otras
legumbres que son afiadidos en diferentes productos de panificacion, botanas
o en formulaciones nutracéuticas (Bento et al., 2021; Manisha et al., 2022).
También, se han estudiado las céscaras de platano por sus propiedades
antioxidantes y como adictivo funcional en productos como los nuggets de
pollo de engorde (Diaz y Castro, 2021). Carvajal-Larenas et al. (2021)
desarrollaron biopolimeros a base de subproductos del mango, capaces de
prolongar la vida util de los alimentos, debido a los compuestos bioactivos
presentes en la cascara del fruto, los cuales protegen a un producto de dafios
fisicoquimicos y contaminacion microbiana, sin afectar su calidad y

propiedades organolépticas.

De manera similar, las cascaras de citricos se han caracterizado por su alto
contenido de aceites esenciales y pectina, con aplicaciones en las industrias
culinaria, farmacéutica y cosmeética. Las semillas de uva de la vinificacion se
utilizan para extraer aceites ricos en antioxidantes y polifenoles, utiles en
suplementos dietéticos y cuidados de la piel (Areti et al., 2024). Otros
subproductos como los residuos del pepino han sido utilizados para la
obtencion de bioproteinas, antioxidantes y la fabricacion de
bionanocompuestos, mientras que los residuos de papaya se utilizan para la
obtencidon de acidos grasos, flavonoides, compuestos fendlicos, enzimas y
proteinas que representan una alternativa en la industria alimentaria y
farmacéutica (Vazquez-Mata et al., 2022). Por otra parte, los residuos del café
han sido aplicados en diferentes matrices alimentarias, en particular la cascara
del café especie ardbica utilizada en trabajos previos, como ingredientes en
yogurts, evaluando las caracteristicas sensoriales y propiedades beneficiosas
para la salud (Salomé-Martinez y Jaramillo-Gamboa, 2023). En conjunto, la
aplicacion de este tipo de subproductos, principalmente desechos vegetales

como céascaras, tallos, semillas, salvado y pulpa, representa oportunidades de
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innovacion, en cuanto a la generacién de nuevos productos con mejores
caracteristicas nutricionales y sensoriales, incluyendo mayores contenidos de
proteinas, fibra y minerales, y cualidades deseables como propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antihipertensivas. Estas aplicaciones se
consideran una ventaja prometedora, con un impacto positivo tanto en la salud
de consumidor y en el medio ambiente, al reducir y mejorar la recuperacion de

estos subproductos (Pérez-Marroquin et al., 2023; Pop et al., 2021).
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3. PERFIL QUIMICO Y POTENCIAL ANTIFUNGICO DEL ACEITE
ESENCIAL DE LA CASCARA DE Renealmia alpinia

Resumen

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de compuestos
volatiles, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos y derivados del
fenilpropano. Algunos son reconocidos por sus propiedades insecticidas,
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas y antifungicas. Los AE
encontrados en semillas, pulpa y hojas de R. alpinia contienen
principalmente pineno, linalol, heptanal, cimeno, entre otros. Sin embargo,
no se han hecho estudios sobre la extraccion y caracterizacion del AE
contenido en la cascara. El objetivo de este trabajo fue explorar el perfil de
compuestos volatiles, la actividad antioxidante y el potencial antifungico del
AE de la cascara de R. alpinia, para encontrar alternativas de uso como
aditivo agroalimentario. El AE se aislé por hidrodestilacién y se analiz6 por
GC-MS. La actividad antioxidante se evaluo por los ensayos de eliminacion
de radicales libres DPPH- y ABTS-+; ademas, se hicieron pruebas de
antagonismo, in vitro, por la técnica de difusion en placa del aceite esencial,
contra cepas de Alternaria spp. y Curvularia spp., aisladas de frutos
contaminados. Segun los resultados, la cascara fresca de R. alpinia
contiene 1 % de AE (v/p). El analisis GC-MS del AE revel6 la presencia de
24 compuestos con un predominio de monoterpenos (53.74 %), donde el
bornano es el componente en mayor porcentaje (32.22 %), seguido de a-
pineno (10.15 %). El AE exhibié una alta actividad antioxidante con un valor
de inhibicion de 91.2 y 23.0% para los radicales DPPH y ABTS,
respectivamente. El AE mostré un porcentaje maximo de inhibicién de 77.43
% vy 63.29 % contra Curvularia spp. y Alternaria spp., respectivamente. El
aceite esencial de la cascara de Renealmia alpinia puede ser una alternativa
prometedora para la proteccion de alimentos frente a contaminaciones
fungicas.

Palabras clave: Renealmia alpinia, Zingiberaceae, actividad antifungica,
antioxidante.
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CHEMICAL PROFILE AND ANTIFUNGAL POTENTIAL OF THE
ESSENTIAL OIL OF THE PEEL OF Renealmia alpinia

Abstract

Essential oils (EO) are complex mixtures of volatile compounds, mainly
monoterpenes, sesquiterpenes, and phenylpropane derivatives. Some are
recognized for their insecticidal, antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, and antifungal properties. The EOs found in the seeds, pulp,
and leaves of R. alpinia contain mainly pinene, linalool, heptanal, cymene,
among others. However, no studies have been done on the extraction and
characterization of the EO contained in the shell. This study aimed to explore
the volatile compound profile, antioxidant activity, and antifungal potential of
the EO of the R. alpinia peel, to find alternatives for use as an agri-food
additive. The EO was isolated by hydrodistillation and analyzed by GC-MS.
Antioxidant activity was evaluated by DPPH- and ABTS-+; in addition, in
vitro antagonism tests were carried out by the essential oil plate diffusion
technique, against strains of Alternaria spp. and Curvularia spp., isolated
from contaminated fruits. According to the results, fresh R. alpinia peel
contains 1% EO (v/w). The GC-MS analysis of the EO revealed the presence
of 24 compounds with a predominance of monoterpenes (53.74 %), where
bornane is the component with the highest percentage (32.22 %), followed
by a-pinene (10.15 %). The EO exhibited high antioxidant activity with an
inhibition value of 91.2 % and 23.0% for DPPH and ABTS radicals,
respectively. The AE showed a maximum inhibition percentage of 77.43 %
and 63.29 % against Curvularia spp. and Alternaria spp., respectively. The
essential oil of the peel of Renealmia alpinia may be a promising alternative
for the protection of food against fungal contamination.

Keywords: Renealmia alpinia, Zingiberaceae, antifungal activity,

antioxidant activity, essential oil.
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3.1Introduccién

Las especies Zingiber officinale, Alpinia galanga (Linn.), Curcuma longa y
Renealmia alpinia pertenecen a la familia Zingiberaceae y son reconocidas por
sus propiedades antibacterianas, antivirales, antifiUngicas, insecticidas vy
antiinflamatorias (Destryana et al., 2024). Tongchure y Chanprapai (2022),
demostraron que estas especies poseen actividad antifangica contra
dermatofitos, hongos filamentosos y hongos levaduriformes, efecto atribuido a
su alta concentracion en terpenos Yy terpenoides, cumarinas Yy

fenilpropanoides.

Renealmia alpinia es una planta con mdltiples aplicaciones culinarias y
etnomedicinales. Se ha demostrado que tiene propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias asociadas a su composicion quimica con un alto contenido
de carotenoides, monoterpenos, diterpenos y sesquiterpenos (Luna-Guevara
et al., 2018). De Souza et al. (2023) y Hernandez-Garcia et al. (2025)
reportaron la composicién quimica del aceite esencial de rizomas, tallos, raices
y hojas de R. alpinia, con una presencia mayoritaria de 3-cariofileno, p-pineno,
alo-aromadendreno, y-cadineno y valenceno. En el aceite esencial de la
semilla se han identificado como componentes mayoritarios como [(3-pineno,
limoneno y B-felandreno (Negrelle, 2015). Por otra parte, se han investigado
los efectos analgésicos y la actividad antimicética sobre cultivos de Candida
albicans del aceite esencial y extractos metandlicos obtenidos de la hoja, tallo
y raiz de esta especie (Gomez-Betancur et al., 2015; Hernandez-Garcia et al.,
2025).

La composicion quimica, la actividad antioxidante y el potencial antifungico del
aceite esencial de la céscara del fruto de R. alpinia aun no han sido
investigados, por lo que limita su aprovechamiento como una fuente

importante de compuestos bioactivos. El objetivo de este estudio fue evaluar
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el potencial de la cascara de R. alpinia como aditivo natural de uso alimenticio,

mediante la determinacién de sus propiedades antioxidantes y antifungicas.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal y extraccion del aceite esencial

Los frutos de R. alpinia fueron colectados en la comunidad de Santiago
Ecatlan, Jonotla, Puebla, México, ubicados en las coordenadas N20°03'07.6",
97°33'23.4"W. Se seleccionaron aquellos frutos que no presentaran dafios
fisicos y con un estado de madurez similar. Posteriormente, la cdscara se

separé manualmente de la pulpa.

