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RESUMEN

En la presente investigacion se trabajé con semillas de 16 accesiones de Plukenetia
Volubilis L. (Sacha Inchi), procedentes de los departamentos de San Martin y
Loreto, de los cuales mediante una extraccion por Soxhlet se obtuvieron aceites, en

los cuales se determind los diferentes compuestos bioactivos presentes en ellos.

El rendimiento de aceite de las 16 accesiones de semillas, presentd resultados que

oscilan entre 37.57 — 33.24%.

En cuanto al contenido de compuestos fenolicos desarrollado por el método Folin —
Ciocalteau, oscilo entre 58.98 - 69.66 mg de acido galico/100g aceite. El contenido
de carotenoides presentd resultados que oscilan entre 0.15 - 0.33 mg B-caroteno/100g

aceite.

En el contenido de fitoesteroles evaluado por cromatografia de gases, con respecto a
los fitoesteroles; campesterol, estigmasterol y B-sitosterol, se obtuvieron resultados
que oscilan entre 19.75 — 24.60 mg campesterol/100 g aceite, 61.45 - 77.25 mg
estigmasterol/100 g aceite y 123.99 - 154.59 mg B-sitosterol/100 g aceite.

El contenido de tocoferoles determinado por HPLC, en el cual se identifico 4 tipos de
tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta tocoferol), se obtuvd un promedio de 212.32

mg tocoferol/100 g aceite respecto a los tocoferoles totales entre los 16 aceites, por
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otro lado se obtuvieron resultados independientes de cada uno de los tocoferoles, los
cuales oscilaron entre 7.69 — 7.92 mg a-tocoferol/100 g aceite , 3.09 - 3.53 mg B-
tocoferol/100 g aceite, 70.29 — 160.13 mg y-tocoferol/100 g aceite y 40.12 — 94.45
mg d-tocoferol/100 g aceite.

El andlisis de acidos grasos reveld que los acidos a-linolenico y acido linoleico
fueron los principales acidos presentes en mayor proporcion en los diferentes aceites
estudiados, con un promedio de 41.26 y 37.55% respectivamente. También se
presentaron acidos como; acido palmitico, acido estedrico, 4acido oleico y acido

vaccénico.

Por otro lado la cuantificacién de la capacidad antioxidante hidrofilica, lipofilica y
total por ABTS, expresado en equivalente de Trolox, presentaron valores entre 0.89 —
23.65 umol TE/100 g aceite de capacidad antioxidante hidrofilica, 747.22 — 1008.18
umol TE/100 g aceite de capacidad antioxidante lipofilica y 751.71 — 1016.79 pumol

TE/100 g aceite de capacidad antioxidante total, entre los 16 aceites estudiados.

Todos los resultados encontrados, respecto al contenido de carotenoides,
fitoesteroles, tocoferoles, acidos grasos y capacidad antioxidante, presentaron
diferencias significativas estadisticamente (Prueba de Tukey), entre los 16 aceites
estudiados, permitido asi determinar que existen diferencias concretas en los

compuestos bioactivos presentes entre las muestras de aceites estudiadas.

Los resultados indican que el aceite de sacha inchi por sus cualidades tendria
importantes aplicaciones en la industria de alimentos e industria farmacéutica por los

compuestos bioactivos que este presenta.

Palabras Claves: Plukenetia Volubilis L. (Sacha Inchi), Compuestos Fenolicos
Totales, Carotenoides, Fitoesteroles, Tocoferoles, Acidos Grasos, Capacidad
Antioxidante Hidrofilica, Capacidad Antioxidante Lipofilica.
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ABSTRACT

In the present investigation was working with seeds of 16 accessions of Plukenetia
Volubilis L. (Sacha Inchi), from the departments of San Martin and Loreto, of which
using a Soxhlet extraction oils were obtained, in which it was determined the

different bioactive compounds present in them.

The performance of oil of the 16 accessions of seeds, presented results ranging

between 37.57 - 33.24 %.

As for to the contents of phenolic compounds developed by the method Folin -
Ciocalteau, ranged between 58.98 - 69.66 mg of gallic acid/ 100 g of oil. The
carotenoid content presented results ranging between 0.15 - 0.33 mg p-carotene/

100g of oil.

In the content of phytosterols evaluated by gas chromatography, with regard to
phytosterols; campesterol, stigmasterol and [-sitosterol, we obtained results that
ranged from 19.75 - 24.60 mg campesterol/ 100 g of oil, 61.45 - 77.25 mg
stigmasterol/ 100 g of oil and 123.99 - 154.59 mg B-sitosterol/ 100 g of oil.

The tocopherols content determined by HPLC, in which identified 4 types of
tocopherols (alpha, beta, gamma and delta tocopherol), was obtained an average of
212.32 mg tocopherol/ 100 g of oil with regard to the tocopherols totals between the
16 oils, on the other hand were obtained results independent of each one of the
tocopherols, which ranged from 7.69 - 7.92 mg a-tocopherol/ 100 g of oil, 3.09 -
3.53 mg B-tocopherol/ 100 g of oil, 70.29 - 160.13 mg y-tocopherol/ 100 g of oil and
40.12 - 94.45 mg 6-tocopherol/ 100 g of oil.

Fatty acid analysis revealed that the acid a-linolenic and linoleic acid were the main
acids present in greater proportion in the different oils studied, with an average of
41.26 and 37.55 % respectively. Also were presented acids as; palmitic acid, stearic

acid, oleic acid and vaccenic acid.
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On the other hand the quantification the hydrophilic antioxidant capacity, lipophilic
and total for ABTS, expressed in equivalent of Trolox, gave values of between 0.89 -
23.65 pumol TE/100 g oil hydrophilic antioxidant capacity, 747.22-1008 .18 pumol
TE/100 g oil lipophilic antioxidant capacity and 751.71-1016 .79 pmol TE/100 g oil

total antioxidant capacity, among the 16 oils studied.

All results, regarding the content of carotenoids, phytosterols, tocopherols, fatty
acids and antioxidant capacity, presented statistically significant differences (Tukey
test) among the 16 oils studied, allowing to determine that there are specific

differences in the compounds bioactive between oils units studied.

The results indicate that sacha inchi oil for his qualities would have important
applications in the food industry and pharmaceutical industry for bioactive

compounds that this presents.

Keywords: Plukenetia Volubilis L. (Sacha Inchi), total phenolic compounds,
carotenoids, phytosterols, tocopherols, fatty acids, antioxidant hydrophilic capacity,

lipophilic antioxidant capacity.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

99 (13

El Plukenetia volubilis L. (sacha inchi), conocido como “Inca peanut”, “mani del
inca”, “mani del monte”, es una planta oleaginosa que pertenece a la familia
Euphorbiaceae que crece en la selva tropical de América en altitudes entre 200 y
1500 m (Guillen et al., 2003). En la Amazonia Peruana representa un cultivo
promisorio de gran importancia, pues ha sido un componente en la dieta de varios
grupos nativos cuyas semillas presentan altos contenidos de aceite, proteinas, acidos
grasos esenciales tipo omega-3, omega-6, omega-9 y vitamina E (tocoferoles y
tocotrienoles), en cantidades significativamente mayores que otras semillas

oleaginosas como el mani, palma, soya, maiz y girasol (Hamaker et al., 1992).

Se ha observado que esta especie presenta una amplia variabilidad tanto en su
morfologia, en su capacidad de produccion por planta y en contenido de aceite; por
lo que actualmente el INIA- “El Porvenir” cuenta con 51 accesiones colectadas en

diferentes departamentos del Pert (Corazon et al., 2009).

Como se sabe los aceites y las grasas constituyen uno de los tres grandes
grupos de alimentos, siendo los otros dos las proteinas y los carbohidratos.
Desde el punto de vista quimico, los aceites vegetales, estan constituidos
principalmente de triglicéridos (95%) y otros componentes minoritarios. Estos
componentes  minoritarios se  encuentran en  proporciones diferentes
dependiendo de las condiciones agrondmicas, climaticas, la especie, la calidad
de los frutos y frutos secos, sistemas de extraccion y condiciones de almacenamiento

(Lawson, 1999)

Los componentes minoritarios de los aceites vegetales estan constituidos por
compuestos como los diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos y compuestos
insaponificables. Dentro de la fraccion insaponificable se encuentran los
carotenos, tocoferoles, tocotrienoles, alcoholes grasos lineales, fitoles, metil

esteroles y esteroles (Lawson, 1999 y Bailey, 1984).

Diferentes estudios han demostrado la presencia de estos compuestos de la fraccion

insaponificable en el aceite de sacha inchi, los cuales tienen caracteristicas y
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funciones importantes; como los tocoferoles, que por su ingesta estan asociados a un
reducido riesgo de enfermedades cardiovasculares, ya que actian como potentes
antioxidantes en concentraciones altas de oxigeno (Murray et al., 2001). Los
carotenoides, compuestos que por su ingesta estan implicados en la prevencion de
enfermedades como el cancer y enfermedades del corazén, ya que son eficaces
antioxidantes en concentraciones bajas de oxigeno (Britton, 1995). Los compuestos
fenolicos, presentes en la mayoria de los alimentos vegetales y tienen papeles
importantes como antioxidantes, antimutagénicos y removedores de radicales libres
(Bravo, 1998) y por otro lado los fitoesteroles, que actiian disminuyendo los niveles
del colesterol total y colesterol LDL (Mufoz et al., 2011). Los compuestos
mencionados tales como los tocoferoles, compuestos fendlicos y carotenoides en
general presentan acciones importantes como antioxidantes naturales, los cuales
contribuyen al refuerzo de las defensas naturales del organismo y previenen
enfermedades que estan asociadas con el estrés oxidativo (Lampe 1999; Prior

2003).

Por otro parte la presencia de acidos grasos en el aceite de sacha inchi, como el
omega-3 y omega- 6 son de gran importancia, ya que estos presentan acciones
importantes como es el caso del omega-3, el cual esta relacionado en la prevencion
de las enfermedades coronarias, asi como también se ha demostrado que estos acidos
presentan efectos hipocolesterolémicos cuando son usados como suplementos

alimenticios (Follegatti-Romero et al., 2009).

Por lo tanto, estas caracteristicas del aceite de sacha inchi hace que este tenga
propiedades ideales para mejorar la dieta alimenticia de las personas. Por otro lado,
el valor del sacha inchi radica no sélo en los aspectos alimenticios, culturales e
histéricos, sino también en su rentabilidad economica debido a que es un cultivo
con un rendimiento econdmico potencial y grandes posibilidades de

industrializacion (Arévalo, 1995).

Dada la importancia del aceite de este cultivo, el presente trabajo tiene como
finalidad contribuir con el conocimiento en la determinacion de los diferentes
compuestos bioactivos presentes en los aceites obtenidos de semillas de 16

accesiones de Sacha Inchi, provenientes de diferentes departamentos del Pert.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

» Determinar los diferentes componentes bioactivos en los aceites extraidos de

semillas de 16 accesiones de Plukenetia Volubilis L. (Sacha Inchi).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Obtener y evaluar el rendimiento de aceite de las semillas de las 16

accesiones de Sacha Inchi a través de una extraccion por Soxhlet.

» Determinar los compuestos fenolicos totales, carotenoides, fitoesteroles,
tocoferoles, acidos grasos en los aceites extraidos de semillas de 16

accesiones de Sacha Inchi.
» Evaluar la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica, que se debe a los
componentes estudiados en los aceites extraidos de semillas de 16 accesiones

de Sacha Inchi.

> Determinar la variabilidad existente entre los aceites extraidos de semillas de

16 accesiones de Sacha Inchi.
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HIPOTESIS

Dado que el aceite de Sacha Inchi presenta una concentracion elevada de acidos
grasos insaturados y antioxidantes (tocoferoles, compuestos fenolicos, carotenoides,
etc.), es de suponer que exista una diferencia de sus componentes bioactivos entre

los aceites extraidos de semillas de 16 accesiones de Sacha Inchi.
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CAPITULO1

MARCO TEORICO

1.1 SACHA INCHI
1.1.1.CLASIFICACION Y NOMBRES COMUNES
Posicion taxonomica de Plukenetia volubilis L.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae
Género: Plukenetia

Especie: Plukenetia volubilis L.

Fuente: National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Nombres comunes:

La especie Plukenetia volubilis L., es conocida con varios nombres, que varia
de acuerdo al idioma o lugar con los siguientes nombres: “mani del monte”,
“mani estrella”, “sacha inchi” o “mani del inca” (Soukup, 1987).
Internacionalmente la revista especializada Cereal Chemistry de los Estados
Unidos (USA), citada por Valles 1993, present6 al “Sacha Inchi” ante la

comunidad cientifica internacional como “Mani del Inca” (Inca peanut).

El Sacha inchi pertenece a la familia Euphorbiaceae, que constituye una
extensa familia de plantas anuales que se caracterizan principalmente por la
presencia de una sustancia lechosa, tipo latex y frutos tricapsulares; por otro
lado presentan flores, de las cuales muchas de ellas son de aspecto similar a

los cactus y se conocen con el nombre genérico de euforbias. Esta familia
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abarca alrededor de 1280 géneros y unas 8.000 especies aproximadamente

observandose una distribucion en todo el orbe. (Bailey, 1949)

1.1.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL SACHA INCHI

El Sacha inchi es un arbusto trepador o rastrero silvestre que se le encuentra
en bordes de bosques secundarios, en canaverales, sobre cercos vivos y como

malezas en platanales y cultivos perennes (Valles, 1995).

Las hojas son alternas, de 9-16 cm. de largo y 6-10 cm. de ancho y de color
verde oscuro, oval-eliptico, aseruladas y pinnitinervias. El dpice es

puntiagudo y la base es plana o semi — arrifionada (Manco, 2006).

Las flores presentan un alto porcentaje de polinizacion cruzada, lo cual indica
que se trata de un especie alogama. Se observan 2 tipos de flores: las
masculinas que son pequefias, blanquecinas y estan dispuestas en racimos y
las femeninas que se encuentran en la base del racimo y ubicadas lateralmente

de una a dos flores (Cachique, 2006).

El fruto se presenta como una céapsula de 3.5 — 4.5 cm. de didmetro con 4
lobulos aristados (tetra lobados) dentro de los cuales se encuentran 4 semillas.
Excepcionalmente, algunos ecotipos presentan capsulas con 5 a 7 16bulos

como se observa en la Figura N°01 (Manco, 2006).

Figura N° 01. Fruto de Sacha Inchi.
Fuente: kizuna Earth
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La semilla es ovalada, de color marrén oscuro, ligeramente abultada en el
centro y aplastadas hacia el borde como se observa en la Figura N°02. Segiin

algunos ecotipos, el diametro fluctaa entre 1.3 — 2.1 cm. (Valles, 1995).

Figura N° 02. Morfotipo de la semilla de Sacha Inchi proveniente
del departamento de San Martin, Cédigo Nacional
PER000394.

1.1.3. CARACTERISTICAS ECOLOGIAS DEL SACHA INCHI

La planta de sacha inchi, crece desde los 100 m.s.n.m. en la Selva Baja y
2000 m.s.n.m. en la Selva alta. Presenta un buen comportamiento a diversas
temperaturas que caracterizan a la Amazonia Peruana (min. 10°C y max.
36°C). Las temperaturas muy altas son desfavorables y ocasionan la caida de
flores y frutos pequefios, principalmente los recién formados. A bajas
intensidades de luz, la planta necesita de mayor numero de dias para
completar su ciclo vegetativo, cuando la sombra es muy intensa la floracion

disminuye y por lo tanto la produccion es menor (Manco, 2006).

La planta requiere de disponibilidad permanente de agua para tener un
crecimiento sostenido, siendo mejor si las lluvias se distribuyen en forma
uniforme durante los 12 meses. Por otro lado el exceso de agua incrementa

los dafos por enfermedades en las plantas (Manco, 2006).

La planta de sacha inchi presenta una amplia adaptacion a diferentes tipos de

suelos, crece en suelos acidos y con alta concentracion de aluminio. Nuestro
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territorio selvatico favorece el crecimiento de esta planta, que por sus
caracteristicas es llamada a ser importante alternativa para suelos acidos en

los que se cultivo coca (Valles, 1995).

1.1.4.ORIGEN Y DISTRIBUCION

El género Plukenetia comprende 17 especies de distribucion pantropical, 12

en América, 03 en Africa, 01 en Madagascar y 01 en Asia (Gillespie, 1993).

Plukenetia Volubilis L., es una planta nativa de la Amazonia peruana que fue
descrita por primera vez, como especie, en el afio 1753 por el naturista
Linneo; de ahi su nombre cientifico (Brack, 1999). En América del Sur su
presencia ha sido registrada en Bolivia y en la Amazonia Peruana (Arévalo,

1995).

En la Amazonia peruana esta planta se encuentra en estado silvestre en
diversos lugares de San Martin, Ucayali, Huanuco, Cusco, Amazonas, Loreto
y Madre de Dios (Manco, 2006). El sacha inchi también fue cultivado en la
costa peruana en la época prehispanica, ya que se encontraron semillas y
representaciones en ceramicas de las culturas Chimu y Mochica (Brack,
1999), asi como también esta planta fue conocida por la antiguas tribus

chancas de la zona de Tarapoto (Garcia, 1992).

