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RESUMEN

Plukenetia volubilis, conocida como sacha inchi (mani del Inca) es una planta
trepadora, semilefiosa y perenne, nativa de la Amazonia Peruana. Sus semillas
son ricas en proteinas y aceite de alta calidad, importantes en la alimentacién
humana, y aplicaciones en salud, cosmética y medicina, debido al alto contenido
de acidos grasos insaturados del tipo omega-3 y omega-6. Por lo que es
considerado un cultivo promisorio para la industria agroalimentaria. El presente
trabajo se llevo a cabo para determinar el potencial medicinal, alimenticio e
industrial del aceite proveniente de la semilla de sacha inchi, cultivada en una
region de clima caliente en Antioquia. El objetivo propuesto en este estudio fue
determinar el perfil lipidico, indices de calidad, estabilidad oxidativa y actividad
antioxidante del aceite de sacha inchi, con respecto a los aceites provenientes de
las semillas de linaza y ajonjoli. Para conocer la composicion de &acidos grasos
saturados e insaturados de los extractos se us6 GC-MS, la estabilidad se
determind con el seguimiento de la produccion de dienos conjugados (DC) y
especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) y se evalué la actividad
antioxidante como capacidad reductora por las técnicas ABTS, DPPH y ORAC
lipofilico. En el aceite de sacha inchi, se encontr6 un buen contenido de acido
grasos poliinsaturados del tipo omega-6 (63.24%) y omega-3 (17.72%), unos
indices de calidad entre los rangos establecidos y una actividad antioxidante
media (DPPH 415.14, ABTS 831.71 y ORAC 353.388 umolTrolox/100 g de aceite),
con respecto a los aceites de linaza y ajonjoli. Por otro lado, el aceite de sacha
inchi mostré una muy buena estabilidad oxidativa, medida con TBARS. Estos
resultados, mostraron el valor de la semilla de sacha inchi, cultivada en Antioquia,
permitiendo tenerlo en cuenta como una alternativa medicinal, alimenticia e

industrial.
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ABSTRACT

Plukenetia volubilis, known as sacha inchi (Inca peanuts) is a climbing, semi-
woody and perennial plant, native to the Peruvian Amazon. Its seeds have a high
content of protein and oil, the last one, important in human nutrition, medicine and
cosmetics applications due to the considerable content of polyunsaturated fatty
acids as omega-3 and omega-6, that is way, it is considered a promising crop for
the food industry. The objective of this proposed study was to determine the lipid
profile, quality indices, oxidative stability and antioxidant activity of sacha inchi oll,
obtained from flax seeds and sesame grown in Antioquia, Colombia. The
composition of saturated and unsaturated fatty acids was obtained by GC-MS. The
stability study was determined by monitoring the production of conjugated dienes
(DC) and thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and finally, the antioxidant
activity was evaluated by techniques for reducing ability ABTS, DPPH and ORAC
lipophilic. In sacha inchi oil was found a high content of omega-6 (63.24%) and
omega-3 (17.72%) fatty acids and antioxidant activity, values nearby to obtained
values for linseed and sesame oils (DPPH 415.14, ABTS 831.71 and ORAC
353.388 pmolTrolox/100 g oil). Furthermore, sacha inchi oil showed very good
oxidative stability as measured by TBARS. These results showed the value of
sacha inchi seed grown in Antioquia, allowing it into account as an alternative

medicine, food and industrial.

Keywords: Fatty acids, antioxidant activity, physicochemical characterization,
inch sach, linseed, sesame
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1. INTRODUCCION

Los aceites y las grasas constituyen una de las tres principales clases de
productos alimentarios. Las otras dos son las proteinas y los carbohidratos. Los
aceites y las grasas son nutrientes esenciales de la dieta humana y son fuente de
energia concentrada. Proporcionan alrededor de 9 kcal/g, frente a 4 kcall/lg que
suministran las proteinas y carbohidratos [1]. En términos generales, se distinguen
dos tipos de aceites segun su origen: los obtenidos a partir de semillas y/o frutos
de origen terrestre y vegetales (algas) y los obtenidos a partir de animales (peces,
crustaceos, moluscos y mamiferos) de origen marino. Ambos tipos de aceites
estan igualmente constituidos por mezclas de triglicéridos cuyos principales
componentes son los acidos grasos [2], los cuales se clasifican por la presencia de
dobles enlaces en su molécula, como AGS &cido graso saturado (sin dobles
enlaces) o AGIS acido graso insaturado (con dobles enlaces). A su vez, éstos
pueden ser AGMI, acido graso monoinsaturado o AGPI, acido graso
poliinsaturado. Dentro de los AGPI se encuentran principalmente el &cido
linolénico (C18:3 ALA) y linoleico (C18:2 AL) de cadena corta y los é&cidos
eicosapentaenoico (C20:5, EPA) y docosahexaenoico (C22:6, DHA) de cadena
maés larga [3]. Estos son clasificados en familias, omega—3 (w-3) y omega-6 (w-
6), asi llamados por tener el primer enlace doble en el carbono de la posicion 3y
6, respectivamente, contando desde el final de la cadena del 4cido graso. Los
acidos ALA y AL, son de la familia w-3 y w-6, respectivamente [4,5]; mientras que
los EPA y DHA, son pertenecientes a la familia w-3. Los aceites vegetales
contienen mayoritariamente AGPI pertenecientes a la familia w-6, presentes en
aceites de soja, girasol, maiz y germen de trigo, y no contienen, o solo contienen
pequefias cantidades de acidos grasos w-3, del tipo ALA, es el caso del aceite de
oliva, almendra, avellanas y nueces, entre los mas consumidos, a excepcion de
los aceites de canola, soja, colza, chia y linaza los cuales tienen contenidos mas

altos de acidos grasos w-3 [4]. Los aceites de origen marino se caracterizan por su
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alto contenido de acidos grasos w-3 [2], del tipo EPA y DHA, se encuentran
principalmente en pescados grasos, como el salmén, el arenque, la sardina, el
atun, la caballa y el jurel [4]. Los acidos grasos de estas familias son
considerados como acidos grasos esenciales ya que no pueden ser sintetizados
por el organismo, por lo tanto deben ser aportados por la dieta en una proporcion
adecuada [2,6], cumplen funciones dentro del organismo, tales como el ser
reguladores metabdlicos en los sistemas cardiovascular, pulmonar, inmune,
secretor y reproductor, preservar la funcionalidad de las membranas celulares y
participar en los procesos de transcripcidn genética [4], ademas ayudan el
mejoramiento de algunos males como, mal de Alzheimer, Parkinson, algunos
tipos de cancer, enfermedades inflamatorias, entre otros [7,8]. De igual manera, la
presencia de AGPI, permite que haya un efecto antioxidantes, a pesar de ser
unas especies muy sensibles, dentro del grupo de los lipidos, al ataque de
radicales libres, especies quimicas definidas de existencia corta que tienen en su
estructura uno 0 mas electrones desapareados, convirtiéndolo en un compuesto
altamente inestable y fugaz con gran capacidad de formar otros radicales libres
por reacciones quimicas en cadena. A concentraciones moderadas pueden
desempefiar un papel importante como mediadores en la regulacion de varios
procesos fisioldgicos, de los efectos del factor de crecimiento o como
vasodilatador, pero a concentraciones elevadas, pueden dafar la mayoria de los

constituyentes celulares y son notablemente peligrosos para los organismos vivos

[9].

A lo largo de la historia, el hombre occidental ha tenido la tendencia de consumir
distintos tipos de grasas provenientes de productos lacteos, carnes, aves, frutos
secos, pescado y semillas oleaginosas. Son importantes muchos de ellos en el
procesado de alimentos preferidos por los consumidores. Ejemplos de estos son
las papas fritas, alifios para ensaladas, una infinita cantidad de panes, bollos y

productos para postre [1,8]; muchos de ellos con mayor cantidad de grasa
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saturada, que de insaturada, disminuyéndose asi el consumo de grasas
poliinsaturadas del tipo w-3. Debido a sus mdultiples efectos, poco deseable, la
falta de consumo de éstos acidos grasos (AGPI), supone un impacto negativo
para la salud, siendo motivo de gran preocupacion entre las autoridades sanitarias
de los paises occidentales [4]. La necesidad actual es conseguir fuentes ricas en
acidos grasos poliinsaturados, que permitan disminuir este tipo de impacto. El
estudio del consumo de alimentos utilizados en la dieta mediterrdnea y otras
dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados, ha mostrado mejora en muchos
tipos de enfermedades, al ser consumidas [3,8,10]. Los aceites de las plantas
oleaginosas, las cuales estan compuestas de &cidos grasos, constituyen una de

las alternativas para su obtencién.

En Colombia los aceites son producidos principalmente a partir de material vegetal
y hay cuatro cultivos principales a partir de los cuales se obtiene material
oleaginoso: palma de aceite, soya, ajonjoli y algodén [11]. El cultivo de palma de
aceite es el de mayor importancia en términos de area, produccion y rendimiento.
La expansion del cultivo ha mantenido un crecimiento sostenido, colocando a
Colombia como el primer productor de América Latina y el cuarto en el mundo
[12], mé&s no posee las mejores cualidades de uso alimentario por su composicion,
en especial su alto contenido de &cidos grasos saturados [13]. Esto crea la
necesidad de busqueda de nuevos compuestos 0 productos que jueguen un
mejor rol en la salud humana. Estudios muestran a la semilla de sacha inchi
(Plukenetia volubilis) como una planta prometedora, que gracias a la complejidad
climatica, biodiversidad de compuestos, especies y suelos que posee Colombia,
puede ser cultivada y comercializada. El sacha inchi, es una especie de la familia
Euphorbiaceae que comunmente se conoce como “mani del monte”, “sacha mani”
o0 “mani del inca” [14], crece en bosques lluviosos de la region Andina de Sur

América. Produce semillas que contienen gran cantidad de aceite y proteina. Su
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harina y aceite son consumidos por los indios del Pera y se utliza en la

elaboracion de diferentes bebidas y comidas [15].

El objetivo de este trabajo se fundamenta en conocer el potencial y el valor
agregado del aceite de la semilla de sacha inchi, sembrada en Colombia, como
nueva fuente de alta calidad y evaluarlo como producto promisorio para la
industria agroalimentaria colombiana, comparandolo con aceites de alta calidad
como la linaza (Linum usitatssimum L) y el ajonjoli (Sesamum Indicum L), de
gran aceptacion en el mercado Colombiano. Para ello, se determind el contenido
de acidos grasos del aceite y grasa de las semillas (GC-masas), los indices de
calidad y la estabilidad oxidativa midiendo la aparicion de dienos conjugados y de
especies reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS por fluorescencia). Ademas, se
midio la capacidad antioxidante por diferentes técnicas (DPPH, ABTS y ORAC)

como indicadores de potencial nutricional.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicion y la capacidad antioxidante del aceite derivado de las
semillas de sacha inchi (Plukenetia volubilis L) cultivada en Antioquia, con
respecto a los aceites comerciales de linaza (Linum usitatissimum [) y ajonjoli

(Sesamum indicum I).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraer el aceite de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli, por un proceso

mecéanico en frio.

Determinar el perfil de los acidos grasos obtenidos por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) presentes en los aceites extraidos
de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli.

Caracterizar fisicoquimicamente el aceite de las semillas de sacha inchi

comparado con las semillas de linaza y ajonjoli, por métodos AOAC.

Determinar la rancidez oxidativa del aceite de las semillas de sacha inchi, con
respecto a los aceites de las semillas de linaza y ajonjoli, por el método del &cido
tiobartbittrico (TBARS) y dienos conjugados (DC).

Determinar la capacidad antioxidante del aceite de las semillas de sacha inchi,
comparado con los aceites de linaza y ajonjoli, por los métodos de DPPH, ABTS y
ORAC.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Importancia de los lipidos en la alimentacién y en la salud humana.

Los lipidos hacen un aporte importante en la etapa de la alimentacion, son un
constituyente esencial de la dieta humana junto con los hidratos de carbono y las
proteinas. Son la fuente principal de energia, proporcionando casi 9 kcall/g,
mientras que las proteinas y los hidratos de carbono proporcionan cada uno
alrededor de 4 kcal/g [1]. Estos compuestos suplen la deficiencia cal6rica cuando
esta se presenta en el organismo [4], ademas de ser las sustancias que aportan
los acidos grasos esenciales que el organismo no puede sintetizar por si mismo,
contribuyen a la absorcion de las vitaminas liposolubles y hacen parte de la
estructura de las membranas celulares, hormonas, del sistema antiinflamatorio y

neuronal, especialmente en el sistema de la vision y de la memoria [1,16,17].

Los lipidos consumidos por el ser humano son provenientes de fuentes animales y
vegetales con un alto contenido de acidos grasos saturados e insaturados, en
especial estos ultimos son aportantes de los &cidos grasos poliinsaturados
conocidos como esenciales, en ellos se encuentran el acido linoleico, AL, (18:2 w-
6) y el acido linolénico, ALA, (18:3 w-3), por su aportes a la dieta humana son
considerados saludables. De igual forma los &cidos grasos poliinsaturados, del
tipo w-3 de cadena larga, como el acido eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA) son de gran importancia, en especial los procedentes de
aceites de los pescados azules que habitan en aguas frias y profundas (arenque,
salmoén, trucha, sardina, caballa, atln, pez espada, etc) [3,10]. Estos aceites se
van acumulando en el organismo, en cantidad suficiente como para reducir el nivel
del colesterol "malo”, también conocido como LDL (lipoproteina de baja densidad)
en su corriente sanguinea. Los acidos grasos w-3, pueden ser biolégicamente

mas activos en los procesos metabdlicos, incluyendo los relacionados con la
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funcion cardiovascular, reducen el riesgo de sufrir arterioesclerosis, reducen la
presion arterial, enfermedades inflamatorias, intervienen en el desarrollo del feto
y del recién nacido, siendo importantes en la nutricion de la madre
particularmente durante la gestacion y la lactancia, previenen el mal de Alzheimer
y padecimiento del mal de Parkinson. Tienen ademas, efectos benéficos ante
algunos tipos de cancer, entre otros [4,5,10]. El Instituto Nacional contra el Cancer
nos recomienda recortar el consumo de grasas del 40% al 30%, ya que un exceso
o déficit, segun sea el caso puede llevar a aumentar la incidencia de ciertas

enfermedades cronicas, como las cardiovasculares, inflamatorias y cancer [8,16].

La tendencia actual es disminuir la ingesta de grasas saturadas y trans, sumado a
un adecuado nivel de actividad fisica, manejo del estrés y el cese del habito de
fumar, para prevenir la probabilidad de desarrollar enfermedades cardiovasculares
y eventos coronarios [8]. Sin embargo, el aumento del consumo de aceites y
grasas, ricos en 4cidos grasos insaturados y omegas, tiene un efecto positivo en
la salud humana mejorando la calidad de vida de la poblacion [4]. Los aceites y
grasas extraidas de los vegetales, se consideran también como una fuente
importante de antioxidantes naturales, los cuales son compuestos biolégicamente
activos, razén para que puedan ser clasificados dentro del grupo de los
productos nutracéuticos. Los mas comunes son los tocoferoles, los tocotrienoles, y
los carotenos; estos actuan como protectores contra el envejecimiento celular, la
arteriosclerosis, el cancer y algunas enfermedades neurodegenerativas que

afectan a los hombres adultos [17,18].

3.2 Generalidades de los aceites y grasas

Estudios comparativos entre las grasas animales y los aceites vegetales, indican
gue todos estos compuestos estan conformados por moléculas lipidicas que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Segun Kates [19], los

lipidos son “esas sustancias las cuales son (a) insolubles en agua, (b) solubles en
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solventes orgénicos tales como cloroformo, éter o benceno, (c) formadas por
grupos hidrocarbonados de cadenas largas y estan presentes en los organismos

vivos”.

La denominacién de “grasas y aceites” se refiere unicamente al estado fisico
sélido o liquido de este tipo de lipidos y no tiene ninguna relacién con cualquier
otra propiedad; la estructura y la quimica no varia [20]. Su comportamiento fisico
es bien diferente; a temperatura ambiente las grasas animales como la
mantequilla y la manteca estan en estado solido, mientras que los aceites
vegetales se encuentran en estado liquido; comportamiento debido principalmente
a sus puntos de fusion y composicion en acidos grasos [1]. Ver tabla 1. Aquellos
compuestos que tienen una gran cantidad de acidos grasos saturados (AGS),
tienden a ser mas sélidos que aquellos cuya composicion es rica en insaturados
(AGIS) [17].

Hay numerosas fuentes de aceites y grasas que se utlizan tanto para la
alimentacion como en la industria; su empleo va de acuerdo con el contenido de
acidos grasos saturados (AGS) o insaturados (AGIS). Aquellos con mayor
contenido de AGIS se destinan a la alimentacion; entre los aceites y grasas de
mayor consumo humano en Latinoameérica, se encuentra el aceite de girasol,
soya, palma, oliva y canola. Mientras que los aceites de maiz, algodon, arroz y
mani, son de menor consumo mas no menos importantes (Ver tabla 2) [21]. Llos
aceites con mayor contenido de AGS, son destinados a la cosmeética,
biocombustibles o alimentacion animal [17]. El aceite de coco es de gran

importancia en este campo, ya que tiene alrededor de un 90% de AGS [1].
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Tabla 1. Predominancia y puntos de fusion de acidos grasos de aceites y

grasas comerciales

Atomos de

Dobles

Punto de fusién

Aceites y grasas naturales

carbono enlaces F °c en los que estan
mayoritariamente presentes
Butirico 4 0 18 -8 Mantequilla
Laurico 12 0 111 44 Aceite de coco
Mantequilla, aceite de coco,
Miristico 14 0 129 54 aceite de palma
Aceite de palma, mantequilla
Palmitico 16 0 145 63 y grasa de pollo, manteca de
cerdo y sebo
Sebo, manteca de cacao,
Estearico 18 0 157 69 manteca de cerdo y
mantequilla
Oliva, cacahuete, manteca de
Oleico 18 1 58 14 cerdo, palma, sbo, maiz,
semilla de colza y canola
Linoleico 18 > 23 5 Soja, carcamo, ngasoI, maiz y
semilla de algodoén
Linolénico 18 3 12 -11 Soja, canola
Gadoleico 20 1 - - Algunos aceites de pescado
Araquidénico 20 4 -40 -40 Manteca de cerdo, sebo
20 5 - - Algunos aceites de pescado
Behénico 22 0 176 80 Cacahuete, semilla de colza
Erdcico 22 1 91 33 Se,m.nla de colzarica en &cido
erucico
22 6 - - Algunos aceites de pescado

Fuente: Lawson, 1999
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Tabla 2. Consumo de aceites y grasas en Latinoamérica
Consumo Declaracion Estudio
Aceites Grasas Productos Mat. Cons. Est. en sobre
comestibles comestibles hidrogen. Grasas AGT (g/dia) etiquetado Cont/Cons
(g/dia) AGT
Argentina | Girasol(N) Bovina (N) Vegetal 106.2 7.2 Sl Si, en varios
Soja (N) Sebo alimentos
Oliva (N)
Brasil Soja (N) Bovina (N) Vegetal 27.5 ND Sl Si, en varios
Algodén (N) alimentos
Palma (N,I)
Chile Girasol () Bovina(N,I) Vegetal 29.2 4.5 Sl Si, en varios
Soja (I) Porcina (N) Pescado alimentos
Oliva (N, Sebo
Maiz (1)
Colombia |Palma (N) Bovina(N) Vegetal 63 ND No en ND
Soja (N) Porcina (N) Sebo tramite
Girasol (N,I)
Costa Soja (N) ND Vegetal 30.7 2.6 Si, no Si, en tabla
Rica Girasol (N) obligatoria de
Maiz (N) composicion
Peru Soja (N) Bovina (N) Vegetal 29.3 2.0 No Si, muy
algodon (N) Pescado restringidos
Girasol (N)
Puerto Maiz ()  Porcina (1) Vegetal 30-100 Especificado Si (1) ND
Rico Soja () Sebo por producto
Canola (1)
Uruguay |Girasol (N,I) Bovina (N) Vegetal 44 ND Si Si, en varios
Soja  (N,)) Sebo alimentos
Arroz (N)
Venezuela | Girasol (N) ND ND 70 ND No, salvo ND
Soja (N) importados
Canola (N,I)
Mani (N)
(N):  Producto Nacional
: Producto Importado
ND: No disponible
Fuente: Valenzuela, 2008
3.2.1 Composicién de los aceites y grasas vegetales
Las propiedades fisicas de los AG son de gran importancia ya que permiten

entender la composiciéon de estos materiales y en como deben ser usados. Estas

son dependientes de factores tales como el tipo de semilla o de la planta de donde

proceden, grado de insaturacion, tamafio de las cadenas de carbono, formas

isoméricas de los acidos grasos (AG), estructura molecular

de los triglicéridos y
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del proceso de obtencion [1]. Sus usos, dependen de la untosidad, la viscosidad,
la cual disminuye ligeramente con el aumento de su grado de insaturacion, es
medida por el indice de yodo, encontradose que la densidad aumenta al disminuir
su peso molecular (determinado por el indice de saponificacion), la expansibilidad
aumenta cuando se alcanzan temperaturas altas, permitiendo que la grasa pase
de un estado sélido a liquido, el punto de fusion determinado por el aumento de la
longitud media de la cadena (mayor longitud, mayor punto de fusién) y la
proporcion relativa de AGS/AGIS (mayor relacion, menor punto de fusion), la

solubilidad entre otros [1].