El aceite esencial se extrajo de cascaras frescas mediante hidrodestilacion en
un equipo Clevenger, siguiendo la metodologia descrita por Villaverde (2018).
Se mezclaron 100 g de cascara de R. alpinia, previamente triturada, con 300
mL de agua destilada. La destilacidn se realizé durante 3 h a 100 °C. Una vez
recuperado el aceite esencial, se almacend a 4 °C en tubos Eppendorf

protegidos de la luz.

3.2.2. Capacidad antioxidante

Se determind la eliminacion de radicales libres del aceite esencial mediante el
ensayo de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) con modificaciones siguiendo
la metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) adaptada a
microplacas por Hernandez-Rodriguez et al. (2016). Para su determinacion se
preparé una dilucién stock de DPPH a una concentracion de 0.5 mM en
metanol al 80 %. La muestra fue diluida con isopropanol al 80 % en una
relacion 1:1 (v/v). A partir de esta dilucion, se tomé una alicuota de 100 pL y
se mezcld con 25 pL de la dilucion de DPPH. Como blanco se utilizaron 125
uL de la disolucion de DPPH. Las absorbancias se midieron a 515 nm. El

porcentaje de eliminacion de radicales por DPPH- se calcul6 de acuerdo con
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la ecuacion descrita por Mensor et al. (2001), expresando los resultados en

porcentaje de capacidad antioxidante (AA %).

AA (%) = (Ab — As) / Ab) x 100

Donde Ab es la absorbancia del blanco y As es la del radical DPPH + extracto
vegetal después de 30 minutos de reaccion con el DPPH.

La actividad captadora del radical libre ABTS-+ se determiné mediante el
método descrito por Re-R et al. (1999) con algunas modificaciones. El radical
se formd por medio de la reaccion de 7.4 mM de ABTS con 2.6 mM de
persulfato de potasio en 10 mL de metanol puro, e incubado durante 16 h en
oscuridad, a temperatura ambiente. La muestra fue diluida con isopropanol al
80 % en una relacion 1:10 (v/v). A partir de esta dilucion, se tomo una alicuota
de 20 pL y se mezclé con 180 pL de ABTS:-+. Como blanco se utilizaron 200
uL de la dilucion de ABTS-+. Posteriormente, se midi6 la absorbancia de la
muestra a 734 nm. Los resultados se reportaron como el porcentaje de
inhibicion del radical libre ABTS-+, de acuerdo con la siguiente férmula descrita
por Sanchez-Chino et al. (2019):

% de inhibicién = [(Ab — Am) /Ab] x 100

Donde Ab es la absorbancia de la solucién del blanco y Am es la absorbancia
del radical ABTS:+ y la muestra. Los resultados se expresaron como

porcentaje de inhibiciéon del radical libre ABTS-+.

3.2.3. Analisis GC/MS (cromatografia de gases-espectrometria de masas

con trampa de iones)

El perfil de compuestos volatiles del aceite esencial se analiz6 mediante

cromatografia de gases CG (7890 A, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.
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UU.) acoplado a un detector de masas y trampa de iones MS (Agilent 240). La
temperatura del inyector se mantuvo a 250°C, con un modo de inyeccién
split/splitless (1:20), se utilizé6 una columna VF-5 MS (30 m x 250 ym x 0.25
Mm) con gas acarreador de helio y flujo de 0.5 mL/min y una presion de 0.5
atm. El horno trabajé con una rampa de calentamiento de 45° durante 2 min,
después a 230°C a una velocidad de 10°C/min a un flujo de 0.5 mL/min. Los
espectros de masas se registraron en un rango de 41-500 m/z a una velocidad
de 1,0 scan/s, usando un voltaje de ionizacion de 70 eV.

Los espectros experimentales de los componentes del aceite esencial fueron
comparados con los patrones de fragmentacién de los espectros de la libreria
del National Institute of Estandard and Technology (NIST) del equipo version
2.0. Se compararon los indices de retencion lineal para una columna VF-5 o
similares reportados en la libreria NIST weBook, relativos a los estandares de
n-alcanos (C8-C20). El porcentaje relativo de cada compuesto se determino a

partir del area bajo la curva del pico cromatografico.

3.2.4. Ensayo antifungico

Las cepas de Alternaria sp. y Curvularia sp. se aislaron de frutos contaminados
con sintomas de pudricién y antracnosis. Se cortaron pequefias secciones de
tejidos de céascara (0.5 cm), las cuales fueron lavadas y desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 min. Los tejidos se sembraron en agar
papa dextrosa (PDA, BD Bioxon, México) y se incubaron durante 15 dias a 25
°C. Los aislamientos puros se obtuvieron mediante la técnica punta de hifa y
se almacenaron a 4 °C. La identificacién de los hongos se determiné a nivel

de género mediante microscopia Optica.

La actividad antifungica del aceite esencial de la cascara de R. alpinia se
evalu6 mediante la técnica de fase de contacto (Owen et al., 2018). Se

depositaron 50 pL del aceite esencial en la superficie de la caja de petri.
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Posteriormente, se coloco en el centro de la placa un disco de PDA de 5 mm
de diametro con crecimiento activo del hongo y se incub6 a 25 + 2 °C. El
diametro micelial se registr6 cada 24 h durante 7 dias, utilizando un calibrador
digital (Truper, modelo 14388, México). Se utiliz6 como control la cepa fungica
sin aplicacién de aceite esencial. El porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial (MGl %) se calcul6 utilizando la formula descrita por Amini et al.
(2012):

MGI (%) = [(Dc - Dt) / Dc] x 100

donde, MGI = inhibicion del crecimiento micelial (%), Dc = crecimiento fungico
del patogeno en el control, y Dt = crecimiento fungico del patdogeno en el

tratamiento.

3.2.5. Analisis estadistico

Los ensayos efectuados se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Para establecer comparaciones
de medias se utilizé la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Cada
ensayo se efectud por triplicado y los datos se expresaron como media *
desviacion estandar. El analisis estadistico se llevd a cabo con el software
Minitab (v.22.2.2.0).

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Composicién quimica

La composicion quimica del aceite esencial de la cdscara de R. alpinia se
resume en los Cuadros 1A, 1B y 1C. Se identificaron 24 compuestos. El
analisis revel6 el predominio de monoterpenos (53.74 %), seguido de los
sesquiterpenos (7.07 %). Entre los compuestos identificados se encontraron

el bornano (32.22%) y el a-pineno (10.15 %) como componentes mayoritarios;
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cabe mencionar que el bornano no habia sido reportado en ninguna especie
del género Renealmia, ni en la familia Zingiberaceae. Otros compuestos en
menores porcentajes fueron el a-terpineol (3.43 %), valenceno (2.51 %),
isolongifolol (1.52 %), mirtenol (1.07 %), terpinoleno (1.03 %) y limoneno (1.77
%). Zhang et al., (2020), reportaron que los aceites esenciales extraidos de
especies de la familia Zingiberaceae suelen ser ricos en o-terpineol, 1,8-cineol,
(E)-cinamato de metilo, terpinen-4-ol, alcanfor, a-pineno y [(-pineno, y-

terpineno y valenceno.

En comparacién con otros estudios sobre aceites esenciales extraidos de
diferentes partes de la planta de R. alpinia, se puede observar una diversidad
en la composicion quimica y los compuestos mayoritarios reportados.
Hernandez-Garcia et al. (2025) caracterizaron el perfil fitoquimico del AE
extraido de la hoja, raiz y tallo de R. alpinia, identificando 26 metabolitos
secundarios. El B-pineno fue mas abundante en laraiz (59.24 %) mientras que
el a-pineno tuvo una mayor presencia en la hoja (19.98 %). Lognay et al. (1991,
citado por Negrelle, 2015) reportaron que el aceite esencial de la semilla de R.
alpinia contiene B-pineno (22.3 %), limoneno (18.4 %) y B-felandreno (38.0 %).
Maia et al. (2007), identificaron 28 compuestos en el aceite esencial del fruto,
donde el B-felandreno (60.4 %) y el B-pineno (19.8 %) fueron los compuestos
mayoritarios. Esto nos indica que la composicion quimica del AE, ademas de
la especie, depende de diferentes factores como la parte de la planta utilizada
para la extraccion, el método de extraccion, las condiciones ambientales, la

época de cosecha y la region geografica (Zinoviadou et al., 2021).
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Cuadro 1A. Composicién quimica del aceite esencial de la cascara de
Renealmia alpinia (Rottb.) Mass. Parte | (Compuestos del 1 al 9).