En el Peru, en el afio de 2005 a través de la ley N° 28477, el sacha inchi fue
declarado como Patrimonio genético nacional y producto alternativo en la
lucha contra la pobreza (Higuchi, 2004 y Diario Oficial El Peruano). En la
actualidad el INIEA (Instituto Nacional de Investigacion y Extension
Agraria), mantiene la coleccion nacional mas importante de sacha inchi, la
cual estd constituida por 51 accesiones colectadas en diferentes
departamentos de la Amazonia peruana, como se muestra en la Figura N°03

(Corazon et al., 2009).
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Figura N°03. Distribucion de cultivos de Sacha Inchi (puntos que representan
los sitios de recoleccion de accesiones reportado hasta el 2005),
fuente Base de datos del INIEA, Banco de germoplasma de la
SUBIRGED, 2007.

1.1.5.ESTUDIOS DE CARACTERIZACION EN SACHA INCHI

Se han realizado diferentes estudios morfologicos, agronémicos, bioquimicos,
moleculares, de Plukenetia Volubilis L., asi como también investigaciones
aplicadas en la salud con respecto a diversas enfermedades. Entre ellas

tenemos:

El estudio realizado por Pascual y Mejia, 2000, demostraron que las semillas
de sacha inchi presentan un rendimiento de aceite de 51,4%. Este mismo
trabajo determind la presencia de acidos grasos en el aceite crudo de sacha
inchi, destacando el 4cido linolénico (43,75 %), acido linoleico (36,99 %)

y acidos grasos saturados como el acido palmitico (5,61 %).
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Otro estudio realizado en aceite de sacha inchi, demostré un contenido de
acidos grasos poliinsaturados (82,21 %), mono insaturados (9,62 %) y
saturados (7,62%) . Asi mismo, se demostro la actividad hipolipemiante del
aceite de sacha inchi, el cual no produce toxicidad a dosis limite (Gorriti et

al., 2006).

A través de otro estudio se determind que la torta de sacha inchi contiene
compuestos fendlicos como; 3.51mg/kg de cafeico, 42.93 mg/kg de rutina,
53.24 mg/kg de morina y 28.46mg/kg de hesperidina. Mientras que el aceite
de sacha inchi present6 fitoesteroles en promedio 75.49 mg/100g de

estigmasterol y 74.62 mg/100 de - sitosterol (Muiioz et al., 2010).

Por otro lado, estudios realizados en 10 diferentes ecotipos de semillas de
sacha inchi, demostraron que el ecotipo de Lamas present6 un rendimiento de
aceite de 41.7%, el que super6 en 1,2 % al ecotipo de Shanao. Se sabe que
la calidad del aceite estd dada por el alto contenido de &cidos grasos
insaturados, es asi como los ecotipos de Lamas y Shanao mostraron un alto
contenido de estos de 91,33 y 88,81% respectivamente (Benavides et al.,

1994),

Los estudios moleculares, de los perfiles genéticos entre 13 accesiones
estudiadas, mostraron una alta diversidad con un total de 23 genotipos
diferentes. El conocimiento de la distribuciéon de la diversidad genética
de los cultivos, es de vital importancia cuando se pretenden desarrollar
programas  exitosos de mejoramiento y conservacion de una especie.

(Corazon et al., 2009).

Segun estudios aplicados en la salud y respecto al consumo del aceite de
sacha inchi en pacientes con hiperlipoproteinemia, se observd que tras la
administracion de una suspension a dosis de 2g de omega-3, las
concentraciones de las fracciones aterogenas de la sangre disminuian y al

mismo tiempo incrementaban los niveles de HDL (Garmendia et al., 2011).

Otro estudio demostré que el consumo de Plukenetia volubilis L., disminuye

la trigliceridemia postprandial en adultos jovenes, por tanto se resalto la
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importancia del consumo de este cultivo por ser rico en omega-3 (Huaman et

al., 2008).

1.1.6.USOS

Se dice que los Hampicamayoc o médicos oficiales del Inca, usaban esta
almendra sin conocer las propiedades que esta brindaba, la cual combinada
con la maca, otra planta con alto valor nutricional, mantenia muy vigorosos a

los guerreros (Fernandez, 2007).

En la Amazonia Peruana las mujeres nativas usan la mezcla del aceite y la
harina de Sacha inchi, agregando aceite de ungurahui para preparar una
crema que revitaliza y rejuvenece la piel. Asimismo con el aceite frotan

sus cuerpos para calmar dolores musculares y reumaticos (Fernandez, 2007).

Las semillas son usadas para la alimentacion en la preparacion de diversos
platos como el inchicapi, aji de sacha inchi, mantequilla de sacha inchi, inchi

cucho, etc. (Brack, 1999).

Los posibles campos de aplicacion en la salud, se da en caso de
enfermedades coronarias, artritis, diabetes, ADHD y enfermedades

inflamatorias de la piel (Hanssen y Schmitz, 2011).

Por otro lado, el aceite de sacha inchi al presentar un interesante perfil de
acidos grasos, con predominio de acidos grasos insaturados ha sido
introducido con éxito en la dieta de los suplementos en los mercados de

marca (Hanssen, 2008).

Asi, dependiendo de las caracteristicas varietales en cuanto a contenido y
calidad de aceite y proteina, el sacha inchi constituye uno de los recursos
vegetales mas importantes como complemento en la alimentacion humana y
animal, asi como presenta grandes posibilidades de industrializacion y un
rendimiento econdémico potencial para reemplazar en alguna medida el

cultivo de la coca un problema que afecta a nuestro pais (Garcia, 1992).

1.1.7.ACEITE DE SACHA INCHI
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A principios de la década de 1990, el aceite derivado de la tuerca de sacha
inchi, fue investigado mas intensamente (Hamaker et al., 1992). Se encontro
que el aceite contiene contenidos notablemente altos de 4cido linolénico
(49%) y éacido linoleico (36%). Estos resultados fueron confirmados mas
tarde por un nuevo estudio, el cual clasifica al aceite de sacha inchi como un
aceite comestible, con la mayor proporcion de acidos grasos insaturados.

(Guillén et al., 2003).

Las semillas de sacha inchi, comparado con otras semillas oleaginosas como
el mani, el girasol, etc., presenta un mayor rendimiento de aceite y un alto
contenido de acido linolénico, como se observa en la Tabla N°01. El alto
contenido de acido linolénico, podria conducir a la rancidez oxidativa del
aceite, sin embargo algunos estudios han demostrado que el aceite de sacha
inchi posee cierta estabilidad, que puede ser explicada por la presencia de
alfa tocoferol y caroteno (Hamaker et al., 1992).

Tabla N° 01. Perfil de acidos grasos del aceite de Sacha Inchi comparado a
otros aceites de semillas oleaginosas *

Acidos grasos Sacha Inchi  Soya Mani Algodén  Girasol
Aceite total 54 19 45 16 48

Saturado

Ci14:0, Miristico 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ci6:0, Palmitico 4.5 10.5 12.0 18.7 7.5

Cis:0, Estedrico 3.2 3.2 2.2 2.4 53

Insaturado

Ci6:0, Palmitoleico 0.0 0.0 0.3 0.6 0.0
Cis:0, Oleico 9.6 22.3 41.3 18.7 29.3
Cis:2, Linoleico 36.8 54.5 36.8 57.5 57.9
Cis:3, Linolénico 45.2 8.3 0.0 0.5 0.0

C30:1, Gadoleico 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0

* todos los valores mostrados son porcentajes. Los valores para la soya, mani, algodon

y girasol fueron tomados de Bodwell and Hopkins (1985).

Fuente: Hamaker et al., 1992.
Por presentar una alta cantidad de acido linolénico, el aceite de sacha inchi
pertenece al grupo de los 4acidos linolénicos. Los aceites de este grupo
contienen cantidades sustanciales de acido linolénico, entre ellos estan los

aceites de soja, germen de trigo, linaza, cafiamo y perilla (Bernardini, 1981).
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Por tanto, la importancia de este aceite radica en su composicion de acidos
grasos, ya que presentan una cantidad minima de acidos grasos saturados,
aquellos que afectan a la salud y por presentar altos contenidos de acidos
grasos insaturados como el 4cido linoleico y a-linolénico, que son esenciales
y de suma importancia para el cumplimiento de ciertas funciones fisiologicas

en el cuerpo humano (Mejia, 1997).

1.2 ACEITES VEGETALES
1.2.1 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LOS ACEITES

Los aceites y grasas, son sustancias de origen vegetal o animal, que consisten
en mezclas predominantes de esteres de la glicerina con los acidos grasos, es
decir triglicéridos. En general el término “grasa” se usa para referirnos a los
materiales solidos 0 mas bien so6lidos a la temperatura ambiente; mientras que
el término “aceite” se refiere a los que son liquidos en las mismas condiciones

(Bailey, 1984).

Los factores mas importantes que hacen que una sustancia formada por
triglicéridos sea solida o liquida, son el tamafio de las cadenas de los acidos
grasos y la relacion entre la cantidad de acidos grasos saturados e insaturados

(Lawson, 1999).

Desde el punto de vista estructural, un triglicérido puede formarse por la
condensacion de una molécula de glicerol con tres moléculas de 4acidos
grasos, para dar tres moléculas de agua y una de un triglicérido como se

observa en la Figura N°04 (Bailey, 1984).
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Figura N°04. Formacion de un triglicérido
Fuente: Bailey, 1984

Si solamente se unen dos acidos grasos a una molécula especifica de glicerol,
tenemos un diglicérido y si se une solo un é4cido graso, la molécula es un
monoglicérido. Los monoglicéridos y diglicéridos se forman también en el
tracto intestinal como resultado de la digestion normal de los triglicéridos

(Lawson, 1999).

El componente mayoritario de todas las grasas y aceites son los triglicéridos,
representando mas del 95% del peso de la mayoria de las grasas alimentarias
en la forma en la cual son consumidas. Por otro lado, aquellos 4cidos grasos
que no estan unidos a un glicerol o a alguna molécula en el aceite o grasa son
denominados “adcidos grasos libres”, los que estdn presentes en cantidades
relativamente altas en la mayoria de los aceites no refinados (0.5-1.5%),
mientras que los aceites y las grasas refinadas que estan listos para uso

alimenticio, presentan niveles inferiores al 0.05% (Lawson, 1999).

1.2.1.1 ACIDOS GRASOS

Los 4cidos grasos son principalmente cadenas rectas alifaticas saturadas o
insaturadas con un numero par de atomos de carbono y un grupo
carboxilo. Generalmente los acidos grasos tienen de 4-22 atomos de
carbono (Lawson, 1999). Estos acidos grasos se presentan en los aceites
naturales como esteres, pero también se les encuentra sin esterificar como
acidos grasos libres, los cuales sirven como modalidad plasmatica de

transporte. Las cadenas que presentan los acidos grasos pueden ser
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saturadas (sin dobles ligaduras) o no saturadas (con una o mas dobles

ligaduras) (Murray et al., 2001).

La nomenclatura sistematica usada para los acidos grasos, se basa en poner
el nombre del hidrocarburo con el mismo numero de atomos de carbono,
sustituyéndola al final por la terminacion —oico, asi los acidos grasos
saturados terminan en —anoico y los acidos grasos no saturados terminan

en —enoico (Murray et al., 2001).

1.2.1.2 ACIDOS GRASOS SATURADOS

Los acidos grasos saturados tedricamente se pueden considerar como

provenientes del acido acético (CH3-COOH), que seria el primer miembro
de la serie en la cual se adicionan progresivamente —CHz- entre los grupos

—COOH y el CHs-terminal (Murray et al., 2001).

En la ilustracion de un acido graso saturado como se observa en la Figura
N°05, podemos observar como todos los &tomos de carbono tienen uniones
con los otros atomos, incluidos los atomos de carbono de la molécula. El
“R” es el resto de la molécula, si se tratara de una molécula de 18 atomos
de carbono, 15 atomos de carbono estarian incluidos en “R” (Lawson,

1999).

O

R OH

Figura N° 05. Estructura de un acido saturado
Fuente: Lawson, 1999

Los principales acidos grasos saturados se muestran en la Tabla N°02,
donde se observa los nombres comunes, nimero de 4&tomos de carbonos y

formula quimica de estos (Lawson, 1999).
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Tabla N° 02. Acidos Saturados

Nombre Nombre de Ne° de Formula
Comin Ginebra atomos de
Carbono

Acético Etanoico 2 CH3;COOH
Butirico Butanoico 4 C;H,COOH
Caproico Hexanoico 6 CsH;;COOH
Caprilico Octanoico 8 C;7HsCOOH
Caprico Decanoico 10 CoH9COOH
Laurico Dodecanoico 12 C11H2:COOH
Miristico Tetradecanoico 14 C13H2,COOH
Palmitico Hexadecanoico 16 Cy5H3;COOH
Estearico Octadecanoico 18 C17H35COOH
Araquidico Eicosanoico 20 Ci9H30COOH
Behénico Docosanoico 22 C21H43COOH

Fuente: Lawson, 1999.
1.2.1.3 ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Denominamos acidos grasos insaturados, a aquellos acidos grasos que en
sus cadenas estructurales presentan un doble enlace entre dos atomos de
carbono, como se observa en la Figura N°06. Este doble enlace se traduce
como una unidn que es mas reactiva entre estos dos atomos de carbono, lo
que en consecuencia manifiesta la capacidad de fijar hidrogeno (u otro
elemento) en este doble enlace. De esta manera, un 4cido graso insaturado
puede reaccion con hidrogeno para romper el enlace y formar un acido

saturado (Lawson, 1999).

1
R

Figura N° 06. Estructura de un acido insaturado
Fuente: Lawson, 1999

En la tabla N°03, observamos lo principales 4cidos insaturados.
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Tabla N° 03: Acidos Insaturados

Nombre Nombre de Numero N° de Formula
Comin Ginebra de dobles atomos de
enlaces Carbono
Miristoleico Tetradecenoico 1 14 C13H2sCOOH
Palmitoleico  Hexadecenoico 1 16 C15H2COOH
Oleico Octadecenoico 1 18 C17H33COOH
Linoleico Octadecadienoico 2 18 Ci7H3;COOH
Linolenico Octadecatrienoico 3 18 C17H2oCOOH
Araquidonico Eicosatetraenoico 4 20 Ci9H3:COOH
Erucico Docosenoico 1 22 C,1H4,COOH

Fuente: Lawson, 1999.

Estos acidos grasos insaturados se pueden subdividir segin el grado de

instauracion en: (Murray et al., 2001)

1. Acidos monoinsaturados (monoetenoide, monoenoico), que contienen
una doble ligadura.

2. Acidos poliinsaturados (polietenoide, polienoico), que contienen dos o
mas dobles ligaduras.

3. Eicosanoides: Estos compuestos derivados de los &cidos grasos
eicosapolienoicos (20-C), comprenden a los prostanoides y los
leucotrienos (LT). Los prostanoides incluyen a las prostaglandinas

(PG), prostaciclinas (PGI) y tromboxanos (TX).

En los acidos grasos insaturados existe un tipo de isomeria geométrica,
dependiendo de la orientaciéon de los 4&tomos o grupos funcionales que se
encuentran alrededor del eje de las dobles ligaduras. En su forma natural,
presentan mayoritariamente isomeria CiS (95%), en donde todas las
funciones metabolicas y estructurales de los acidos grasos se encuentran
asociadas a ella, sin embargo termodinamicamente la isomeria trans

genera estructuras mas estables (Nakamura y Nara, 2004).

Otro sistema de nomenclatura para los acidos grasos insaturados es la
clasificacion <<omega>> o <<n menos>>. Este término <<omega>>, es
usado con frecuencia por bioquimicos para designar lugares de reactividad
o especificad enzimatica, es decir se refiere a la posicion del doble enlace

del 4cido graso mas cercana al grupo metilo terminal de la molécula. Asi
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pues el acido oleico, que tiene su doble enlace en el carbono numero 9 a
partir del metilo terminal se considera un acido omega-9 (o un n-9). De
modo similar, el 4cido linoleico, comin en los aceites vegetales es un
acido graso omega-6 y el acido alfa linolénico que se encuentra en ciertos

vegetales, es también un acido omega-3 (Lawson, 1999).