Desde el punto de vista quimico, las grasas y los aceites, AG, conforman un grupo
heterogéneo de sustancias, cuya estructura esta constituida por un solo grupo
carboxilo (polar, soluble en agua), situado en un extremo de una cadena
hidrocarbonada apolar (insoluble en agua, soluble en solventes orgéanicos).
Generalmente contiene de 4 a 24 a&tomos de carbono, dispuestos en cadenas
rectas con una solubilidad en agua muy baja, actian como fuente de energia
primaria, como componentes de biomembranas y, en menor proporcion, como
precursores de las prostaglandinas [22]. La hidrélisis, metandlisis e
interesterificacion son las principales reacciones quimicas que ocurren en sus

componentes [20].

Los aceites y las grasas, estan constituidos por mezclas de triglicéridos cuyos
principales componentes son los &acidos grasos; estos representan mas del 95-
98% del peso de la mayoria de las grasas alimentarias [1], constituyen la mayor
reserva energética, y en menor proporcion estan los fosfolipidos (0.1-3%),
residuos insaponificables (0.2-2%) como alcoholes de cadena larga, esteroles,
hidrocarburos, etc y acidos grasos libres (0.1-3%) [23]. Los triglicéridos, o
triacilglicéridos como también se les identifica, son moléculas formadas por la

asociacion del glicerol (o glicerina) con tres restos de acidos grasos que pueden,
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0 no, ser idénticos. Los triglicéridos simples poseen tres moléculas de &cido
idénticas; los mixtos tienen mas de una especie de acido graso [24]. Una grasa
natural suele ser una mezcla de un numero bastante elevado de triglicéridos
simples y mixtos. El glicerol es un trialcohol de tres carbonos y los acidos grasos
se unen al carbono 1 (o sn-1 en la notacion mas especifica), al carbono 2 (0 sn-2)
y al carbono 3 (o sn-3), mediante enlaces covalentes del tipo éster [2]. El nimero
relativo de los diversos acidos grasos y su particular ubicacién en las moléculas de

glicerol determinan diversas caracteristicas de los productos grasos oleosos [1].

Los &cidos grasos que componen los aceites en general son los acidos grasos
saturados, AGS, y acidos grasos insaturados, AGIS. La tabla 3 muestra los
principales AGS y AGIS. Estos compuestos son formados naturalmente en los
vegetales, frutos y semillas, compartiendo rutas comunes de biosintesis [19]. Los
AGS son aquellos compuestos que en su cadena alquilica no contienen ningun
enlace doble; algunos como el metandico (acido férmico) y propandico, menos
comunes en las grasas naturales, son a menudo omitidos de la definicion de los
lipidos. Los AGIS contienen uno o mas enlaces dobles. El doble enlace se traduce
en una unibn mas reactiva entre los dos atomos de carbono, lo cual en
consecuencia, se manifiesta en la capacidad para fijar hidrogeno (u otros
elementos) en este doble enlace [1]. Los dobles enlaces son casi siempre cis
(véase figura 2) y cuando el acido graso tiene dos o mas suelen ser del tipo

“cadena de dobles enlaces interrumpida por grupos metilénicos” (figura 1):
. B c ¢
e \\\\Cfﬁj; \\\\(://// \\\\C;ﬁj; \\\\(://///
H

Hs H H

Figura 1. Cadena de dobles enlaces interrumpida

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
2012



Caracterizacion y cuantificacion de acidos grasos omega 3 y omega 6 presentes en el aceite
de sacha inchi (Plukenetia volubilis L)
31

y no del de cadena de dobles enlaces conjugados [24]:

Ha H H H
C C C C
- \\\\c;;ﬁ? \\\\C;;ﬁ? \\\\(://// \\\\(:////’
H H H Hy
H HHHHHHHH H HHH H H H H
L L
HOR R K Wb Wbl Ao

cis trans

Figura 2. Dobles enlaces cis y trans sobre la cadena de acido graso

Los &cidos grasos que contienen un solo enlace insaturado reciben el nombre de
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y los que contienen dos o mas enlaces
insaturados se les denomina acidos grasos poliinsaturados (AGPI) [19],
Montgomery [25]. Aunque estos se encuentran en su mayoria esterificados con el
glicerol, en los aceites pueden encontrarse acidos grasos libres que se generan
por accién enzimatica o quimica, debida a una inadecuada conservacion de las
semillas y granos oleaginosos. Estos acidos grasos libres, permiten la
saponificacion de las grasas que generan como resultados los jabones que se

usan en la industria [4,19].
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Tabla 3. Principales acidos grasos saturados e insaturados en los alimentos

Nombre sistematico Nombre comun “Estructura”

Acidos saturados

n-Butanoico Butirico 4:0

n -Hexanoico Caproico 6:0

n -Octanoico Caprilico 8:0

n -Decanoico Céaprico 10:0
n -Dodecanoico LAurico 12:0
n -Tetradecanoico Miristico 14:0
n -Hexadecanoico Palmitico 16:0
n -Octadecanoico Estearico 18:0
n -Eicosanoico Araquidico 20:0
n -Docosanoico Behénico 22:0

Acidos Insaturados

cis-9-Hexadecenoico Palmitoleico 16:1A9

cis -9-Octadecenoico Oleico 18:1A9
cis,cis-9,12-Octadecadienoico Linoleico 18:2A9,12
todo-cis -9,12,15-Octadecatrienoico a-Linolénico 18:3A9,12,15
todo-cis -6,9,12-Octadecatrienoico y-Linolénico 18:3MA6,9,12
todo-cis -5,8,11,14-Eicosatetraenoico Araquidoénico 20:4A5,8,11,14

todo-cis -7,10,13,16,19-Docosapentaenoico  Clupanodénico 22:5A7,10,13,16,19

Fuente: Coultate, 2001[24]

Las grasas con predominio de AGIS son liquidas a 25°C y suelen llamarse aceites,
entre los que estan los aceites vegetales de oliva, girasol, soja, etc. Las grasas
con cantidades del orden del 30-80% de AGS, son sélidas y constituyen los sebos

y mantecas animales y algunos vegetales, como las de cacao y palmiste [23].

Desde el punto de vista nutricional, los AGPI se clasifican en una serie de acidos
grasos. Las series mas importantes son las omega-9 (w-9), omega-6 (w-6) y
omega-3 (w-3). La denominacion omega, denota que la enumeracion de los

acidos grasos se realiza desde el carbono extremo terminal de la molécula.

La tabla 4 muestra la estructura lineal de un acido graso saturado y la estructura

de los &cidos grasos que dan origen a las tres series omega. El principal repre-
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sentante de la serie omega-9 es el acido oleico (C18:1, AO), el principal

representante de la serie omega-6 es el acido linoleico (C18:2, AL) y el de la serie
omega-3, el 4cido alfa linolénico (C18:3, ALA) [2].

Tabla 4. Estructura quimica del AE, AO, AL y ALA, especificando la notacién

omega.
Simbolo ) .
N Nombre comun y Estructura Comentarios
umérico
Acido estearico (AE)
18:0 o AGS
/\\/\\/\/\/\/\//\v/\/&_C)H
Acido oleico (AO)
18:1%° NM\//\\/\‘C aH Omega-9
| AGMI
0
Acido linoleico (AL) Acido graso
18:2°912 0 esencial
N\/;Q:{\/W\,EE—OH omega-6
® 6 9 o AGPI
Acido linolénico (ALA) Acido graso
.nA9,12,15 H
18:3 15 12 9 o esencial
® 3— 6— 9— %—OH omega-3
AGPI

*El simbolo A, denota la posicion del doble enlace.

Fuente: Rose, 1999. [26]

Los acidos grasos w-9 pueden ser formados en poca proporcion por el organismo

humano, por tal razén se les considera como no esenciales; en cambio de los &ci-

dos grasos w-6 y w-3 no se forma ninguna proporcién, considerados esenciales,
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esto significa que los debemos consumir en una determinada cantidad y
proporcién entre ellos. Los aceites vegetales contienen mayoritariamente AGMI,
pertenecientes a la serie w-9, y AGPI pertenecientes a la serie w-6, y no

contienen, o solo contienen pequefas cantidades de acidos grasos de la serie w-3

2].

Los aceites de origen marino se caracterizan por su alto contenido de AGPI w-3,
de los cuales los mas importantes son el acido eicosapentandico (EPA, C 20:5),
figura 3 y el acido docosahexaenoico (DHA, C22:6), figura 4 [27]. Estos son
ingeridos facilmente por el organismo humano, produciendo efectos benéficos en
la salud y nutricién. Se diferencian de los AGPI w-3, provenientes de los aceites
de origen vegetal, como el ALA, C 18:3, por la longitud de la cadena, siendo la de
éste mas corta, por lo que no puede actuar directamente sobre el organismo
humano, beneficiandolo en la salud y nutricién; por lo tanto, no es lo mismo
consumir AGPI w-3, de aceites de origen vegetal, que de origen marino. Los
AGPI w-3 de origen vegetal, una vez que el cuerpo dispone de ellos deben actuar
como precursores para la sintesis de los AGPI w-3 de cadenas més largas (EPA 'y
DHA), via una serie de reacciones de elongaciones y desaturaciones, figura 5,

para que de esta manera produzca beneficios a la salud [4, 24].

w — — — — — C—OH
3 6 [
o)

Figura 3. Estructura quimica del acido eicosapentaenoico (EPA). 20:5

)

C—OH

Figura 4. Estructura quimica del &cido docosahexaenoico (DHA). 22:6
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n-6

Linoleico
(18:2n-6)

'

Gamma linoleico
(18:3n-6)

|

Dihomo-gamma
Linoleico (20:3n-6)

'

Araquidonico
(20:4n-6)

!

Docosatetraenoico
(22:4n-6)

I

Docosapentaenoico
(22:5n-6)

Reaccion

Delta 6-desaturacion

»

A

»

Elongacion

A

Delta 5-desaturacion

v

A

Elongacion

v

A

v

n-3
Alfa-linoleico
(18:3n-3)

'

Estearidonico
(18:4n-3)

!

Eicosatetraenoico
(20:4n-3)

'

Eicosapentaenoico
(20:5n-3)

!

Docosapentaenoico
(22:5n-3)

Elongaciénl

24:5n-3

Desaturacion l

24:6n-3

B-Oxidacién l

Docosahexaenoico
(22::6n-3

Figura 5. Ruta de conversién de acidos grasos insaturados a 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena mas larga

Fuente: Youdim, et al., 2000. [5].

Existen varias formas para nombrar los acidos grasos, una por su nombre vulgar

0 comun y la otra utilizando la nomenclatura IUPAC, la cual debi6 unir esfuerzos

con la International Union of Biochemistry (IUB) para evitar confusion al nombrar

éstos compuestos.
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El nombre comin esté relacionado con la raiz griega que indica el nimero total
de carbonos en la molécula y la cantidad de insaturaciones presentes en ella y se
antepone la palabra acido. Los carbonos de la cadena principal se cuentan
incluyendo el carbono que contiene el grupo carboxilico y se termina con la
palabra oico. El simbolo n- y omega (w) se usa para determinar la posicion de la
insaturaciéon desde el extremo metilo, mientras que delta (A) es usado para

determinar la posicion de la insaturacion desde el extremo carboxilico, asi:

9,12 9. 4 .
5 A .
C18'2 \% Posicion de los dobles enlaces Cie:1 A" acido oleico
> Numero de dobles enlaces Clg;z A9,12 : acido linoléico

Nimero de atomos de carbono

También se usa cis o trans para determinar la isomeria configuracional de los
acidos grasos [19,25]. En la figura 6 se muestra la nomenclatura IUPAC de un
acido graso insaturado comun. En las tablas 5 y 6 se muestra la nomenclatura de

los diferentes AGS y AGIS, respectivamente.

1

HOOC - 2 MNumeracidn por fuera de la molécula, para A
18 e Numeracién por dentro de |a molécula, para w
17

g
16 g4

18¢1 15

17 "‘?\'3 14‘5 6
.
16 13
4 128
15 .\ 5 1 .,,-’ 7
1416 8 _10| 8
o7 a9 e
13 e e ¢
12 10

.

18:3 cis-6, cis-9, cis-12
18:3 wh

Figura 6. Sistema numérico IUPAC, Ay w

Fuente: Akoh, et al., 2008
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Tabla 5. Nombre comln y sistematico de los diferentes Acidos grasos
saturados, AGS

Nombre sistematico Nombre comun Abreviatura
Metanoico Formico 1:0
Etanoico Acético 2:0
Propanoico Propidnico 3:0
Butanoico Butirico 4:0
Pentanoico Valérico 5:0
Hexanoico Caproico 6:0
Heptanoico Enéantico 7:0
Octanoico Caprilico 8:0
Nonanoico Pelargdnico 9:0
Decanoico Céprico 10:0
Undecanoico - 11:0
Dodecanoico Ladrico 12:0
Tridecanoico - 13:0
Tetradecanoico Miristico 14:0
Pentadecanoico - 15:0
Hexadecanoico Palmitico 16:0
Heptadecanoico Margarico 17:0
Octadecanoico Esteérico 18:0
Nonadecanoico - 19:0
Eicosanoico Araquidico 20:0
Docosanoico Behénico 22:0
Tetracosanoico Lignocérico 24:0
Hexacosanoico Cerotico 26:0
Octacosanoico Montanico 28:0
Tricontanoico Melisico 30:0
Dotriacontanoico Laceroico 32:0

Fuente: Gunstone, 2008.
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Tabla 6. Nombre comln y sistematico de los diferentes Acidos grasos

insaturados, AGIS

Nombre Sisteméatico

Nombre Comun

Abreviatura

c-9-Dodecenoico Lauroleico 12:1w3
c-5-Tetradecenoico Fisetérico 14:1 w9
c-9-Tetradecenoico Miristoleico 14:1 wb
c-9- Hexadecenoico Palmitoleico 16:1 w7
c-7, ¢-10,c-13-Hexadecatrienoico - 16:3 w3
c-4,c-7,¢-10,c-13-Hexadecatetraenoico - 16:4 w3
c-9-Octadecenoico Oléico 18:1 w9
c-11-Octadecenoico Cis-Vacénico 18:1 w7
t-11-Octadecenoico Vacénico a
t-9-Octadecenoico Elaidico a
c-9,c-12-Octadecadienoico Linoleico 18:2w6
¢-9,t-11-Acido Octadecadienoico Ruménico a
c-9,c-12,c-15-Octadecatrienoico Linolénico 18:3 w3
c-6,c-9,c-12- Octadecatrienoico Y- Linolénico 18:.3 w6
c-6,c-9,c-12,c-15-Octadecatetraenoico Estearidonico 18:4 w3
c-11-Eicosenoico Gondoico 20:1 w9
c-9-Eicosenoico Gadoleico 20:1 w1
c-8,c-11,c-14- Eicosatrienoico Dihomo-y-linolénico 20:3 w6
c-5,c-8,c-11- Eicosatrienoico Mead’s 20:3 w9
c-5,c-8,c-11,c-14-Eicosatetraenoico Araquidonico 20:4 w6
c-5,c-8,c-11,c-14,c-17-Eicosapentaenoico Eicosapentaenoico 20:5 w3
c-13-Docosenoico Erdcico 22:1 w9
c-11-Docosenoico Cetoleico 22:1 w1
c-7,c-10,c-13,c-16,c-19-Docosapentaenoico DPA,clupanodonico 22:5 w3
c-4,c-7,¢-10,c-13,¢-16,c-19-Docosahexaenoico DHA,Cervonico 22:6 w3
c-15-Tetracosenoico Nervonico 24:1 w9

#Nomenclatura abreviada, no se puede utilizar para nombrar los acidos grasos trans

Fuente: Gunstone, 2008.

La ingesta total de lipidos, asi como la relacion en el consumo de AGPI de cadena
larga, omega-6/omega-3, ha aumentado considerablemente en la dieta occidental
en las ultimas décadas. Es ya conocido que la dieta estandar actual difiere

sustancialmente de aquella que consumieron los seres humanos desde tiempos
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prehistdricos [28]. Diversos estudios han evaluado la relacion ideal entre omega 6
y omega 3, que se debe consumir, la cual debe estar en 1:1 y maximo 2:1; estos
estudios han determinado que esta depende del tipo de dieta. Por ejemplo, las
dietas de los paises europeos tienen una relacion 15/1 o 16.7/1; son dietas
deficientes en omega 3 y excesivas en omega 6; estas dietas no tienen una
adecuada correspondencia con los patrones genéticos. Se ha determinado que
cantidades elevadas de omega 6 y una relacion de w-6/w-3, muy alta, como se
encuentra en las dietas mediterraneas y orientales, promueve la patogénesis de
diversas enfermedades cardiacas y del sistema inflamatorio y autoinmune,
mientras que relaciones bajas, es decir, incremento de omega 3, ejercen efectos
supresivos [29]. En estudios de prevencion de la enfermedad cardiovascular, se
ha empleado una relacion de 4/1, encontrdndose que la mortalidad por esta causa
ha disminuido en un 70% [30]. Una relacion de 2.5/1 ha mostrado una disminucién
de la proliferacion de células malignas rectales en pacientes con cancer de colon
rectal [31], mientras que en mujeres con cancer de seno, ha tenido un efecto

positivo [29].

Los aceites y grasas crudas también tienen diferentes componentes minoritarios
como los fosfolipidos, que son responsables de la turbidez en estas sustancias y
un pardmetro muy importante a la hora de aplicar las condiciones del proceso de
refinacion. Por su caracter lipofilo y polar, son buenos emulgentes y se obtienen
en la industria, a partir sobre todo del aceite de soya. Son mas inestables que los
triglicéridos y se enrancian con mas facilidad, por lo que en algunos aceites debe
separarse en las operaciones de refinado [23]. Otros componentes minoritarios
son los residuos insaponificables (hidrocarburos, alcoholes de cadena larga,
esteroles, carotenoides, tocoferoles, etc). La cantidad y composicion de éste
residuo son caracteristicos de cada grasa, y algunas de sus propiedades se

utilizan con fines de caracterizacion y para detectar adulteraciones y mezclas [17].
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Otros componentes de los aceites y de las grasas son los &cidos grasos trans, los
cuales poseen dobles enlaces con configuracibon geométrica trans. Estos
componentes resultan de los procesos de hidrogenacion parcial de grasas y

aceites, bacterias y desodorizaciéon de los aceites [19].

Finalmente, otros componentes de los aceites y grasas son los tocoles. Estos
compuestos comprenden los tocoferoles y tocotrienoles [32]. Son antioxidantes
naturales y precursores de vitamina E y otras vitaminas liposoluble; frenan el
enranciamiento de las grasas y la degradacion oxidativa de la vitamina A y
carotenoides, presentes en los alimentos [23]. El contenido total de tocoferol en
aceites vegetales crudos puede variar desde 10 ppm como es el caso del aceite
de coco, hasta 1370 ppm como el aceite de la semilla de soya. Algunos de ellos,
juegan un papel fundamental en el color y la proteccién de aceites comestibles
[17].