Estructura RT % de
No. Compuestos quimica (min) IRL Area
1, a-pineno g& 6.364 943 10.15
2. Canfeno % 6.644 960 0.34

~/
3. Sabineno qi\? 6.974 981 0.42
4, Bornano L 7.139 994 32.22
5. a-terpineno ? 7.641 1025 0.22
6. Limoneno /@JL 7.846 1038 1.77
7. B-felandreno >_<;>: 7.895 1041 0.30
8. y-terpineno < > < 8.281 1066 0.46
9. Terpinoleno $ 8.727 1094 1.03

RT = tiempo de retencién, IRL = indice de retencién lineal.
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Cuadro 1B. Compuestos identificados en el aceite esencial de la cascara de
Renealmia alpinia (Rottb.) Mass. Parte 1l (Compuestos del 9 al 18).

0,
No. Compuestos Estr,uc'tura R.T IRL % de
gquimica (min) Area
9. Terpinoleno E; 8.727 1094 1.03
10. B-fenchol L& 9.305 1132 0.25
Trans-
11. e oarveol /Y%/ 9.678 1157 0.40
12. Pinocarvona 755‘ 10.001 1178 0.41
13, Borneol ;& 10.147 1188 0.26
OH
14, Terpinen-4-ol ?Qﬁ 10.232 1194 0.96
15. a-terpineol \C K 10.442 1208 3.43
16. Mirtenol Hu/_@ 10.496 1212 1.07
17. Acetato de ; 12.335 1341 0.05
mirtenilo
18. Cariofileno 13.686 1444 0.80

RT = tiempo de retencién, IRL = indice de retencidn lineal.
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Cuadro 1C. Compuestos presentes en el aceite esencial de la cdscara de

Renealmia alpinia (Rottb.) Mass. Parte 11l (Compuestos del 18 al 24).

[0)
No. Compuestos Estr,uc'tura R.T IRL {o de
gquimica (min) Area
18. Cariofileno 13.686 1444 0.80
19 4,11- i 14.322 1494 0.38
: selinadieno Y ' '
20. Valenceno )\(j@ 14.589 1515 2.51
21. 5-guaieno @ 14.657 1521 0.75
Oxido de . .
22. aromadendre 16.416 1670 0.80
no (2) o
23. Isolongifolol @/ 16.939 1716 1.52
OH
24. 6-(3-
hidroxiprop-1-
en-2-il)-4, 8a-
dimetil-
4a,5,6,7,8, on 18.306 1888 0.44
8a-
hexahidronaft
alen-2(1H)-
ona

RT = tiempo de retencién, IRL = indice de retencién lineal.
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3.3.2. Capacidad antioxidante

El AE de la cascara de R. alpinia inhibi6é el 91.23 % y 22.79 % de radicales
libres del DPPH y ABTS, respectivamente; esto puede atribuirse a los terpenos
presentes en el AE (Al-jaafreh, 2024; Arango et al., 2012). El porcentaje de
inhibicién de radicales libres en el ensayo DPPH fue superior (91.23 %) a lo
reportado para el AE de jengibre (Zingiber officinale Roscoe), cuya capacidad
de eliminacion de radicales fue de 74.19 % (Thao et al., 2023). Por otra parte,
el porcentaje de inhibicién frente al radical cationico ABTSe<+ sugiere que en el
AE estan presentes componentes donadores de hidrogeno o de electrones
capaces de estabilizar al radical cationico ABTS«+ (Munteanu y Apetrei, 2021).

La interaccion sinérgica entre monoterpenos puede potenciar esta actividad,
como se ha reportado en aceites esenciales de diversas plantas medicinales
(Mat-Saad et al., 2021). Estos compuestos, junto con otros metabolitos,
pueden contribuir a la inhibicion de la peroxidacion lipidica vy la

autooxidacion en los alimentos (Carocho et al., 2018).

3.3.3. Actividad antifungica

El aceite esencial de la cascara de R. alpinia, bajo condiciones in vitro, mostro
una maxima inhibicion al cuarto dia de crecimiento para Alternaria spp. y
Curvularia spp. En la Figura 1, se observa el crecimiento micelial de Alternaria
y Curvularia spp. con la aplicacion de AE de R. alpinia durante 7 dias. El
porcentaje de inhibicidon en Curvularia spp. fue significativamente mayor (77.43
%) que el de Alternaria spp. (63.29 %) (Figura 2), lo que indica una mayor
sensibilidad de Curvularia spp. a los compuestos bioactivos presentes en el
aceite esencial. Sin embargo, el porcentaje de inhibicién disminuyé al séptimo
dia a un 50.07 % en Alternaria spp. y 61.61% en Curvularia spp. La

disminucién en el porcentaje de inhibicién puede atribuirse a la volatilizacion
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del AE o degradacién de algunos metabolitos secundarios responsables de la
actividad antifungica de R. alpinia (Mutlu-Ingok et al., 2022).
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Figura 1. Inhibicion del crecimiento micelial (mm) de Alternaria y Curvularia
spp. con y sin AE a los 7 dias de inoculacion en condiciones in vitro: a)
Curvularia spp. sin AE, b) Curvularia spp. con AE, c) Alternaria spp. sin AE, d)
Alternaria spp. con AE.
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Figura 2. Efecto del aceite esencial de Renealmia alpinia (Rottb.) Mass sobre
el porcentaje de inhibicion frente a Curvularia spp. y Alternaria spp. durante los
7 dias en condiciones in vitro.
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Alternaria spp. es uno de los principales géneros responsables del deterioro
de productos frescos en la etapa de poscosecha y en la produccion de
micotoxinas en cereales, frutas y verduras, incluyendo a otros géneros como
Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Alegbeleye et al., 2022; Domingos et al.,
2023). Por otra parte, Curvularia spp. es conocida por su capacidad para
infectar diversos cultivos econémicamente importantes que cominmente se
encuentran en el suelo, en restos vegetales y en diversas plantas hospederas,
donde actian como patégenos o saprofitos (Manzar et al., 2021; Mehta et al.,
2022).

En diversos estudios, se ha demostrado que el uso de aceites esenciales es
una alternativa para el control de hongos fitopatdgenos como Alternaria spp. y
Curvularia spp. Arya et al. (2023), reportaron la inhibicion sobre el crecimiento
micelial de Curvularia lunata, a una concentracién de 500 yL/mL de aceite
esencial de Hedychium coronarium, con un 84.81 % de inhibicion de
crecimiento. Mientras que, Palwasha et al. (2022) evaluaron la actividad
antifangica de diferentes aceites esenciales (AE) contra Curvularia spicifera,
observando que los AE extraidos de Cymbopogan citratum y Ocimum
tenuiflorum en concentraciones de 40 a 60 pL/mL, inhiben eficazmente el
crecimiento micelial de C. spicifera, con un porcentaje de 97.6 y 78 %,
respectivamente, después de siete dias de incubacion. En cuanto a Alternaria
spp., Francio et al. (2023) demostraron que los aceites esenciales de Salvia
microphylla y Tetradenia riparia inhibieron el crecimiento de Alternaria
alternata a concentraciones de 3.10y 6.05 puL/mL, con un 93.9 % de inhibicion.
Hendges et al. (2021) demostraron que el efecto antifungico del aceite esencial
del arbol del té (Melaleuca alternifolia) contra A. solani inhibe su crecimiento
micelial en un 55.89 % en concentraciones de 2500 uL/L. Por otra parte,
Samandari-Najafabadi et al. (2024) reportaron los efectos inhibitorios de los
aceites esenciales (AE) extraidos de cultivares de Citrus sinensis sobre cepas
patégenas de Alternaria spp., mostrando que a una concentracion de 1000 ug
mL inhibe desde 22 hasta 100 % del crecimiento de A. dumosa, A. atra y A.

alternata.
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Los resultados obtenidos en este estudio son comparables a lo reportado para
el aceite esencial de Maleluca alternifolia, que inhibi6 un 55.89 % el
crecimiento de Alternaria spp. y Ocimum tenuiflorum y el 78 % contra
Curvularia spp., lo que sugiere una alternativa prometedora para el control de
hongos que afectan a los alimentos. Basak y Guha (2018) sugieren que la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es resultado del efecto
sinérgico o acumulativo entre componentes principales. Debido a su
naturaleza lipofilica, pueden penetrar e interferir facilmente con las enzimas y
proteinas asociadas a la membrana celular, causando alteraciones y pérdidas
de constituyentes celulares importantes, que son responsables de la inhibicién
del crecimiento fungico (Chaudhari et al., 2019).