1.2.1.4 ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Los acidos grasos esenciales se pueden dividir en dos familias: la familia
omega-6 (6 n-6) y la familia omega-3 (6 n-3). La familia omega-6 deriva
del 4cido linoleico (18:2 n-6) y se encuentra en el aceite de girasol, maiz,
trigo, uva y cacahuate, mientras que la familia omega-3, con tres dobles
enlaces, deriva del 4cido a-linolénico (18:3 n-3), que es un acido graso que
se encuentra mayormente en el aceite de colza y soja, con tres dobles
enlaces. Tanto el acido linoleico como el acido a-linolénico son acidos
grasos esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por el organismo y

por lo tanto deben ser aportados en la dieta (Sanders, 2000).
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Los diferentes nimeros y posiciones de los dobles enlaces de la cadena, le
confieren a los 4cidos grasos esenciales diferentes propiedades fisiologicas
derivadas de su metabolismo. El 4cido linoleico se metaboliza a 4cido
araquidonico (AA) (20:4 n-6) y el acido a-linolénico da lugar al EPA (20:5
n-3) y al DHA (22:6 n-3), mediante la accion de elongasas y desaturasas

como se observa en la Figura N°07 (Nakamura y Nara, 2003)

Omega-6 Omega-3
———
Acido linoleico Acido ae-linolénico
(C18:2) (C18:3)
Acido y-linolénico C18:4
(C18-3)
Acido di-Homo v-linolénice C20:4
(C18:3)
Acido araquidénico EPA
(C20-4) (C20:5)

/ Lipoxigenasa

Ciclooxigenasa

/ DHA (C22:6)
Prostaglandinas

PGE3, PGI3, TXAS \L
Leucotrienos Leucotrienos
l LTE4,LTC4.LTE4 _‘ l LTB5, LTC5, LTES j

Mayor Actividad Menor Actividad

Figura N° 07. Esquema de la Biosintesis de los dcidos grasos poliinsaturados.
Prostaglandinas (PG), Leucotrienos (LT), Tromboxanos (TX).
Fuente: Martin, 2006

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Las prostaglandinas y tromboxanos son hormonas locales que son
sintetizadas con rapidez en el momento en que se necesitan y que actuan
cerca de los sitios de su sintesis. Las principales actividades fisiologicas de
las prostaglandinas son actuar como reguladores de la accion de la
adenililo ciclasa, por ejemplo en el control de la agregacion plaquetaria y
en la inhibicidon del efecto de la hormona antidiurética en el rifidon. Por otro
lado los leucotrienos producen contraccion muscular y tienen propiedades
quimiotacticas, por tanto tiene una intervencion importante en las

reacciones alérgicas y en la inflamacion (Murray et al., 2001).

Por otro lado, el acido docosahexaenoico (DHA. Omega 3,2:6), que se
sintetiza a partir del 4cido alfa linolénico o se obtiene de manera directa de
aceites de pescado, existe en concentraciones elevadas en la retina, la
corteza cerebral, los testiculos y el esperma, por lo tanto el DHA es
requerido durante el desarrollo cerebral y es suministrado a través de la
placenta y la leche. Muchos recién nacidos prematuros tienen una baja
actividad de A4 saturada, lo cual reduce su capacidad para sintetizar DHA

a partir de precursores de acidos grasos n-3 (Murray et al., 2001).

Dentro de las funciones generales de los acidos grasos esenciales,

especialmente del Omega-3, destacan las siguientes (Connor, 2000):

e Previenen las enfermedades cardiovasculares.

e Mejoran la deficiencia de 4cidos grasos esenciales en la
infancia, lo cual tiene beneficio sobre el desarrollo visual y
cerebral.

e Previenen las enfermedades autoinmunes como el Lupus y la
neuropatia.
e Previenen el desarrollo de la enfermedad de Crohn.

e Previenen el desarrollo del cancer de mama, colon y prostata.

e Previenen el desarrollo de artritis reumatoide.
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1.2.2 OTROS COMPONENTES IMPORTANTES EN LOS ACEITES

Esteroles: Son compuestos caracteristicos de todas las grasas y aceites
naturales y que en la mayoria de los casos constituyen la mayor porcion de la
materia insaponificable, estos son quimicamente inertes y no toman ninguna
propiedad en los aceites. Son importantes porque constituyen la materia prima
para la sintesis de hormonas sexuales y para la preparacion artificial de la
vitamina D. El esterol caracteristico de las grasas animales es el colesterol,
mientras que los esteroles de los aceites vegetales constan de una mezcla de
diferentes miembros que se conocen colectivamente con el nombre de

fitoesteroles (Bailey, 1984).

1.2.2.1 COMPONENTES QUE AFECTAN LA APARIENCIA DEL ACEITE

El caracteristico color amarillo rojizo de la mayor parte de las grasas y
aceites, se debe a la presencia de diversos pigmentos (carotenoides). La
hidrogenacién de un aceite disminuye la insaturacion de sus pigmentos
carotenoides, lo suficiente como para conseguir una significativa
reduccion del color. Estos pigmentos son termolabiles en cierto grado y
sus propiedades cromodgenas pueden reducirse también por oxidacion

(Bailey, 1984).

1.2.2.2 COMPONENTES QUE EJERCEN ACCION SOBRE LA
ESTABILIDAD DE LOS ACEITES
Se ha comprobado reiteradamente que los aceites naturales por contener
cantidades minimas de sustancias capaces de inhibir poderosamente la
oxidacion, son mucho mas resistentes a la alteracion oxidativa, que los

triglicéridos puros (Bailey, 1984).

Tocoferoles: Son un importante tipo de antioxidantes de distribucion casi
universal idénticos a la vitamina E, dentro de estos encontramos 4

diferentes tipos alfa, beta, gamma y delta tocoferol (Bailey, 1984).
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1.2.3 REACCIONES QUIMICAS EN LOS ACEITES

El conocimiento de los cambios quimicos que pueden sufrir los aceites es
necesario, para comprender como se puede hacer frente a los problemas que
se puedan presentar durante el almacenamiento, transporte o uso de los
aceites. Las reacciones quimicas tienen importancia en dos lugares, (1) los
puntos de instauracion de las cadenas de los 4cidos grasos y (2) en el punto

donde estan unidos a la molécula de glicerol (la union éster) (Lawson, 1999).

1.2.3.1 HIDROLISIS

La hidrolisis es la reaccion del agua con una sustancia, como las grasas.
Esto se traduce en la separacion de algunos de los acidos grasos a partir del
aceite, dando lugar a acidos grasos libres. La hidrolisis es una reaccion que
tiene lugar en la union entre los acidos grasos y la porcion de glicerol, la
cual es acelerada por las altas temperaturas y presiones excesivas de

cantidades de agua (Lawson, 1999).

1.2.3.2 HIDROGENACION

Es una de las reacciones quimicas mas importantes de los aceites, este tipo
de reaccion se da en los puntos de insaturacion o dobles enlaces. El
hidrogeno se afiade directamente a los puntos de insaturacién de los acidos
grasos no saturados (Lawson, 1999), para formar los correspondientes

acidos saturados o al menos reducir su grado de instauracion (Bailey, 1984).

1.2.3.3 POLIMERACION

La polimeracion es la reaccion de una grasa con ella misma, en la cual se
combinan moléculas relativamente pequefias de aceite y grasas para formar
moléculas mas grades. La polimerizacion puede tener lugar en los puntos de
insaturacion de las cadenas de los 4cidos grasos (o en la uniéon del acido

graso y la molécula de glicerol) (Lawson, 1999).

1.2.3.4 ESTERIFICACION
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En su forma simple, la esterificacion puede ser considerada la reaccion
inversa ala hidrolisis. Es la combinacion o recombinacion de acidos grasos
libres con  glicerol para formar triglicéridos, los monoglicéridos y
diglicéridos pueden ser también producidos por esterificacion (Lawson,

1999).

1.2.3.5 INTERESTERIFICACION

Esta reaccion puede ser explicada como un intercambio de radicales de
acidos grasos de una grasa a otra. Se lleva a cabo para desarrollar moléculas

de grasas nuevas que tienen propiedades especificas (Lawson, 1999).

1.2.3.6 OXIDACION

Esta reaccion tiene lugar en los dobles enlaces o puntos de saturacion. Es la
reaccion de un aceite o grasa con el oxigeno del aire, esta reaccion es
indeseable ya que afectara negativamente el sabor del aceite, asi como del

alimento en el cual se use este aceite (Lawson, 1999).

A la oxidacion inducida por el aire a temperatura ambiente se le denomina
autooxidacion, generalmente este es un proceso lento en el cual se necesita
un tiempo considerable para producir una cantidad suficiente de peréxidos
(los principales productos iniciadores de la autooxidacion) como se observa
en la Figura N°08, para desarrollar olores y sabores desagradables. Los
productos que tienen una proporcion mas elevada de dacidos grasos
insaturados son mas propensos a la oxidacion, que aquellos que contienen
cantidades mas bajas. La velocidad de oxidacion crece con un incremento
en la temperatura, con la exposicion al oxigeno del aire, en presencia de luz,
y contacto con materiales que son considerados como pro-oxidantes

(Lawson, 1999).
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Figura N° 08. Reaccion de oxidacion de un aceite
Fuente: Lawson, 1999

Los aceites y grasas naturales de origen vegetal contienen cantidades
pequenas de sustancias capaces de inhibir la oxidacion en cierto grado como

el alfa tocoferol, el cual es un antioxidante natural importante.
1.2.3.6.1Caracteristicas Generales de la Oxidacion de Aceites

El desarrollo de la oxidacion tienen dos fases distintas, durante la fase
inicial, la oxidacion se efectia a un ritmo lento y uniforme y una vez
alcanzado un grado de oxidacion critica, la oxidacion entra en la segunda
fase, la que es caracterizada por un ritmo rapidamente acelerado, muchas
veces mas que el observado en la fase inicial. El punto en el que la grasa
comienza a tener olor a rancio coincide con el comienzo de la primera
parte de la segunda fase. El periodo inicial de la oxidacion, relativamente

lento, se llama periodo de induccion (Bailey, 1984).

En un estudio avanzado de los cambios oxidativos, la teoria de los
radicales libres de la oxidacién incluye una serie de reacciones en tres
etapas, las cuales son una version simplificada de los cambios que tienen

lugar:

1. Iniciacion: las moléculas de la grasa forman radicales grasos libres en
presencia de iniciadores como la luz ultravioleta, calor y metales

pesados como el cobre.
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Iniciadores
Molécula de grasa Radical graso libre
2. Propagacion:
oL
R+A ——» R =0
* A (Oxigeno, O5) Radical perdxido libre

R~ %6 *+ RrR-H — » rRoH * R
Hidroperdxido

La descomposicion de los hidroperoxidos da lugar a la formaciéon de

una amplia variedad de aldehidos, cetonas ¢ hidrocarburos. Estos

compuestos son responsables de los sabores y olores a rancio.

3. Terminacion de la cadena de reacciones de oxidacion: esta etapa tiene
lugar si los radicales libres son desactivados o destruidos. Los
antioxidantes de aceites y grasas como los tocoferoles pueden
reaccionar con los radicales iniciadores y propagadores para dar

productos inocuos (Lawson, 1999).

La cantidad de oxigeno que debe ser absorbido para producir ranciedad
varia considerablemente con la composicion del aceite, ya sea por la
presencia o ausencia de antioxidantes y las condiciones bajo las cuales se

lleva a cabo la oxidacion (Bailey, 1984).

1.2.4 ESTABILIDAD OXIDATIVA DE ACEITES

La calidad del aceite y la estabilidad oxidativa, son factores importantes que
influyen en la aceptabilidad y el valor de mercado de los aceites comestibles,
por lo tanto la determinacion de estos dos factores es importante para el
control de calidad en aceites y grasas de la industria (Tan et al., 2002 y

Smouse, 1995).
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Para determinar la estabilidad de los aceites en el laboratorio, es necesario
recurrir a algian método para acelerar su ritmo normal de oxidacion, por tanto
el método mas empleado fue denominado cominmente como el ensayo de
aireacion, método de oxigeno activo (AMO) o ensayo Swift de estabilidad,
que implica una continua aireacion de la muestra de aceite a 97.8°C,
determindndose por valoracion periodica el tiempo requerido para conseguir
un indice de peroxido especificado. Otra metodologia usada es la de la estufa
del ensayo Schael. Encontramos otros métodos, los cuales son métodos
acelerados, en los que la absorcion de oxigeno por la muestra se mide
fisicamente y la estabilidad se determina de acuerdo con el stubito incremento

que se produce al final del periodo de induccion (Bailey, 1984).

Hoy en dia, a menudo se basan en varias pruebas de estabilidad acelerada
para evaluar rapidamente la estabilidad de los aceites y grasas. Puesto que la
oxidacién es la mayor causa de degradacion del aceite (Bailey, 1984), la
mayor parte de las pruebas aceleradas estan disefiadas para acelerar el proceso
de oxidacion exponiendo a las muestras a temperaturas elevadas en presencia

de cantidades en exceso de aire u oxigeno (Cross, 1970).

1.2.5 TECNICAS DE EXTRACCION DE ACEITE

Existen diferentes técnicas en la extraccion de aceite de semillas oleaginosas,
que a lo largo de la historia se han modificado, dependiendo del uso final del

producto.

1.2.5.1 EXTRACCION CON DISOLVENTES

La extraccion con disolventes es el método mas eficaz en la obtencion de
aceite y el que mejores ventajas ofrece, sobre todo en semillas con bajos
contenidos de aceite, este se realiza por procedimientos como percolacion e

inmersion (Bernardini, 1981).

La extraccion con disolventes, es una técnica que consiste en poner en

contacto el material vegetal con un disolvente capaz de solubilizar los

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

principios activos, los cuales pasan de la materia vegetal al disolvente de
manera que se obtiene un extracto liquido, que puede ser concentrado

eliminando el disolvente hasta obtener solo el compuesto estudiado

(Kukliski, 1998).

Para este tipo de extraccion se toma en cuenta diversos factores:

(Bernardini, 1981).

e Caracteristicas de la materia vegetal: se observa el estado de la
materia vegetal el secado, grado de division adecuado, para facilitar

el méximo contacto entre los principios activos y el disolvente.

e Naturaleza del disolvente: [os solventes mas utilizados son el

hexano, éter de petroleo, tricloroetileno y el sulfuro de carbono.
Caracteristicas que debe reunir un buen disolvente:

No producir perjuicios a las personas

No ser corrosivos

>

>

> Poseer selectividad
» Fécil de recuperar sin dejar malos olores residuales
>

Facil adquisicion y de bajo costo (Bernardini, 1981).

e Temperatura del disolvente: El aumento de la temperatura del
solvente favorece a la extraccion del aceite, pero a su vez puede
favorecer la degradacion de los principios activos, por lo que es

necesario controlarla.

e Cantidad de disolvente: Manteniendo constante el tiempo y la
temperatura de la extraccion, la cantidad de solvente tiene una gran
influencia en la extraccion, la cual debe tener una relacién (peso-

volumen) entre el material vegetal y el disolvente.

e Tiempo de extraccion: Depende de las caracteristicas de la materia
vegetal (dureza, grado de division, etc.), y de la naturaleza de los

principios activos (volatiles, hidrolizables, oxidables).
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1.2.7.1.1. Tipos de Extraccion con Disolventes (Kukliski, 1998)

A. Extraccion Discontinua o Simultinea: Esta extraccion consiste en
sumergir el material vegetal en el disolvente, por lo cual al tener un
contacto completo la droga con el disolvente la difusion de los
principios activos se producira en todas las direcciones hasta alcanzar el
equilibrio. Este tipo de extraccion presenta diferentes procedimientos:

(Kukliski, 1998).

e Maceracion
e Digestion
e Infusion

e Decoccion o Cocimiento

B. Extraccion Continua o Progresiva: En este tipo de extraccion el
disolvente utilizado se va renovando y actia en una sola direccion. Los
métodos que usan este tipo de extraccidbn consisten en poner en
contacto la droga con el disolvente adecuado y mantener un
desequilibrio entre la concentracion del principio activo en el material
vegetal con el disolvente, para que se produzca la difusion celular.
Mediante estos procedimientos se puede llegar a la extraccion
practicamente completa de los principios activos del material vegetal.
(Kukliski, 1998).

Se utilizan varios métodos de extraccion continua como la percolacion
y soxhlet, este tltimo que es el mas usado en la extraccion de aceites
vegetales.

Soxhlet: Es un sistema de extraccion solido-liquido en el que la
extraccion se realiza en una aparato como se muestra en la Figura N°09,
que consta de un matraz de fondo plano (A), un cuerpo extractor (B) y
un refrigerante (C). En el cuerpo extractor se coloca el disolvente
organico y la droga, generalmente envuelta en un material poroso que
permita el contacto con el disolvente. En el matraz de fondo plano se
coloca el disolvente organico, se lleva a ebullicion y los vapores del

disolvente ascienden por el tubo lateral (D) y llegan al refrigerante
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donde condensan y caen sobre la droga situada en el cuerpo extractor
cuando el cuerpo extractor se llena de liquido extractivo, este se vacia
por el sifon lateral interno (E) y desemboca en el matraz inferior (A)
(Kukliski, 1998). El disolvente orgéanico se va reciclando durante el
proceso mientras que los principios activos se van concentrando en el

matraz inferior.

Figura N° 09. Equipo Soxhlet
Fuente: Realizacion propia

1.2.5.2 EXTRACCION CON GASES EN CONDICIONES
SUPERCRITICAS
Este tipo de extraccion se trabaja con dispositivos especiales, donde es
posible controlar la presion y la temperatura, los cuales son superiores a las
presiones y temperaturas criticas. Los gases mas utilizados son el dioxido
de carbono y el butano. La extraccion con gases suele ser muy selectiva asi
como también, es sencillo eliminar el gas extractor, pero resulta ser muy
cara y dificil encontrar las condiciones dptimas de presion y de temperatura

(Kukliski, 1998).