3.2.2 Usos de las grasas y aceites vegetales en la industria

El uso de aceites y grasas dentro de la industria, es de gran importancia debido a
los vinculos productivos que los productos de este sector tienen tanto en la
industria de alimentos como en otras actividades productivas. Para el caso de la
cadena de semillas oleaginosas, aceites y grasas vegetales y animales en
Colombia, se presentan interrelaciones y convergencias cercanas o lejanas con
otras cadenas, a partir del manejo que pueda darsele a la materia prima de origen
vegetal o animal, o del tipo de procesamiento divergente que se de al elemento eje
aglutinante (aceite o grasa cruda), en los distintos procesos o etapas del flujo de la
cadena. Un primer vinculo se establece con la industria procesadora de alimentos
balanceados para animales a través de las tortas y cascarillas, cuya presentacion
por lo general se da en forma de torta prensada o granulos (pellets), obtenidas de
las semillas y frutos oleaginosos en el proceso industrial de extraccion del aceite;

el otro es el empleo de productos intermedios, como acidos grasos o residuos
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(aceite de palmiste, estearina y sebos animales) obtenidos de los diversos aceites
crudos durante el proceso de extraccion, los cuales son utilizados como materias
primas en la industria jabonera y articulos de tocador. Un caso de interrelacion
lejana se da en etapas finales de la cadena, mediante el uso de aceites 0 grasas
en la produccion de disolventes, barnices, cosméticos, alcoholes, aceites acidos,
glicerinas entre otros, los cuales, obviamente, hacen parte de otras cadenas
productivas, de naturaleza fundamentalmente quimica. Por Gltimo, la cadena tiene
vinculos con industrias tan diversas como panaderia, galleteria, encurtidos,

confiteria y chocolateria, y farmacéutica, entre otras [33,34].
3.3 Peroxidacién lipidica

3.3.1 Especies reactivas

Las proteinas son especialmente vulnerables al dafio oxidativo. Las
modificaciones oxidativas de las proteinas, tales como carbonilacién, nitracion y
peroxidacion lipidica de aductos, son el productos del dafio oxidativo atribuido a
especies reactivas del oxigeno (ROS) [35]. Las ROS incluyen a los radicales
libres, especies quimicas, cargadas o no, que en su estructura atdbmica presentan
un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién
espacial que genera gran inestabilidad y reactividad, y a otras especies no
radicalarias que son oxidantes y pueden convertirse en radicales libres [36]. En la

Tabla 7 se muestran las diferentes especias reactivas radicales y no radicales.

Estos radicales tienen una vida media corta, para estabilizarse actuan cercano al
sitio en que se forman, reaccionando con las moléculas adyacentes, mediante
reacciones de oxido-reduccion con biomoléculas criticas como las proteinas,
carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos [35,36], produciendo enfermedades
cronicas, procesos de envejecimiento, obstruccion arterial en enfermedades

cardiovasculares, cancer, entre otras [1,37].
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Tabla 7. Especies reactivas de nitrégeno y oxigeno

Radical No radical
. Peroxidos
Radical hidréxilo OH ) ROOCH
organicos
Alcoxilo RO* Oxigeno singlete 10°
) ) . Peroxido de
Hidroperoxilo HOO L H-202
hidrégeno
Superoxido 0.’ Acido hipocloroso HCIO
Perdxilo ROO* Acido nitroso HNO>
Oxido nitrico NO* Cation nitrilo NO,"
Diéxido de nitrégeno NO,* Peroxinitrito ONOO’
Acido peroxinitroso ONOOCH
Alquil peroxinitrito ROONO
Ozono O3
Acido hipobromoso | HBrO

Fuente: Diaz, 2002

La oxidacion lipidica que se produce en el cuerpo se llama peroxidaciéon, mientras
que si la oxidacion ocurre en los alimentos, se llama autooxidacion [1]. En los
aceites y grasas también suceden los mismos procesos oxidativos que ocurren en
el organismo. Es por esto que se guarda un cuidado considerable durante la
fabricacion y almacenamiento, ya que un incremento en la temperatura, presencia
de la luz, humedad, contacto con metales, favorecen las reacciones con las

especies radicales en las matrices y las moléculas que las componen [38].

La oxidacion de los lipidos es un mecanismo que conduce al enranciamiento
quimico, y es un factor decisivo para determinar la vida atil de los alimentos y otros

productos, aun cuando el contenido de grasa en el producto sea muy bajo [39].
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3.3.2 Mecanismos de peroxidacion lipidica

Al igual que la hidrogenacion, esta reaccion tiene lugar en los dobles enlaces o
puntos de insaturacion. Es la reaccion del aceite o grasa con el oxigeno del aire, y
segun el alimento es indeseable ya que la reaccion afectard negativamente al
sabor y olor de la grasa y del alimento en el cual se usa ésta, ademas que se
pueden formar compuestos nocivos [1,23]. En la figura 7, se muestra la reaccion

general, de oxidacién de los acidos grasos.

H H O H H O
I | “ ~ Luz, calor | I ll
R—(C=C—(C—(0H+0 — R— C—C—C—0OH
) Tiempo ! |

]

—0

Figura 7. Reaccion de oxidacion del acido graso

La peroxidacion lipidica ocurre fundamentalmente a través de una serie de
reacciones en cadena, via reaccidn de fotooxidacion, donde se generan
principalmente hidroperoxidos, que se descomponen en radicales libres los cuales
pueden iniciar reacciones de autooxidacion. Los hidroperéxidos se forman cuando
un oxigeno singlete, '0,, es adicionado al doble enlace de la cadena del acido
graso poliinsaturado [38]. Las moléculas de oxigeno singlete se generan, en
numerosas reacciones, a partir de oxigeno en estado fundamental de baja
energia, oxigeno triplete, 20,, en presencia de hw [23]. El proceso consta de tres
etapas o fases: iniciacion, propagacion y terminacioén. La tabla 8 muestra las fases

de autooxidacion.

La etapa de iniciaciébn, se ve favorecida en los acidos grasos altamente
insaturados (AGPI), debido a la alta reactividad de los grupos metilenos,
adyacentes a los dobles enlaces [40]. Implica el rompimiento homolitico del

hidrogeno en posicion a con respecto al doble enlace de la molécula del acido
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Tabla 8. Representaciéon del mecanismo de autooxidacion de los aceites

Iniciacion RH —» R* +H°

Propagacion R* + O, —» ROO*
ROO®* + RH —» ROOH + R°®

Derivacion ROOH— RO®* + OH°®

RO* + RH+ 0, —» ROH + ROO*®
‘OH + RH+ 0, — H,O + ROO*
Terminacion ROO* + ROO®* —— ROOH + O3

ROO* + R®* —— ROOH

R®* + R ——» R-R

Descomposicion ROOH —» Diversos compuestos de bajo peso molecular

Polimerizacién ROOH — Diversos compuestos de alto peso molecular

Fuente: Fox, et al., 2007.

graso (RH). La tabla 9 muestra las energias necesarias para el rompimiento
homolitico en diferentes sistemas de dobles enlaces, para la abstraccion del
hidrégeno. Cuanto menor energia se requiera para generar el rompimiento
homolitico en un sistema lipidico, mas susceptible sera un sustrato de ser oxidado
[41]. Debido a que es poco probable que la reaccién (1) inicie espontaneamente,
ya que la barrera spin que se forma entre el lipido y el oxigeno triplete requiere de
una energia de activacion alta, es necesario que ésta sea iniciada (catalizada)
por agentes fisicos o quimicos externos tales como el calor, radiaciones
ionizantes, iones metalicos, etc (Reaccion 2), formando asi un radicale libre, R®
[38,42].

RH + *0,——> ROOH (1)
Iniciador . .
RH —> R® +H ()
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Tabla 9. Energias de abstraccion de atomos de hidrégeno en diferentes

sistemas de dobles enlaces presentes en acidos grasos

Facilidad relativa de

E(kd/mol) E(kcal/mol) abstraccion de H

H-CH-CH, 431 105
H-CH,-CH,-CHg 419 99
H-CH,-CH,=CH, 356 85
R-HCH-CH-CH-CH,-CH3 322 77
R(CH2-CH)-HCH-CH,- 310 74 1
R-CH-CH-HCH-CH-CH- 272 65 62
ROOH 377 90

Fuente: Shahidi, 2005.

Los radicales libres, especies con un electron desapareado, son altamente
inestables e intermediarios de vida corta, se estabilizan abstrayendo un hidrégeno
de otra especie quimica. Como la reaccion ocurre principalmente en los sistemas
de dobles enlaces, los componentes poliinsaturados de las grasas se oxidan
mucho mas deprisa que los mas saturados [23]. La posicion de los dobles enlaces
también es un factor determinante en la velocidad de reaccion [43]. La tabla 10
muestra la vida media y velocidad de reaccion de algunos sustratos tipicos. Los

procesos de oxidacién permanecen lentos, en esta fase.

Tabla 10. Vida media y velocidad de la reaccién de radicales con sustratos
tipicos.

. Vida-media de sustrato tipico Velocidad de reaccion

Radical
10° M, 37°C k (L mol *sec™)

HO* 10”7 sec 10° — 10
RO* 10° sec 10° - 108
ROO* 10 sec 10' - 10°
L® 10%sec 10* - 108
AnOO* 10° sec
Og_. -~ l
HOO* 10° - 10°

Fuente: Shahidi, 2005.
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Al finalizar el periodo de iniciacion, la oxidacion se acelera, el alto consumo de

oxigeno y el contenido de peréxido incrementan sustancialmente.

La oxidacién de los lipidos, es iniciada principalmente por radicales hidroxilos
(*OH) e hidroperoxilos (HOO®), asi como radicales lipidos alcoxilo (RO®) vy
peréxilo (ROO®). Los radicales hidroxilo, favorecen las velocidades de reaccién
con los lipidos.

Etapa de propagacién se da en dos pasos; en el primer el radical R®, formado
durante la etapa de iniciacién, reacciona muy rapidamente con el oxigeno triplete,

produciendo diferentes especies radicales, incluyendo los radicales peroxilo (3).

R* + *0,———> ROO* (3)

Esta reaccion tiene muy baja energia de activacion y una alta constante de
velocidad, asi que la concentracion de ROO® es mucho mas alta que la del R®
reaccionando con todo el oxigeno [44]. En el segundo paso, el radical peroxilo
abstrae un a&tomo de hidrégeno de otra molécula de acido graso insaturado,
formando hidroperoxidos (compuestos de oxidacién primaria) y un nuevo radical
libre del acido graso, que entrara a la cadena de propagacion, donde reacciona y
repite el proceso, formando una reaccion en cadena (Reaccion 4) [24]. De esta
manera, muchas moléculas de lipidos pueden ser oxidadas hasta hidroperoxidos

por muchas formas de iniciacion [19].

ROO®* + RH ——> ROOH + R° (4)
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Estas reacciones son independientes e irreversibles, son detectadas por el
marcado crecimiento en la formacién de hidroperédxidos, los cuales también
pueden descomponerse para dar otros radicales libres, los que a su vez, pueden

comportarse como los ROO* (reaccion 5) [23, 24].

2ROOH —> RO*®* + ROO® + H;O (5)

La formacién de hidroperoxidos de acidos grasos insaturados esta generalmente
acompafada por una estabilidad del radical via reordenamiento del doble enlace
(deslocalizacion electrénica) la cual también se presenta en dienos y trienos
conjugados. Se ha calculado que 25 &cidos grasos diferentes son oxidados
durante la fase de propagacion, después de la etapa de iniciacion [38]. El ciclo de
propagacion es interrumpido por las reacciones de terminacion, en el cual hay

consumo de los radicales y la mayor formacién de peroxido [45].

En la etapa de terminacién, el proceso de oxidacién continda con la
transformacién de hidroperéxidos, con una interaccién bimolecular de radicales,

para formar productos secundarios méas estables (Reaccion 6) [46].

R®°, RO®*, ROO* ——> Especies mas estables (6)

El mecanismo de descomposicion de los hidroperéxidos implica la ruptura del
doble enlace adyacente al grupo hidroperéxilo, en el cual se produce un radical
alcoxilo e hidroxilo, véase figura 8, conduciendo a la formacion de hidrocarburos,
aldehidos, alcoholes y cetonas volatiles. Otros compuestos no volatiles son
también formados, incluyendo aldehidos, trigliceroles oxidados y sus polimeros.
El tipo de subproducto obtenido después de la oxidacion, se determina por la
composicion del hidroperoxido y el tipo de escision de los dobles enlaces en la

cadena del acido graso; las figuras 9 y 10 muestran los productos de formacién
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estables. La reaccion puede entonces “terminar” después de la formacion de los
polimeros [38]. Ademas, muchos antioxidantes pueden retardarla, ya que atrapan
los radicales libres, pero nunca la detienen, porque la oxidacién ocurre a bajas
presiones de oxigeno y se hace inevitable, a pesar del uso de todas las
metodologias de conservacion. En los alimentos con alto contenido de lipidos, la
etapa mas importante es la formacién y descomposicion de los hidroperéxidos, ya
que determinan el valor sensorial del alimento. Este fendmeno se denomina

rancidez [47].

H H H H
+——~—I—-- + = é -- - ———l!;—-- + --—4!:—~—-—~
O0—0H ".l)-—-DH \ é‘l—D’ f.!;l
H;0 radical radical
hidroperdxido alcoxi
Figura 8. Degradacion de hidroperoxidos
H
n1—i—nﬁ
IR3
‘R3 R3H
H
R1—C—H R‘—-—-Ll:-—ﬂ?- RL—Cc—R2

§ on §

Figura 9. Formacién de productos finales estables a partir del radical alcoxi
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HF[C?‘H-F‘CDUH
CHy~(CH)g—CH=CH-CH=CH  CH,~(CH,),~CH=CH-CH=CH-CHO
HO-

A B
CHy—~(CH,)s—~CH=CH-CH=CH+C

2 4-decadienal

CHy—(CH,),~CH,—CH=CH-CHO  2-nonenal

Figura 10. Formacién de aldehidos insaturados durante la autooxidacion

Fuente: Coultate, 2002

Los aldehidos, procedentes de la escision de la cadena carbonada a cualquiera de
los dos lados de los radicales alcoxi, son la fuente que confiere su olor
caracteristico a las grasas enranciadas, detectados por la via sensorial a muy
bajos niveles. Son a la vez facilmente oxidables, produciéndose nuevos
compuestos volatiles como el malonaldehido, MDA, cuya deteccion es utilizada
como medida de oxidacion de los aceites, da un color rosa con el &cido
tiobarbitdrico, en lo que se basa un método Util para seguir el enranciamiento de
las grasas [24,40]. EI malonaldehido constituye también un compuesto pro-
desnaturalizante de las proteinas al promover el entrecruzamiento de dos grupos

amino [40]. La figura 10 muestra la formacién del malonaldeido.

Los métodos para medir el estado oxidativo de los lipidos y la estabilidad estan
recibiendo una atencién creciente. Las investigaciones incluyen la fluorometria
radiométrica de cara frontal, potenciometria, cromatografia liquida de alta
resolucion, espectrofotometria, analisis de quimioluminiscencia y determinacion

conductimétrica, entre otros [1].
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Figura 11. Formacion del malonaldehido

Fuente: Navarro, et al., 2004

3.3.3 Estabilidad oxidativa

La estabilidad de una grasa o aceite, es decir su resistencia a la autooxidacion, es
una cualidad apreciada que supone la capacidad para mantener su calidad
organoléptica durante el almacenamiento y el tiempo de vida util, depende de su
composicién en &cidos grasos insaturados, temperatura y exposicion a la luz,
durante el almacenamiento, metales de transicion durante la extraccion,
peréxidos, pigmentos, presencia de componentes menores, y de sus propiedades
antioxidantes [23]. Factores de los que depende que los aceites sean menos

aceptados por los consumidores o sean considerado para usos industriales
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Las diferencias entre unos aceites u otros son muy grandes y pueden estudiarse
viendo las variaciones en los indices de calidad, los cuales pueden definir el grado
de conservacion y pureza del aceite, después de su extraccion y procesos de
refinacion; basandose en las normas establecidas para aceites de consumo o de
aplicacion industrial, asi como determinar si éste se encuentra alterado. Estos
indices son un punto de partida para los demas andlisis de estabilidad. De otro
lado, esta la determinacion de productos iniciales de perdxidacion como dienos
conjugados, peroxidos y la determinacién de compuestos finales, como volatiles,
TBARs (especies reactivas del acido tiobarbitarico) [38]. También es usado en
seguimiento de reacciones de oxidacion, de sustratos especificos, como acidos
grasos saturados e insaturados.

3.3.4 Antioxidantes

Los aceites comestibles naturales tienen en su composicién antioxidantes tales
como tocoferoles, tocotrienoles, carotenoides, compuestos fendlicos y esteroles.
Cuando se carece de ellos a veces son adicionados para darle una mejor

estabilidad oxidativa al aceite.

Los antioxidantes son sustancias que bloguean la etapa de iniciacion en la
oxidacion, minimizan la velocidad de oxidacion, inactivan los radicales libres,
controlan los metales de transicion, eliminan al oxigeno singlete (*O,), inactivan la
sensibilidad a la luz. Los antioxidantes pueden donar un atomo de hidrégeno al
radical libre y convertirlo en un producto no radical mas estable. Es decir alargan
el tiempo de vida del producto, reducen el desperdicio de materias primas,
reducen la perdida nutricional y amplian el tiempo de uso del producto [19]. En
general son compuestos polifendlicos, mas o menos liposolubles, que no deben
ser téxicos ni comunicar sabores extrafios a los alimentos [23]. Pueden clasificarse

de acuerdo con su mecanismo de accibn como antioxidante primario y
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antioxidante secundario. Hay antioxidantes que exhiben mas de un mecanismo de

accion y se conocen como antioxidantes multiples.

El antioxidante primario, es conocido también como tipo I, o antioxidante de
rompimiento de cadena, son aceptores de radicales libres por lo tanto inhiben la
etapa de iniciacién o interrumpen la etapa de propagacién en la autooxidacion;
reducen o retardan el ataque de las especies reactivas el oxigeno (ROS) sobre el
sustrato, usualmente interrumpiendo la segunda etapa de la cadena de
propagacion, atrapando los radicales libres con centros de oxigeno [48]; los
antioxidantes fendlicos transfieren un &tomo de hidrégeno a los radicales peroxilo
(ROO®), convirtiéndolos en hidroperéxidos. Los antioxidantes primarios pueden
desactivar radicales por dos mecanismos principales, por transferencia de un
atomo de hidrogeno (HAT) o por transferencia de un electron (SET). Los

resultados son los mismos, independiente del mecanismo [49].

En el mecanismo HAT, el antioxidante primario atrapa un radical por donacion

rapida de atomos de hidrégeno, reaccion (7).

ArOH + R® ——> ArO® + RH (7)

Una alta estabilidad de ArO® corresponde a una mejor eficiencia del antioxidante
ArOH. Generalmente, la naturaleza de los enlaces de hidrégeno esta determinada
por la naturaleza de los sustituyentes, la conjugacion y la resonancia que
determinan a la vez la reactividad del radical fenoxilo (ArO®). En este mecanismo,
se hace importante la Energia de Disociacion del enlace O-H (BDE), cuanto mas
debil el enlace O-H mejor antioxidante el compuesto ArOH. La figura 12 muestra el

mecanismo general de accion.

(a) AH + ROO* _____ 5 ROOH + A°®
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Figura 12. Mecanismo de estabilizacion de radicales libres mediante

resonancia por antioxidantes sintéticos

Fuente: Coultate, 2007.

a) En la autooxidacion lipidica un radical intermedio se estabiliza cuando una
molécula, HA, dona un atomo de hidrogeno.

b) EI radical libre antioxidante se estabiliza mediante resonancia y es en
consecuencia insuficientemente reactivo para propagar la secuencia de
autooxidacion.

c) Los radicales antioxidantes reaccionan antre si para teminar el proceso

En el mecanismo SET, el antioxidante puede donar un electrén al radical peroxilo
o0 a cualquier otra especie oxidante Fe**, formando entre los productos un catién
radical del antioxidante (ArO*®"). Reaccion (8) [47, 49].