3.4. Conclusiones

La composicion quimica del aceite esencial de la cascara de R. alpinia mostré
una diversidad de metabolitos secundarios, entre los que destacan los
monoterpenos bornano y a-pineno. Ademas, el AE de la cascara mostré una
elevada capacidad antioxidante y una notable actividad antifUngica contra
Alternaria spp. y Curvularia spp. Con base en los resultados, se evidencia el
potencial del AE de la cascara de R. alpinia como una alternativa para la
prevencion de contaminaciones fangicas y el deterioro oxidativo de los

alimentos.
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4. EFECTO DE LA CASCARA DE Renealmia alpinia EN LA CALIDAD
DE UN PAN DE CAJA

Resumen

En México, el pan se considera un alimento basico en la dieta de la
poblacion, aunque aporta nutrientes como vitaminas, minerales y fibra;
contiene pocos compuestos bioactivos. Por lo tanto, el enriqguecimiento con
ingredientes no convencionales puede mejorar su valor nutricional y
funcional. La cascara de R. alpinia, desechada después de utilizar los arilos
del fruto, es un subproducto rico en fibra y compuestos bioactivos como las
antocianinas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicion
de la harina de cascara de R. alpinia (HRA) durante la elaboracion de un
pan de caja. Se evaluaron los parametros de calidad del pan y se analizaron
sus propiedades nutricionales y antioxidantes. Los panes con la adicion de
1, 25y 5 % de harina de R. alpinia (HRA) mostraron un aumento en el
contenido de minerales, entre 3.95 y 4.62 % y contenido de fibra (2.44 y
2.50 %). La formulacién del pan de caja con 2.5 % de HRA mantuvo una
buena calidad panadera y mejoro las propiedades antioxidantes y la vida
util del producto. Estos resultados evidencian que la HRA puede emplearse
como aditivo natural en productos de panificacibn como el pan de caja, sin
afectar negativamente los parametros de calidad, ademas de aportar
compuestos bioactivos Utiles para mejorar las propiedades funcionales y
alargar la vida de anaquel.
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EFFECT OF THE PEEL OF Renealmia alpinia IN THE QUALITY OF A
SANDWICH BREAD

Abstract

In Mexico, bread is considered a staple food in the diet of the population
Aathough it provides nutrients such as vitamins, minerals, and fiber, it contains
few bioactive compounds; therefore, enrichment with unconventional
ingredients can improve its nutritional and functional value. The peel of R.
alpinia, discarded after using the arils of the fruit, is a by-product rich in fiber
and bioactive compounds such as anthocyanins. The objective of this study
was to evaluate the effect of the addition of R. alpinia peel flour (HRA) during
the preparation of a sandwich bread. The quality parameters of the bread were
evaluated, and its nutritional and antioxidant properties were analyzed. Breads
with the addition of 1, 2.5 and 5 % of R. alpinia flour (HRA) showed an increase
in mineral content between 3.95 and 4.62 % and fiber content (2.44 and 2.50
%). The formulation of the sandwich bread with 2.5% HRA maintained good
bakery quality and improved the antioxidant properties and shelf life of the
product. These results indicate that HRA can be used as a natural additive in
bakery products such as sandwich bread, without negatively affecting quality
parameters. Moreover, it provides valuable bioactive compounds that can
enhance functional properties and extend the shelf life of the product.

Keywords: shell meal, Renealmia alpinia, bakery quality, antioxidant activity,
microbiological quality.
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4.1. Introduccién

El aprovechamiento de subproductos agroindustriales, especialmente
cascaras ricas en fibra dietética, antioxidantes, vitaminas y acidos grasos
esenciales, representa una alternativa para mejorar el valor nutricional y
funcional de los alimentos, asi como su vida de anaquel (Skwarek y
Karwowska, 2023). Por ejemplo, las cascaras de citricos con un alto contenido
de aceites esenciales y pectina se han utilizado en la industria culinaria,
farmacéutica y cosmética (Areti et al.,, 2024); mientras que la cascara de
platano se utiliza como aditivo funcional en productos céarnicos (Diaz y Castro,
2021); y la cascara de mango se ha empleado para la formacién de
biopolimeros, que permitan prolongar la vida util de los alimentos, sin afectar

su calidad y propiedades organolépticas (Carvajal-Larenas et al., 2021).

Renealmia alpinia, es una planta silvestre de la familia Zingiberaceae que se
caracteriza por sus propiedades antifungicas, antiinflamatorias y antioxidantes
estudiadas en la pulpa, la semilla y la cascara (Gomez-Betancur y Benjumea,
2014; Luna-Guevara et al., 2018). Hernandez-Garcia et al. (2025) demostraron
gue los aceites esenciales extraidos de la hoja, tallo y raiz de R. alpinia
inhibieron el crecimiento de C. albicans, destacando el mayor porcentaje de

inhibicion del AE extraido de la raiz.

En estudios previos se ha reportado que la cascara de R. alpinia es una fuente
importante de compuestos fendlicos, principalmente antocianinas con
capacidad antioxidante (Jiménez-Gonzalez et al., 2021). Arroy et al. (2017)
indicaron que la cascara de R. alpinia tiene un notable potencial como
ingrediente alimentario con propiedades nutracéuticas. Jiménez-Gonzélez et
al. (2018) microencapsularon los pigmentos obtenidos de la cascara del fruto

y los incorporaron como un aditivo alimentario, con la finalidad de mejorar
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el contenido nutricional, los atributos de color y las propiedades antioxidantes

de los alimentos.

Dado que no se han reportado estudios sobre el empleo de la ciscara de R.
alpinia como fuente de fibra y compuestos bioactivos en alimentos
panificables, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la
adicion de harina de cascara de Renealmia alpinia, sobre la calidad panadera,

propiedades nutricionales y vida de anaquel del pan de caja.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Material vegetal y obtencion de harina a partir de cédscara de R.

alpinia

Los frutos de R. alpinia fueron colectados en la comunidad de Santiago
Ecatlan, Jonotla, Puebla, México, ubicados en las coordenadas N20°03'07.6",
97°33'23.4"W. Se seleccionaron frutos sin dafios fisicos y con un estado de
madurez similar. La cascara se separ0 manualmente de la pulpa. Se
desinfecto con hipoclorito de sodio al 0.1 % durante 5 min y se dej6 secar en
un deshidratador de conveccion forzada (Sedona SD-P9000-F, Tribest,
Anaheim, Estados Unidos) a 45 °C durante 48 h. Para la obtencion de la harina
de cascaras de R. alpinia (HRA), las cascaras se molieron en un molino
semiindustrial tipo martillo con ciclon LABORATORY MILL 3100 (Falling
number AB, Suecia) con una malla de 0.5 mm. La harina refinada de trigo
(HRT) se obtuvo del grano de la Variedad Valles F2015 mediante un molino
Bhuler (Brabender OHG, Alemania) mediante el método 26-31 de la AACC
(2005). Con las harinas se prepararon tres formulaciones: 1) 1 % HRA/99 %
HRT, 2) 2.5 % HRA/97.5 % HRT y 3) 5 % HRA/95 % HRT. Incluyendo un
testigo con 100 % de harina refinada de trigo (HTO).

4.2.2. Evaluacion de la calidad panadera

El pan de caja se elabor6 en el Laboratorio de Calidad de Trigo del Campo
Experimental Valle de México (CEVAMEX-INIFAP), mediante el método de
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masa directa (método 10-09, AACC, 2005) en una hogaza de pan de 100 g. A
100 g de las formulaciones de harina de trigo y harina de cdscara de R. alpinia
se agregaron 4 g de leche en polvo, 3 g de grasa vegetal, 25 mL de una
solucion de levadura (12 %), 25 mL de una solucion de sacarosa-cloruro de
sodio (20 % y 4 %, respectivamente). Se mezclaron todos los ingredientes, se
molded la masa en forma cilindrica y se colocé dentro de un molde. La masa
se fermentd a 30 °C con una humedad relativa de 95 a 100 %. Finalmente, se
horned a 220 °C durante 25 min. Los panes se pesaron en una balanza digital
Scout Pro (Ohaus, EE. UU.) y la calidad panadera se estimé como volumen
de pan (cm?) por desplazamiento de semillas de colza (Brassica campestris L.)
en un volutémetro (método 10-05.01, AACC, 2005). Se calcul6 el volumen

especifico, expresando los resultados en cm?® g™

4.2.3. Andlisis de color y perfil de textura (TPA) de los panes de caja

adicionados con cascaras de R. alpina.

El analisis colorimétrico de la miga del pan se determind mediante los
parametros de color basados en el sistema internacional CIE L*, a*y b*. Donde
el valor del color expresado como luminosidad (L*) se enuncia en una escala
de 0 (oscuridad) a 100 (luminosidad), eje rojo-verde con color rojo (+a*) y verde

(-a*), y eje azul-amarillo con azul (+b*) y amarillo (-b*).

Las propiedades texturales de la miga del pan se determinaron empleando un
CT3 Texture Analyzer (Brookfield, EE. UU.). Para el analisis, se prepararon
tajadas de 4 cm de alto y 3.1 cm de diametro. Se aplicaron dos ciclos de
compresion del 60 % a una velocidad de 1.0 m/s con un tiempo de compresion
de 5s, y una celda de carga de 25 kg (TA-BT-KI, texturePro CT V1.4 Build 17).
Los parametros evaluados fueron dureza, elasticidad, cohesividad,

masticabilidad y resiliencia, utilizando el software del texturémetro.