El principio de este tipo de extraccion se basa en que el fluido es llevado a

un estado supercritico especifico, para extraer un soluto determinado,
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el material a extraer es expuesto al fluido bajo condiciones de tiempo,
temperatura y presion controladas, lo que permite la disolucion de los
solutos de interés en el fluido supercritico. El soluto disuelto es separado
posteriormente del fluido supercritico mediante la disminucion de la

presion de la solucion (Nielsen, 1998).

1.2.5.3 EXTRACCION POR PRENSADO

El principio de la extraccion por prensado se basa en que cada
particula del material vegetal retiene el aceite en su interior, el objetivo
del prensado es lograr que este aceite salga del sistema hacia el
exterior. El aceite en la estructura celular se encuentra dentro de
pequefios organelos (esferosomas), rodeados por una fina membrana y al
aplicar una fuerza externa durante el prensado produce una serie de
alteraciones (deformaciones), tanto a nivel microscopico como
macroscopico, por tanto se comprime cada particula y se reacomodan en
conjunto, asi las membranas que limitan a cada esferosoma son
destruidas, permitiendo al aceite salir de la particula y luego a través

del sistema macroscopico hacia el exterior (Mattea, 1999).

El rendimiento de aceite en la extraccion por prensado de tornillo
depende de varios factores, entre ellos el acondicionamiento del material
que consiste en una serie de operaciones como la limpieza, molienda,
calentamiento, secado o humedecimiento hasta alcanzar el contenido de
humedad optimo (Singh et al., 2002). La aplicacion de un tratamiento
térmico antes o durante el prensado generalmente mejora la extraccion del
aceite ya que influye sobre la viscosidad del fluido y la resistencia

mecanica de las particulas (Ward, 1976).

1.3 ESPECIES OXIDANTES, ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES
1.3.1 ESPECIES OXIDANTES: RADICALES LIBRES (RL)

El oxigeno es requerido para la generacion de todos las especies reactivas

(Tabla N°04), es decir las especies reactivas de oxigeno (ROS), especies
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reactivas de nitrogeno (RNS) y especies reactivas de cloro (RCS) (Fang et al.,
2002).

Tabla N° 04. Nomenclatura de Especies reactivas u oxidantes.

RADICALES LIBRES NO RADICALES
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Superoxido, Oy Peroxido de hidrogeno H,O»

Hidroxilo, OH Acido hipobromoso, HOBr

Hidroperoxilo, HO; Acido hipocloroso, HOCI
Ozono O3

Peroxilo, RO, Singlete de oxigeno (O)

Alcoxilo, RO Peroxidos organicos, ROOH

Carbonato, CO; Peroxinitrito, ONOO"

Dio6xido de carbono, CO;  Acido peroxinitroso, ONOOH
ESPECIES REACTIVAS DE CLORO (RCS)

Cloro atéomico, Cl Acido hipocloroso, HOCI
Cloruro de Nitrilo (nitronio), NO,Cl
Cloraminas
Gas de cloro (Cl,)

ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO (RNS)

Oxido nitrico, NO El acido nitroso, HNO,

Diéxido de nitrogeno, NO, Cation de nitrosilo, NO *
Aniones nitroxilo, NO
Tetroxido de dinitrogeno, N>Os
Tridxido de dinitrogeno, N2O 3
Peroxinitrito, ONOO
Acido peroxinitroso, ONOOH
Cation Nitronio (nitrilo) , NO>"
Peroxinitritos alquilo, ROONO
cloruro de Nitrilo (nitronio), NO»CI

e Fuente: Halliwell y Whiteman (2004)

Son considerados radicales libres, aquellas moléculas que en su estructura
atomica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo,
dandole una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad, que lo
hace altamente reactivo y de vida efimera, con una enorme capacidad para
combinarse inespecificamente con las diferentes moléculas integrantes de la
estructura celular, como los carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos

y los derivados de cada uno de ellos (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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El origen de los RL se puede dar por fuentes enddgenas y exdgenas.
Encontramos cuatro fuentes enddgenas para la explicacion de la produccion

de RL por las células:

a. Como una consecuencia normal de la respiracion aerdbica, la
mitocondria consume O2, reduciéndolo a través de pasos secuenciales
para producir H20, donde inevitablemente los RL son productos en este

Pproceso.

b. Las cé¢lulas fagociticas que destruyen células infectadas de bacterias o
virus con un oxidante como 6xido nitrico. Las infecciones cronicas por

virus, bacterias o parasitos producen una actividad fagocitica crénica.

c. Peroxisomas, los cuales son organelos responsables para la degradacion
de 4cidos grasos y otras moléculas, estos producen H2O2 como un sub-

producto, el cual es entonces degradado por la catalasa.

d. En los animales las enzimas del Citocromo P450, constituyen uno de los
sistemas de defensa primario contra los componentes quimicos naturales
de las plantas, las cuales son la mayor fuente de toxinas de la dieta. La
induccién de estas enzimas previenen efectos toxicos de los quimicos
pero también en este proceso resultan sub productos oxidantes que dafian

el DNA (Ames et al, 1993).

Por otro lado encontramos tres fuentes exogenas las cuales pueden
incrementar significativamente la carga de los radicales libres producidos por

fuentes endogenas:

i. Los o0xidos de nitrogeno del smoke de los cigarrillos son los que causan
oxidacion de macromoléculas y disminuye los niveles de antioxidantes.

ii. Las sales de hierro, promueven la generaciéon de radicales oxidables de
peroxidos. El hombre cuando absorbe cantidades de hierro mas de lo
normal en su dieta debido a defectos genéticos, esto produce un

incremento de riesgos para el cancer y enfermedades del corazon.
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iii.Las dietas normales contienen comidas con vegetales con grandes
cantidades de compuestos fenolicos naturales, como el 4cido cafeico y
clorogénico, los cuales pueden generar oxidantes por el ciclo de redox

(Ames et al, 1993).

1.3.2 ESTRES OXIDATIVO

Nuestro organismo tiene sus propios mecanismos de defensa para hacer frente
a la accion de las especies oxidantes, por tanto en determinadas situaciones
las defensas antioxidantes pueden verse desbordadas por la excesiva
generacion de ROS, por lo cual este desequilibrio entre especies oxidantes
y antioxidantes se conoce como estrés oxidativo (Lee et al., 2004). Halliwell
y Whiteman, 2004 lo definen como un serio desbalance entre la produccion

de especies oxidantes y los sistemas de defensas antioxidantes.

Segun Halliwell y Whiteman (2004), el estrés oxidativo puede ser el resultado

de:

1. Disminuciéon de los niveles de antioxidantes , que se daria por
mutaciones que afectan la actividad de los enzimas antioxidantes o

por toxinas que causan deplecion de las defensas antioxidantes

2. Incremento en la produccién de especies reactivas a causa de la
exposicion de células a elevados niveles de Oz u otras toxinas que en si

mismas son especies reactivas (ej. NO2).

El estrés oxidativo estd asociado a numerosas enfermedades y al proceso
normal de envejecimiento (Lee et al., 2004). Es asi como muchos estudios
clinicos han demostrado que muchas de las enfermedades degenerativas estan

asociadas con los radicales libres, como se observa en la tabla N° 05.
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Tabla N° 05. Condiciones clinicas que implican especies reactivas y radicales libres.

TEJIDO/ORGANO  PATOLOGIA
Tracto gastrointestinal Hepatitis, lesiones hepaticas

Ojos Cataratas, dafio en la retina

Piel Dermatitis, pigmentos de envejecimiento
Corazén Ataque al corazén

Articulaciones Artritis

Pulmoén Asma, hiperoxia

Cerebro Trauma Cerebral, derrame Cerebral
Fallo multiorganico Céncer

Vasos Sanguineos Aterosclerosis, vaso espasmos

Dientes Periodontitis

Fuente: Lee et al. (2004) Basado en Cohen et al., 2000 y Packer y Weber, 2001.

Por otro lado también se ha reportado funciones benignas de los radicales
libres, que incluyen la activacion de factores de transcripcion nuclear,
expresion de genes y mecanismos de defensa para células tumorales e
infecciones microbianas (Simon et al., 2000), como por ejemplo el anion
superoxido que puede servir como un regulador del crecimiento de células
(Halliwell, 1997), el oxigeno singlete que puede atacar a varios patdgenos e

inducir una respuesta inflamatoria fisioldgica (Stief, 2003).

Es importante tener en cuenta que la dieta juega un papel importante en la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo,
fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos de origen
vegetal. Entre ellos, las vitaminas hidrosolubles y liposolubles, carotenoides y
los compuestos fenolicos, los cuales tienen actividad antioxidante asi como

potenciales efectos beneficiosos (Lampe 1999, Prior 2003).

1.3.3 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes en
concentraciones bajas en comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o

inhibe significativamente la oxidacion de dicho sustrato (Halliwell y
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Gutteridge, 1999). Como sustrato oxidable podemos considerar las moléculas
orgdnicas € inorganicas que se encuentren en las células vivas, como

proteinas, lipidos, carbohidratos y las moléculas de ADN (Thomas, 1994).

La oxidacion es un reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante, en el cual se producen los RL que en si
podriamos decir que estos son formados como un producto normal del
metabolismo aerobio, pero su produccion puede ser elevada en condiciones
fisiopatologicas, las cuales comienzan una serie de reacciones y dafian las
células. Por tanto los antioxidantes terminan estas reacciones, quitando
intermediarios del radical libre e inhibiendo otras reacciones de oxidacion en

las cuales se oxidan ellos mismos (Sies, 1997).

Para contrarrestar los efectos nocivos de los radicales libres, nuestro
organismo posee sus propios mecanismos de defensa antioxidante, integrados

por sistemas enzimaticos y no enzimaticos (Tabla N°06) (Sies, 1997).
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Tabla N° 06. Principales sistemas de defensa antioxidante del organismo.

SISTEMA FUNCION

Enzimas

Superdxido dismutasa Eliminacién de radical superdxido
Catalasa Eliminacion de hidroperdxidos (ej. H202)

Glutation peroxidasa (GPx)
Glutation reductasa (GRed)
Glutation-s- transferasa GST)
Metionina sulf6xido reductasa
Peroxidasa

Eliminacién de hidroperdxidos

Reduccion de glutation oxidado

Eliminacién de perdxidos lipidicos

Reparacion de residuos oxidados de metionina

Descomposicion de perdxido de hidrogeno y perdxidos lipidicos

Antioxidantes del plasma/suero

Acido trico

Albumina

Bilirrubina

Glutation reducido (GSH)

Ubiquinol (coenzima Q)

Captador de oxigeno singlete y radicales libres

Actividad peroxidasa en presencia de GSH

Captador de radicales peroxilo

Sustrato para la accion de los enzimas GPx y GST y captador de
radicales libres.

Captador de radicales libres

Antioxidantes de la dieta
Acido ascorbico

Reaccion con superoxido, oxigeno singlete y radical peroxilo.
Regeneracion de tocoferoles.

Tocoferoles Proteccion de membrana lipidicas, bloqueo de la cadena de
reacciones de peroxidacion.
Carotenoides Desactivacion del oxigeno singlete. Bloqueo de la cadena de

Compuestos fenolicos

reacciones de peroxidacion
Captacion de radicales libres y actividad quelante de metales.

Basado en Beckman y Ames (1998), Fang et al. (2002) y Lee et al. (2004).

1.3.3.1 ANTIOXIDANTES

VEGETALES

NUTRACEUTICOS - ANTIOXIDANTES

Los nutracéuticos o alimentos funcionales son alimentos que pueden

proporcionar efectos beneficiosos para la salud mas alld de los nutrientes

tradicionales que contenga. Los nutracéuticos son conocidos también como

alimentos medicinales, suplementos nutricionales y suplementos dietéticos,

los cuales pueden agruparse de diferente manera dependiendo de la fuente del

alimento, de su estructura quimica y del modo de accion (Wildman, 2001).

Uno de los tipos de estos alimentos funcionales son los nutracéuticos

antioxidantes, los cuales actiian reduciendo el nivel de las especies reactivas
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es decir los radicales libres que son producto del estrés oxidativo el cual causa
dafio celular. Estos podrian ser enzimas antioxidantes, quelantes de metales o

reguladores de oxigeno singlete (Lee et al., 2004).

Entre los nutracéuticos antioxidantes que se han encontrado en los diferentes
alimentos, los cuales brindan una gran actividad antioxidante encontramos a
los tocoferoles, los cuales son tipicos e importantes antioxidantes en los
humanos, el acido ascorbico que aparte de su accion como antioxidante puede
ser relacionado con la prevencion de muchas enfermedades como el cancer,
enfermedades del corazon, etc. , los carotenoides los cuales son antioxidantes
potenciales que han sido reportados en la prevencion de enfermedades
iniciadas por radicales libres y los polifenoles que poseen accion antioxidante
ante los radicales libres, asi como son considerados antimutagenicos (Lee et

al., 2004).

1.3.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de los alimentos que consumimos, puede ser
evaluada in vitro e in vivo. Los métodos para medir la capacidad antioxidante
estan basados en medir la capacidad del radical u oxidante, en lugar de la

capacidad antioxidante preventiva de una muestra (Huang et al., 2005).

Las reacciones quimicas implicadas en los principales ensayos de capacidad

antioxidante se pueden dividir en dos categorias: (Huang et al., 2005).

e Transferencia de d&tomos de hidrogeno (HAT): Estas controlan la cinética
de reacciones competitivas, a través de la cuantificacion derivada de las
curvas cinéticas. Estos estdn generalmente compuestos de un generador
sintético de radicales libres, una molécula oxidable y un antioxidante.

o Transferencia de electrones individuales (ET): Estas implican una
reaccion redox con el oxidante (como prueba para monitorizar la

reaccion), como un indicador del punto final de la reaccion.
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1.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los polifenoles de las plantas, son esenciales para la fisiologia de las plantas ya
que contribuyen a la morfologia de la planta, en el crecimiento, Ia
reproduccion, la resistencia a patdgenos (actuando como fitoalexinas o por el
incremento de la astringencia en los alimentos). El reciente interés de los
compuestos fendlicos en los alimentos, ha aumentado debido a sus papeles
como antioxidantes, antimutagenicos y renovadores de los radicales libres y su
implicacion en la prevencion de patologias como el cancer y las enfermedades

cardiovasculares (Bravo, 1998).

Los polifenoles son compuestos que tienen una o mas grupos hidroxilos unidos
directamente a un anillo aromatico como se observa en la Figura N°10, por
tanto el fenol es la estructura sobre la cual se basa todo el grupo, por otro lado
los compuestos fenolicos se encuentran generalmente en las plantas en forma

de ésteres o glucodsidos (Vermerris y Nicholson, 2008).

O OH
-

™

Ho™ ™ oH

OH

Acido galico

Figura N° 10. Estructura quimica de un compuesto fendlico
Fuente: Vermerris y Nicholson, 2008

Las estructuras fendlicas, son metabolitos que pueden proceder de la ruta del

acido shikimico o de la ruta del acetato (Kukliski, 1998).

1. Proceden de la ruta del acido shikimico: fenoles sencillos, acidos

fenolicos, cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianos y taninos.
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2. Proceden de la ruta de los acetatos o ruta del acido mevalonico, los

siguientes derivados fenolicos: antraquinonas y heterosidos antracenicos.

1.4.1 CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Estos compuestos han sido clasificados en grupos, basados en el nimero de

carbonos en la molécula como se muestra en la Tabla N° 07.

Tabla N° 07. Clasificacion de los Compuestos Fenoélicos

ESTRUCTURA CLASE

Cé Fenoles simples

C6-C1 Acidos fendlicos y componentes relacionados
C6-C2 Acetofenonas y acidos fenilaceticos
C6-C3 Acido cinamico, aldehido cinamilicos, cinamilo alcoholes
C6-C3 Cumarinas, isocumarinas y cromonas
C15 Chalconas, auronas, dihidrochalconas
C15 Flavanoles

C15 Flavonas

C15 Flavanonas

C15 Flavanonoles

C15 Antocianidinas

C15 Antocianinas

C30 Biflavonoles

C6-C1-C6, C6-C2-C6  Benzofenonas, Xantonas, estilbenos
Ceo, C10, C14 Quinonas

C18 Betacianinas

Lignanos, neolignanos dimeros u oligomeros

Lignina Polimeros

Taninos oligomeros o polimeros

Flobafenos polimeros

Fuente: Harbone y Simmonds, 1964.

Fenoles Simples: Son fenoles substituidos, incluyen hidroquinonas y

derivados por ejemplo, arbutina, sesamol y floroglucinol. (Bravo, 1998).