R'ATOH ——> R+ ArOH* (8)

El factor energético determinante de la reaccion total es el potencial de ionizacion
(IP), que representa la facilidad con la cual el antioxidante puede donar un
electron. La estabilidad del cation radical (ArO*®"), esta determinada igualmente por

la naturaleza de los sustituyentes [49].
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Los mecanismos SET y HAT pueden ocurrir simultineamente, pero con
velocidades diferentes, de tal manera que los valores de BDE e IP son importantes
para conocer la actividad de los antioxidantes y el mecanismo de reaccion mas

favorable.

Los antioxidantes primarios son mono o polihidroxi fenoles con varios
sustituyentes en los anillos. La sustitucion con grupos donadores de electrones en
posicion orto y para con respecto al grupo hidroxilo del fenol, aumenta la actividad
antioxidante del compuesto; por efecto inductivo, los mas comunes son de
caracter sintético como el butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT),
propil galato (PG) y terbutil hidroxiquinona (TBHQ), de mayor uso en la industria
[19, 50]. Ver figura 13. Sin embargo, unos pocos componentes naturales de los
alimentos también actian como antioxidantes primarios y comiunmente se afiaden
a los alimentos, entre ellos tenemos los tocoferoles y los carotenoides; difieren de

los antioxidantes sintéticos por su mecanismo de accion [19].

Los antioxidantes sintéticos se usan industrialmente como aditivos;
especificamente retrasan o previenen los procesos oxidativos que causan el
deterioro de los alimentos; para su utilizacion debe tenerse en cuenta su
estabilidad y volatilidad y, en resumen su capacidad para resistir los tratamientos
térmicos de los alimentos y permanecer ejerciendo su accion protectora en el
producto terminado. Los antioxidantes se usan en proporcion maxima de 0.2 g/Kg,
en conjunto, cuando se usan mezclas sinérgicas, sin que ningln componente pase
de 0.1 g/Kg [23].

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
2012



Caracterizacion y cuantificacion de acidos grasos omega 3 y omega 6 presentes en el aceite

de sacha inchi (Plukenetia volubilis L)

55
oH OH
)\ ‘l}h s | ?H’
e ¥ 1] _E_ —C—Clh
| ﬂ | e [
K\\r/ CHy Crb by Chs
QCH QCHs
BHA BHT
Butil Hidroxianisol Butil Hidroxitolueno
Crh
(Crihe
o |
| ¢=0
HO. fa\l/OH O
|
T J b
| C H
.C. o]
o7 To—GCith
PG HO o

Galato de propilo Palmitato de ascorbilo

Figura 13. Antioxidantes sintéticos de uso permitido en los alimentos
Fuente: Coultate, 2007.

Los antioxidantes secundarios, conocidos como preventivos o del tipo 2, actian a
través de varios mecanismos posibles, ellos no convierten el radical libre en un
producto mas estable. El antioxidante secundario puede quelatar el metal
prooxidante y desactivarlo, ademas de que entrega hidrégeno al hidroperéxido sin
gque se forme una especie radical, desactiva el oxigeno singlete, absorbe la
radiacion ultravioleta, o actia como un eliminador de oxigeno. Estos antioxidantes
causan un efecto sinérgico porque activan a los antioxidantes del tipo I. Los mas
conocidos son el acido citrico, acido ascérbico, ascorbil palmitato, lecitina y &cido
tartarico. La figura 14 muestra una vision general de la oxidacion de los lipidos y
la interaccion de los antioxidantes [19].
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Figura 14. Descripcién general de la oxidacion de lipidos y la interaccion de
los antioxidantes

Fuente: Akoh, 2008.

La preocupaciéon por la seguridad de los antioxidantes sintéticos es creciente.
Desde hace bastantes afios se ha trabajado mucho en comprobar la seguridad de
ese tipo de antioxidantes para alimentos, cuyo uso ha sido regulado y restringido
en muchos paises, ya que se comprobdé que los niveles altos de éstos, producen
un aumento significativo del peso del higado y una marcada proliferacion del
reticulo endoplasmético. Otras alteraciones sefialadas como disminucién del
crecimiento y caida del pelo en ratas, ocasionar dafios en otros érganos, como los
pulmones y la mucosa gastro intestinal, entre otros [50]. Por estas razones, es
considerada la posibilidad de una prohibicion definitiva de estos antioxidantes
sintéticos, en especial el BHT. Sin embargo, parece probable que no se prohiban
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por completo hasta que no se haya avanzado mas en la posibilidad de sustitucion
por otros antioxidantes mas naturales, como los tocoferoles, de mayor
importancia, derivados grasos del acido ascorbico, alcoholes y acidos fendlicos,
acidos cinamicos, sus derivados y glucosidos, cumarinas, flavonoides y sus
glucosidos, catequinas, fenoles condensados o taninos y otros no incluibles en

estas familias de compuestos [24,50].

La importancia de los antioxidantes contenidos en fuentes naturales, radica en su
potencial para preservar los tejidos organicos de donde proceden y al mismo

tiempo, suministrar In vivo antioxidantes esenciales para otros organismos.

Los tocoferoles son las moléculas antioxidantes mas importantes presentes en los
aceites comestibles, se encuentran en la mayor parte de los tejidos vegetales,
alcanzando tasas de hasta el 0.1% en los aceites de este origen [24]. Aceites de
soya, canola, girasol y maiz, contienen realtivamente altas contenidos de
tocoferoles. Aunque el aceite de palma no contiene altas cantidades de
tocoferoles, tiene altas concentraciones de tocotrienoles a, vy, y & tocotrienoles,
211, 253-372 y 56-67 ppm, respectivamente. Aceite de carcamo con un contenido
de 3.8-7.0y 7.5- 8.4 de vy, y 0 tocotrienoles, respectivamente [51]. En la tabla 11

se muestra el contenido de tocoferoles en diferentes aceites comestibles.

Los tocoferoles compiten con las aceites insaturados por los radicales peroxil
lipidicos. Estos radicales reaccionan con los tocoferoles mucho mas rapido, 10* a
10° m*/s que con los lipidos (10- 60 m™/s). Una molécula de tocoferol puede

proteger alrededor de 10® a 10° moléculas de &cidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 11. Contenido de tocoferoles en aceites comestibles

Contenido de Tocoferoles (ppm)

Qil a B Y o) Total
Soja 116.0 14.0 737.0 275.0 1162
Canola 272.1 0.1 423.2 - 695.4
Girasol 613.0 17.0 18.9 - 648.9
Maiz 134.0 18.0 412.0 39.0 603
Sesamo tostado 4 - 584 9 597
Colza 252 - 314 - 566
Cartamo 366-520 8.6-12.4 24-77 - 397-540
Oliva 168-226 - - - 168-226

Fuente: Choe, et al., 2006

Los tocoferoles pueden transferir el &tomo de hidrégeno del grupo 6-hidroxil en su
anillo cromano al radical peroxil lipidico, y extraer el radical peroxilo. Los
tocoferoles donan hidrégeno al radical peroxil lipidico y producen hidroperéxido
lipidico (ROOH) vy radicales tocoferoxil. La figura 15 muestra las estructuras de

los tocoferoles [51].
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Figura 15. Estructuras quimicas de los tocoferoles

Fuente: King, 2012. [52].

La efectividad de los tocoferoles como antioxidante, depende de los isomeros y la

concentraciéon del tocoferol.
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Otros de los compuestos fendlicos presentes ampliamente en las plantas son los
flavonoides, se encuentran en las hojas, flores y polen, tanto en partes lefiosas,
como pedunculos y cortezas. Las plantas en pleno sol tienen mas flavonoides que
las crecidas a la sombra, la cual se ha interpretado como defensa de la planta de
las oxidaciones promovidas por la luz UV [50]. Los flavonoides contienen grupos
hidroxilos, que les confieren una gran capacidad antioxidante, orientada
fundamentalmente a inactivar los radicales hidroxilo y superdxido, especies
altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica
[53].

Otros compuestos nuturales antioxidantes, como el timol, carbarol e isoespintanol,

han sido aplicados en la conservacion de grasas y aceites.
3.4 Aspectos Taxonomicos de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli

3.4.1 Semillade sachainchi (Plukenetia volubilis L)

Cada vez son mas los estudios para tener un mejor aprovechamiento de los
cultivos de plantas oleaginosas, los cuales ofrecen una alternativa para la industria
agroalimentaria. Este es el caso de la semilla de sacha inchi (Plukenetia volubilis),
también conocida con los nombres de inca peanut, mani estrella, mani inca, mani
del monte, N'gart, mani de bejuco o cacahuete inca, que pertenece a la familia
Euphorbiales [54], con cerca de 17 especies de las cuales tres se encuentran en
Africa, una en Madagascar y 12 en el tropico americano, distribuidas en el
territorio amazoénico de Perd y Bolivia [55]. También se ha encontrado en
Colombia en los departamentos de Putumayo y Caqueta [56]. Es una especie
neotropical, se comporta bién en suelos acidos con concentraciones elevadas de
aluminio, como es el caso de los suelos de lomerios, del mismo modo que en
suelos aluviales planos bién drenados [57], en altitudes desde los 100 msnm hasta

1500 msmn. Las especies de este género son plantas trepadoras, monoicas,
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semilefiosa, perenne y de tipo voluble; generalmente con hojas aserradas,
glandulas basilaminares, flores unisexuales, sin corola, con 16 a 40 estambres
libres o unidos, frutos tetralobulados [58]. Sus hojas son simples alternas,
acorazonadas, de 10 a 12 cm de largo y 8 a 10 cm de ancho. Poseen dos
glandulas elipticas en la base de la hoja por el haz; bordes dentados, peciolo de 2

a 6 cm de largo [14].

Las inflorescencias se presentan en forma de racimos de tamafios que pueden
variar entre 5 y 15 cm de longitud. La flor femenina nace en la parte axilar de la
inflorescencia y a medida que va creciendo la inflorescencia, la flor femenina se

va desarrollando. A veces nacen dos flores en la parte axilar de la inflorescencia.

Las flores masculinas son pequefias (0.5 cm de diametro), redondeadas,
blanquecinas y conforman la mayor parte del racimo floral. Cada flor masculina
tiene entre 4 y 6 pétalos y estambres de color amarillo en cantidades que oscilan

entre 15y 22, aunque pueden ser mas.

Los frutos tienen forma de estrella con ndmero variable de I6bulos que pueden ir
desde cuatro hasta ocho. Predominan los frutos con cuatro y cinco Iébulos. Los
I6bulos se dividen cuando el fruto madura y se seca. Dentro de los l6bulos, en el
fruto maduro, se encuentran las semillas que son de color marrén, corrugadas y

venadas, de forma lenticular y con 1.5 a 2 cm de didmetro.

En varias localidades de la Amazonia y especialmente en PerQ, se reporta la
utilizacion de la almendra de Plukenetia volubilis para fines alimentarios,
especialmente por parte de la poblacion rural. La almendra se utiliza como
sustituto del mani tradicional, Arachis hypogaea, en diferentes tipos de
preparacion (tostado, cocido, en sopas, salsas, etc). Igualmente en la formulacion

de mezclas nutritivas para consumo humano [59].
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Los estudios bromatoldgicos reportan altos contenidos de aceite y proteina de alta
digestibilidad. El contenido de aceite es bastante variable pero los valores mas
frecuentes estan entre 45 y 54%, colocandolo en la cabeza de las especies
oleaginosas en cuanto a rendimiento. El aceite esta constituido por acidos grasos
insaturados, especialmente AGPI, entre los que se destacan el acido linoleico (C
18:2) que forma parte de los omega 6, y el &cido linolénico (C18:3) de los omega
3, que en conjunto significan mas del 80%. Se destaca también el contenido de

tocoferoles, antioxidantes naturales (tabla 12).

Tabla 12. Composicion y propiedades del aceite de sacha inchi

Sacha inchi Presente estudio Hamaker
Semilla
Humedad (%) 4.38 + 0.04
Aceite (total) (%) 543+ 2 54

Aceite crudo (extraccién Soxhlet)

indice de yodo (gl»/100g de aceite) 198
Acido graso libre como &cido linolénico 3.0+01
indice de saponificacién(mgKOH/g de aceite) 193

Composicién de acido graso (%)

Acido palmitico (C16:0) 4.24 45
Acido estéarico (C18:0) 2.50 3.2
Acido oléico (C18:1) 8.41 9.6
Acido linoleico (C18:2) 34.08 36.8
Acido linolénico (C18:3) 50.41 452
Acido gadoleico (C20:1) 0.16 0.0
Tocoferoles totales (%) 2.39

a — tocoferol 0 0.038-0.063
y — tocoferol 1.14

d — tocoferol 1.25

Carotenoides - 0.008

Fuente: Follegatti, et al., 2009
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Esta composicion le confiere propiedades benéficas para la salud y facilidad para

la utilizacion en las industrias farmacéuticas y alimentarias.

3.4.2 Semillas de linaza (Linum usitatissimum)

Entre las semillas de méas aceptacion en la medicina y en el consumo alimenticio,
tenemos la semilla de linaza (Linum usitatissimum), también conocida como
semilla de lino, lifiu (Mapudungun), pertenece a la familia Linaceae; es un
importante cultivo de semilla oleaginosa en el mundo, originaria de Asia occidental
y la regién mediterranea. Se cultiva principalmente en Canada, Argentina, Estados
Unidos, China e India. Después del aceite de canola y soya, se encuentra el aceite
de la semilla de linaza, proveniente del Canada. EI cultivo de esta semilla
oleaginosa, constituye una importante fuente econdmica, especialmente en
Canad4, que produce alrededor del 40% de la linaza en el mundo, ademas que es
el mas grande exportador representando el 75%, del comercio mundial [60]. La
linaza se propaga por semilla. El tipo de semilla se elige segun la finalidad del
cultivo, obtencién de fibra o produccién de aceite, difieren en sus preferencias
climaticas, mientras los primeros prefieren climas humedos y suaves, los
segundos en cambio necesitan climas templados y célidos. En los dos casos los
requerimientos de agua son altos: 400 - 450 L/m?, durante todo el ciclo de cultivo.
El grano de linaza es muy sensible a la sequia, sobre todo durante las seis
semanas que van desde los diez dias anteriores a la aparicion de los primeros
botones florales hasta los quince dias después del final de la floracién. Una falta
de agua durante este periodo afecta fuertemente al rendimiento, pudiendo

provocar pérdida hasta del 30% de la cosecha esperada.

Es una planta anual, con el tallo delgado, erecto, rigido simple o ramificado, que
alcanza como maximo un metro de altura. Los tallos para la produccién son
ramificados lo que permiten obtener una mayor produccién. El sistema de raices

es de tipo pivotante, con numerosas raices secundarias y terciarias que se
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concentran en los primeros 50 cm del suelo llevando a que la planta tenga mejor
sostenimiento y absorcion de agua y nutrientes. Las hojas son estrechas,
lanceoladas, alternas y pequefias, ademas tienen una coloracién verdosa y
grisacea. La extremidad de los tallos se ramifica para producir inflorescencias
terminales en las que se encuentran flores, individuales de color azul. El fruto es
una pequefia capsula globular que contiene diez semillas, cada una en una
cavidad semilla de 4 - 6 mm de longitud, ovoide, puntiaguda en un extremo y

redondeada en el otro, de exterior liso y brillante [61].

La linaza es rica en grasa, fibra y proteina dietética. La composicién promedio de
grasa es de 30-40%, 20-25% de proteinas, 20-28% del total de fibra dietética, la
humedad 4-8% y 3-4% de ceniza, y el aceite contiene vitaminas A, B, D y E,
minerales y aminodcidos [60]. Tradicionalmente, la linaza ha sido cultivada por su
aceite, se utiliza en la fabricacion de pinturas, barnices y linéleo, debido su poder
secante y propiedades de endurecimiento cuando se expone al aire y luz del sol.
El aceite de linaza se utiliza como purgante para las ovejas y los caballos. Se usa
en la alimentacién, tanto animal como humana, empleada como harina de linaza,
también en la alimentacion de aves de corral, para aumentar los niveles de acidos
grasos omega 3 en sus huevos [61]. Por ser una de las principales fuentes de
omega-3, acido linolénico, aproximadamente 50 - 55% de los acidos grasos, es

muy estudiada como alimento funcional. Ver tabla 13.
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Tabla 13. Composicion del aceite de linaza por diferentes medios de

extraccion

Acido graso Soxhlet (%) Mecénica (%) Fluido supecritico CO, (%)
Rendimiento 388+ 0.4 255+ 16 353 £04
Acido miristico (14:0) 0.1
Acido palmitico (16:0) 7.6+0.8 7.1 6.2 +£0.4
Acido palmitoleico (16:1) 0.1 0.2 +
Acido heptadecanoico (17:0)

Acido esteérico (18:0) 41 +0.8 3.6 +£0.3 3.6 £0.3
Acido oléico (18:1) 16.1+ 0.8 14.7 £ 0.5 175 + 0.6
Acido graso, omega-6 (18:2) 14,4 + 0.7 156 +0.4 16.2 + 0.5
Acido graso, omega-3 (18:3) 50.0+ 1.2 53.8 + 0.8 55.0 £ 0.8
Acido eicosanoico (20:0) 0.1

Acido behenico (22:0) 0.1

Acido ertcico (24:0)

Acidos grasos saturados 11.9 10.8 9.8
Acidos grasos monosaturado 16.2 14.9 17.5
Acidos grasos poliinsaturado 64.4 69.4 71.2
Total 92.5 95.1 96.8

Fuente: Chandra, et al., 2010

3.4.3 Semillas de ajonjoli (Sesamun indicum )

Conocida con los nombres de ajonjoli, sésamo, benne, perteneciente a la familia

Pedaliaceae, se cultiva en varios paises como la India, Sudan, China y Birmania,

gue son considerados como los principales productores (60% del total de su

produccién mundial). En Tanez, 80% de la semilla de sésamo necesario es

importado de Sudan y el 20% de Egipto [62]. La zona de mayor productividad se

encuentra entre los 25° Norte y los 25° Sur. A pesar de su adaptacion ideal en

lugares secos, el ajonjoli se puede cultivar en lugares mas humedos, tropicales y

sub-tropicales. De gran importancia en el cultivo es el Sesamun indicum, de menor

importancia son variedades del Sesamun alatum (Africa tropical) y Sesamun

radiatum (Africa, Asia y Sudamérica). Temperatura 6ptima del cultivo de 25 a
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27°C; atmoésferas muy humedas desfavorecen el cultivo. Crece en suelos con un
buen drenaje y a un pH entre 5y 5,8. La raiz principal del tronco es muy fuerte y
posee raices secundarias que forman una red que alcanza hasta 1 metro de
profundidad; éstas entran en simbiosis con hongos - micorrizas, lo cual le permite
una buena nutriciébn y absorcién de agua. El tallo es cuadrado y segun el tipo
presenta muchas ramificaciones, como pocas. De las tres florescencias entre las
axilas foliares, generalmente crecen las del medio y forman entre 4 y 10 cdpsulas
en forma de abanico. La capsula madura se raja desde arriba hacia abajo en las
paredes de separacion, para asi dejar las paredes centrales libres las cuales
contienen la semilla. El peso de mil granos es de 2,5 — 3,2 g. La semilla es blanca,
amarilla, roja, marron o negra. El tiempo de maduracion es corto, de 80 a 130
dias. La fase de floracibn y maduracion se produce en la planta de abajo hacia

arriba y dura varias semanas.

El cultivo como fruto comercial incide muy poco porque es un producto alimenticio
basico, producido para el uso diario. Los brotes y las hojas nuevas, se consumen
en Africa Occidental como verdura. Las semillas de ajonjoli se consumen
directamente por ser altamente nutritivas o se utilizan para refinar los productos
confitados como los de pasteleria. Con ajonjoli desmenuzado se preparan sopas y
puré. La paja de ajonjoli cuidadosamente secada puede ser aprovechada en forma
limitada como forraje. Una gran parte de la produccién de ajonjoli se utiliza para la
elaboracién de aceite comestible.