41



4.2.4. Composiciéon proximal y mineral

La composicion proximal se determind por triplicado siguiendo las
metodologias de la AOAC (2005): contenido de humedad (924.09), proteina
(960.59), fibra cruda (962.09), cenizas (923.03) y extracto etéreo (920.85).

El contenido mineral se analiz6 segun la metodologia descrita por lordache et
al. (2022). La muestra, previamente liofilizada y molida (0.2 g), se mezcl6 con
patrones internos (Sc, In, Ir, Bi) y acido nitrico ultrapuro, se dejo reaccionar
durante 12 h. Posteriormente, se llevé a cabo una digestidén acida en caliente
con HNOs y HCI, y finalmente se aforé a 50 mL con HNOz al 2 %. El analisis
ICP-MS (iCAP™ RQ) se llevo a cabo en modo KED con una calibracion multi
elemental externa, usando patrones certificados para 63 elementos a una
concentracion de 100 + 0.06 mg mL! (High Purity Standards, USA). Se utilizd
una curva de calibracion con 10 puntos a una concentracion de 0.1 a 150 ng
mL1. Como patrones internos en las muestras, se utilizaron lIridio e Indio,
obtenidos en una concentracion estandar certificada de 1000 + 0.03 mg mL!
(High Purity Standards, USA). Los datos fueron procesados con el Software

Thermo Scientific™ Qtegra™.
4.2.5. Evaluacion de las propiedades antioxidantes

Las propiedades antioxidantes se determinaron en extractos del pan de caja
obtenidos con una mezcla de metanol/agua al 80% en una proporcion 1:10
(p/v) segun el método descrito por Hernandez-Rodriguez et al. (2016). A partir
de estos extractos se determin6 el contenido fendlico total, flavonoides y

capacidad antioxidante. Cada muestra se proceso por triplicado.

El contenido fendlico total se determiné siguiendo el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965) adaptado a microplacas por Hernandez-Rodriguez
et al. (2016). Se prepar6 una curva de calibracién estandar de acido galico en
un rango lineal de 2.5 a 29 pg mL*. Las absorbancias se midieron a 760 nm

en un lector de microplacas (Synergy 2 microplate reader, Biotek International,
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software Gen 5). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de

acido galico (EAG) por gramo de muestra en base seca (mg EAG g ! bs).

El contenido de flavonoides totales se determind siguiendo la metodologia
descrita por Kubola y Siriamonrpun (2011), adaptada a microplacas por
Hernadndez-Rodriguez et al. (2016). Se prepardé una curva de calibracion
utilizando catequina con un rango de concentraciones de 0.7 a 34.5 pg CE mL"
1, Las absorbancias se midieron a 510 nm. Los resultados se expresaron en
miligramos (mg) equivalentes de catequina (EC) por gramo de muestra en
base seca (mg EC g*bs).

El contenido total de antocianinas monomeéricas se determind mediante el
método diferencial de pH descrito por Lee et al.,, (2005), adaptado a
microplacas por Hernandez-Rodriguez et al. (2016). Los resultados se
reportaron en miligramos equivalentes de cianidina 3-glucosido por gramo de

muestra en base seca (mg EC3G/g muestra bs).

El ensayo ABTS se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Re-R et al. (1999)
adaptada a microplacas por Hernandez-Rodriguez et al. (2016). Se utilizé una
curva de calibracion de Trolox en un rango lineal de 3.8 a 46 uUM. Las
absorbancias se midieron a 734 nm. Los resultados se expresaron en
miligramos de muestra equivalentes a Trolox por gramo de muestra en base

seca (mg ET g ! bs).

El ensayo FRAP se aplicé segun la metodologia de Benzie y Strain (1996),
adaptada a microplacas por Hernandez-Rodriguez et al. (2016). Se prepard
una curva de calibracion de Trolox en un rango lineal de 3.8 a 46 pM. Las
absorbancias se midieron a 595 nm. Los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (mg
ET g ! bs).
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4.2.6. Andlisis microbiolégico del pan de caja adicionado con cascaras

de R. alpina

Se hizo un recuento de colonias de mohos y levaduras, coliformes totales y
mesofilos aerobios, de acuerdo con las normas oficiales mexicanas NOM-111-
SSA1-1994, NOM-113-SSA1-1994 y NOM-092-SSA1-1994, respectivamente.
Las muestras de pan fueron rebanadas y almacenadas a temperatura
ambiente (25 °C) durante 17 dias, evaluando la carga microbiologica a los dias
1, 10 y 18. Para el recuento de mohos y levaduras, se inocul6 1 mL en
diluciones seriadas y se incubaron en posicion invertida a 25 °C + 1 °C durante
5 dias. Para el conteo, se consideraron Unicamente aquellas que presentaran
un rango de 10 a 150 colonias de hongos y/o levaduras. En el caso de los
coliformes totales, las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h =2 h, y se
contabilizaron las que contenian un rango de 15 a 150 colonias. Finalmente,
para el recuento de mesofilos aerobios, las placas se incubaron a 35°C + 2 °C
durante 48 h. Después de la incubacion, se contabilizaron aquellas que tenian
un rango de 25 a 250 colonias. Los resultados se expresaron como el numero
de unidades formadoras de colonias por gramo (UFCg), indicando el tiempo

de incubacion.
4.2.7. Ensayo de toxicidad

La toxicidad en el pan se evalu6 en extractos acuosos a concentraciones de
100, 75, 50 y 25 mgmL™, siguiendo la metodologia descrita por Meyer et al.
(1982) y Michael et al. (1956) adaptada a microplaca de 24 pozos. Se
depositaron 10 nauplios en cada pozo de la microplaca junto con las
soluciones de extracto correspondientes (100, 75, 50 y 25 mg mL™), ajustando
el volumen final a 2.5 mL con solucién salina a una concentracion de 28 g L™.
La microplaca se incub6 en una agotadora orbital (Prendo INO-650 M) a 28 °C
bajo condiciones de iluminacion y aireacién constante durante 24 h. El ensayo
se realiz6 por triplicado. Se registré el porcentaje de mortalidad de los nauplios

con la siguiente formula:
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) Num. de nauplios muertos
% Mortalidad= —— x 100
Total de nauplios inicial

A partir de los resultados obtenidos, se estimé la concentracion letal media
(CLso) empleando la funcion Probit con el software estadistico Minitab
(v.22.2.2.0), y se clasifico el grado de toxicidad de la muestra.

4.3. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor con un nivel de confianza del 95%. Se utilizo la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher para establecer comparaciones de medias entre
las formulaciones. Los datos se expresaron como media + desviacion
estandar. Todos los resultados estadisticos se realizaron con el software
estadistico Minitab (v.22.2.2.0).

4.4. Resultados y discusion
4.4.1. Calidad panaderade pan de caja adicionado con harina de cascara

de R. alpinia

El peso de los panes elaborados con diferentes porcentajes de harina de
cascara de R. alpinia, no presentd diferencias significativas (p>0.05)
comparados con el testigo. El pan elaborado con 100% de harina de trigo
refinada tuvo el mayor volumen (6.65 + 0.11 cm3g™) en comparacion con las
tres formulaciones. En el Cuadro 3, se puede observar que a mayor proporcion
de harina de cascara de R. alpinia, disminuyé el volumen especifico. La
disminucién gradual del volumen especifico del pan adicionado con HRA,
puede atribuirse a la menor disponibilidad de gluten en la masa. El incremento
en la proporcion de harina de cascara de R. alpinia reduce la extensibilidad y
aumenta la resistencia de la masa, lo que ocasiona una disminucion de sus
propiedades viscoelasticas, como el debilitamiento de su estructura,
interrupcién de la red de gluten y la capacidad de retencidén de gases durante
la fermentacion (Yaver y Bilgicli, 2021; Zahorec et al., 2024). Ni et al. (2020)
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observaron que la adicion de céscara de frijol redujo significativamente el
volumen especifico del pan, con niveles de reemplazo superiores al 21 %. Por
otra parte, Chulibert et al. (2024), reportaron un comportamiento similar con la
adicion de polvo de cascara de mango.

Cuadro 2. Caracteristicas de la calidad panadera, color y propiedades
texturales del pan de caja adicionado con harina de cascara de R. alpinia.