Acidos Fenoélicos y Aldehidos: Presentan una estructura C6-C1, asi dentro
de los acidos fenodlicos tenemos al acido galico, acido vanillico, acido

salicilico, etc. y dentro de los aldehidos a la vainillina (Harborne, 1989)

Flavonoides: Los flavonoides representan los grupos mas comunes dentro de
los compuestos fendlicos. Su estructura comun es el de difenilpropano (C6-

C3-C6) (Bravo, 1998). Entre los flavonoides tenemos:
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e Chalconas, tales como el butein, la floridzina que es una dihidrochalcona
que es un compuesto encontrado en las hojas de manzana, y que se ha
informado que tienen actividad anti-tumoral (Vermerris y Nicholson,
2008; Nelson y Falk, 1993).

e Flavonas como la apigenina, luteolina, diosmetina.

e Flavonoles como la quercetina, miricetina, kaempferol y sus glucosidos
que son los compuestos mas comunes (Herrmann, 1988).

e Flavanones como la naringenina, hesperidina (Bravo, 1998).

e Las antocianinas, son el grupo mas importante de los pigmentos de las
plantas. El término antocianina se refiere a los glucosidos de
antocianidina por ejemplo, pelargonidina, malvidina, cianidina (Mazza,
1995).

Taninos: Los taninos son un grupo de compuestos con una amplia diversidad

en sus estructuras, tienen la capacidad de unirse a proteinas y precipitarlas.

Como parte de la medicina natural japonés y chino, los taninos han sido

utilizados como compuestos anti-inflamatorios y antisépticos. (Vermerris y

Nicholson, 2008).

1.4.2 LOS POLIFENOLES PRESENTES EN LOS ALIMENTOS

Los polifenoles estdn casi omnipresentes en los alimentos vegetales
(verduras, cereales, legumbres, frutas, frutos secos, etc.) y bebidas (Vino,

sidra, cerveza, té, cacao, etc.) (Bravo, 1998).

Los polifenoles son parcialmente responsables de las cualidades sensoriales y
nutricionales de los alimentos de origen vegetal. La astringencia y la
amargura de alimentos y bebidas dependen del contenido de los compuestos

fendlicos (Martinez-Velarde et al., 2000).

1.4.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS POLIFENOLES

El comportamiento antioxidante de los compuestos fenolicos parece estar

relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y
captar radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover

reacciones de oxidacion "in vitro" (Decker, 1997).
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La eficiencia de los polifenoles como compuestos antioxidantes en gran
medida depende de su estructura quimica, es asi que el fenol por si mismo es
inactivo como un antioxidante, pero estructuras como orto y para difendlicos
presentan capacidad antioxidante, la cual aumenta con la sustitucion de
atomos de hidrogeno por grupos etilo o n-butilo (Shahidi y Wanasundara,
1992). Los flavonoides se encuentran entre los mas potentes antioxidantes de
las plantas debido a que poseen una o mas elementos estructurales que
intervienen en la actividad antiradical (Bors et al., 1990 Citado por Martinez-

Velarde et al., 2000).

1.5 CAROTENOIDES

Los carotenoides no son solo otro grupo de pigmentos naturales, son sustancias
con propiedades especiales las cuales ningun otro tipo de sustancias las poseen.
Los carotenoides son componentes esenciales en la fotosintesis oxigénica de
diferentes organismos, por lo tanto sin los carotenoides la fotosintesis y toda la
vida en un atmosfera de oxigeno seria imposible. Los carotenoides han sido
implicados recientemente en la prevencion o la proteccion de serios desordenes
en la salud humana como el cancer y enfermedades del corazon (Britton,

1995).

La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno simétrico y
lineal de 40 carbonos, formado a partir de ocho unidades isoprenoides de 5
carbonos unidas de manera que el orden se invierte al centro. Este
esqueleto basico puede modificarse de varias maneras como por ejemplo
por hidrogenacion, dehidrogenacion, ciclacion, etc., dando como resultado
una gran diversidad de estructuras. Se han aislado y caracterizado mas

de 600 carotenoides (Rodriguez-Amaya, 1999).

Los carotenoides son sustancias hidrofobicas, lipofilicas y se disuelven en
solventes como la acetona, alcohol, éter etilico, tetrahidrofurano 'y
cloroformo. Los carotenos son facilmente solubles en éter de petroleo y
hexano mientras que las xantofilas se disuelven mejor en metanol y etanol

(Rodriguez-Amaya, 1999).
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Hay dos clases primarias de carotenoides: los carotenos y las xantofilas. Los
carotenos son carotenoides hidrocarbonados y las xantofilas contienen un
oxigeno en forma de hidroxilo, metoxilo, carboxilo, ceto o grupos epoxi (Lee

et al., 2004) como se observa en la Figura N°11.

Zeaxantina (C49Hz502)

Figura N° 11. Estructura de los carotenoides. Licopeno y B- caroteno
son carotenosy luteinay zeaxantina son xantofilas.
Fuente: Lee et al., 2004

Los carotenoides en general, son mas estables en sistemas con elevado grado
de insaturacion, ya que el propio sistema acepta mas facilmente oxigeno y
radicales libres antes que el carotenoide, contrario a lo que ocurre en sistemas

con lipidos saturados donde carotenoides presentan una mayor inestabilidad.
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En consecuencia estos compuestos pueden actuar como pro oxidantes o
antioxidantes dependiendo del sistema donde se encuentren (Begona et al.,

2001).

1.5.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS CAROTENOIDES

Las actividades biologicas de los carotenoides pueden ser divididas en tres
diferentes categorias: funciones, acciones y asociaciones como se observa a

continuacion en la Tabla N°08.

Tabla N° 08. Actividades biologicas de los carotenoides en el hombre*
Funciones e Actividad provitaminica A.

Acciones e Antioxidantes.
e Prooxidantes
e Inmunopotenciadores.
e Inhibicion de mutagénesis y
transformacion.
o Inhibicion de lesiones pre malignas.
e Proteccion frente a fotosensibilizacion

Asociaciones (asociacion o (ataratas.
inversa frente a riesgo e Degeneracion macular.
de): e Diversos tipos de canceres.

e Enfermedad cardiovascular.
*Adaptado de Bendich y Olson (1989).

Las funciones pueden ser definidas como roles esenciales que los

carotenoides desempefian, por lo menos en ciertas condiciones definidas.

Las acciones, estas pueden ser consideradas fisioldgicamente o
farmacoldgicamente respuestas de la administracion de carotenoides, sin

embargo la respuesta que puede ser beneficiosa o adversa.

Finalmente las asociaciones, las cuales definen correlaciones entre los

carotenoides y algunos eventos fisioldgicos o médicos, que pueden o no
mostrar una relacion causal (Bendich y Olson, 1989).

La dieta proporciona la vitamina A, en forma de vitamina A preformada

(retinol, retinal, 4cido retinoico, etc.) a partir de alimentos de origen

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

animal como por ejemplo higado, leche, pescado y carnes vy los
carotenoides que se pueden transformar bioldgicamente a vitamina A
(provitamina A), por otro lado la provitamina A tiene la ventaja de
convertirse a vitamina A sélo cuando el cuerpo lo requiere; evitando asi

la toxicidad poruna sobredosis de vitamina A (Rodriguez-Amaya, 1999).

1.5.2 CAROTENOIDES COMO ANTIOXIDANTES

Para actuar como un eficaz antioxidante, una molécula tal como el
carotenoide debe poder remover los radicales libres presentes en el sistema,
ya sea reaccionando con ellos para producir productos inofensivos o
interrumpiendo la cadena de reacciones de estos radicales libres. Se ha
demostrado que los carotenoides son eficaces antioxidantes en solucion
organica bajo condiciones definidas, especialmente en concentraciones

relativamente bajas de oxigeno (Britton, 1995).

La provitamina A mas importante es el [-caroteno  tanto en términos
de  bioactividlad como de amplia ocurrencia, el cual en altas
concentraciones de oxigeno puede actuar como un prooxidante mas que un
antioxidante. La actividad antioxidante del B-caroteno se incrementa en bajas
concentraciones de oxigeno, por lo tanto no solo la concentracion del oxigeno
sino también la concentracion de los carotenoides juegan un papel importante
en la determinaciéon de propiedades antioxidantes o prooxidantes de los

carotenoides (Lee et al., 2004).

1.6 TOCOFEROLES

La vitamina E es un término que abarca un grupo de antioxidantes potentes,
solubles en lipidos, que rompen la cadena de los RL. La estructura molecular
de los tocoferoles consiste en un anillo cromanol y una cola de 15 carbonos
derivados de homogentisato (HGA) y difosfato de fitilo, la condensaciéon de
HGA Yy difosfato de fitilo es catalizada por fitilo transferasa HGA (HPT). Los
tocotrienoles difieren estructuralmente de los tocoferoles por la presencia de 3

dobles enlaces trans en la cola hidrocarbonada (Sen et al., 2006).
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Por otro lado los estudios estructurales han revelado que las moléculas que
tienen actividad antioxidante de la vitamina E incluyen cuatro tocoferoles (a.,3,
vy 9) los cuales se muestran en la Figura N°12 y cuatro tocotrienoles (o.,p3, v y

0) (Brigelius-Flohe y traber, 1999).

CHx
HO
CHs CHg CHg CH4
H,C o) CHs
CH
? o—tocoferol
CH5
HO
CHs CH4 CHs4 CHs
O CHs
CH
3 p—tocoferol
HO
CH CH CH
CH3 3 3 3
H4C o) CH,
CHs y—tocoferol
HO
CH CH CH
CH3 3 3 3
0 CH5
CH,
d—tocoferol

Figura N° 12. Formas naturales de vitamina E. Tocoferoles
Fuente: Brigelius-Flohe y traber, 1999

Del grupo de los tocoferoles que componen la Vitamina E, el a-tocoferol tiene
la mayor actividad bioldgica y debido a las potentes propiedades antioxidantes

de los tocoferoles, el impacto del a-tocoferol en la prevencion de las
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enfermedades cronicas que se cree que estan asociados con el estrés oxidativo,
han sido estudiadas y efectos beneficiosos han sido demostrados. Recientes
estudios demuestran que el a-tocoferol a través de la proteina de transferencia
de a-tocoferol es metabolizada en el higado para su incorporacion en el plasma,
se ha observado que el a-tocoferol da sefiales de funciones en las células

vasculares del musculo liso (Brigelius-Flohe y traber, 1999).

En los seres humanos, la deficiencia severa de vitamina E conduce a
anormalidades  neuromusculares caracterizados por una ataxia  espino-
cerebelosa y miopatias (Burck et al., 1981 y Krendel et al., 1987), por ejemplo
la neuropatia periférica probablemente ocurre debido al dafio de los radicales
libres a los nervios y una degeneracion retrograda de las neuronas sensoriales.
Del mismo modo, se produce la anemia por deficiencia de la vitamina E, en
gran medida en los bebés prematuros, como resultado del dafio de los radicales
libres ya que disminuye el lapso de vida de los eritrocitos y aumenta la
susceptibilidad a la hemolisis inducida por peroxidos (Farrell et al., 1977 y
Simon et al., 1998)

1.6.1 METABOLISMO DE LOS TOCOFEROLES

La vitamina E que es administrada a través de la dieta y a través de
suplementos vitaminicos son absorbidos y liberados en el higado, pero de los
diferentes antioxidantes con actividad de vitamina E, solo el a-tocoferol es
reconocido por la proteina de transferencia de a-tocoferol (a-TTP) y es
transferida al plasma, mientras que las otras formas de vitamina E (por
ejemplo, y-tocoferol o tocotrienoles) son removidos de la circulaciéon. La a-
TTP hepatica es requerida para mantener las concentraciones plasmaticas y
tisulares de a-tocoferol. El higados es el principal regulador de los niveles de
vitamina E en el cuerpo, que no sélo controla las concentraciones de a-
tocoferol, también parece ser el sitio principal del metabolismo y excrecion
de la vitamina E. Esta vitamina se metabolizan de manera similar a los
xenobidticos; estos son inicialmente oxidados por el citocromo P450, se
someten a varias rondas de B-oxidacion, después se conjugan y se excretan

(Traber, 2007).
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1.6.2 FUNCIONES ANTIOXIDANTES DE LOS TOCOFEROLES

Los tocoferoles actian como antioxidantes, interrumpiendo reacciones de
cadena con radicales libres, como resultado de su capacidad para transferir un
hidrogeno fendlico a un radical peroxilo libre de un 4cido graso
poliinsaturado peroxidado. El radical fenoxi libre formado puede reaccionar
con la vitamina C para generar un tocoferol o reaccionar luego con otro
radical peroxilo libre. Por tanto, el alfa-tocoferol no se acopla con facilidad a
oxidaciones reversibles, el anillo cromanol y la cadena lateral se oxidan hasta
la formacion de un producto no libre, este producto de oxidacion se conjuga
con acido glucordnico por medio del grupo 2-oxihidrilo y se excreta en la
bilis. La accion antioxidante del tocoferol es eficaz en concentraciones altas

de oxigeno (Murray et al., 2001)

En contraste con el a-tocoferol, el y-tocoferol es un nucledfilo potente que
atrapa mutagenos electrofilicos en compartimentos, un mutidgeno
electrofilico propenso a reaccionar con y-tocoferol es el peroxinitrito, por lo
tanto el y-tocoferol puede proteger a los lipidos, ADN y proteinas de dafios

que dependen del peroxinitrito (Brigelius-Flohe y traber, 1999).

La actividad antioxidante de la vitamina E a persuadiéo a muchos grupos para
estudiar su capacidad para prevenir enfermedades cronicas, especialmente
aquellas en las que se sabe que tienen un componente del estrés oxidativo, tal
como enfermedades cardiovascular, aterosclerosis y cancer (Brigelius-Flohe y

traber, 1999 y Stampfer et al., 1993).

1.7 FITOESTEROLES

Los fitoesteroles se encuentran en todos los alimentos vegetales, en especial
en los aceites (Munoz et al., 2011). Estos producen un amplio espectro de
actividades bioldgicas en animales y seres humanos, particularmente son

considerados eficaces agentes reductores del colesterol (Ling y Jones, 1995).

Los esteroles son compuestos que se encuentran distribuidos en los reinos
animal y vegetal, formando parte de la estructura de las membranas celulares y

como precursores de hormonas, d4cidos biliares y vitamina D. Los
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fitoesteroles, son esteroles vegetales (compuestos de 28 o 29 atomos de
carbono) de estructura similar al colesterol (27 carbonos), los que presentan
un nucleo central que es el ciclo pentano perhidrofenantreno y una cadena
lateral hidrocarbonada con 9 6 10 carbonos y algunos que presentan doble
enlace como el estigmasterol (Mufioz et al., 2011 ; Valenzuela, 2004). Estos
fitoesteroles no son sintetizados por el organismo (Ros, 2006). Los
fitoesteroles que se encuentran en mayor proporcion en fuentes de origen
vegetal como se muestran en la Figura N°13, el B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol, constituyendo el 95-98% de los fitoesteroles identificados

(Valenzuela, 2004).

Campesterol

Figura N°13. Estructura de los fitoesteroles mas comunes

Fuente: Lagarda et al., 2006
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Los esteroles de las plantas se absorben poco en el intestino, menos del 5%,
la posible explicacion a esta baja absorcion es que la ACAT (AcilCoA-
colesterol-acil- transferasa), presenta una baja afinidad por los esteroles

vegetales lo cual hace que estos resulten poco esterificados (Palou, 2010).

1.7.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FITOESTEROLES

La ingesta de colesterol puede variar, por una parte tenemos el colesterol
proveniente de los alimentos y el colesterol intestinal que proviene de dos
fuentes enddgenas, la bilis y la descamacion del epitelio intestinal (Ros,
2006a). La absorcion del colesterol en el intestino tiene un promedio del 50%,
el resto se elimina por las heces. A pesar que sus estructuras son casi
idénticas, el colesterol y los fitoesteroles se metabolizan de modo distinto

(Ros, 2003).

El colesterol proveniente de la dieta y la bilis conforman micelas que estan
constituidas por agregados de sales biliares y fosfolipidos en el lumen
intestinal. Esta forma de micela permite la difusion del colesterol a través de
la delgada capa acuosa que cubre la superficie del enterocito

(fundamental para su difusion) por el cual es captado (Mufioz et al., 2011).

De acuerdo al tamafio de las cadenas laterales que presentan los
fitoesteroles y por ser mas lipofilicos que el colesterol, estos actian por tres

mecanismos:

1. En cantidades de gramos, en la luz intestinal los esteroles y estanoles
procedentes de la dieta, desplazan por competencia al colesterol de la
micela mixta, por lo tanto al tomar contacto la micela con el enterocito, los
fitoesteroles ocuparian el lugar del colesterol. El colesterol no emulsionado
(desplazado de la micela) no podra ser absorbido y sera eliminado con las
heces (Plat y Mensink, 2005).

2. El colesterol libre que llega al interior del enterocito, normalmente
esterificado por ACAT-2, es incorporado junto con los triglicéridos y
la apolipoproteina B48 a los quilomicrones nacientes . En este proceso

de acoplamiento, interviene la proteina microsémica transportadora de
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triglicéridos, fundamental en el ensamblaje de los quilomicrones en el
intestino y de las lipoproteinas de muy baja densidad VLDL en el
higado. Los fitoesteroles, inhibirian la acciéon de la enzima ACAT
(AcilCoA-colesterol-acil- transferasa) e impedirdan la esterificacion del
colesterol y su incorporacion a los quilomicrones (Lima et al., 2005 y
Muiioz et al., 2011).