La composicidbn quimica de sésamo muestra que la semilla es una fuente
importante de aceite (44-58%), proteinas (18-25%), carbohidratos (13,5%) vy
ceniza (5%)’. Ademas que la fraccion de aceite muestra una notable estabilidad a
la oxidacion [62], ver tabla 14. El aceite producido del primer prensado en frio, se
encuentra entre los aceites comestibles mas caros. Es un aceite de color amarillo

claro, no secante y soporta altas temperaturas. La buena calidad del aceite se
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obtiene esencialmente por el alto contenido del acido linoleico (35 a 41% del
aceite total). Por sus antioxidantes sesamina y sesamolina el aceite de ajonjoli
tiene larga duracion, y no se vuelve rancio. La torta del prensado contiene entre 40
y 70% de proteinas y todavia 12% de grasa, por lo que es un excelente alimento
para animales. La semilla blanca y uniforme de ajonjoli tiene mayor demanda,
dado que la proporcion de aceite es mayor que en la semilla pigmentada. El aceite
de ajonjoli del segundo prensado en caliente, tiene después de la extraccion,
menor calidad que el aceite prensado en frio. Este aceite se utiliza para la

produccion de jabones, pinturas, cosméticos y productos farmacéuticos [63].

Tabla 14. Composicién quimica de del aceite de ajonjoli y subproductos

Componente RS Subproductos
SC1 SC2

Materia seca 95.29 + 0.19 83.79 £ 0.04 97.02 + 0.90
Aceite 52.24 + 0.34 12.21 +£0.02 32.84 +£ 2.32
Proteina 25.77 +1.02 10.23 +£ 0.32 18.35+ 0.16
Fibra Total 19.33 £1.97 42.03 + 0.60 32.34 +1.36
Fibras Insolubles 13.96 + 1.62 33.41 £0.32 26.08 £+ 0.52
Fibras solubles 5.37 £ 0.28 8.61 + 0.32 6.26 + 0.84
Ash 4.68 + 0.20 23.9+1.04 13.7 £ 0.844
Calcio 1.03 £ 0.04 10.54 £ 0.13 7.94 £ 0.58
Potasio 525.9 + 17.90 441.4 + 23.3 451 + 36.8
Magnesio 349.9 + 39.32 455.9 + 23.06 449.6+ 34.7
Fésforo 516 + 26.89 158.0 + 0.93 437.2 + 37.6
Sodio 15.28 + 1.63 39.80 + 0.83 117.4 £ 20.9
Hierro 11.39 £ 0.27 47.13 £ 2.55 29.70 £ 0.08
Cobre 2.15 + 0.06 3.48 +£0.57 3.48 +£0.51
Zinc 8.87 £ 0.26 6.73 £ 0.45 7.98 £0..74
Magnesio 3.46 +£0.43 5.10 + 0.46 3.66 + 0.09
Azucar soluble 2.48 + 0.09 0.97 £+ 0.09 1.34 £ 0.05
Almidén 0.88 + 0.01 1.33+0.01 0.84 £ 0.01
Polifenoles 87.77 + 3.15 598.2 + 4.47 260.6 + 3.99

Fuente: Elleuch, et al., 2007.
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3.5 Extraccion de aceite de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli

La extraccion es uno de los principales pasos en el proceso de obtencion de
ingredientes lipofilos contenidos en las plantas oleaginosas. La extraccion clasica
se basa en el uso de un disolvente apropiado para extraer los compuestos lipéfilos
del interior de la planta; comunmente es utilizada la extraccion con solvente. El
disolvente mas utilizado para extraer aceites comestibles de origen vegetal es el
hexano, por estar disponible a bajo costo y ser eficiente en términos de
recuperacion de aceite y disolvente; igualmente también son utilizados otros
disolventes como alcoholes (isopropanol o etanol) [64]. Esta extraccion
convencional, produce baja calidad del aceite requiriendo extensivos procesos de
refinacion [65]. Recientemente, se han implementado nuevas alternativas de
extraccion mas amigables al medio ambiente, entre las cuales tenemos algunas
como extraccion acuosa [66], extraccion con solvente supercritico (dioxido de
carbono) [65]. y extraccion mecénica [60], las que permiten obtener aceites libres

de residuos organicos derivados del petréleo.

3.6 Determinacién del perfil de &cidos Grasos

Para la determinacion de la composicidén de los acidos grasos que componen los
diferentes aceites, se utiliza la técnica de cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS).
3.6.1 Cromatografia gasesosa acoplada a masas (GC-MS)

La espectrometria de masas es, en principio, una técnica de analisis cualitativo de
amplia utilizacién para la determinacién de estructuras organicas, por si sola o en
combinacion con otras técnicas de espectrofotometria, permite la medicion de
iones derivados de moléculas. Puesto que las propiedades dependientes de la
masa de las moléculas neutras (la inercia o la velocidad de difusion) no son lo

suficientemente rapidas y selectivas como para basar en ellas un método analitico,
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hay que recurrir a la separacion y medida de las masas de sus iones. El
comportamiento de los iones con relacion a su masa es facilmente inducida por
campos eléctricos y magnéticos, y puede dirigirse de manera que permita una

separacion de masas suficientemente rapida y precisa [67].

El espectro de masas se puede utilizar tanto para comprobar la identidad de los
compuestos, como para ayudar a establecer la estructura de una sustancia nueva
(dar un peso molecular exacto, una formula molécular, o al menos reducir las
posiblidades a muy pocas). También puede indicar la presencia de ciertas
unidades estructurales en la molécula, todo esto con el uso de cantidades muy

pequefias de muestra [68, 69].

El principio que rige la espectrometria de masas consiste en la remocion de un
electron simple de la molécula en fase gaseosa por parte de un haz de electrones
equivalente a 70 electron-voltios para formar fragmentos cargados positivamente y
acelerados por un campo magnético homogéneo, que son reflectados durante el
proceso de separacion de acuerdo con su respectiva relacion masa/carga (m/z),
en funciébn de su concentracion, incluyendo el pico padre o fragmento que
representa el radical cation principal y proporciona el peso molecular del

compuesto [70].

En la técnica de gases masas, GC-MS, se realiza la identificacion del i6n
molecular mas estable a partir de la féormula molecular, utilizando los pesos
atomicos de los isétopos mas abundantes en la naturaleza, de acuerdo a los

siguientes pasos:

+ Identificacién del i6n molecular a partir de la formula molecular utilizando los

pesos atomicos de los isétopos mas abundantes en la naturaleza.
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* Modelo para el estudio de la distribucion de los is6topos atdbmicos presentes en

una determinada molécula o un fragmento.

» Explicacion del modelo de fragmentacion. Cuando las moléculas de la muestra
son ionizadas en la fuente, parte de la energia introducida hace que la molécula,
una vez ionizada, se fragmente. Los fragmentos de la ruptura ayudan a

corroborar la identificacion de la molécula [71].

La complejidad estructural de este tipo de sustancias naturales se ha tratado de
dilucidar mediante la utilizacion de la técnica GC-MS, pero debido a que son
moléculas muy complejas se dificulta la volatilizacién en el desarrollo de la técnica,;
por consiguiente suelen transformarse quimicamente, con anterioridad, en

moléculas volatiles mediante procesos de derivatizacion [72].

La meta final la constituye la proposicion directa de estructuras a partir de datos de
espectrometria de resonancia magnética nuclear y la espectroscopia de masas,
entre otras que forman la base del analisis quimico organico -cualitativo

contemporaneo [69]

3.7 Caracterizacion fisicoquimica de los aceites. indices de calidad

Los &cidos grasos son moléculas organicas que se encuentran presentes tanto en
el tejido animal como en el vegetal. Estos se pueden clasificar de acuerdo a sus
propiedades fisicas y quimicas. Teniendo en cuenta estas propiedades es posible

establecer cuales son los beneficios que pueden aportar los lipidos al organismo.

3.7.1 Determinacion del indice de saponificacion (IS)

El indice de saponificacion es una medida de los &cidos grasos libres y
combinados que existen en las grasas y aceites, es inversamente proporcional a la

masa molecular promedia [73].
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El indice de saponificacion se emplea cuando es necesario dar las
especificaciones para los aceites crudos y refinados. Este indice indica qué
tamafo y qué peso molecular tiene el acido graso, debido a que su funcion es
determinar la longitud de la cadena del acido graso que se esta evaluando. Este

es medido por titulacion con solucion estandar de KOH [19].

3.7.2 Determinacion indice de acidez (I1A)

El Indice de acidez se define como los miligramos de KOH necesarios para
neutralizar los acidos grasos libres presentes en 1 gramo de aceite o grasa, por
titulacion no acuosa [74]; en los aceites vegetales se expresa como si todos los
acidos libres fueran acido oleico (Ci1gH3402), pero hay casos excepcionales;
dependiendo de la procedencia de la grasa o aceite se expresa como si los acidos
grasos libres fueran acido palmitico (C16H320>), acido ladrico (C12H2405), u otros
[75]. Constituye una medida del grado de hidrélisis (descomposicion) de una
grasa 0 aceite por accion de las lipasas o por alguna otra causa; la

descomposicion se acelera por la luz y el calor.

Todos los aceites y las grasas tienen acidos grasos libres y algunos los tienen en
grandes cantidades. La causa de la existencia de &cidos grasos libres es la
actividad enzimética de las lipasas, causando rancidez. Todas las semillas y los
frutos oleaginosos tienen presentes algunas de estas enzimas lipoliticas que se
encuentran tanto en el embrién como en el mesocarpio del fruto. Los aceites que
tienen acidos grasos de cadena corta son muy sensibles a estas enzimas
hidroliticas. Los aceites extraidos de semillas descompuestas tienen acidez alta, al

igual que los aceites almacenados durante mucho tiempo [76].

El IA se considera usualmente como uno de los principales pardmetros para

reflejar la calidad del aceite, el grado de refinacion, asi como la calidad durante el
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almacenamiento. Aceites con IA mayor de 3mg/g de aceite, deben ser refinados,
de lo contrario no pueden ser comestibles [77].

La determinacion se realiza por titulacion con solucion etandlica estandar de
hidroxido de potasio (KOH). Es recomendable utilizar un sistema potenciométrico
para la determinacion del punto final, ya que la coloracion propia de muchas de las
materias grasas puede dar lugar a errores en la utilizacion de los indicadores
visuales y proporciona resultados comparables con los obtenidos al emplear los

meétodos colorimétricos [76].

3.7.3 Determinacion indice de yodo (1Y)

El indice de yodo se expresa en g de yodo/100 g de muestra; indica el grado de
insaturacion de la cadena hidrocarbonada que conforma la molécula de grasa o
aceite, depende intrinsecamente de la composicion en AGPI de los mismos, e
identifica las sustancias acompafantes insaturadas, como por ejemplo los
esteroles. Si el indice de yodo es alto indica que existe una buena cantidad de

dobles enlaces por unidad de grasa o aceite [78].

Los aceites y las grasas contienen acidos grasos saturados e insaturados y
muchas de sus propiedades y su pureza dependen de la relacion de estos tipos
de &cidos [17].

Existen diferentes métodos para la determinacién del indice de yodo (AOCS Cd 1-
25, IUPAC 2.205, AOAC 920.158, 920.159, 993.20); entre ellos caben destacar los
meétodos de Wijs y Hanus, y sus modificaciones. La principal diferencia entre
ambos se encuentra en el reactivo halogenado como ICl o IBr, ya que el yodo por
su parte no reacciona con los dobles enlaces. EI método de Hanus utiliza un
reactivo bromado y el de Wijs un reactivo clorado [19]. La adicion de halégenos a

los dobles enlaces depende de la configuracion de los compuestos insaturados al
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igual que de las condiciones externas, de éstos. El método de Hanus no define el
peso de muestra, simplemente indica que una vez realizada la reaccién debera
quedar sin absorber una cantidad de yodo igual, por lo menos, al 60%-70% de
la cantidad total de yodo afadida; ademas el monobromuro de yodo se considera
un reactivo muy téxico por inhalacibn y origina mas problemas medio
ambientales, mientras el método de Wijs indica el peso de la muestra segun el
indice de yodo previsto (que va intimamente ligada a la naturaleza del aceite o
grasa). Aunque las diferencias numeéricas entre ambos métodos son escasas,

la AOCS (American Oil Chemists” Society) recomienda el método de Wijs [79].

El método esta basado en una valoracion volumétrica por retroceso, donde la
etapa inicial consiste en una fijacion de un reactivo halogenado adicionado en
exceso (usualmente monocloruro de yodo o monobromuro de yodo) a los dobles
enlaces de los acidos grasos mono- y poliinsaturados. Posteriormente este exceso
de halégeno se hace reaccionar con yoduro, formandose triyoduro que es
valorado con una solucion de concentracion conocida de tiosulfato, utilizando

almidon como indicador [80].

Cuando el 1Y es determinado en materiales con elevado contenido de acidos
conjugados, el resultado no es una medida del total de insaturacion, pero seria un
valor empirico indicativo del grado de insaturacion (AOCS, 1999) [81]. Igualmente
sirve para clasificar los aceites en: No secantes si IY < 110, semisecantes si IY
esta entre 110 — 135 y secantes si IY > 135 [82].

3.7.4 Determinacion del valor peréxido (VP)

Este indice es expresado como la cantidad determinable de oxigeno activo,
medido en meq, contenida en 1 kg de grasa o aceite [83].
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Es una medida de la cantidad de oxigeno unido a la grasa o al aceite, mediante
un enlace peroxido. Prioritariamente se forman hidroperéxidos como productos de
oxidacion primarios y en pocas cantidades se forman otro tipo de peréxidos como
consecuencia de los procesos oxidativos. Por tal motivo, el indice de valor
peréxido suministra informacion acerca del grado de oxidacion que le ha ocurrido

a la muestra [39].

Esta informacion es de gran importancia en el andlisis fisicoquimico de cualquier
grasa o aceite, ya que permite hacer estimaciones de hasta qué punto la parte
lipidica ha sido alterada. Si la oxidacion esta muy avanzada, se producira un
aumento progresivo de la degradacion de los peréxidos por lo que el indice

descendera [84] .

3.8 Medicidon de la estabilidad oxidativa

La baja estabilidad oxidativa o rancidez oxidativa, ocasiona cambios en el caracter
organoléptico (olor, sabor) de las grasas y aceites, volviéndoles desagradables 6
repugnantes (acre, afiejo, amargo, picante, jabonoso, aceitoso, olor a quemado,
sebo 6 pescado); esto se debe a la oxidacion de los dobles enlaces de los acidos
grasos insaturados con formacion de peréxidos O hidro-peréxidos, que
posteriormente se polimerizan y descomponen dando origen a la formacién de
aldehidos, cetonas y &cidos de menor peso molecular, entre ellos el aldehido
epihidrinal [85].

Los peréxidos resultantes destruyen las vitaminas liposolubles A, D, E, caroteno y
parte de los acidos grasos esenciales, ademas de paralizar la biosintesis de la
vitamina K [86].
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Este proceso es acelerado en presencia de luz, calor, humedad, otros acidos
grasos libres y ciertos catalizadores inorganicos como las sales de hierro y cobre
[87].

3.8.1 Determinacion de dienos conjugados (DC)

La oxidacién de acidos grasos poliinsaturados esta acompafiada por un aumento
en la absorcién U.V del producto. Los lipidos que contienen grupos metilénicos
que interrumpen la conjugacion del dieno o del polieno, muestran un cambio en la
posicion del doble enlace durante la oxidacion debido a la isomerizacion y la
formacién del conjugado. Farmer and Sutton [19], indicaron que la absorcion
aumenta debido a la formacion de dienos y trienos conjugados la cual es
proporcional a la cantidad de oxigeno y a la formacion de peroxidos durante las

primeras etapas de la oxidacion.

Al comienzo de la oxidacion, posterior a la formacion de los peroxidos, el
reordenamiento de los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados (C=C-C-

C=C), da lugar a la aparicién de dienos conjugados (C=C-C=C-C).

La determinacion de estos compuestos se fundamenta en que estos absorben la
radiacion ultravioleta en la longitud de onda de 234 nm. Las muestras se disuelven
en un solvente organico como el isooctano y se mide la absorbancia en un
espectrofotometro UV-VIS. A medida que la reaccion avanza, la absorbancia
disminuye, ocasionado por el paso de los dienos conjugados a productos
secundarios de la oxidacién, los que presentan una baja absorcion a los 234 nm.

Los resultados se expresan como valores de dienos conjugados (DC) [86,88].

3.8.2 Especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

Una de las técnicas mas utilizadas para medir el incremento de productos

secundarios de oxidacion, es la prueba del acido tiobarbitdrico (TBA). El TBA es
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una técnica simple y presenta una elevada correlacién con los resultados de la
evaluacion sensorial. Este método se basa en la reaccion de una molécula de
malonaldehido, producido por la descomposicion de hidropéroxidos de los lipidos,
con dos moléculas de TBA para formar un complejo coloreado malonaldehido-
TBA, que puede ser cuantificado figura 16 [38, 40]. La intensidad del color es

proporcional al grado de enrranciamiento oxidativo.
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Acido 2-tiobarbitdrico Cromdforo TBA(a: 532 nm)

Figura 16. Mecanismo de formacion de Malondialdehido

Fuente: Laguerre, et al., 2007

Es un método cualitativo basado cominmente en la llamada reaccion de Kreiss;
mide la pureza del aceite, pues identifica si el aceite se encuentra alterado
guimicamente y determina si se ha producido oxidacion en los dobles enlaces de

los &cidos grasos insaturados con formacion de perdxidos [40].
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3.9 Analisis de la capacidad antioxidante

La mayor parte de los métodos de medida de la actividad antioxidante miden
solamente compuestos solubles en agua debido a las naturalezas hidrofilicas de
las especies reactivas y de los sustratos oxidables que emplean. Algunos métodos
pueden adaptarse para medir antioxidantes lipofilicos: ORAC, ABTS vy el método
DPPH [89].

Los antioxidantes naturales en alimentos pueden provenir de compuestos
enddgenos en uno o mas componentes del alimento; de sustancias formadas de
reacciones durante el procesamiento o de aditivos alimenticios aislados de fuentes
naturales. La mayoria de los antioxidantes son compuestos fendlicos presentes
en todas las frutas, semillas y vegetales ampliamente consumidos en la dieta

diaria en forma fresca o como derivados de productos alimenticios [90].

Las plantas con contenido de fenoles y algunos de sus productos de degradacion
son multifuncionales y pueden actuar como agentes reductores, reaccionantes con

radicales libres, quelantes y atrapadores de oxigeno singulete [90, 91].

La actividad antioxidante es ampliamente usada como pardmetro para
caracterizar diferentes materiales vegetales. Esta actividad se relaciona con
compuestos capaces de proteger un sistema bioldgico del efecto potencialmente
dafiino de procesos que causan excesiva oxidacion involucrando especies
reactivas del oxigeno, otras se basan en la oxidaciébn — reduccion de iones

metdlicos y la capacidad de una muestra para atrapar radicales libres [92, 93].

3.9.1 Reaccién con el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH®)

El DPPH®, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, figura 17, es un radical estable de color
violeta, cuya absorbancia disminuye al ser reducido por un antioxidante (AH):
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DPPH® + AH— DPPH-H + A°®

Esto permite cuantificar la capacidad antioxidante de las muestras, midiendo el
grado de decoloracion de una disolucion metandlica de DPPH®, a una longitud de
onda de 515-517nm [94, 95].

NO,

iError! Marcador no definido.Figura 17. Estructura del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH®)

Fuente: Huang, et al., 2005. [96]

3.9.2 Reaccion con el radical catidnico 2,2’- azino — bis (3-etilbenzotiazolin-

6-sulfonato de amonio) (ABTS™).