Parametros HTO HRAL (1 %) HRA2 (2.5%) HRA3 (5 %)
Peso (g)* 172.8+289a 173.3+225a 176.4+050a /00*418a
VE (cm3g) 2 6.65+0.11a 5.81+0.17b 455+050c 2.68+0.10d
L*a 8356 +047a 63.01+174b 4501+4.29¢c 27.25+0.24d
a%a 0.06+£006d 5 95,003c 395+083b O/2*04%a
b 13.84+029a 4.69+0.30b -256+057c -1.76+041lc
Dureza (N)? 299+0.04c 3.77+£0.73c 1429+6.12b 31.62+1.62a
Cohesividad @ 458+152ab 594+06la 352+183b 3.99+0.25ab
Resiliencia 0.24+0.05a 0.29+0.00a 0.203+0.07a 0.207%0.03a
miﬂcab"'dad 1450+ 4.86¢c 14.67+215c 31.07+3.21b 7653+3.50a
Elasticidad (mm)? 9.97+0.01a 997+0.0la 9.97+0.02a 9.93+0.00b

aValores medios determinados por triplicado + desviacion estandar. VE = volumen especifico.
Los valores con diferente letra en una fila son estadisticamente diferentes (LSD, p < 0.05).
Luminosidad (L*) en una escala de 0 (oscuridad) a 100 (luminosidad), eje rojo-verde con color
rojo (+a*) y verde (-a*) y eje amarillo-azul con valor de amarillo (+b*) y azul (-b*). HTO = harina
refinada de trigo; HRA1, HRA2 y HRA3 = formulaciones con harina de cascara de R. alpinia.

En la Figura 3, se muestran los parametros de color L*, a* y b* de las diferentes
formulaciones, las cuales muestran diferencias significativas (p < 0.05)
respecto al testigo, que presentdé una mayor luminosidad (L*) (83.56 % 0.47),
acorde con un color mas claro y tipico de un pan blanco elaborado con harina
refinada. El valor del componente a* aumento significativamente con la adicion
de HRA, mostrando una tendencia hacia tonalidad puarpura. El componente b*
fue mayor en el testigo (HTO) y significativamente diferente (p < 0.05) (13.84 +
0.29) con las formulaciones HRA1, HRA2 y HRA3, virando hacia una tonalidad
amarilla; mientras que los panes adicionados con harina de R. alpinia

mostraron una desviacion hacia color violeta.
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Figura 3. Representacion grafica de los parametros de color L*, a* y b* en los
panes elaborados con diferentes formulaciones de harina de cascara de R.
alpinia. Luminosidad (L*) en una escala de 0 (oscuridad) a 100 (luminosidad),
eje rojo-verde con color rojo (+a*) y verde (-a*) y eje amarillo-azul valor con
amarillo (+b*) y azul (-b*). Testigo (HTO, 100 % de harina de trigo refinada),
HRA = harina de cascara de R. alpinia; HRA1 (1 % de HRA), HRA2 (2.5 % de
HRA) y HRA3 (5 % de HRA).

La adicién de harina de cascara de R. alpinia con diferentes porcentajes de
HRA influye significativamente en el color de la miga del pan de caja, como se
muestra en la Figura 4. Thuy et al. (2023), estudiaron el efecto de la adicion
de camote morado con diferentes porcentajes en un pan de molde. Los autores
reportaron que la adicion de camote morado afectd significativamente los
parametros de color (L* a* b*), observando una coloracion purpura en el pan
gue se acrecentd gradualmente con la incorporacion del camote morado.
Tamaroh y Sudrajat (2021) indicaron que la adicion de harina de fiame morado
causO cambios en los parametros de color, especialmente en la luminosidad,
dando como resultado una coloracion mas oscura con tonalidades moradas

en el pan.
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Figura 4. Efecto de la harina de cascara de R. alpinia en la elaboracién de un
pan de caja con diferentes porcentajes. Testigo (HTO, 100 % de harina de trigo
refinada), HRA = harina de cascara de R. alpinia; HRA1 (1 % de HRA), HRA2
(2.5 % de HRA) y HRA3 (5 % de HRA).

El analisis del perfil de textura del pan adicionado con harina de cascara de R.
alpinia mostré diferencias significativas en la dureza y masticabilidad. Como
se muestra en el Cuadro 2, se registr6 un aumento notable de dureza y
masticabilidad en la miga del pan conforme aumento el porcentaje de harina
de R. alpinia (HRA1, HRA2 y HRA3). Sin embargo, la formulacion HRA1 (3.77
+0.73 Ny 14.67 £ 2.15 mJ) no presentd diferencia significativa en relacion con
el testigo (HTO0). Una mayor dureza en la miga de pan indica que se requerira
una mayor energia durante su masticacion, dada la interaccion entre el gluten
y la harina de cascara de R. alpinia (Nasir et al., 2020). Djordjevic et al. (2021),
sefalaron que la dureza del pan, considerada como un efecto negativo, se
debe a la restriccion del agua disponible en el sistema de la masa, que impide
su desarrollo y se manifiesta como una correlacibn negativa entre mayor

dureza, estructura mas densa y bajo volumen del pan.
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El parametro de cohesividad de los panes con diferentes porcentajes de harina
de cascara de R. alpinia, mostraron diferencias significativas (p < 0.05) segun
Seis-Subasi y Ercan (2024), una alta cohesividad es deseable en un pan, ya
gue permite conservar su estructura, en lugar de desmoronarse durante su
masticacion, mientras que una cohesividad baja, como se observé en la
formulacion con mayor porcentaje de HRA, ocasion6 que haya una mayor
susceptibilidad del pan a desmoronarse o fracturarse facilmente. En cuanto a
la elasticidad, la formulacion HRA3 tuvo una elasticidad inferior de 9.93 + 0.00
mm, en comparacion con el resto de los tratamientos, indicando una menor
capacidad de recuperacion tras su deformacion. Este comportamiento puede
atribuirse a una ralentizacion en la hidratacién de la masa, lo que limita el

desarrollo optimo de la red del gluten (Sun et al., 2023).

4.4.2. Analisis proximal y mineral del pan de caja adicionado con harina

de cascara de R. alpinia

Antes de adicionar la HRA al pan, se determind su composicion proximal
(Cuadro 3). Se observa que la cascara tiene un alto contenido de fibra cruda y
cenizas (22.97 % y 23.25 %, respectivamente). Estos resultados contrastan
con lo descrito previamente por Luna-Guevara et al. (2018), quienes
reportaron 0.10 % de cenizas en la cascara de R. alpinia proveniente de la
localidad de Cuetzalan del Progreso, Puebla, México. La presencia de fibra
cruda y cenizas en la cascara de R. alpinia es comparable con otros
subproductos derivados de cascaras que han sido empleados para mejorar el
aporte nutricional y las caracteristicas tecnofuncionales en productos de
panificacion. Por ejemplo, la cascara de mango contiene entre 19.2 y 23.8 %
de fibra cruda, con un contenido de cenizas entre 5.5y 7.4 %. De manera
similar, la cascara de pitahaya contiene 21.34 % en fibra cruday 16.74 % en
cenizas, mientras que la cascara de platano, otro subproducto utilizado,
reporta valores de fibra cruda que oscilan entre 11.20 y 14.38 % con un
porcentaje entre 11.86 % y 25.19 % de cenizas (Pacheco-Jiménez et al., 2024;
Cacatian et al., 2022; Segura-Badilla et al., 2022).
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Cuadro 3. Composicion proximal y mineral de la cascara de R. alpinia (Rottb.)
Mass.

Composicién Cascara de R. alpinia
Materia seca ® 42.71+3.21
Ceniza® 23.25+0.69
EE® 4.66 £ 016
Proteina ® 9.25 £ 0.02
Fibra ® 22.97 +£0.14
Macroelementos (mgkg™)®
Fosforo (P) 2250.40 + 169.7
Potasio (K) 16861.84 + 1621
Calcio (Ca) 168.88 + 15.98
Magnesio (Mg) 1899.56 + 45.4
Sodio (Na) 1405.79 £ 9.52
Hierro (Fe) 323.20 £152.2
Cobre (Cu) 2.58 £0.60
Zinc (Zn) 163.26 £112.8
Manganeso (Mn) 311.64 £4.13
Elementos traza (ugkg ™"
Cromo (Cr) 4875.00 £ 415
Nigquel (Ni) 6440.38 + 283
Mercurio (Hg) 1551+2.44
Elementos toxicos (ugkg™)®
Arsénico (As) 98.14 £ 70.1
Cadmio (Cd) 262.80 +111.2
Plomo (Pb206) 875.64 £ 17.6
Plomo (Pb207) 762.80 £171.8
Plomo (Pb208) 714.30 + 166.0

b Valores medios determinados por triplicado + desviacién estandar. EE = extracto etéreo. Los
valores con diferente letra en una fila son estadisticamente diferentes (LSD, p < 0.05). HTO = harina
refinada de trigo; HRA1, HRA2 y HRA3 = formulaciones con harina de cascara de R. alpinia.