3. El colesterol no esterificado en la célula intestinal, es nuevamente

excretado al lumen intestinal a través de un transportador.

La reduccion de la absorcion del colesterol mediante los mecanismos
mencionados hace que llegue menos colesterol al higado, lo que tiene dos
efectos compensatorios; primero el aumento de la sintesis e incremento de
la expresion de los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
segundo que se da un el efecto neto que es la reduccion de las cifras de
colesterol total y reduccion de las concentraciones de LDL en el suero

(Mufioz et al., 2011)

1.7.2 OTRAS ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LOS
FITOESTEROLES
Se han reportado evidencias de la accion de los fitoesteroles, como la
inhibicion del crecimiento asi como la apoptosis de células tumorales. En
general, la ingesta de 2 g/dia de fitoesteroles tiene efectos beneficiosos:
inhibicion de 1la absorcion de colesterol, disminucion de las
concentraciones  de  colesterol total y colesterol  LDL, -efectos

antiinflamatorios, antitumorales y efectos bactericidas (Muiioz et al., 2011).

Actualmente se puede asumir que el consumo de niveles moderados de
fitoesteroles, ofrecen ventajas como agentes reductores del colesterol para uso
en seres humanos. Por lo cual encontramos diferentes tipos de productos
alimenticios funcionales, tales como grasas para untar, yogures y leches los
cuales pueden contener fitoesteroles libres o esteres de acidos grasos
fitoestereril, los cuales son afiadidos en niveles altos en estos productos que
estan disponibles en el mercado, especialmente en varios de los paises de

Europa (Lagarda et al., 20006).
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CAPITULO I1

MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio de la unidad
de Biotecnologia Industrial del Instituto de Biotecnologia (IBT), de Ia

Universidad Nacional Agraria La Molina — Ciudad de Lima.
2.2 MATERIALES
2.2.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado fue proporcionado por el INIA (Instituto
Nacional de Innovacion Agraria). En total se analizaron 16 accesiones de la
coleccion de semillas de Sacha Inchi, de las cuales 9 corresponden a San

Martin y 7 a Loreto.

Los datos de pasaporte de las semillas utilizadas se muestran en la Tabla

N°33 del Anexo N°01.
2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO
Reactivos quimicos:

e Eter de petroleo (Tedia)

e Nitrégeno gaseoso N2 UHP (AGA)

e Etanol (J.T. Baker)

e Acido galico (Sigma Aldrich)

e BHT (Sigma Aldrich)

e Alcohol metilico grado HPLC (Fermont)
e Alcohol metilico q.p. (Fermont)

e Agua destilada

e Folin 2N (Merck)
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e Carbonato de sodio (J.T. Baker)

e Acetona (J.T. Baker)

e Hexano (J.T. Baker)

e (olestanol (Chromadex)

e (Campesterol (Chromadex)

e Estigmasterol (Chromadex)

e B-sitosterol (Chromadex)

e Alfa tocoferol (Chromadex)

e Beta tocoferol (Chromadex)

e Gamma tocoferol (Chromadex)

e Delta tocoferol (Chromadex)

e FAMES (Sigma Aldrich)

e N- heptano (Tedia)

e Hidréxido de potasio (J.T. Baker)

e Sulfato de sodio (J.T. Baker)

¢ Diclorometano (J.T. Baker)

e ABTS (2,2° azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)  (Sigma
Aldrich)

e Persulfato de potasio (Sigma Aldrich)

e 2- propanol (Tedia)

e Trolox (Sigma Aldrich)

e B-caroteno (Sigma Aldrich)

e Acido clorhidrico al 37% (Fisher)

e Acido acético (Fermont)
Material de laboratorio:

e Mortero

Vasos de precipitacion (50ml, 100ml, 250ml, 500ml)
Fiolas (5ml, 10ml, 25ml, 50ml, 100ml)

Probetas (5ml, 50ml, 100ml, 500ml, 1000ml)

Frascos de vidrio ambar (5ml, 10ml, 15ml, 20ml)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE SANTA MARIA

Pera de decantacion (250ml)

Tubo de ensayo

Gradilla

Tubos falcon con tapa rosca (15ml, 50ml)
Pipetas graduadas ( 5ml, 10ml)

Micro pipetas de 20- 200 uL, 100-1000 pL y 500-5000 uL
Tubo de ensayo hermético (50ml)
Matraces esmerilados (250ml)

Tubos ependors (1.5 ml)

Espatulas

Jeringas de 1ml

Viales para CG

Viales para HPLC

Adaptadores de viales

Filtros de nylon para HPLC

Equipos:

Balanza analitica (OHAUS Modelo AR2140, U.S.A.)

Equipo Soxhlet (Pyrex)

Calentador multiple (VWR Scientific Products- Glass Col)
Campana de Extraccion

Agitador magnético con plancha calefactora (Ceramag Midi- IKA Works
USA)

Estufa al vacio (VWR 1400 E-2, U.S.A.)

Desecador

Sistema de purificacion de agua (Simplicity Millipore, Francia)
Congelador -70°C (Ilshin Lab — Deep Freezzer)

Congelador -20°C (Electrolux H300, Brasil)

Agitador Vortex (VELP Scientifica Modelo F202A0175, Europa)
Rota vapor (Heidolph Modelo Heizbad HB, Alemania)
Refrigerador (LG P/No 3850JD2244B, Corea)

Destilador automatico (GLF tipo 2008 No 11145111, Alemania)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

e Espectrofotometro (Thermo Scientific Modelo Genesys 10 UV, U.S.A.)
e Bafo Maria con agitacion (GFL Modelo 1083, Alemania)

e Agitador rotatorio (Heidolph Polymax 2040, Alemania)

e Bomba de vacio (Vacuubrand Modelo ME2C, Alemania)

e HPLC (Waters 2695)

e Cromatografo de gases — CG-2010 Plus (Shimatzu Plus)

e Cromatografo de gases — Trace (Milan Italie)

2.3 METODOS
2.3.1 OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las semillas de las 16 accesiones, obtenidos de la Coleccidon Nacional de
Sacha Inchi procedentes del INIA, se muestran en la galeria de fotos de la
Figura N°42 del Anexo N°0l. Estas semillas, fueron almacenadas
debidamente rotuladas y selladas en bolsas de papel y polipropileno (Figura

N°14), en una congeladora a -20°C.

Figura N° 14. Fotografias del almacenamiento de las accesiones de semillas.
2.3.2 EXTRACCION DE ACEITE

La extraccion de los aceites fue realizado a través de una extraccion continua

solido-liquido en equipo Soxhlet.

Procedimiento: De cada accesion de semilla, se pesé 35 g de almendra
molida (molienda grosera), este se empaqueto en papel filtro rapido (doble
empaque) y se coloco en el equipo Soxhlet. Se agregd 300ml de éter de
petroleo y se sometid a la extraccion a una temperatura de 40°C, por 6 horas.

Concluido este tiempo, se retird el balon y se le colocd directamente sobre
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una plancha calentadora a una temperatura de 40°C, donde se eliminé el
solvente residual con nitrogeno gaseoso, finalmente el balon fue llevado a una
estufa a 40°C por 30 minutos. El contenido de aceite se cuantificdé por

diferencia de pesos previo y posterior a la extraccion.

Figura N° 15. Fotografias del procedimiento de extraccion de aceite de Sacha
Inchi.

CALCULOS:

Los resultados de rendimiento de aceite fueron expresados en (%), con el uso

de la siguiente ecuacion:
. Wi —Wf
% Aceite = (—) x 100
Wm

Donde:

Wi= peso inicial del balon vaci6 (g)
W1t= peso final del balobn maés aceite obtenido (g)

Wm= peso de muestra - almendra molida (g)
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2.3.3 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES
(CFT)

Para la determinacion de compuestos fenoles totales (CFT), el ensayo
Folin-Ciocalteau (FC) ha llegado a ser uno de los métodos més empleados

en alimentos.
Método Folin-Ciocalteau (FC), Swain y Hills, 1959.

El método de Folin-Ciocalteau, adaptado por Singleton et al. (1999), consiste
en que los compuestos fenolicos (CF), presentes en la muestra, se oxidan
por accion del reactivo Folin-Ciocalteau (mezcla de acido fosfotungstico y
acido fosfomolibdico), el cual en cambio se reduce por accion de los
fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno. La
oxidacion de los fenoles, presentes en la muestra, causa la aparicion de una
coloracion azul que presenta un maximo de absorcion a 755 nm, esta se
cuantifica por espectrofotometria con base a una curva patron de acido

galico o catequinas.

Extraccion de los compuestos fenolicos

La extraccion de los compuestos fendlicos fue efectuada segin el método

descrito por Araujo, 1999 citado por Michotte, 2009.

Procedimiento: Se pes6 0.5g de aceite y se le agregd 5Sml de éter de petroleo,
la mezcla fue homogenizada con la ayuda de un vortex y transferida en una
pera de decantacion de 250ml. Seguidamente, se procedi6 a agregar 11 ml de
una solucion de etanol 80% (v/v) en la pera de decantacion y la mezcla se
agito manualmente durante 1 minuto. El sistema fue dejado en reposo para
decantar hasta la separacion total de las fases, transcurrido ello la fase
etandlica fue recuperada en un frasco ambar de 15 ml de capacidad.
Aproximadamente, se obtuvo 11 ml del extracto etanolico, este fue evaporado
en un rota vapor a 37°C hasta sequedad y el residuo fue resuspendido en

metanol absoluto a un volumen conocido entre 3 a 4 ml, finalmente estos
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extractos fueron almacenados con nitrogeno a -20°C hasta su analisis

espectrofotométrico.

Figura N°16. Fotografias del procedimiento de extracciéon de los compuestos
fendlicos.

Determinacion de compuestos fenolicos totales por espectrofotometria

Primero se realizé la preparacion de la curva estandar, esta consistio en
preparar una solucion madre con 28.9 mg de 4cido galico en 25ml de agua
Milli-Q y después con factor de dilucién de 1/10 una soluciéon de trabajo.
Partiendo de esta ultima, se prepar6 las 5 diluciones con diferentes

concentraciones en un rango entre 0.00925-0.02774 mM.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos totales, primero se
realizaron diluciones de los extractos, en el factor necesario para que las
absorbancias se encuentren en el rango de la curva estandar. Ya conocidas las
diluciones, se procedid a colocar en tubos de ensayo protegidos de la luz,
500ul.  de extracto de muestra diluida, se le agregd 250ulL del reactivo
Folin-Ciocalteau IN y 1250uL de la solucién de carbonato de sodio SM.
Esta mezcla se homogenizd con la ayuda de un vortex y se dejo reaccionar
por 30 minutos en oscuridad. Paralelamente se prepard un blanco empleando
agua destilada en lugar de la muestra y se trabajo bajo las mismas
condiciones, este blanco sirvido para llevar a cero el espectrofotometro.

Finalmente se procedio a medir las absorbancias a 755nm.
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Figura N°17. Fotografia del Espectrofotometro Genesys20, equipo usado para la
lectura de las absorbancias de los compuestos fendlicos,
carotenoides y capacidad antioxidante.

CALCULOS:

El contenido de los compuestos fendlicos totales, fueron expresados como mg
GAE /100 g de aceite, utilizando los datos de la curva estandar obtenida y las

siguientes ecuaciones:

Abs + b
mg GAE/g = [(T) xVde]+Wma= A

mg GAE/100 g = A x 100

Doénde:

m: pendiente

b: intercepto

Abs: Absorbancia de la muestra (a 755nm)
V: Volumen final de extracto de muestra (ml)
Fd: Factor de dilucién

Wma: Peso de muestra de aceite (g)

GAE: Equivalente a acido Galico

A: mg GAE/g
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2.3.4 DETERMINACION DE CAROTENOIDES.

Para determinar el contenido de carotenoides se desarrolld el método
reportado por Talcott y Howard 1999 y sus modificaciones, el que se basa en
una extraccion en medio apolar 'y con un antioxidante (BHT), de tal forma
que la concentracion puede ser determinada por medicidon

espectrofotométrica.

Primero se realizo la preparacion de la curva estandar, para ello se prepard
una solucién stock de B-Caroteno con hexano y partiendo de ella se preparo
las 5 diluciones con diferentes concentraciones, en un rango entre 0.001-

0.005 mg B-Caroteno/ml.

Extraccion de carotenoides

Procedimiento: En condiciones de oscuridad se pes6 0.5g de aceite, se
adicion6 10 mL (V1) de una solucidon de acetona: etanol en proporcion 1:1
que contiene ademas 200mg/L. de solucion de BHT. Después se adiciond un
volumen de hexano 5 mL (V2), este volumen es considerado a partir de
(V2=V1/2), seguido la mezcla se agitd6 vigorosamente con la ayuda de un
vortex y se dejo reposo por 30 minutos para que la solucion se estabilice.
Pasado el tiempo mencionado, se agregd 2.5 mL (V3) de agua destilada,
volumen que fue considerado de (V3=V2/2), luego se agit6 y dejo reposar por
20 minutos para producir la separacion de fases. Transcurrido ello se tomo
una alicuota de la fase superior de hexano y se procedié a leer en el
espectrofotometro a 470nm. Se usé como blanco hexano para llevar a cero el

espectrofotometro.
CALCULOS:

El contenido de carotenoides, fue expresado como mg B-caroteno/100g de
aceite, utilizando los datos de la curva estdndar obtenida y las siguientes

ecuaciones:

Abs + b

)xVde]+Wma= B
m

mg B — caroteno/g = [(
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mg B — caroteno/100g = B x 100

Donde:

m: pendiente

Abs: Absorbancia de la muestra (a 470nm)
V: Volumen final de solvente- hexano (ml)
Fd: Factor de dilucion

Wma: Peso de muestra de aceite (g)

B: mg B- caroteno/g

2.3.5. DETERMINACION DE FITOESTEROLES POR CROMATOGRAFIA
DE GASES (CG)

La determinacién de fitoesteroles, fue realizada por el método descrito por
Duchateau et al., 2002. En el cual se realiza una extraccion de los
fitoesteroles a partir del aceite, mediante una saponificacion (digestion
alcalina con hidréxido de potasio a una temperatura y por un tiempo
adecuado), técnica que es ampliamente utilizada para liberar la materia
insaponificable, la cual contiene compuestos importantes (tocoferoles,
fitoesteroles, fitoestanoles y sus ésteres, etc.), de la matriz oleosa

(triglicéridos).

Preparacion de estandares

Primero se realiz6 la preparacion del estandar interno (B-colestanol), para ello
se pesaron Smg de B-colestanol con 25ml de n-heptano (concentracion final =

0.2mg/ml), este fue almacenado y protegido de la luz a -20°C.

La preparacion de los estdndares campesterol, estigmasterol y [-sitosterol
(Anexo N°05), consistidé en preparar una soluciéon madre y partiendo de ella
se realizaron diluciones de diferentes concentraciones, haciendo uso también

del estandar interno como se observa en la Tabla N°37 del ANEXO N°05.

Extraccion de fitoesteroles

Procedimiento: Para la saponificacion, se pesd6 100mg de aceite en un tubo
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de ensayo hermético, se agregd 100ul de estandar interno y seguido se
adiciond 1ml de solucion etanolica de hidroxido de potasio 12%, esta mezcla
se homogenizd y se coloco a bafio maria a 60°C por 1 hora y media con una
agitacion lenta. Después se retird el tubo y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Luego se procedid a extraer la fraccion insaponificable, para lo
cual, se agreg6 1mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano, esta mezcla fue
homogenizada y transferida a una pera de decantacion. La fase organica fue
recolectada en un tubo que contenia sulfato de sodio, y la extraccion fue
repetida dos veces mas con Sml y 4 ml de n-heptano respectivamente. Las
tres fases organicas extraidas ya combinadas y homogenizadas, fueron
evaporados con un rotavapor a 40°C hasta sequedad, el residuo fue
resuspendido con Iml de n-heptano y almacenado en micro viales a -20°C.
Para el momento de la inyeccion, se tomo un volumen del extracto en un

vial para CG y se procedio a inyectar al Cromatografo de Gases.

Figura N°18. Fotografias del procedimiento de corrida de Fitoesteroles en
el Cromatografo de Gases, CG-2010 PLUS.

Caracteristicas del Cromatografo de gases

El analisis de los fitoesteroles se realizd6 con un CG (Shimadzu Plus GC-
2010) equipado con un inyector de columna, con un detector FID (300°C) y
un inyector automatico. El gas portador a presion constante (20-25cm/sec) es
Helio (He). El volumen de inyeccién es de 2ul. La columna capilar utilizada

es de SUPELCO, la columna es una SAC-5 de 30m X 0.25mm ID, (con
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pelicula interna de 0.25um de 5% phenyl/95% dimethylpolysiloxano). El
programa de la pendiente de la temperatura del horno sigue los siguientes
pasos, comienza a una temperatura inicial de 60°C, se mantiene por un
minuto, entonces aumenta la temperatura hasta 300°C con un aumento de
temperatura de 10°C/min, la que se mantiene por 50 minutos y finalmente

disminuye la temperatura con 10°C/min hasta una temperatura de 40°C.