Este ensayo es denominado también Método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity Assay) [97] y es uno de los mas usados para la determinacion de la
capacidad antioxidante total. La base del método consiste en la cuantificacién de
la decoloracion del radical ABTS®*, debido a la interaccion con especies donantes
de hidrégeno o de electrones (Figura 18). El radical cationico ABTS®*" es un
cromoéforo altamente absorbente a una longitud de onda de 415 6 734nm y se
genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2° -azino- bis-(3-etil
benzotiazolin -6- sulfonato de amonio) en presencia de peroxidasas u oxidasas

sobre ABTS. Una solucion estable de ABTS®" también puede ser preparada con
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agentes oxidantes tales como diéxido de manganeso o persulfato de potasio [98,
99].

La actividad antioxidante se evalla midiendo el cambio de absorbancia a 732 —

734 nm de la solucion de ABTS ** cuando se alcanza el estado estacionario [92].
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ABTS* (3nay = 734 nm)

SO;.
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C,Hs 2Ms

ABTS? Incoloro

Figura 18. Reaccion con el radical ABTS®**

Fuente: Huang, et al., 2005

3.9.3 Reaccidén con 2,2’Azobis (2-amidino-propano) dihydrochloride (AAPH).
Capacidad Antioxidante del Radical Oxigeno, (ORAC)

El método ORAC se aplica con frecuencia para asegurar la capacidad antioxidante
en muestras bioldgicas y alimentos. Se basa en la inhibicion del radical peroxil
oxidativo inducido por composicién térmica de azocompuestos, como el 2,2"-
azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), al medir la degradacion
oxidativa de la fluoresceina (FL) (36 -dihidroxi-spiro(isobenxofuran-1(3H),9"(9H)-
xanthen)-3-ona), como compuesto fluorescente, después de interaccionar con los

radicales peroxilo. Asi, el ensayo ORAC combina tiempo y disminucion de la
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inhibicién, a diferencia del método TEAC que Unicamente evalla la disminucion en
la inhibicion [100].

El mecanismo de la reaccion se basa en la transferencia de un atomo de
hidrogeno, HAT, del antioxidante al radical libre. Por esto se utiliza el radical
iniciador, el AAPH, para generar el radical peroxil ROO®. Un mol de AAPH pierde
un mol de nitrégeno para generar dos moles de radical AAPH en una relacién
constante. En una solucion saturada de aire, el radical AAPH reacciona
rapidamente con el oxigeno para dar un radical peroxil mas estable, ROO®. La
pérdida de fluorescencia de la FL es el indicador de la extensién de la oxidacion
del radical peroxil. En presencia de un antioxidante, ROQO® capta, preferiblemente,
un atomo de hidrégeno del antioxidante estable (ArO®). Como consecuencia, la
disminucién de la fluorescencia de la FL por accién del radical peroxil es

disminuida o inhibida [101]. Las reacciones que tienen lugar son:

ROO®* +A-H ——> ROOH+A®
ROO®* + FL-H —— > ROOH + FL*®
ROO®* + ArOH —> ROOH + ArO*

Donde A-H representa al radical iniciador AAPH, FL-H es el compuesto

fluorescente (FL) y ArOH es el antioxidante.

La proteccién del antioxidante se mide a partir del area de fluorescencia bajo la
curva (AUC) de la muestra en comparacion con la AUC del blanco, donde el

antioxidante no esta presente [101,102].
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4. METODOLOGIA

En esta investigacion se utilizaron tres semillas diferentes de vegetales
oleaginosos para extraer los tres aceites analizados; semilla de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L), semillas de linaza (Linum usitatissimum L) y semillas de

ajonjoli (Sesamum indicum L).

4.1 Obtencién de las semillas de Sacha Inchi, Linaza, ajonjoli

Las semillas de Sacha inchi (Plukenetia volubilis), conseguidas en el mercado
Junin (Peru), fueron sembradas en bolsas plasticas en vivero; cuando tenian dos
meses de sembradas y una altura de aproximadamente 40 cm, se llevaron a los
lotes de cultivo, ubicados a orilla rio Cauca, Santa Fé de Antioquia (200 msnm)
y en la parte mas alta del municipio de San Jerénimo, Antioquia, (1200 msnm);
durante dos afios se hicieron propagaciones hasta ajustar dos hectareas en cada
punto del sembrado. Estas hectareas fueron sembradas de acuerdo con las
instrucciones dadas por Corpoica en su boletin técnico del 2004 [103]. Ambos
cultivos comenzaron a normalizar su produccién a los siete meses de sembrados,
no se notd diferencia fisica en las semillas obtenidas en los dos cultivos, los
frutos fueron cosechados cuando estos se pusieron de color café 6 marrén; el fruto

regular tiene de cuatro a seis semillas.

Los frutos cosechados se llevaron a las camas de una marquesina de
dimensiones 1.0 m de altura x 5.0 m de largo y 1.0 m de ancho, dejandose secar

con calor solar.

Posteriormente el fruto se descascara Yy luego se descapsula quedando la

almendra que luego es llevada a la extrusora.
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Las semillas de linaza (Linum usitatissimum), proveniente del Canada, y ajonjoli
(Sesamum indicum 1), cultivado en la costa norte de Colombia, fueron compradas

en la central mayorista de la ciudad de Medellin.

4.2 Extraccion del aceite de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli

Se realiz6 el proceso de descascarado de la semilla de sacha inchi, en una
maquina diseflada por el investigador y construida en un taller industrial de la
ciudad de Medellin (Antioquia), después de que los frutos permanecieron 72
horas, como minimo, en la marquesina, donde se pusieron crujientes. La
extraccion del aceite se efectu6 mecanicamente, en frio, utilizando una prensa
mecénica de 100 ton/in?, fabricada en acero inoxidable AISI 316 L y de
manufactura Colombiana. La extraccidn se realiz6 a 50 Kg de la semilla por lote de

produccion, con un tiempo de extraccion de 50 minutos.

Las semillas de ajonjoli y linaza, se ambientaron en la marquesina, sin pelar, por
4 horas, se precalentaron con aire caliente y luego se extrajo el aceite, en frio, en

el extruder.

Después de extraidos los aceites se dejaron en reposo 72 horas, permitiendo que
las particulas pesadas y soélidos en suspension se digestaran, luego se filtraron al

vacio.

Se calculé el porcentaje de rendimiento de obtencion de los aceites de sacha
inchi, linaza y ajonjoli, a partir de la cantidad de semilla utilizada con la cantidad de

aceite obtenido, segun la ecuacion:

Peso del aceite extraido
%R = - x 100
Peso de la semilla
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Los tres aceites, Sacha inchi, linaza y ajonjoli  fueron posteriormente

caracterizados.

La torta obtenida de las semillas, después de la extraccion de los aceites fue

analizada fisicoquimicamente.

4.3 Determinacion del perfil de acidos grasos

A pesar de ser un parametro que se ha utilizado muchas veces para caracterizar
cualquier tipo de aceite, se ha considerado importante realizar el perfil de los
acidos grasos en tres tipos de aceite, provenientes de especies vegetales
totalmente diferentes, que en comun solo tienen el de ser oleosas, y asi
determinar la composicion y beneficio que el aceite de sacha inchi presenta
comparado con los aceites de uso comun y gran aceptacion comercial como los

aceites de linaza y ajonjoli.

4.3.1 Cromatografia gasesosa acoplada a masas (GC-MS)

En este trabajo se utiliz6 un cromatografo de gases AGILENT 6890N, fabricado
por AGILENT TECHNOLOGIES NETWORK, acoplado a un detector de masas
selectivo 5973, acoplado a un Chemstation Hardware con columna capilar de
marca Agilent 10091J-413, HP-5. Inyector GC: volumen 5 pl. Gas portador Helio.
Horno: Temperatura inicial: 100 °C; temperatura final: 325°C; utilizando 3 rampas,
1) Temperatura final 200°C duracion 3 minutos, gradiente 5 min/°C; 2)
Temperatura final 250°C duracion 4 minutos, gradiente 3 min/°C; 3) Temperatura
final 300°C duraciéon 5.33 minutos, gradiente 5 min/°C.Tiempo total: 60 minutos.
Modo splitless. Detector de masas Modo d-adquisicion: scan; Rango de masas

bajo: 30, Rango de masas alto: 800.
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> Derivatizacion (esteres volatiles)

Se pesaron 0.1 g de aceite y se disolvieron en 3 ml de éter etilico, se agito
fuertemente por cinco minutos, luego se adiciond 1 ml de tetrametilamonio al 30%
en metanol sin dejar de agitar, por 5 minutos mas, pasado este tiempo se dej6é en
reposo por un minuto y se retird la fase orgénica la cual es llevada a un vial para

ser analizada por GC-MS. Esta medicion se realiza por duplicado.

4.4 Caracterizacion Fisicoquimica de lo aceites. indices de calidad

El analisis de las propiedades fisicas y quimicas de estos aceites es necesario
realizarlas, porque la medida de estas propiedades determina las caracteristicas
de cada uno de ellos; se puede saber en que estado de pureza se encuentra cada
aceite.

4.4.1 Determinacion del indice de saponificacién (IS)

Se utilizé el método oficial 920.160 de la AOAC [104]. Este se define como mg de
hidroxido de potasio, KOH, que se requieren para saponificar 1 g de grasa o aceite

(incluye los acidos grasos libres y saponificados) [80].

Para la determinacion del IS, se realizaron las mediciones de las muestras
simultdneamente con un blanco, el cual contenia las mismas cantidades excepto
el aceite. La mezcla de reacciéon se titul6 con HCI 0.5 N, utilizando fenolftaleina

como indicador [105]. El calculo se realiz6 de acuerdo con:

IS =
W

Donde: Vg =Volumen de solucién 0.5 N de HCI gastados para titular el blanco
Vv = Volumen de solucion 0.5 N de HCI gastados para titular la muestra

N = Normalidad del &cido
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W = Peso de la muestra
56.1 = Peso equivamente del KOH

4.4.2 Determinacion indice de acidez (I1A)

Este valor se refiere a la cantidad de miligramos de KOH necesarios para
neutralizar completamente un gramo de aceite. Se utilizd el método oficial AOAC
14.070 [104].

Se determind pesando 10 g de grasa que se disolvieron en una mezcla
alcohol/éter. La mezcla de reaccion se titulé con una solucién etandlica de KOH
0.1 N, utilizando fenolftaleina como indicador [106]. El IA se calcul6 de acuerdo a

la siguiente expresion:

IA_VCM
~10P

V: volumen en ml de la disolucién utilizada de KOH previamente valorada

C: concentracion exacta en mol/L de la solucion de KOH utilizada

M: peso molecular del acido en que se expresa el resultado (acido oleico= 282
gr/mol)

P: peso en gramos que se tomaron de muestra

4.4.3 Determinacion indice de yodo (1Y)

Se utilizoé el método de Wijs. Método oficial 993.20 de la AOAC [104]. Se define
como los gramos de yodo que reaccionan con 100 gramos de grasa o de aceite

(g 1,/100g aceite).

Para la determinacion se realizaron las mediciones paralelamente con un blanco,

con las mismas condiciones de la muestra, excepto el aceite. La mezcla de
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reaccion con el reactivo de Wijs, se titulé con tiosulfato de sodio, Na,S,03 [79]. El

IY, se calcul6 de acuerdo con:

(VB - VM)X N x 0.127
Wy

IY =

Donde: Vg = ml de tiosulfato requeridos para el blanco
Vv = ml de tiosulfato requeridos para la muestra
N = concentracion del tiosulfato, Na;S,03
Wwn = peso de la muestra en gramos
PM |, =254 1 eqg-g = 254/2 = 127 gleg- g. Asi 1 meg-g I, =0.127 g

4.4.4 Determinacion del valor peréxido (VP)

Se usO el método oficial 965.33 de la AOAC [104]. Es el método clasico para
determinar el alcance de la oxidacion del aceite y las medidas de hidroperdxidos
intermedios en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de muestra (meq
H.O,/Kg aceite).

Los hidroperoéxidos formados por oxidacién de las grasas reaccionan con los iones
yoduro para formar yodo; éstos se midieron por titulacion con tiosulfato, Na,S,0s.
Se corrié un blanco simultaneamente [107]. El VP, fue calculado como:

B (S — B) x N x 1000
= W
Donde: B = ml de tiosulfato requeridos para el blanco

VP

S = ml de tiosulfato requeridos para la muestra
N = concentracion del tiosulfato empleado

Wwn = peso de la muestra en gramos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
2012



Caracterizacion y cuantificacion de acidos grasos omega 3 y omega 6 presentes en el aceite
de sacha inchi (Plukenetia volubilis L)
86

45 Medicion de la estabilidad oxidativa

4.5.1 Determinacion de dienos conjugados (DC)

La medida de la actividad antioxidante de los extractos basada en la
determinacion de la formacion de dienos conjugados se llevé a cabo segun lo
descrito por Zuta, et al. [107], con algunas variaciones. Para ello, 10 pL de
muestra, se mezclaron con 2990 pL de ciclohexano y se agitaron en un vortex por
10 s, luego se tomaron 500 pL de la mezcla y se le adicionaron 1500 pL de
ciclohexano; la concentracién final de la muestra es de 20 mg aceite/ml de
ciclohexano; se realiz6 la medida de absorbancia a 234nm con una correccion a
260 nm, en un lector de placas Multiskan Spectrum UV-Vis marca Thermo

Scientific, Finlandia, mediante la técnica espectrofluorométrica [108].

Los resultados se expresaron como valores de dienos conjugados (DC). Los
valores de dienos conjugados, DC adimensionales, se calculan segun la expresion
[86, 109].

CD

Donde A: Absorbancia de la muestra a 234 nm
C: Concentracion de la muestra (g/100 mL)

L: Longitud de la celda (cm) =1 cm

Las muestras se monitorearon por un periodo de 18 dias, midiendo los niveles de

DC, expresados como umol DC/g muestra.
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4.5.2 Especies reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS)

Se prepararon diluciones de 10 mg aceite/ml en metanol. Ya que la técnica
permite cuantificar el malondialdehido (MDA), uno de los compuestos finales de la
peroxidacién lipidica, se combind con acido tiobarbittrico (TBA) en una relacion
1:2 para formar un complejo fluorescente, el cual fue medido a 500 nm de
excitacion y 550 nm de emision. Los resultados se reportaron como nmolMDA/g
de aceite [40, 45, 110].

4.6 Andélisis de la capacidad antioxidante

De cada uno de los aceites extraidos en frio se tomaron 100 g de aceite se filtran
al vacio en embudo buchner con papel de filtro Wathman No4, se almacenan a -20
°C en un envase ambar, durante el periodo de estudio [86].

4.6.1 Reaccion con el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH®)

La actividad antioxidante de los aceites se llevo a cabo evaluando la capacidad
captadora del radical DPPH® utilizando la metodologia de Brand-Williams,
Cuvelier and Berset (1995) [111], con algunas modificaciones. Rojano et al., 2008
[47]. Se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical
DPPH’, por antioxidantes. Los antioxidantes del aceite atrapan el radical DPPH
resultando en la decoloraciéon (disminucién) de la solucién purpura, la que
disminuye como consecuencia de la donacién de un electron o un proton de un
antioxidante u otro radical [49]. Se utilizé 10 yL del aceite y 990 uL de solucién
metandlica DPPH*® (20 mg/L). Como referencia se usé la misma cantidad de DPPH
y 10 pL del solvente de la muestra, dimetil sulféxido (DMSO). Luego de 30 minutos
de reaccion a temperatura ambiente y en la oscuridad, se ley6 la absorbancia. La
reaccion se monitoreo por espectrometria y los resultados se expresaron como
valores TEAC (umol Trolox/ 100 g. de muestra) [49, 86,112].
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4.6.2 Reaccién con el radical catidénico 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonato de amonio (ABTS®)

La muestra se diluy6é en etanol (20 mg/ml) y se calenté en un bafio maria a 37°C
durante 10 minutos. En esta técnica el radical ABTS®*" se obtiene tras la reaccion
de ABTS con persulfato potasico incubados a temperatura ambiente (+ 25°C) y en
la oscuridad. Una vez formado el radical ABTS®*" se diluyé con metanol hasta
obtener un valor de absorbancia aproximado de 0,70 (£ 0,1) a 732 nm. Se evaluo
la capacidad de la muestra para atrapar el radical ABTS®", por medio de la
disminucién en la absorbancia leida, luego de 30 minutos de reaccion [99]. Los
resultados se expresaron como valores TEAC mediante la construccion de una
curva patrén usando como antioxidante TROLOX [86, 113, 114].

4.6.3 Reaccion con 2,2’Azobis (2-amidino-propane) dihydrochloride
(AAPH). Capacidad Antioxidante del Radical Oxigeno, ORAC

Las muestra de aceite se diluyé en B-metil ciclodextrina (BMDX) (10 mg/ml). Se
empled trolox como estandar a condiciones controladas de temperatura (37°C) y
pH 7,4. Las lecturas se hicieron a una longitud de onda de excitacion de 493 nmy
slit de excitacion de 10, longitud de onda de emisién de 515 nm y slit de emision
de 15, con atenuador del 1% vy sin placa atenuadora. El valor ORAC se calculd
utilizando la ecuacion mostrada y los resultados fueron expresados como valores
TEAC (umol Trolox/ 100 g de aceite [113] .

orAC = _AUC— AUC® [Trolos]
= rolox
(AUCTrolox—AUC0 )

Donde AUC es el area bajo la curva y f es el factor de dilucién de las muestras.
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4.7 Andlisis estadistico

Para el estudio de los datos se empled el programa estadistico R y los datos
fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) [115] de una via (tratamiento
con cuatro niveles), con un nivel de confianza del 95% y un nivel de potencia para
detectar diferencias significativas del 90%. Ademas se realizé una prueba de
diferencia significativa honesta (HSD) de Tukey con el fin de detectar que pares de
tratamientos difieren entre si; utilizando la funcion Tukey HSD de R [116].Todos

los analisis se realizaron por triplicado.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Extraccion del aceite de las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli

En el proceso de extraccion se obtuvieron, los aceites de sacha inchi, linaza,
ajonjoli y un residuo, torta, al cual se le realizé analisis bromatolégico de
porcentaje de proteina, grasa, fibra, ceniza y material organico. La torta de sachi
inchi tiene un alto poder nutritivo ya que reportd valores de 53.5% de proteina y
31.2 % de grasas que pueden ser aprovechadas en otro campo de la industria
alimenticia. Este surge como alternativa de la torta de soja, pues la actividad
avicola y pecuaria importa aproximadamente cien mil toneladas de torta de soja al
afo. Actualmente se estan formulando mezclas nutritivas de sacha inchi con maiz
amarillo duro, arroz, platano, yuca, harinas para fideos y leche y derivados lacteos

para consumo humano [22,117].

Tabla 15. Porcentaje de rendimiento de los aceites de sacha Inchi, linaza y

ajonjoli
Porcentaje de Rendimiento (%)
Sacha Inchi Linaza | Ajonjoli
42.0 30.2 56.4

La tabla 15, reporta los resultados del porcentaje de rendimiento de los aceites,
extraidos mecanicamente con prensado en frio, obteniéndose porcentajes
menores a los reportados en la literatura para los mismos aceites: 54.3%, 35.3% y
85% para sacha inchi [54], linaza [60] y ajonjoli [118] respectivamente, por otros
meétodos de extraccion; esta disminucion se debe a que la extraccion en frio no
utiliza medios (disolventes) que ayuden a la extraccién de los componentes en
estudio; mientras que las otras técnicas de extraccion como fluidos supercriticos y

extraccion con soxhlet, utilizan disolventes como CO; y hexano que ayudan a que
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la extraccion se de desde el interior de la semilla hasta la superfie agotando la
mayor cantidad posible de ésta [54,60]. Ademas la extraccién con fluidos
supercriticos es utilizada variando condiciones de temperatura y presion para
cambiar la polaridad del solvente extrayendo asi mayores porcentajes de los
componentes de interés. De igual manera la naturaleza del solvente utilizado en la
extraccion con soxhlet presenta mejor afinidad con los aceites, permitiéndo una

mejor proceso de extraccion.