Por otra parte, en el Cuadro 3 se muestran los resultados del analisis mineral
de R. alpinia. La cascara exhibié concentraciones altas de potasio (K), fésforo
(P), magnesio (Mg) y sodio (Na). Entre los elementos trazas y téxicos, se
detectaron concentraciones altas de cromo (Cr), niquel (Ni) y plomo (Pb) en
sus distintas formas isotopicas (Pb 206, Pb 207 y Pb 208). Con el fin de

asegurar que el consumo de la cidscara de R. alpinia adicionada al pan de caja,
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no constituyera un riesgo, debido a las concentraciones elevadas de
elementos trazas (Cr, Ni y Hg) y téxicos (As, Cd y Pb), se calcul6 el indice de
riesgo a la salud (HRI). Los célculos demostraron que los elementos Cr, Ni,
Hg, Pb, Cd, As, Zn y Cu no representan un riesgo para la salud humana en
relacion con la concentracion reportada en el andlisis mineral de la cascara de

R. alpinia, mostrando valores de HRI <1 (ver Apéndice 1).

El andlisis proximal del pan adicionado con HRA en diferentes porcentajes y
el testigo se muestran en el Cuadro 4. Los resultados muestran que no hay
diferencias significativas. A pesar de que se observa una tendencia conforme
aumenta la adiciéon de la harina de R. alpinia, estadisticamente los valores se
comportan de manera similar en todas las formulaciones. Por otra parte, el
contenido de proteina en los panes adicionados con HRA fue superior (13.85
y 14.64 %) al contenido protéico reportado en panes elaborados con harinas
integrales (12.61 %) y refinadas (10.01 %) (Mufioz et al., 2021). Los resultados
obtenidos en esta investigacion evidenciaron que la adicion de harina de
cascara de R. alpinia no ocasioné cambios significativos en la composicion
proximal del pan de caja, a pesar de que se observa un ligero aumento en el

contenido de cenizas y extracto etéreo.

Cuadro 4. Composicién proximal del pan de caja adicionado con diferentes
porcentajes de harina de cascara de Renealmia alpinia.

Composicion HTO HRAL (1 %) HRA2(2.5%) HRA3 (5 %)

Materia seca® 41.36+1.22b 4523+2.45a 42.70+1.04 ab 34.40 + 0.60 C
Ceniza® 3.80+0.01b 3.95+0.12b 4.30+0.1lab 4.62+0.05a
EEC 436+0.78b 584+028ab 6.32+0.02a 7.18+1.04a
Proteina® 14.31+0.42 ab 13.85+0.05b 14.37 +0.29 ab 14.64 +0.10 a
Fibrac 2.32+0.29a 241+0.10a 2.62+023a 2.68+0.13a

“Valores medios determinados por triplicado *+ desviacion estandar. EE = extracto etéreo. Los
valores con diferente letra en una fila son estadisticamente diferentes (LSD, p < 0.05). HTO =
harina refinada de trigo; HRA1, HRA2 y HRA3 = formulaciones con harina de céscara de R.
alpinia.
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4.4.3. Andlisis de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

En el Cuadro 5, se muestran los resultados de las propiedades antioxidantes
de HRA y de los panes elaborados con diferentes proporciones de esta. El
contenido de fenoles totales en la HRA fue superior (31.52 mg EAG - g bs) a
lo reportado por Jiménez-Gonzalez et al. (2018), quien reportd contenido
fendlico de 2218.19 mg EAG/100 g de ms. Mientras que el contenido de
antocianinas fue inferior al valor sefialado por el mismo autor (1916.63 mg de
Cyd-3-glu/100 g de ms). Por otra parte, los valores obtenidos de fenoles y
antocianinas totales en la cascara de R. alpinia son similares a los reportados
para otras cascaras utilizadas en panificacién por su alta composicién en
compuestos bioactivos, por ejemplo, las cascaras de mango, maracuya,
naranja y platano mostraron valores para fenoles totales de 3.857, 56.3, 391 a
689 y 50 a 304 mg ET/100 g bs, respectivamente (Pacheco-Jiménez et al.,
2022; Pacheco-Jiménez et al., 2024 y Hasan et al., 2024). La concentracion
de antocianinas totales fue superior (0.813 mg EC3G - g bs) a lo reportado
para ciruelas (23.4 mg/100 g bs) (Lakshmikanthan et al., 2024) y legumbres
como la papa con pulpa roja y morada (5.80-31.98 mg/100 g) (Barragan-
Condori et al., 2024).

La adicién de harina de cascara de R. alpinia en el pan de caja mostré que a
mayor porcentaje de HRA adicionado, mayor contenido de compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante (Cuadro 5). La formulacion HRA3 tuvo un
contenido fendlico 18.28 % mayor respecto al testigo, ademas la capacidad
antioxidante determinada por los ensayos ABTS y FRAP fueron mayores en
2.6 'y 4.8 %, respectivamente, con respecto al testigo. Estos resultados indican
gue la adicion de céscara de R. alpinia mejor6 significativamente la capacidad
antioxidante del pan de caja. Murariu et al. (2025), reportaron que la adicion
de arandanos silvestres en porcentajes de 10 % y 20 % en un pan francés
incrementd el contenido de compuestos bioactivos como vitamina C,
polifenoles totales, flavonoides, antocianinas y actividad antioxidante. Oncel y

Ozer (2025) destacaron que la adicion de harina de lentejas en un 30% a un
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pan sin gluten, aument6 el contenido de compuestos fendlicos totales,
alcanzando valores entre 0.33 mg EAG/100 g y 0.75 mg EAG/100 g. Wang et
al. (2024) evaluaron el efecto de las antocianinas endégenas del maiz morado
sobre las propiedades fisicoquimicas y la capacidad antioxidante del pan,
destacando que el maiz morado es una fuente rica en sustancias bioactivas

como las antocianinas.

Cuadro 5. Fenoles totales, flavonoides, antocianinas, ABTS y FRAP en
cascara de R. alpinia y en el pan de caja elaborado con diferentes porcentajes
de HRA.

Cascara de
R alpinia HTO HRAL (1%) HRA2 (2.5%) HRA3 (5 %)
!:g_rl‘ogg)sdmta'es (MIEAG 31 574+084 0.298+0.00c 0.383+0.00¢c 1.360+0.16b 1.630+0.07 a
. .
E'S‘;‘{,O”O'des (Mg CE 9" 1 947+0.03 0.108+000d 0.213+000¢c 0.289+0.02b 0.533+0.04a
Antocianinas totales (Mg g13+ 005 0.00+0.00d 0.146+0.00c 0.065+0.00b 0.047+0.00 a
EC3G - g™ bs)
ABTS (mg ET-g'bs)? 54.88+1.89 0.092+0.05d 0.352+0.02¢c 1.653+0.10b 3.879+0.07 a
FRAP (mg ET - g'bs)? 47.71+0.97 0.104+00lc 0.233 0.0lc 1.135+004b 2.134+0.16a

dvalores medios determinados por triplicado + desviacion estandar. Los valores con diferente
letra en una fila son estadisticamente diferentes (LSD, p < 0.05). HTO = harina refinada de
trigo; HRAL, HRA2 y HRAS = formulaciones con harina de cdscara de R. alpinia.

4.4.4. Ensayo de toxicidad

Debido a que la HRA se propone como aditivo natural para consumo humano,
fue necesario evaluar su toxicidad, los resultados del ensayo de toxicidad
evidenciaron que tanto la cascara de R. alpinia como el pan de caja son
relativamente inocuos (ver Cuadro 6). De acuerdo con la clasificacion descrita
por la Ciencia y tecnologia para el Desarrollo (2014), la concentracién letal
media (CLso) del pan adicionado con la cascara de R. alpinia a 100,000 pg mL-
! fue inferior a lo reportado por Juhari et al. (2021) para otras cascaras de
frutos, como la cascara de granada con una Clso de 196,037 ug mL?, las

cascaras de citricos (331,000 pg mL?) y la cascara de platano, que no
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presentan toxicidad aparente. Estos resultados demuestran la inocuidad del

pan elaborado con HRA y su uso como ingrediente en panificacion.

Cuadro 6. Evaluacién de toxicidad (CLso) de la cascara de Renealmia alpinia
y del pan de caja elaborado con diferentes porcentajes de HRA sobre Artemia
salina a diferentes concentraciones.