Contenido de Fitoesteroles por CG

Para la identificaciéon de cada uno de los fitoesteroles, se utilizd como
referencia, el tiempo de retencion que presentd cada uno de los estandares de
referencia (campesterol, estigmasterol y [-sitosterol), en sus respectivos

cromato gramas generados :

La cuantificacion de los fitoesteroles, se realizd a partir de las curvas de
calibracion de los estandares de referencia de cada compuesto y el estdndar

interno (colestanol).

CALCULOS:

El contenido de fitoesteroles, fue expresado en mg de fitoesterol/ 100g de

aceite, utilizando las siguientes ecuaciones:

CM xX V

mg F/g = =

mg F/100g = C x 100

Doénde:

F: Fitoesterol (campesterol, estigmasterol, b-sitosterol) el que corresponda.
V: Volumen final de extracto de muestra (ml)

Wma: Peso de muestra de aceite (g)

CM: Concentracion de muestra (mg/ml).

C: mgF/g
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1.3.6.DETERMINACION DE TOCOFEROLES POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La determinaciéon de tocoferoles, fue realizado por el protocolo descrito por

Amaral et al., 2005.

Primero se realizo la preparacion de los estandares alfa tocoferol, beta
tocoferol, gamma tocoferol y delta tocoferol (ANEXO N°06), para ello de
cada uno de los estandares independientemente, se preparé una solucion
madre, las cuales fueron almacenadas a -70°C. Después partiendo de estas
soluciones se prepararon diferentes diluciones como se observa en la Tabla

N° 39 del ANEXO N°06.

Procedimiento: Para la preparacion de las muestras, se pesé 100 mg de
aceite en fiolas de 10 ml, que fueron llevadas a volumen con hexano grado
HPLC, luego se homogeniz6 manualmente y se tom6 una alicuota que fue
filtrada en un vial para HPLC, finalmente las muestras fueron inyectadas y

analizadas en el HPLC.

Figura N°19. Fotografia del equipo de HPLC, WATERS 2695

Caracteristicas de HPLC

El analisis de los tocoferoles se realizd en un equipo de HPLC (Waters 2695)
integrado con un inyector automatico, equipado con un detector de diodos

(Waters 2996) conectado en serie con un detector fluorescente (Waters
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2475), programado para excitacion a 290 nm y emision 330 nm. La
separacion cromatografica fue realizada en una columna capilar de
AGILENT, la columna es una Zorbac Eclipse XBD-C18 DE 4.6 X 150mm,
3.5 micron, la temperatura de la columna usada fue de 30°C. La Fase movil
usada fue una mezcla de Hexano: 2-propanol: Acido acético (en proporciones
1000: 6: 5 respectivamente), el flujo es de 0.7ml/min, el volumen de

inyeccion es de 10ul.

Contenido de Tocoferoles por HPLC

Para la identificacion de cada uno de los tocoferoles, se utilizd como
referencia, el tiempo de retencion que presentd cada uno de los estandares de
referencia (alfa, beta, gamma y delta tocoferol), en sus respectivos

cromatogramas generados.

La cuantificacion de los tocoferoles, se realizd a partir de las curvas de

calibracion de los estandares de referencia de cada compuesto.

CALCULOS:
Los resultados fueron expresados en mg de tocoferol/ 100g de aceite,

utilizando los datos obtenidos del HPLC y las siguientes ecuaciones:

CM x V

mg T/g = —pr— =D

mgT/100g = D x 100

Doénde:

T: Tocoferol (alfa, beta, gamma y beta) el que corresponda.
V: Volumen final de muestra (ml)

Wma: Peso de muestra de aceite (g)

CM: Concentracion de muestra (mg/ml)

D: mg T/g
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1.3.7.DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

Este estudio se realizo en el Institut des Sciences de la vie & Faculté d'ingénierie
biologique, agronomique et environnementale. Biologie de la nutrition et

toxicologie environnementale (BNTE) — Bélgica.

La determinacion de los acidos grasos, fue realizado de acuerdo al método
descrito por Michotte, 2009. Método que requiere de un proceso de pre-
metilado, ya que se sabe que la metilacion rompe los enlaces éster de los
triglicéridos y afiade un grupo metilo a los acidos grasos, por tanto los acidos
grasos metilados son mas volatiles y menos polares, lo que permite su buena

elucion en la cromatografia de gases.

Primero, se realizo la preparacion del estandar del perfil de acidos grasos-
FAMES (Anexo N°07), para ello se preparé una solucion madre y una
solucion de trabajo, de esta ultima se partid6 para preparar las diferentes

diluciones, como se observa en la Tabla N°41 del Anexo N°07.
Procedimiento:

Metilacion de dcidos grases: Se pes6 500 mg de aceite en un tubo

hermético, se adiciond 10 ml de una solucion metanolica de KOH 0.1M y se
cerro el tubo herméticamente. Enseguida el tubo fue colocado a bafio maria a
70° C durante 60 minutos, donde a los 5, 20 y 40 minutos se agitod
vigorosamente. Después de retirar el tubo y enfriarlo a temperatura ambiente,
se realizo la metilacion, para ello se adiciond 4 ml de una solucion metanolica
de HCI 1.2N, se agit6 vigorosamente la mezcla y se colocd en bafio maria a
70°C durante 20 minutos, a los 10 minutos se agitdé vigorosamente. Luego se
dejo enfriar a temperatura ambiente para continuar con la extraccion de los

acidos grasos.

Extraccion de acidos grasos vy diluciones: Después de realizar la metilacion

se procedid a la extraccion de los acidos grasos, para ello, se adicion6 20 ml

de hexano grado HPLC y 10 ml de agua Mili-Q, se agitd primero
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manualmente y después con una vortex y se dejo reposar a 4°C en un
refrigerador durante una noche. Al dia siguiente se realizdé la dilucion,
tomando 150ul de la fase superior del tubo (hexano) y colocdndola en una
fiola de 20ml, donde se enrasa con hexano y se conserva a -20°C. Para el
momento del analisis se toma una alicuota y se coloca en un vial para CG y se

procede a la inyeccion y el andlisis en el CG.

2

Figura N°20. Fotografia del procedimiento de metilacion y
extraccion de los Acidos grasos.

Caracteristicas de Cromatografo de gases

El analisis de acidos grasos se realiza con un Trace CG (Milan, Italie) de
thermo finnigan, equipado con un inyector de columna, con un detector FID
(225°C) y un inyector automatico. El gas portador a presion constante
(200kPa) es Helio (He). El volumen de inyeccion es de lul. La columna
utilizada es un RESTEK Rt-2560 (Bellefonte, PA, USA) compuesto de
biscianopropyl polysiloxano, tiene un largo de 100m, un didmetro interno de
0.25 mm y la pelicula del interior tiene un espesor de 0.2um. El programa de

la pendiente de la temperatura del horno sigue los siguientes pasos:

Temperatura inicial: 80°C

Aumento de la temperatura (25°C/min) hasta 175 °C.
Primer nivel: 175°C dado por 25 min.

Aumento de temperatura (10°C/min) hasta 205°C.

Segundo nivel: 205°C por 4 min.

AR o e

Aumento de temperatura (10°C/min) hasta 225°C.
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REPOSITORIO DE

7. Tercer nivel: 225°C por 20min.

8. Diminucion de temperatura (20°C/min) hasta 80°C.

Figura N°21. Fotografia del equipo Cromatografo de Gases, TRACE CG
2000 SERIES.

Contenido de Acidos grasos por CG

Para la identificacion de cada uno de los acidos grasos, se utilizd como
referencia, el tiempo de retencién que presentd el estandar de referencia, en
su respectivo cromatograma generado. En este caso se consideraron los
acidos grasos principales (Ac. Palmitico, Ac. Esteéarico, Ac. Oleico, Ac.

Vaccénico, Ac linoleico y Ac. a-linolenico)
CALCULO:

Los resultados obtenidos fueron dados como mg AG/L de solucion inyectada.
Esta expresion se traducira en porcentaje del total de acidos grasos

identificados AGT.

e Acid _ Concentracion de AG (mg/1) % 100
0 ACLE0 grase = Concentracion de AGT (mg/1)

Donde:
AG: Acido graso
AGT: Acidos grasos totales
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1.3.8.DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
TEAC(ABTS) HIDROFILICA Y LIPOFILICA

La determinacion de la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica fue
desarrollada a través de uno de los métodos mas usados, el cual es explicado a

continuacion.

Método TEAC- ABTS (Trolox equivalent antioxidant capacity). Millar y
Rice-Evans, 1997.

El fundamento del método TEAC, radica en la decoloracion del radical
monocation preformado ABTS™ (Sanchez-Moreno, 2002). El radical
ABTS" posee una coloracion verde- azulada con un maximo de absorcion

espectrofotométrica a 734 nm.

La generacion del radical ABTS" se produce tras una oxidacion, entre el
ABTS % (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato) y el persulfato de
potasio. Como patrén se emplea el acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametil-
croman-2-carboxilico (Trolox), un anélogo sintético hidrosoluble de la

vitamina E como se observa en la Figura N°22.

CH;
HO
CHs, CH, CHy CH,
H;C O CH,
CH3 Vitamina E
CHj
HO o)
HLC (@] =4
3 CH,
CHj
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

Figura N°22. Estructura de la vitamina E y Trolox (analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E).
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Una de las propiedades del ABTS es que es soluble en solvente acuoso y
organico, lo cual hace que el método sea apto para determinar la capacidad

antioxidante hidrofilica y lipofilica de extractos y fluidos bioldgicos.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica, se
utilizé el método reportado por (Arnao et al., 2001), el cual se basa en la
cuantificacion espectrofotométrica de la reduccion de un radical estable pre-

formado (ABTS) en medio alcohoélico (metanol).

Extraccion de componentes antioxidantes

e Extracto hidrofilico: Se peso 0.5g de aceite, inmediatamente se agreg6 5 ml
de metanol 80% (v/v), se agitd con un vortex y la mezcla fue transferida en
una pera de decantacion de 250ml, se dejo en reposo hasta la separacion de
fases. La fase metandlica, que es la que contiene los compuestos
antioxidantes hidrofilicos, fue recolectada en un frasco &mbar y almacenada

con nitrégeno a -20°C, hasta el momento del andlisis espectrofotométrico.

o [Extracto Lipofilico: Se pes6 0.25g de aceite, se agregd 10 ml de
diclorometano y se agit6 por 20 minutos en un agitador magnético a
temperatura ambiente. El extracto fue almacenado en un frasco ambar con

nitrogeno a -20°C, hasta el momento del analisis espectrofotométrico.

Determinacion de la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica por

espectrofotometria

Preparacion de Curvas estandar: La curva estandar, para determinar la
capacidad antioxidante hidrofilica, se prepard a partir de una solucién madre
de 12.5mg de Trolox con 10 ml de metanol y con un factor de dilucion de
1/10, una solucion de trabajo. De esta ultima se realizaron 5 diluciones, en un

rango de 0.01-0.4uM.

Por otro lado, la curva estandar para la determinar la capacidad antioxidante
lipofilica, se prepar6 a partir de una solucion madre de 12.5 mg de Trolox en
10 ml de diclorometano y con un factor de dilucion de 1/10, una solucion de

trabajo. De esta ultima se realizaron 5 diluciones, en un rango de 0.1-0.8uM.
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Preparacion de la solucion madre ABTS": Primero se prepard una
solucion de ABTS?, el que recibe el nombre de reactivo A, este se prepard
pesando 78,4 mg de ABTS? vy llevando a volumen con agua destilada a una
fiola de 10ml. Por otro lado, también se prepard una solucion de persulfato de
potasio, el que recibe el nombre de reactivo B, para ello se pesé 13,2 mg de
persulfato de potasio y se llevo a volumen con agua destilada a una fiola de
10 ml. Ambas soluciones fueron almacenadas en frascos ambar bajo

condiciones de refrigeracion y oscuridad.

Para preparar la solucion madre ABTS", se mezclaron volumenes iguales de
los reactivos A y B (relacion 1:1), mezcla que se dejo reaccionar a

temperatura ambiente y en oscuridad por 12 horas antes de ser usada.

De la solucion madre ABTS", se prepard una solucion diluida de ABTS",
para ello en un frasco ambar se colocé 1ml de solucién madre de ABTS" y se
le adicion6 62 ml de metanol aproximadamente, hasta que la solucion diluida
presente una absorbancia de 1.1 +/- 0.02 a 734 nm, corrigiendo la
lectura con metanol o solucion madre de ABTS" segtin sea el caso. Previo a la
lectura de la absorbancia de la solucién diluida, se llevo a cero el

espectrofotometro con metanol.

Ensayo con los extractos hidrofilicos y lipofilicos: Para proceder a la
cuantificacion de la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica
respectivamente, se colocd en tubos de ensayo protegidos de la luz, 150ul de
muestra (diluida si es que fuera necesario) y 2850 pl de la solucion diluida de
ABTS", después se homogenizaron con la ayuda de un vortex y se colocaron
en un agitador rotatorio por 2 horas y 15 minutos a temperatura ambiente.
Inmediatamente transcurrido el tiempo de reaccion, se procedié a realizar
la lectura a 734 nm, previo a ello se llevo a cero el espectrofotdmetro con
metanol. Paralelamente a las muestras se prepar6 el blanco en las mismas

condiciones, pero en este caso se utiliz6 metanol en lugar de la muestra.
CALCULOS

Los resultados obtenidos, se expresaron como pmol TE/100 g de aceite. De
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acuerdo a las curvas obtenidas respectivamente y a las siguientes ecuaciones:

Capacidad antioxidante hidrofilica

AAbs — b
umolTE/g = [(T) XV x Fd] ~Wma= E

umolTE/100g = E x 100

Donde:

m: pendiente

b: intercepto

AAbs: Absorbancia del Blanco — Absorbancia de la muestra (a 734 nm)
V: Volumen final de extracto de muestra (ml)

Fd: Factor de dilucion.

TE: Equivalente a Trolox

E: umol TE/g

Wma: Peso muestra de aceite (g)

Capacidad antioxidante lipofilica

AAbs + b
umolTE/g = [(—)

xVde]+Wma= F

umolTE/100g = F x 100

Donde:

m: pendiente

b: intercepto

AAbs: Absorbancia del Blanco — Absorbancia de la muestra (a 734 nm).
V: Volumen final de extracto de muestra (ml).

Fd: Factor de dilucion.

TE: Equivalente a Trolox

F: umol TE/g

Wma: Peso muestra de aceite (g).
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2.3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron presentados, como promedios con desviacion estandar,
correspondiente a dos repeticiones. Los analisis estadisticos, se hicieron en el
programa Statistical Package for the Social Scienses version 19 (SPSS) en el

entorno de Windows 7.

Para observar si existen diferencias significativas, entre las 16 unidades de
aceite, respecto al contenido de fenoles totales, carotenoides, fitoesteroles,
tocoferoles, acidos grasos y capacidad antioxidante, se realizaron test de
ANOVA, a un nivel de significancia del 95% (p<0.05) y para relacionar las

16 unidades de aceite, se realiz6 un test de Tukey.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EXTRACCION DE ACEITE

El resumen de los resultados obtenidos, de acuerdo a la metodologia para la
extraccion de aceite, son mostrados en la Tabla N°09 y los resultados
completos se observan en la Tabla N°34 (Anexo N°02). Estos resultados son

presentados graficamente en la Figura N°23 para una mejor apreciacion.

Tabla N°09. Rendimiento de aceite de las semillas de 16 accesiones de Sacha Inchi (%)*

ACCESION ACEITE (%)

PER000394 3546  +0.15
PER000395-A 3757  +0.44
PER000401 3584  +1.12
PER000403 3454  +280
PER000405 3538  +£0.99
PER000406-A 3552 +0.07
PER000406-B 3468  +0.21
PER000408-B 3507  +1.32
PER000416 3487  +0.38
PER000417 3523  +£0.59
PER000418 3595  +1.52
PER000420 3444  +045
PER000421 3724  +£0.51
PER000422 3347  +£0.34
PER017597 36.89  +0.90
PER017598 3565  +0.33

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=2).
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Figura N°23. Comparacién del rendimiento de aceite de semillas de 16 accesiones
de Sacha Inchi.

Las semillas de las 16 accesiones, en promedio, presentan un rendimiento de
35.49%. La accesion PERO000395A, con 37.57%  presentd el mayor
rendimiento, mientras que la accesion PER000422 con 33.47%, present6 el

menor rendimiento.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°10), se observa que no existe diferencia

significativa (p>0.05) entre los rendimientos de las 16 accesiones de semillas.