Aungue estos porcentajes son mayores, la extraccion por fluidos supercriticos, a
pesar de ser una tecnologia de produccion mas limpia y permitir la reutilizacion
del solvente, es un método que en los paises “menos desarrollados” no tienen aun
la transferencia tecnolégica adecuada para su utilizacion, haciéndo que este
método se vuelva mas costoso. Mientras que la extraccion con soxhlet, a pesar
de ser uno de los métodos mas utilizados, usa reactivos muy costosos, no
reutilizables y contaminantes, requiriendo que después de la extraccion sea
necesario realizar procesos purificacion. Mientras que la extraccion en frio, a pesar
de obtener porcentajes mas bajos de extraccion es una tecnologia mas accesible,
por la facilidad de manejo de la tecnologia, es limpia y no requiere procesos
posteriores de purificacion.

5.2 Composicién de los aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli

5.2.1 Perfil de acidos grasos

Los multiples estudio realizados sobre la composicidén en acidos grasos de aceites
muestran que éstos varian de una fuente a otra 'y dependen en gran medida de
factores climaticos, caracteristicas del suelo, factores genéticos y ambientales en
el desarrollo de estos frutos, entre otros [57,119]. Por encima de 1000 acidos
grasos naturales han sido identificados, aunque la mayoria de los cientificos de

alimentos, estan familiarizados con 20 de ellos. Los acidos grasos mas comunes
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tienen una cadena lineal entre 8 y 22 atomos de carbono y frecuentemente tienen

uno o mas centros insaturados [17]. Los acidos grasos saturados mas abundantes
son el palmitico (C16:0) y el esteéarico (C18:0), mientras que el insaturado mas

comun es el oleico (C18:1) [19].

La cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS), es una técnica
fundamental que permite obtener informacion estructural de la composicion de los
acidos grasos que forman los aceites, a partir del espectro de masas.

En el perfil cromatografico, para el aceite de sacha inchi se detectaron 8 acidos
grasos de mayor reconocimiento, 5 acidos grasos menos reconocidos y otro, para
el aceite de linaza se detectaron 9 &cidos grasos de mayor reconocimiento, 2
acidos grasos menos reconocidos y otros, y para el aceite ajonjoli se detectaron 9
acidos grasos de mayor reconocimiento y 5 acidos grasos menos. Las figuras 19,

20, 21 muestran los cromatogramas de los aceites, respectivamente.
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Figura 19. Perfil cromatografico (GC-masas) de los productos de derivatizaciéon del

aceite de sacha inchi

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
2012



Caracterizacion y cuantificacion de acidos grasos omega 3 y omega 6 presentes en el aceite

de sacha inchi (Plukenetia volubilis L)

93

Admurcloarmcos

V. Ly

1. 1w+ 07F

AR =

SPLILILILI LI LY

Eelslaluleials]

Faslslstsis]s)

(slslslslels]s)

el laluletals]

<4 RN O O

islslslels]s)

i laluleials]

pEslslelefa]s]

L

=T S =)
2O, ST /
|:f|f [ ==
I |
]zﬂ
| 27
=15

1
15. 821 | =
4 4L &

J aL. 31z

1L

& b L

A I __A,_-L_! _____ o

Tirryas-—=

1000 1500 2000 25.00 230,00 3500 40.00 45 00 S0.00

S5 00

Figura 20. Perfil cromatografico (GC-masas) de los productos de derivatizacién del

Azl o as

=T =

1. T 0w |

1. 1m0

LR = g

i L L

[e¥sTelaTaTata b

Fa=is el et

SO e |

SO RO

=l als ]

OO

=g L Do T Lo S |

i =t= =l

T -

aceite de linaza

= T
S 2l
|
' |
|
#'_T-.EI'T.'!
| | Ze.E7TE
| | RG]
=l e
| =1 N To Tt L=
e
SN
l aF. a=3 LadlFi |
| e 1A . L . 5 1 B TN —
T T T ¥ r y Y u T
=N = e e N e e N N N - N - e e e T = 1Y

Figura 21. Perfil cromatografico (GC-masas) de los productos de derivatizacién del

aceite de ajonjoli

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
2012



Caracterizacion y cuantificacion de acidos grasos omega 3 y omega 6 presentes en el aceite

de sacha inchi (Plukenetia volubilis L)
94
Los &cidos grasos salen en orden de nimero par de carbonos. Para los aceites de

sacha inchi, linaza y ajonjoli, se detectaron &cidos grasos de cadenas entre 16C a
20C, 14C a 24C vy 16C a 24C, respectivamente, en su mayoria acidos grasos
insaturados de cadena larga (desde C:18), un poco menos para el aceite de
ajonjoli. La figura 22, muestra el contenido total de acidos grasos saturados, e
insaturados encontrados en el aceite de sacha inchi, linaza y ajonjoli. El aceite de
sacha inchi tiene mayor cantidad de acidos grasos insaturados (88.75%), muy
similar al contenido del aceite de linaza (88.33%), mientras que el aceite de

ajonjoli presenta un poco menos cantidad de acidos grasos insaturados (73.9%).

Los porcentajes de &cidos grasos saturados de los aceites son 11.25%, 10.10% y
26.10% respectivamente. En los aceites de sacha inchi y linaza, se encontraron
contenidos de 0.4% y 1.3% respectivamente, de otros compuestos que pueden ser
antioxidantes, ceras, esfingolipidos, entre otros, que no son del interés del
presente trabajo.
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Figura 22. Porcentaje total de acidos grasos insatuados y saturados en los

aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli.
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En estudios realizados sobre la composicion de éstos aceites, se ha encontrado
que la cantidad de &cidos grasos insaturados totales en el aceite de sacha inchi es
93.00% [54] y en el aceite de ajonjoli 86.07% [18], estos valores son mayores
con respecto a lo obtenido, siendo mayor la diferencia con el aceite de ajonjoli;
mientras que para el aceite de linaza se reportan contenidos ligeramente mayores
a los obtenidos, 84.30% [60]. Este comportamiento, presente en los tres aceites,
donde disminuyen y aumentan los AGIS, puede atribuirse a diferentes
subespecies, condiciones geograficas y climaticas [120], entre las cuales una de
las mas importantes es la temperatura del suelo, ésta influye directamente en la
formacién de los AGIS, durante el crecimiento de las plantas; temperaturas altas,
por encima de 22°C, favorecen la formaciéon de AGS, mientras que temperaturas
bajas, menores de 22°C, favorecen la formacion de AGIS, en especial en
vegetales oleaginosos; las semillas de sacha inchiy ajonjoli, fueron sembradas en

climas tropicales y la semilla de linaza en climas frios [57,121,122].

La figura 23 muestra el contenido de acidos grasos del aceite de sacha inchiy la

tabla 16 resume el porcentaje de acidos grasos del aceite de sacha inchi.

Otros insaturados
Otro saturado
Lauroleico (C20:1, w3)
Araquidico (C20:0)
Oleico (C18:1, w9)
Linoleico (C18:2, w6)
Linolénico (C18:3, w3)
Estedrico (C18:0)
Pamitoleico (C16:1)
Palmitico (C16:0)

Acido graso

0 10 20 30 40 50 60 70
Porcentaje (%)

Figura 23. Contenido de acidos grasos en el aceite de sacha inchi
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Como puede observarse, éste muestra los mayores contenidos en los acidos
linoleico de 63.24% y linolénico de 17.72%, que son &cidos altamente funcionales,
pertenecientes a las familias omega 6 y 3 respectivamente, presentes en los
acidos grasos con alta presencia de AGPI. Estas familias estan asociadas con
beneficios de la salud humana, en especial la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, tanto en las personas con corazén sano, como aquellas con
riesgo de padecerla [3], ademés de que ejercen efectos protectores contra algunos
tipos comunes de cancer, en particular los de mama, colén y prostata [26]. Altos
contenidos de estos omega, dan la oportunidad de ser empleados en la
fabricacion de productos de alto valor agregado, tales como capsulas de &cidos
grasos esenciales, que serviran como precursores para la produccion de &cido
eicosapentanoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), altamente valorados por los
demostrados efectos benéficos en la salud y en la nutricion tanto humana como
animal [2, 120]. Valores de 50.41% para w-3 y 34.08% para w-6 son reportados
en la literatura [54], mayor para el w-3, ya que presenta mayor cantidad de AGPI
gue los obtenidos en esta investigacion. El acido graso saturado predominante fue

el palmitico con 10.14%.

Tabla 16. Perfil de acidos grasos del aceite de sacha inchi

. Porcentaje (%)

Acido graso de acidos grasos
Palmitico (C16:0) 10,14
Pamitoleico (C16:1) 0,14
Estearico (C18:0) 0,31
Linolénico (C18:3, w3) 17,72
Linoleico (C18:2, w6) 63,24
Oleico (C18:1, w9) 4,54
Araquidico (C20:0) 0,24
Lauroleico (C20:1, w3) 0,11
Otro saturado 0,13
Otros insaturados 3,00
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La presencia de acido oleico en los aceites, le otorga propiedades de aplicacion a
nivel industrial, e igualmente aceites con altos contenidos de &cido oleico, son

utilizados en productos alimenticios de importancia proteica, como la quinua [123].

El aceite de linaza por su parte, mostrd un alto contenido de acido graso linolénico,
cuatro veces mas que la cantidad de linolénico, presente en el aceite de sacha
inchi. La figura 24, muestra el contenido de acidos grasos del aceite de linaza.

Otros insaturado -h
Lignocérico (C24:0)
Behenico (C22:0)
Gondoico (C20:3, w9)
Araquidico (C20:0)
Oleico (C18:1, w9) 1
2 - Linolénico (C18:3, we)
Linolénico (C18:3, w3) ?
Palmitico (C16:0)

Miristico (C14:0)

do graso

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Porcentaje (%)

Figura 24. Contenido de acidos grasos en el aceite de linaza

El aceite de linaza, presenté un contenido de &cido y — Linolénico w-6 de 0.34% y
Oleico w-9 de 0.94%. El &acido graso insaturado mas abundante fue el &cido
linolénico con 82.9%, seguido del acido graso saturado palmitico con 8.78%. Ver
tabla 17.
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Tabla 17. Perfil de acidos grasos del aceite de linaza

Acido graso qurc_entaje (%)

e acidos grasos
Miristico (C14:0) 0,15
Palmitico (C16:0) 8,78
Linolénico (C18:3, w3) 82,9
y - Linolénico (C18:3, w6) 0,34
Oleico (C18:1, w9) 0,94
Araquidico (C20:0) 0,54
Gondoico (C20:3, w9) 0,57
Behénico (C22:0) 0,45
Lignocérico (C24:0) 0,33
Otros insaturado 3,58

Autores como Chandra, et al.,, 2010 [60], realizaron extraccion en frio con
prensado, extraccion con solventes por arrastre de vapor y equipo soxhlet y por
fluidos supercriticos de la semilla de linaza, y se encontraron que con los tres
meétodos de extraccién se obtuvo un aceite rico en acido graso omega-3, valores
entre 50y 55%, y en &cido graso omega-6 con valores entre 14.4 y 16.2% [60].
Estas cantidades, algo alejadas de las cantidades encontradas, muestra que el
aceite de linaza en estudio, al ser ingerido puede proporcionar mayores
cantidades que sirvan de precursores del 4cido EPA omega-3, de cadena mas
larga, el cual ofrece propiedades benéficas para la salud ademas de los propios

beneficios que tiene por ser una acido graso esencial [2,120].

El aceite de ajonjoli, mostré contenidos bajos de los acidos esenciales linolénico y
linoleico, resultado muy diferente a los obtenidos para el aceite de sacha inchi y

linaza. La figura 25, muestra el contenido de acidos grasos del aceite de ajonjoli.
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Otros insaturados
Vitamina E
Lignocérico (C24:0)
Araquidico (C20:0)
Araquidico (C20:0)
Gondoico (C20:3, w9)
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Linolénico (C18:3, w3)
Estedrico (C18:0)
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Figura 25. Contenido de acidos grasos en el aceite de ajonjoli

El aceite de ajonjoli, presenté contenidos de acido linolénico de 0.52% y acido
linoleico de 0.66%. La mayor cantidad de acido graso saturado, fue para los
acidos palmitico y estearico con un valores de 15.69% y 7.73%, respectivamente.
La tabla 18 muestra los porcentajes obtenidos para cada acido presente en el
aceite.

Tabla 18. Perfil de acidos grasos del aceite de ajonjoli

Acidograso | o G0 irases
Palmitico (C16:0) 15,69
Estearico (C18:0) 7,73

Linolénico (C18:3, w3) 0,52
Linoleico (C18:2, w6) 0,66
Gondoico (C20:3, w9) 0,61
Araquidico (C20:0) 1,86
Araquidico (C20:0) 0,47
Lignocérico (C24:0) 0,35
Vitamina E 0,18
Otros insaturados 71,93
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La literatura reporta valores para el aceite de ajonjoli, de 0% para el acido
linolénico y 25% para el acido linoleico [124], coherente con el contenido de &cido
linolénico obtenido. Esto indica que el aceite esta caracterizado por otros
insaturados con 71.93%, estos pueden ser ceras, antioxidantes, etc, que afectan
directamente el aceite. Uno de los mayores aportes lo ofrece el acido saturado
estearico con 7.73%, valor un poco mas alto que el reportado en la literatura, el
cual esta entre 4.9 y 5.2% [118]. El acido esteérico no afecta los niveles de
colesterol en el suero sanguineo, es muy usado en la fabricacion de velas,

jabones y cosméticos.

Todo lo anterior indica que el consumo de grasas vegetales virgenes o crudos
son mas saludable que el consumo de grasas hidrogenadas industrialmente
[125].

5.3 Caracterizacion Fisicoquimica. indices de calidad

Los acidos grasos son moléculas organicas que se encuentran presentes tanto en
el tejido animal como en el vegetal. Estos se pueden clasificar de acuerdo a sus
propiedades fisicas y quimicas. Teniendo en cuenta estas propiedades es posible
conocer el estado general de estos compuestos. En la industria se analizan en el
producto crudo y el producto refinado. Los mas comunes son el indice de
saponificacion (IS), indice de acidez (l1A), indice de yodo (1Y) y valor peréxido (VP).
La tabla 19 muestra los indices de calidad.

El indice de saponificacion es una medida de los &acidos grasos libres y
combinados que existen en las grasas y aceites, es utilizado como control de
calidad en los procesos de hidrogenacion [126], brindando informacion del grado
de conservacién del aceite, disminuye si esta alterado, debido a una mayor
cantidad de cambios en los enlaces éster por accién de las lipasas o agentes

fisicoquimicos. A su vez brinda informacion de la longitud y peso molecular de los
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Tabla 19. Indices de calidad de los aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli

indices de calidad | Sacha Inchi Linaza Ajonjoli
Saponificacién
mg KOH/g aceite

Acidez
mgKOH/1g aceite

Yodo
g de 1/100g aceite

205.40 £ 0.05 194.61 + 0.03 195.74 £ 0.05

0.33+0.01 0.71+0.02 0.53+0.01

227.85+0.02 115.85+0.01 55,16 + 0.02

Valor peréxido
meq O,/Kg de 7.54 £ 0.03 3.38+0.01 7.22 £0.03
aceite

acidos grasos de acilgliceroles presentes en la grasa o aceite. El IS aumenta con
la cantidad de acidos grasos de bajo peso molécular, ya que si el compuesto tiene
acidos grasos de bajo peso molécular, el nimero de moléculas presentes en un
gramo serd mayor que si los acidos grasos son de alto peso molecular [127]. Los
aceites de sacha inchi, ajonjoli y linaza presentaron valores de IS de 205.4, 195.74
y 194.61 mg de KOH/g aceite, respectivamente. Estos valores estan de acuerdo
con los valores reportados en la literatura, 193, 169 y 146.1 mg KOH/g de aceite,
para sacha inchi [54], ajonjoli [128] y linaza [129] respectivamente. Entre los
intervalos estimados para los valores de IS, se observa que éstos no se traslapan,
por lo tanto decimos que se presentan diferencias estadisticamente significativas
entre los tipos de aceites y el sacha inchi es el que posee mayor valor en
promedio del indice de saponificacion, indicando que contiene mayor cantidad de
acidos grasos con cadenas mas cortas, por lo tanto menor peso molecular;

contrario a lo que ocurre con el aceite de linaza.

El indice de acidez representa la cantidad de acidos libres en la grasa, aumenta
con el aumento de estos. Es un factor de mala calidad que indica una hidrélisis

previa, rompimiento del enlace éster en el glicerol, por mal almacenamiento de las
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materias primas y accion de las lipasas, o por calor, humedad entre otros. Sin
embargo, llega un momento en que estos &cidos libres comienzan a oxidarse,
generando otros compuestos y disminuyendo el valor de este indice [23]. Entre los
intervalos estimados se observa que estos no se traslapan, luego los aceites
presentaron diferencias estadisticamente significativas y el aceite de sacha inchi
presentdé un menor valor promedio del indice de acidez 0.33 + 0.01 mg KOH/1 g
de aceite, mientras que los aceites de ajonjoli y linaza presentaron valores
mayores 0.53 + 0.01y 0.71+ 0.02 mg KOH/1 g de aceite, respectivamente. Estos

valores no superan el 1% que es el limite permitido para aceites virgenes [55].

Estos valores reflejan el buen estado de los aceites, permitiendo clasificarlos como
aceites comestibles sin correr riesgo con la salud; aunque se debe tener en
cuenta otras caracteristicas organolépticas como: sabor, color y olor. Estos
resultados estan de acuerdo con los reportados en la literatura para los tres
aceites: 0.39 £ 0.01, 0.54 £+ 0.01y 0.7+£0.1a 1.1 + 0.2 mg KOH/1 g de aceite,

para sacha inchi [130], ajonjoli [128] y linaza [60], respectivamente.

El indice de yodo representa el valor medio de insaturacion de los distintos
glicéridos existentes en la grasa. Se usa para conocer el grado de insaturacién y
por consiguiente, su grado de deterioro, el cual es proporcional a la cantidad de
acidos grasos insaturados. De este modo, aquellos compuestos con mayor indice
de yodo, tienen mayor cantidad de &acidos grasos insaturados. Estadisticamente
los valores reportados presentan diferencias significativas, los intervalos
estimados no se translapan, entre los tipos de aceites indicando que el aceite de
sacha inchi contiene mayor valor promedio 227.85 + 0.02 g 1/100g de aceite. Asi,
se puede decir que el aceite de sacha inchi contiene mayor cantidad de acidos
grasos insaturados por la alta proporcion de AGPI presentes con respecto a la
totalidad del aceite; mas no muestra la posicion exacta de los dobles enlaces en la

estructura de los acidos grasos, ni la naturaleza de los componentes saturados, lo
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gue realmente influye en su cantidad total [131]. El aceite de linaza ocupa un lugar
intermedio 115.85 + 0.02 g 1/100g de aceite, mientras el aceite de ajonjoli es
quien presenta menor proporcion de poliinsaturados, su indice de yodo fue de
55.16 + 0.02 g 1/100g de aceite, ésto se debe a que la cantidad de acidos
insaturados, presenta en su composicién acidos monoinsaturados, que llevan a
valores mas bajos, asi presenten valores altos de acidos grasos. El aceite de
sacha inchi, puede ser utilizado como un fuerte secante, en la fabricacion de
esmaltes y barnices, y el aceite de linaza como semisecante en otras aplicaciones
industriales [131, 132]. Aunque los valores obtenidos son mas altos para el aceite
de sacha inchi y mas bajos para los aceites de linaza y ajonjoji, tienen igual
comportamiento que los encontrados en la literatura 198, 156.7, 82.45 g de | /100g

de aceite, para sacha inchi [54], linaza [133] y ajonjoli [134], respectivamente.