Concentracion  Mortalidad a las Grado de

-1y d
Muestra =g mLY) 24 h (%) Clso (g mL)" o idad
25,000 0+0.00
Cascara 50,000 18 +0.20 81496.0 + 29198.2 Relativamente
R. alpinia 75,000 45 + 0.65 (Mg mL™) inocuo >1500
100,000 70 £2.49
25,000 20+£4.08
Pan de
caja 50,000 55+2.89 54660.1 + 16060.0 Relativamente
adicionado 75,000 80+3.74 (ug mLY) inocuo >1500
con HRA 100,000 95 +0.50

dValores medios determinados por triplicado * desviacion estandar. Concentracion letal media
= Clso

4.4.5. Analisis microbioldgico del pan de caja adicionado con cascaras

de R. alpina

Los resultados del Cuadro 7, muestran que la adicion de HRA influyé en el
crecimiento microbiano durante el almacenamiento del pan de caja. El conteo
de mohos y levaduras, mesofilos aerobios y coliformes totales para las
formulaciones presentaron valores iniciales <1 UFC g en el dia 1, lo cual
confirma la eficacia de las condiciones de horneado para garantizar un
producto microbiolégicamente inocuo en su elaboracion. A lo largo del periodo
de almacenamiento, se observo un incremento progresivo en las unidades
formadoras de colonias (UFC) para mohos y levaduras, siendo mas evidente
en la formulacion testigo (HTO0) y en HRAL (1 %), que alcanzaron valores de
1.59 £+ 0.51 log UFC g'y 1.42 + 0.02 log UFC g*al dia 10, respectivamente.
En contraste, la formulacién HRA (2.5 %) mostré un retraso significativo en el
desarrollo de mohos y levaduras, alcanzando unicamente 0.70 £ 0.19 log UFC

g? al dia 18. En la Figura 5, se muestran las alteraciones a lo largo del tiempo
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del pan de caja atacado por moho. Estos resultados sugieren que la
incorporacion de 2.5 % de harina de cascara de R. alpinia ejerce un efecto
inhibitorio mas pronunciado sobre hongos filamentosos y levaduras,
posiblemente asociado a la presencia de compuestos fendlicos con actividad
antimicrobiana. En cuanto a los mesofilos aerobios, el comportamiento fue
similar. El testigo y la formulacion HRA1 presentaron valores de 1.35y 1.64
log UFCg, respectivamente. En contraste, la HRA2 (2.5 %) y la HRA3 (5 %)
registraron un crecimiento menor, donde la HRA3 mantuvo niveles <1 log UFC
g? hasta el dia 18, lo que sugiere un efecto protector mayor asociado a la
proporcién de harina adicionada. El conteo de mesdfilos aerobios en las
formulaciones HRA1, HRA2 y HRA3 se mantuvo por debajo del limite
permitido maximo segun la norma oficial mexicana NOM-247-SSA1-2008
(<1000 UFCg) para productos de panificacion. Las formulaciones con harina
de cascara de R. alpinia y el testigo presentaron ausencia de crecimiento de
coliformes totales durante su almacenamiento, lo que indica que el control y
las muestras adicionadas con harina de R. alpinia no representaron riesgo de

contaminacion por este grupo de bacterias

Los resultados evidencian que la adicion de harina de cascara de R. alpinia,
particularmente en proporciones de 2.5 %y 5 %, contribuye a prolongar la vida
atil microbiolégica del pan de caja. Esto podria estar relacionado con la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, principalmente
antocianinas, asi como terpenoides con propiedades antimicrobianas y
antioxidantes (Jiménez-Gonzalez et al., 2018; Arroy et al., 2017). Este efecto
coincide con lo reportado en panes enriguecidos con ingredientes ricos en
antioxidantes, como maices pigmentados o jamaica (Hernandez-Aguilar et al.,
2022; Gonzélez-Montiel et al., 2019), en los cuales se ha observado una
inhibicion del crecimiento microbiano y, en consecuencia, una extension de la

vida util del producto.
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Cuadro 7. Recuento de mohos y levaduras, mesofilos aerobios y coliformes
totales en los panes de caja adicionados con diferentes porcentajes de harina
de cascara de R. alpinia.

Formulaciones Dia 1l (log UFC g!) Dia 10 (log UFC g* Dia18 (log UFC g?)

Mohos y levaduras®

HTO (100 %harina de trigo) <1 UFC g* 1.59+0.51a 1.77+0.04 a
HRAL (1%) <1 UFC g* 1.42 +0.02b 1.83+0.09a
HRA2 (2.5%) <1 UFCg* 0.00 + 0.00d 0.70+0.19b
HRA3 (5%) <1 UFC g 0.39+0.16 ¢ 1.37+0.04 a
Mesofilos aerobios®

HTO (100 %harina de trigo) <1 UFC g* <1UFCg'b 1.35+£0.04b
HRAL (1%) <1 UFC g <1 UFCgthb 1.64+021a
HRA2 (2.5%) <1 UFC g <1UFCg'lb 0.54+0.20c
HRAS3 (5%) <1 UFCg* <1UFCg'b <l1UFCgtd
Coliformes totales®

HTO (100 %harina de trigo) <1 UFC g* <1 UFCg? <1 UFCg1!
HRA1 (1%) <1 UFC g* <1 UFC g* <1 UFC gt
HRA2 (2.5%) <1 UFC g* <1 UFC g* <1 UFC gt
HRA3 (5%) <1 UFC g% <1 UFC g' <1 UFC gt

®Valores medios determinados por triplicado + desviacion estandar. Los valores medios asociados con
diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre formulaciones con diferentes
porcentajes de harinas de céscara de R. alpinia (ANOVA, prueba de LSD Fisher, p < 0.05). <1 UFC g
ausencia de crecimiento detectable.

Dia 1

Dia 10

Dia 18

(a) (b) (d)

Figura 5. Alteraciones visuales de moho en los panes elaborados con
diferentes formulaciones de harina de cascara de R. alpinia durante su tiempo
de almacenamiento. Se muestran las formulaciones: (a) HTO: 100 % de harina
de trigo refinada, (b) HRAL: 1 % de harina de cascara de R. alpinia, (c) HRA2:
2.5 % de harina de cascara de R. alpiniay (d) HRA3: 5 % de harina de cascara
de R. alpinia.
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45. Conclusiones

La incorporacion de harina de cascara de Renealmia alpinia en la elaboracion
del pan de caja mejoré significativamente las propiedades nutricionales, el
potencial nutracéutico y protegio contra el ataque de microorganismos a este
producto. El incremento en el nivel de adicion de harina de céscara de R.
alpinia, se asocio con un mayor contenido de cenizas y compuestos fendlicos,
entre los que se encuentran las antocianinas, lo que se reflej6 en una mayor
capacidad antioxidante. Sin embargo, la adicion de 5% de harina de cascara
de R. alpinia afecté de manera negativa el volumen final y las propiedades
texturales, principalmente dureza, masticabilidad y elasticidad del pan. En
contraste, el pan formulado con 2.5 % de harina de cascara de R. alpinia
conservo una buena calidad panadera, caracteristicas de textura aceptables y
mejor valor nutricional. Asimismo, presentd una mayor capacidad antioxidante
y menor crecimiento microbiano durante el almacenamiento, lo que evidencia

un efecto positivo en la conservacion y extension en la vida de anaquel.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

La céscara de R. alpinia es una fuente importante de compuestos bioactivos
con potencial de aplicacion como aditivo funcional para el mejoramiento de
alimentos. La composicion quimica del aceite esencial extraido de la cascara
de R. alpinia mostré una diversidad de metabolitos secundarios, destacando
los monoterpenos bornano y a-pineno. Ademas, el AE de la cascara mostré
una elevada capacidad antioxidante y una notable actividad antifangica contra
Alternaria spp. y Curvularia spp. Estos resultados evidencian el potencial del
AE de la cascara de R. alpinia como una alternativa para la prevencion de
contaminaciones fungicas y el deterioro oxidativo de los alimentos. Asimismo,
la incorporacion de harina de cascara de R. alpinia en la elaboracidén de un pan
de caja mejoro significativamente las propiedades nutricionales y el potencial
nutracéutico, ademas de proteger contra el ataque de microorganismos a este
producto en comparacion con el pan de caja elaborado con 100 % de harina
de trigo refinada. El incremento en el nivel de adicion de harina de cascara de
R. alpinia se asocio con un incremento en el contenido de cenizas y capacidad
antioxidante. Sin embargo, la adicion del 5 % de harina de cascara de R.
alpinia afecto de manera negativa el volumen final y las propiedades texturales
del pan. El pan formulado con un 2.5 % de harina de cascara de R. alpinia se
considerd la mejor formulacién, ya que conservo una buena calidad panadera,
caracteristicas de textura aceptables, mejor valor nutricional, mayor capacidad
antioxidante y menor crecimiento microbiano durante el almacenamiento, lo
gue evidencia un efecto positivo en la conservacion y extension de la vida util.
En conjunto, ambos estudios confirman la viabilidad del aprovechamiento de
la cascara de R. alpinia como aditivo funcional y como agente de prevencion
de contaminaciones fangicas en alimentos, contribuyendo al desarrollo de un

producto mas saludable y con valor agregado.
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6. APENDICES

Cuadro A 1. Ingesta diaria de metales (DMI) e indice de riesgo ala salud (HRI)
en pg dia? kg de la cascara de Renealmia alpinia (Rottb.) Mass

indice de Riesgo a la

Elemento  DMI (ug diakg?)' Salud (HRI)
- o1 0.005
n 13.606 0.045
Pb 206 0.073 0.021
Pb 207 0.064 0.018
Pb 208 0.060 0.017
. 0,406 0.135
o 0.022 0.022
. 0537 0.027
- 0.008 0.027
o 0.001 0.004

'DMI = Ingesta diaria de metales.
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