El valor peréxido permite conocer el comportamiento del aceite frente al progreso
de descomposicion autooxidativa, brindando informacion de los perdxidos
presentes, debido a las reacciones de oxidacidon, permitiendo asi predicir el
tratamiento y los antioxidantes naturales que deben agregarse al aceite para
obtener un producto estabilizado y con un buen tiempo de vida media, ademas es
un indice del buen estado del aceite, que permite determinar si puede ser
procesado o no. Valores por encima de 8 meqO,/Kg de aceite, son considerados
de baja calidad, afectando el sabor del aceite y valores por encima de 15
megO,/Kg de aceite determinan que el aceite no debe ser procesado para otros
usos [135,136]. Este valor por si solo, brinda un criterio del estado del producto, ya
que si el valor disminuye, es debido a la transformacion de estos productos en
productos finales que generaran la rancidez oxidativa y si es muy alto, quiere decir
que la grasa o aceite se encuentran en su estado inicial de oxidacion. En las
medidas del valor peroxido de los aceites, decimos que hay diferencias
estadisticamente significativas, ya que los intervalos estimados no se translapan,

y el aceite de sacha inchi es el que posee mayor valor en promedio, con un valor
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de 7.54 + 0.03 megO,/Kg de aceite, seguido del aceite de ajonjoli con un valor de
7.22 £ 0.03 meqO,/Kg, considerdndose que son aceites de buena calidad por
estar por debajo de 8 meqO./Kg de aceite, esto se debe a que la presencia de
insaturaciones en sus AGPI aceleraron el proceso de autooxidacion lipidica,
favoreciendo la formacion de hidroperéxidos en su estado inicial de oxidacion [27,
86]. Mientras que el aceite de linaza presenté un valor de 3.38 £ 0.01 megO,/Kg
de aceite, lo que muestra que el aceite se encuentra en un buen estado
fitosanitario e indicando que la formacion de hidroperoxidos en su etapa inicial es
mas lenta con respecto a los aceites de sacha inchi y ajonjoli. La literatura muestra
valores de 3.4 £ 0.01 para sacha inchi [137], 3.1 £ 0.2 para linaza [60] y 1.5 £ 0.05
meqO,/Kg de aceite para ajonjoli [128]; todos dentro del rango permitido, un poco
diferentes a los encontrados en los aceites analizados, ya que éste valor depende
de la cantidad de muestra usada y no es especifico para un producto u otro, ya
que depende en gran medida de las condiciones de los procesos

almacenamiento.

5.4 Medicion de la estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de una grasa, es decir su resistencia a la autooxidacion,
es una cualidad apreciada que supone la capacidad para mantener su calidad
organoléptica durante el almacenamiento, y depende de su composicion en acidos
grasos insaturados y de la presencia de componentes menores de propiedades
antioxidantes [23].

5.4.1 Determinacién de Dienos Conjugados (DC)

El contenido de dienos conjugados se usa para medir los productos primarios de
peroxidaciéon lipidica, formados durante las primeras etapas del proceso de
oxidacion, junto con los hidroperéxidos [107]. Debido a que en la molécula inicial
del aceite poliinsaturado no conjugado, ocurre un reordenamiento de los dobles

enlaces, adquiriendo la forma isomérica conjugada del &acido graso poliinsaturado
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que absorbe a una longitud de onda de 234 nm [108]. Este fen6meno se conoce
como desplazamiento batocrémico y se debe a una transicion electrénica en la
capa de valencia (1T a TM*) que requiere menor energia que para compuestos no

conjugados, lo que lleva al incremento de la longitud de onda (A) [138].

En la etapa primaria de la peroxidacion lipidica la formacion de dienos e
hidroperoxidos es minima, en la cual la constante de reaccion es baja; sin
embargo, al finalizar estd etapa, la oxidacion se acelera repentinamente y se
acelera el aumento de la produccion de éstos. Ocurre un tiempo de induccién, en
el cual los valores de dienos conjugados se mantienen bajos, finalizando con un
aumento marcado en la pendiente de la curva de produccion [38]. Este tiempo es
un indicador para conocer cuando comienza la rancidez oxidativa de grasas y
aceites, disminuyendo la calidad organoléptica y nutricional y para evaluar el

efecto antioxidante.

La tabla 20, muestra los valores de induccion de la reaccion de produccion de
dienos conjugados y la figura 26 el comportamiento, para los aceites de sacha
inchi, linaza y ajonjoli. El tiempo varié desde cero hasta 18 dias. Hasta el dia doce
la cantidad de dienos conjugados se mantuvo entre 4.0 y 6.0 umol DC/g aceite,
correspondiendo para el aceite de sacha inchi el valor mas bajo y para el de
linaza el mas alto. El dia doce se observo una ligera disminucién que varié desde
3.5 hasta 5.0 pumol DC/g aceite, y partir de éste dia y hasta el dia diez y ocho,
hubo un aumento acelerado, de aproximadamente un 80%, que varié desde 6.8
hasta 9.5 umol DC/g aceite, mas bajo para el aceite de sacha inchi y mas alto para
el aceite de ajonjoli; esto es un indicador de autooxidacion e incrementa debido al
atrapamiento de oxigeno durante la primera etapa de oxidacion lipidica,
permitiendo la formacion de perdxidos [107]. Para estos valores, el estadistico de
prueba de las mediciones promedio, en el analisis de varianza es 3.281, con p-

valor de 0.0838, no presenta diferencias significativas (p >0.05) entre los aceites.
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Sin embargo el aceite de sacha inchi mostré durante todo el periodo valores mas
bajos de dienos conjugados que los mostrados en los aceites de linaza y ajonjoli;
ésto esta relacionado con la presencia de menor contenido de acidos grasos

saturados, los cuales conceden mayor estabilidad al almacenamiento [112].

Tabla 20. Dienos conjugados (DC) de los aceites de sacha inchi, linaza y
ajonjoli

umol DC/g aceite

Tiempo (dias) Sacha Inchi Linaza Ajonjoli
0 4,271 5,948 5,871
2 4,137 6,300 5,880
5 4,884 5,919 5,011
7 4,074 5,152 5,361
9 4,594 4,910 4,967
12 3,515 4,492 4,683
15 6,363 8,743 8,506
18 6,778 8,522 9,467
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Figura 26. Gréfico de Dienos Conjugados (umolDC/g muestra) de los aceites

de sacha inchi, linaza y ajonjoli vs Tiempo (dias)

5.4.2 Especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

La técnica analitica TBARs es muy usada para evaluar los niveles de oxidacién
de lipidos en grasas y aceites, mediante la determinacion de un producto
secundario de peroxidacion lipidica, como el malondialdehido. Sin embargo, ésta
muestra ciertas limitaciones, ya que no detecta bajos niveles de oxidacion,
ademas otras sustancias puede reaccionar como sacaridos y otros aldehidos, lo
que puede interferir con la reaccidbn malonaldehido-TBA. De igual forma el
malonaldehido puede reaccionar con las proteinas encontrandose menores
niveles a los que corresponden con la oxidacibn presente. Ademas de

considerarse no especifica [40,139].

La tabla 21 muestra los tiempos de inducciébn de TBARs para las muestras de
aceite de sacha inchi, linaza y ajonjoli. En el estadistico de prueba, con intervalos
HSD al 95% en la determinacion de TBARSs, el analisis de varianza es 9.731, con
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un con p-valor de 0.00308, lo cual indica que se presentan diferencias
significativas (p < 0.05) entre los aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli. La figura
27 presenta los valores medios con intervalos HSD al 95% del parametro,
mostrando diferencias significativas entre el aceite de sacha inchi y los aceites de
linaza y ajonjoli, siendo mayor para el aceite de sacha inchi; de igual manera no
hay diferencias significativas entre el aceite de linaza y ajonjoli, ya que el cero esta
dentro del intervalo. El tiempo de induccion fue de cero a nueve dias, comenzando
con variaciones desde 0.24 hasta 1.585 mg MDA/Kg de aceite, mayores para el
aceite de sacha inchi y menores para el aceite de linaza; al transcurso de los dias
se observé un aumento paulatino para los aceites de linaza y ajonjoli, mientras
que para el aceite de sacha inchi un poco mas rapido; al dia nueve se observo el
maximo para esta determinacion, variando desde 16.004 hasta 1.140 mg MDA/Kg
de aceite, igualmente que al inicio, mucho mayor para el aceite de sacha inchi y
menor para el aceite de linaza, figura 28. Esto indica que en el sacha inchi los
procesos de autooxidacion en la etapa de iniciacion, comienzan a formarse mas
rapido los radicales libres, por la presencia de AGPI, propagandose y formando
mas rapido los productos secundarios de la peréxidacion, suceptibles a la reaccion
con el TBA; pero si la concentracién de radicales libres no es lo suficientemente
grande, el proceso se hace mas lento, como ocurre en los aceites de linaza y
ajonjoli, los grupos metilénicos presentes en los AGPI de estos aceites no son
muy reactivos con los radicales hidroxilo en las primeras etapas de peroxidacion
lipidica, ademas de la mayor presencia de acidos grasos saturados que conllevan
a mayores ratas de inhibicion (valores mas bajos de TBARS).
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Tabla 21. Medida de la capacidad reductora media, TEAC, a diferentes
tiempos de induccién, para los aceites de sacha Inchi, linaza y ajonjoli.

mg MDA / Kg aceite
Tiempo (dias) Sacha Inchi Linaza Ajonjoli
0 1,585 0,243 0,258
2 5,439 0,109 0,260
5 7,437 0,174 0,281
7 8,270 0,312 0,293
9 16,004 1,140 0,395

Linaza-Ajon|oli
1

jonjoli

Sacha_Inchi-A

Sacha_Inchi-Linaza
|

Diferencia en media de los niveles de tratamiento

Figura 27. Intervalos de confianza HSD para los aceites de sacha inchi, linaza

y ajonjoli
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Figura 28. Gréfico de la medida de TBARS (mg MDA / Kg aceite) en relacion a
diferentes tiempos de induccidn (dias), para los aceites de sacha inchi,

linaza y ajonjoli

5.4.3 Relacion entre dienos conjugados (DC) y TBARs

Gracias a la medida de estas dos determinaciones, conociendo los tiempos de
induccion de las curvas de produccion de DC y TBARs, fue posible conocer la
establidad de los aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli. Los DC dieron una idea
de la fase de iniciacién del proceso, como productos primarios de peroxidacion
lipidica, mientras que los TBARs, dieron idea de los productos finales de
peroxidacién lipidica generados a partir de la descomposicion de los
hidroperoxidos. Es decir, que la aparicion de estos productos secundarios esta
ligada, en parte, a las ratas de produccion de los primeros, como también esta
muy ligada a la produccion de los hidroperéxidos que se van formando en los
enlaces insaturados de los acidos grasos. El aceite de sacha inchi, presentd una
mejor estabilidad en la primera etapa oxidacién lipidica ya que no es tan afectado
por el oxigeno triplete, responsable de la formacion de los dienos conjugados,
mientras que en los TBARs la formacion de los hidroperdxidos los cuales

reaccionan con los hidrogenos metilénicos, para formar compuestos de menos
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peso molécular, tipo aldehido, aceleraron la descomposicion oxidativa, cambiando
las caracteristicas organolépticas del aceite. Los aceites de linaza y ajonjoli son
mas sensibles al oxigeno triplete, favoreciendo la formacion de DC, mientras que
los TBARSs dieron menores por la presencia de productos, como tocoferol, vitamina
E, etc, que bloguean la formacion de productos secundarios de menor peso

molecular, tipo aldehido, protegiéndose contra la oxidacion.

5.5 Medicién de la actividad antioxidante

La medida de la capacidad antioxidante en productos alimenticios es una
determinacion de cuestionamientos interesantes, porque puede proveer una
variedad de informacion, tal como la resistencia a la oxidacion, contribucion
cuantitativa de sustancias antioxidante o la actividad antioxidante que ellos pueden
presentar dentro del organismo cuando es consumido [140]. Numerosos estudios
han conducido a evaluar la capacidad antioxidante de los productos alimenticios,
sin embargo no hay un método oficial estandarizado y por lo tanto es
recomendado que cada evaluacion se realice con varias condiciones de oxidacion
y diferentes métodos de medida [141]. Para evaluar la capacidad reductora de los
aceites de sacha inchi, linaza y ajonjoli, se usaron las técnicas DPPH y ABTS,
cuyo mecanismo de accion se basa en la transferencia de electrones SET (Single
Electron Transfer) y el método ORAC, el cual mide la capacidad antioxidante
mediante un mecanismo de transferencia de protones HAT (Hydrogen Atom
Transfer), basado en métodos fluorimétricos, implementados en los ultimos afios

debido a su gran sensibilidad y precision [49, 97].

5.5.1 Actividad antioxidante de radicales DPPH®* y ABTS*"

La determinacion de la capacidad antioxidante fue expresada en equivalente
Trolox (TEAC), umol Trolox/100g de aceite. El valor TEAC compara la capacidad
captadora de radicales DPPH® o ABTS® de los aceites, para este caso sacha

inchi, linaza y ajonjoli, con respecto al antioxidante sintético Trolox; un analogo de
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la vitamina E, soluble en agua [142]. De esta manera altos valores de TEAC
representan una actividad antioxidante superior, indicando respectivamente,
mayor capacidad para captar radicales libres mediante transferencia de hidrogeno
[108, 143]. Los resultados obtenidos para la determinacion de la capacidad

antioxidante, se muestran en la tabla 22.

Las actividades captadoras de radicales DPPH® para los tres aceites, varié entre
690.080 y 286.54 umol trolox/100 g de aceite, mayor para el aceite de linaza y
menor para el aceite de ajonjoli, mientras que la actividad captadora ABTS™,
para los tres aceites, varié entre 1699.91 y 750.863 pmol trolox/100 g de aceite,
mayor para el aceite de ajonjoli y menor para el aceite de linaza. Esto muestra que
el aceite con mayor capacidad captadora, determinada por DPPH®, es el aceite
de linaza, mientras que el aceite con mayor capacidad captadora, determinada por
ABTS"", es el aceite de ajonjoli. EI ABTS es una técnica que se lleva a cabo en
medio acuoso (mayor polaridad), comportandose similar a una emulsién, mientras
gue DPPH se realiza en un medio organico. Teniendo en cuenta que cada técnica
tiene diferentes condiciones de reacciéon y solubilidad, y los antioxidantes son
dependientes de diversos factores como la polaridad del medio, la temperatura, el
tipo de sustrato, las condiciones de oxidacion, el estado fisico del sistema y la
presencia de otros compuestos, que pueden ejercer relaciones contrarias o
sinérgicas con las moléculas evaluadas [144,145], es posible inferir que los aceites
contienen diferentes compuestos con potencial antioxidante [143]. Los valores
mayores en la determinacion DPPH® para la linaza, muestran que tiene
antioxidantes hidrofilicos de mayor actividad antioxidante, mientras que en la
determinacion ABTS®" el aceite de ajonjoli presenté mayor valor debido a que en

su composicion hay antioxidantes lipofilicos de mayor actividad antioxidante [141].
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Tabla 22. Capacidad Antioxidante media, TEAC, para los aceites de sacha

inchi, linaza y ajonjoli

Capacidad Antioxidante TEAC media

umol trolox / 100 g de aceite
Tipo de Aceite DPPH® ABTS" ORAC
Sacha Inchi 415,140 831.718 353,388
Linaza 690,080 750,863 452,226
Ajonjoli 286,540 1699,913 255,800

Los resultados muestran que para todos los aceites, los valores ABTS expresados
como TEAC son mayores que en la técnica con DPPH, debido a la baja
selectividad del ABTS', que reacciona con cualquier compuesto aromatico

hidroxilado, independientemente de su potencial antioxidante real [146].

Finalmente, se observa que la mayor actividad captadora del radical DPPH® se
registrd para la linaza seguida de la de sacha inchi, mientras que para el radical
ABTS®", el orden se invierte, mayor para el aceite de ajonjoli, seguido de sacha
inchi y por ultimo el aceite de linaza. Mostrando en las dos técnicas a el aceite de

sacha inchi, con una actividad antioxidante intermedia entre los aceites.

De igual manera que en la técnica DPPH, el aceite de linaza presenta mayor
capacidad antioxidante (452.226 umolTrolox/100 g de aceite) en la determinacién
con ORAC, por tener un mayor aporte de compuestos antioxidantes, como lo es
la vitamina E, los cuales tienen la capacidad de transferir atomos de hidrogeno al
radical peroxil oxidativo, mientras que en el ajonjoli y el sacha inchi, los &tomos de
hidrogeno, provenientes de los compuestos antioxidantes, son transferidos a la

cadena insaturada de los aceites, hidrogenandola y sé6lo una pequefia parte es
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transferida al radical peroxil por lo que su actividad antioxidante es menor, 255.8
pumolTrolox/100 g de aceite para la ajonjoli y 353.388 umolTrolox/100 g de aceite

para el aceite de sacha inchi, actividad intermedia entre los tres aceites.

Sin embargo, la efectividad de un antioxidante depende de una variedad de
factores que incluyen la polaridad, solubilidad y la actividad quelante de metales,
entre otros; por esta razon, es necesario evaluar las posibles sustancias
antioxidantes a través de diferentes metodologias, con el fin de poder descartar

una sustancia como antioxidante de manera definitiva [147].
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6. CONCLUSIONES

v Con las semillas de sacha inchi, linaza y ajonjoli, se obtuvieron buenos
rendimientos de aceite comparados con otros trabajos realizados por el mismo
método, y aunque esta extraccién produce rendimientos mas bajos que los que se
puede obtener por otros métodos, los aceites obtenidos son de mejor calidad sin

ser necesidad de acudir a tratamientos posteriores para su purificacion.

v Los aceites de sacha inchi y linaza, presentaron mayores porcentajes de
AGPI, ricos en aceites esenciales omega-6 para sacha inchi y omega-3 para
linaza, mientras que el aceite de ajonjoli no presenté predominancia de estos
acidos esenciales, importantes en la dieta para el correcto funcionamiento de
algunos procesos en el organismo, responsables de la prevencién de

enfermedades.

v El aceite de sacha inchi fue el que mostr6 mejores indices de calidad, con
respecto a los aceites de linaza y ajonjoli, igualmente dentro de los rangos
establecidos, catalogando al aceite de sacha inchi con propiedades para ser
utilizado en alimentacion, como aceite virgen, e igualmente ser utilizado en

procesos industriales.

v La alta presencia de AGPI en los aceites, los hace susceptibles a la
oxidacion lipidica, pero la presencia de compuestos antioxidantes, acompafiada de
otros factores como polaridad, solubilidad y actividad quelante de metales, ayudan

a la disminucion de una rapida oxidacion.

v El aceite de sacha inchi, presentd una capacidad antioxidante media por los

tres métodos (DPPH, ABTS, ORAC) con respecto a los aceites de linaza y ajonjoli,
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donde el aceite de ajonjoli, presentdé una mejor capacidad antioxidante por el
método ABTS y el aceite de linaza por los métodos de DPPH y ORAC.

v El aceite de sacha inchi presentd mejor estabilidad oxidativa que los aceites
de linaza y ajonjoli, mientras que estos tienen una estabilidad comparable entre

ellos, permitiéndole conservar sus caracteristicas organolépticas.

v No es adecuado utilizar un solo ensayo para establecer el potencial
antioxidante de un compuesto aislado o de una mezcla mas o menos compleja de
compuestos, ya que la mayor parte de los métodos de medida de la actividad
antioxidante solo miden compuestos solubles en agua y algunos de ellos deben
ser adaptados para medir compuestos no solubles en este medio; por lo tanto es
necesario evaluar las posibles sustancias a través de diferentes metodologias y
patrones, con el fin de poder descartar una sustancia de manera definitiva o definir

sus posibles usos.
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7. RECOMENDACIONES

v Los aceites vegetales ricos en Omega-3, estructuralmente son iguales a los
aceites de los pescados azules, que habitan en las profundidades del mar de
Alaska, pero tienen una diferencia importante en la longitud de la cadena, razon
ésta para que el aceite de los pescados azules no pueda ser reemplazado por los
aceites de los vegetales ricos en Omega-3, estos ultimos por ser de cadena corta,
no son capaces de formar los acidos grasos esenciales requeridos por el

organismo de los mamiferos.

Se recomienda realizar investigaciones para elongar y desaturar la cadena de
estos aceites vegetales, igualando su estructura y tamafio de la cadena con el
aceite de los pescados azules y realizar estudios clinicos comparativos sobre la

formacion de acidos grasos esenciales.

v La literatura reporta analisis de capacidad antioxidante de la torta del sacha
inchi, se recomienda hacer un analisis fisicoquimico, cuantitativo y antioxidante de

ésta, para un mejor aprovechamiento del residuo del vegetal oleaginoso.
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