Tabla N°10. ANOVA del rendimiento de aceite

Fuepte. (,1e Suma de Gl Media B Sig.(p)
Variacion cuadrados cuadratica '
Inter-grupos 34.154 15 2.277 2.226 0.062
Intra-grupos 16.369 16 1.023
Total 50.522 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

El rendimiento de aceite de las semillas de las 16 accesiones, estd en un rango
entre 33.47 y 37.57%. Estos valores son inferiores respecto a otros trabajos
(Follegati-Romero et al. 2009) en donde, usando hexano, se obtuvé un 54.3%
de rendimiento. En este mismo trabajo cuando se usa CO2 en estado

supercritico, el rendimiento oscilé entre 41.9 a 50.1%. Estos ultimos
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resultados son de muestran provenientes de la ciudad de Tingo Maria, mientras
que el presente trabajo se desarroll6 con muestras provenientes de San Martin y
Loreto. Por otro lado, datos similares a los obtenidos en el presente trabajo,
fueron reportados por otro trabajo (Bondioli et al, 2006), cuyo rendimiento fue
de 34.42%. Mientras que otro estudio (Merino, 2009), reportdé rendimientos
entre 7.62 — 20.23%, valores que son inferiores con respecto a los obtenidos en
el presente trabajo, en este ultimo estudio se trabajé con 10 diferentes ecotipos

provenientes de San Martin, Loreto y Amazonas.

Esta diferencia de resultados puede deberse a muchos factores tales como:

a. Diferentes semillas

b. Procedencia de semillas

c. Temporada de cosecha

d. Tipo de suelo donde se desarroll6 el cultivo

3.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (CFT)

De acuerdo al método desarrollado de Folin-Ciocalteau (2.3.3). Los datos

obtenidos, de la curva estandar de acido galico, se observan en la Tabla N°11.

Tabla N° 11. Curva estandar de acido galico

Concentracién | Absorbancia a 755nm Promedio + Desviacion
(ppm ) R1 R2 estandar
9.25 0.106 0.105 0.106 0.001
13.87 0.229 0.230 0.230 0.001
18.50 0.359 0.362 0.361 0.002
23.12 0.507 0.515 0.511 0.006
27.74 0.647 0.651 0.649 0.003

Con estos datos, se obtiene el siguiente grafico de calibracion (Figura N°24).
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Figura N°24. Representacion grafica de la curva estandar de acido galico.

La Tabla N°12, muestra el resumen de los resultados obtenidos del contenido

de compuestos fenolicos de las 16 unidades de aceite y los resultados

completos se observan en la Tabla N°35 (Anexo N°03). Estos resultados son

presentados graficamente en la Figura N°25 para una mejor apreciacion.

Tabla N° 12. Contenido de Compuestos Fenoélicos en aceites de sacha inchi*

ACEITE Compuestos Fendlicos
(mg GAE/100g aceite)
PER000394 64.53 +4.41
PER000395-A 60.21 +0.47
PER000401 60.68 +2.19
PER000403 62.10 +1.98
PER000405 60.84 +1.08
PER000406-A 59.05 +0.25
PER000406-B 60.23 +1.38
PER000408-B 62.11 +2.36
PER000416 60.74 +0.57
PER000417 62.62 +2.21
PER000418 59.80 +0.65
PER000420 69.66 +10.14
PER000421 63.09 +4.97
PER000422 64.03 +5.07
PERO017597 65.82 +7.13
PER017598 58.98 + 1.65

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=2).
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Figura N°25. Comparaciéon de medias del contenido de Compuestos Fendlicos en

16 muestras de aceite de Sacha Inchi.

Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan un contenido de CFT de

62.16 mg GAE/100g aceite. La unidad de aceite PER000420, con 69.66 mg

GAE/100g aceite,

presentd el mayor contenido, mientras que la unidad de

aceite PER017598, con 58.98 mg GAE/100g aceite, presentd el menor

contenido.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°13), se observa que no existe diferencia

significativa (p>0.05) en el contenido de los CFT entre las 16 unidades de

aceite.
Tabla N°13. ANOVA del contenido de compuestos fenolicos
Fuente de Suma de Media
variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig. (p)
Inter-grupos 237.304 15 15.820 1.014 0.487
Intra-grupos 249.551 16 15.597
Total 486.856 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.
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El contenido de compuestos fenolicos de los 16 aceites, se encuentra en un
rango entre 58.98 - 69.66mg GAE/100 g aceite. Estos valores son superiores
comparados a otros trabajos (Fanali et al., 2011) en donde, se report6é un valor

de 6.20 mg GAE/100 g aceite de contenido.
Esta diferencia de resultados puede deberse a muchos factores tales como:

a. Diferentes semillas

b. Diferente metodologia en la extraccion de CFT

3.3 DETERMINACION DE CAROTENOIDES

De acuerdo a la metodologia desarrollada (2.3.4), los datos obtenidos de la

curva estandar de B-caroteno, presentan el siguiente grafico de calibracion

(Figura N°26).
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mg B-caroteno/ml

Figura N°26. Representacion grafica de la curva estandar de p-caroteno

El resumen de los resultados obtenidos, del contenido de carotenoides, son
mostrados en la Tabla N°14 y los resultados completos se observan en la Tabla
N°36 (Anexo N°04). Estos resultados son presentados graficamente en la

Figura N°27 para una mejor apreciacion.
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Tabla N° 14. Contenido de Carotenoides en aceites de sacha inchi*

ACEITE Carotenoides
(mg B-caroteno/100g aceite)

PER000394 0.23 ¢d +0.01
PER000395-A 0.15% +0.01
PER000401 0.29 of +0.10
PER000403 0.31° +0.01
PER000405 0.26 4° +0.13
PER000406-A 0.23 ¢d +0.15
PER000406-B 0.18 b +0.00
PER000408-B 0.26 4¢ +0.01
PER000416 0.20 b¢ +0.01
PER000417 0.33F +0.01
PER000418 0.20 b¢ +0.01
PER000420 0.22 >%4 +0.02
PER000421 0.28 f +0.01
PER000422 0.29 of +0.00
PERO017597 0.28 *F +0.01
PER017598 0.26 4¢ +0.02

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=2), las
letras diferentes en una misma columna representan diferencias estadisticamente
significativas, (p< 0,05) segtn el test de Tukey.
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Figura N°27. Comparacion de medias del contenido de Carotenoides en 16
muestras de aceites de Sacha Inchi.
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Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan un contenido de
carotenoides de 0.25 mg B-caroteno/100g aceite. La unidad PER000417, con
un valor de 0.33 mg PB-caroteno/100g aceite, presentd el mayor contenido,
mientras que la unidad PER0O00395A, con 0.15 mg B-caroteno/100g aceite,

presento el menor contenido.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°15), se observa que si existe diferencia

significativa (p<0.05) en el contenido de carotenoides entre las 16 unidades de

aceite.
Tabla N° 15. ANOVA del contenido de carotenoides
Fuentes de Suma de Media
Variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig. (p)
Inter- grupos 0.074 15 0.005| 38.096 0.000
Intra-grupos 0.002 16 0.000
Total 0.076 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacion, se evalta los 16 promedios usando el test de Tukey
y los resultados se muestran en la Tabla N°14. Las letras minusculas (a, b, c, d,

e y f) en superindice indican la similitud entre cada unidad de aceite estudiado.

El contenido de carotenoides de los 16 aceites, se encuentra en un rango entre
0.15-0.33 mg P-caroteno/100g aceite. Estos valores son relativamente
superiores respecto a otros trabajos (Hamaker et al.,1992) en donde, se obtuvd

0.08 mg B-caroteno/100 g aceite.

Esta diferencia de resultados puede deberse a muchos factores tales como:

a. Diferentes semillas

b. Diferente metodologia en la extraccion de carotenoides
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3.4 DETERMINACION DE FITOESTEROLES POR CROMATOGRAFIA
DE GASES (CG)

De acuerdo a la metodologia desarrollada (2.3.5), los tiempos de retencidon que

presentaron cada uno de los estdndares de referencia, para la identificacion del

estandar interno y los fitoesteroles (Campesterol, estigmasterol y B-sitosterol),

se muestran en la Tabla N°16.

Tabla N°16. Tiempo de retencion para la identificacion de fitoesteroles.

Compuesto Formula Tiempo de
retencion (min)
Colestanol 16.9
(EN)* '
Campesterol 34.1
CH,
N
CH,
Estigmasterol Had 35.5
CHs
CHs
B-Sitosterol o 38.2

*E]= Estandar interno.
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Por otro lado, los datos obtenidos de las curvas de calibracidon de los estandares
campesterol, estigmasterol y B-sitosterol, se observan graficamente en la Figura

N°43 del Anexo N°5.

Asimismo, mediante la metodologia realizada, se obtuvieron cromatogramas,
uno de los cuales se muestra en la Figura N° 26., que nos permitieron
identificar y cuantificar los fitoesteroles (campesterol, estigmasterol y f-

sitosterol) presentes en las 16 unidades de aceite.

e UV(x10,000) o
40 5
3.0 - S |&
= S E
20 E ==
10 ©
50 10.0 15.0 200 25.0 300 35.0 400 450 i

Figura N°28. Cromatograma de los fitoesteroles (campesterol, estigmasterol y -
sitosterol) de la unidad de aceite PER000408B, obtenido por CG.

La Tabla N° 17, muestra el resumen de los resultados obtenidos del contenido
de los fitoesteroles de las 16 unidades de aceite y los resultados completos se
observan en la Tabla N°38 (Anexo N°05). Estos resultados son presentados
graficamente en la Figura N°29 para una mejor apreciacion del contenido de

cada uno de los fitoesteroles.
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Tabla N°17. Contenido de Fitoesteroles en aceites de sacha inchi *

Campesterol Estigmasterol p-Sitosterol
ACEITE (mg campesterol/100g  (mg estigmasterol/100g  (mg campesterol/100g
aceite) aceite) aceite)

PER000394 21.05 +0.88 61452 +2.08 130.69 &b +0.03
PERO000395-A 2299 +£1.43 68.13 3bc +3.22 131.39 &P + 2.81
PER000401 20.07 +£0091 65.53 ¥be +0.48 127.012 +0.06
PER000403 2275 +0.51 76.11 be +7.17 144.40 2be +4.86
PER000405 22.65 +141 70.43 &b +1.39 139.56 &b< +2.72
PER000406-A 24.60 +2.91 74.59 abe +1.70 127.63 &b +5.40
PER000406-B 2325 +4.88 63.02 &b +3.74 138.14 abe +8.18
PER000408-B 2285 +0.43 69.54 ¥bc +0.68 150.64 b¢ +1.76
PER000416 2143 +0.28 71.71 &be +0.37 137.49 abe +2.41
PER000417 20.53 +1.29 66.31 ¥b¢ +0.12 131.81 &be +0.03
PER000418 19.75 +1.42 63.50 *bc +0.40 138.18 &be +7.18
PER000420 2277 +0.03 67.68 ¥b° +1.61 141.73 abe +4.66
PER000421 20.78 +£2.32 64.78 &b +4.92 135.60 &b + 8.90
PER000422 2391 +1.30 77.25°¢ + 8.49 154.59 ¢ +12.91
PER017597 20.20 +1.37 68.90 &b +3.53 123.992 +8.27
PER017598 23.04 +0.72 62.74 &b = 1N 146.02 &b +0.82

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estdndar (n=2), las letras diferentes
en una misma columna representan diferencias estadisticamente significativas, (p< 0,05)

segun el test de Tukey.
M Campesterol
M Estigmasterol
= B-Sitosterol
180,00
160,00

140,00

120,00

100,00
80,00
60,00
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mg fitoesterol/100g aceite

20,00
0,00
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Figura N°29. Comparacion del contenido de Fitoesteroles (Campesterol, Estigmasterol,
- sitosterol) en 16 muestras de aceites de Sacha Inchi.
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Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan un contenido de

fitoesteroles de 22.04 mg campesterol/100 g aceite, 68.23 mg
estigmasterol/100 g aceite y 137.43 mg [-sitosterol/100 g aceite. La unidad
PER000422, con 2391 mg campesterol/100 g aceite, 77.25 mg
estigmasterol/100 g aceite y 154.59 mg B-sitosterol/100 g aceite, presento el
mayor contenido; mientras que la unidad PER000401, con 20.07 mg
campesterol/100 g aceite, 65.53 mg estigmasterol/100 g aceite y 127.01 mg B-

sitosterol/100 g aceite, presentd el menor contenido.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°18), se observa que no existe diferencia
significativa (p>0.05) en el contenido de campesterol. Mientras que en el
contenido de estigmasterol y B-sitosterol, se observa que si existen diferencias

significativas (p<0.05) entre las 16 unidades de aceite.

Tabla N° 18. ANOVA del contenido de fitoesteroles

Fuentes de Variacion Suma de Gl Media F Sig. (p)
cuadrados cuadratica

Campesterol  Inter-grupos 66.348 15 4.423 1.373 0.268
Intra-grupos 51.529 16 3.221
Total 117.877 31

Estigmasterol Inter-grupos 703.574 15 46.905 3.750 0.006
Intra-grupos 200.119 16 12.507
Total 903.694 31

B-Sitosterol Inter-grupos 2234.368 15 148.958 4.479 0.002
Intra-grupos 532.108 16 33.257
Total 2766.477 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacidon se evaltia los 16 promedios del contenido de
estigmasterol y [-sitosterol usando el test de Tukey, cuyos resultados se
muestran en Tabla N°17. Las letras minusculas (a, b y c¢) en superindice

indican la similitud entre cada unidad de aceite estudiado.

El contenido de los fitoesteroles estudiados de los 16 aceites, se encuentra en

un rango entre 19.75 - 24.60 mg campesterol/100 g aceite, 61.45 — 77.25 mg
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estigmasterol/100 g aceite y 123.99 — 154.59 mg B-sitosterol/100 g de aceite.

Estos valores son similares con respecto a otros trabajos (Bondioli et al., 2006),

en donde se reportd valores de 17.55 mg campesterol/100 g aceite, 68.97 mg

estigmasterol/100 g aceite y 139.67 mg B-sitosterol/100 g aceite.

3.5 DETERMINACION

LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

DE TOCOFEROLES

POR CROMATOGRAFIA

De acuerdo a la metodologia desarrollada (2.3.6), los tiempos de retencion que

presentaron cada uno de los estandares de referencia, para la identificacion de

los tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta), se muestran en la Tabla N°19.

Tabla N°19. Tiempo de retencion para la identificacion de tocoferoles.

Compuesto Formula Tiempo de
retencion (min)
CH3
"o CH CH CH
3 3 3
a-tocoferol CHs 5.0
HsC o CHj
CH3
CH3
HO
CHa CH5 CHj CH3
p-tocoferol 7.4
o CHj
CHs
"o CH CH CH
CH 5 3 3 3
v-tocoferol HaC o CH, 8.2
CH3 w_tnrnfarnl
HO
CH, CH; CH5 CH4
o-tocoferol o CH, 12.6
CH3
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Por otro lado, los datos obtenidos de las curvas de calibracion de los estandares
alfa, beta, gamma y delta tocoferol, se observan graficamente en la Figura

N°44 del Anexo N°06.

Asimismo, mediante la metodologia realizada, se obtuvieron cromatogramas,
uno de los cuales se muestra en la Figura N° 30, que nos permitieron
identificar y cuantificar los tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta) presentes en

las 16 unidades de aceite.

5000
1 Garlma
4000
] Deka
3000 |
Fluoresce |
2000
Al Bats
00 H—t = ~—J L
| L] ] 1} . ] L] 1] . 1 1] 1] 1] 1] 1] | 1] 1] 1 | 1] 1 ] | 1] ] L] | [] 1 1]
20 4.0 6.0 8.0 10.0 120 14.0 16.0
Minute

Figura N°30. Cromatograma de Tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta) de la

unidad de aceite PER000401, obtenido por HPLC.

En la Tabla N°20, se muestra ¢l resumen de los resultados obtenidos del
contenido de tocoferoles de las 16 unidades de aceite y los resultados
completos se observan en la Tabla N°40 (Anexo N°06). Estos resultados son
presentados graficamente en la Figura N°31 para una mejor apreciacion del

contenido de cada uno de los tocoferoles.
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Figura N°31. Comparacion de Tocoferoles (alfa tocoferol, beta tocoferol, gamma

tocoferol y delta tocoferol) en muestras de 16 aceites de Sacha inchi.

Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan un contenido de tocoferoles
totales de 212.32 mg tocoferol/100 g aceite y con respecto a cada uno de los
tocoferoles, un promedio de 7.81 mg a-tocoferol/100 g aceite (promedio de 12
unidades de aceite, ya que en 4 unidades no se detecto este tocoferol), 3.31 mg
B-tocoferol/100 g aceite, 127.55 mg y-tocoferol/100 g aceite y 75.60 mg o-
tocoferol/100 g aceite. La unidad de aceite PER017597 con 263.85 mg
tocoferol/100 g aceite, presentd el mayor contenido de tocoferoles totales,
mientras que la unidad de aceite PER000416 con 113.50 mg tocoferol/100 g

aceite, presentd el menor contenido de tocoferoles totales.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°21a y 21b), se observa que si existe
diferencia significativa (p<0.05), en el contenido de tocoferoles entre las 16

unidades de aceite.
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Tabla N° 21a. ANOVA del contenido de tocoferoles totales

Fuentes de Suma de Media
variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig. (p)
Inter-grupos 76311.358 15 5087.424 80.353 0.000
Intra-grupos 1013.012 16 63.313
Total 77324.370 31
Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.
Tabla N° 21b. ANOVA del contenido de tocoferoles
Fuentes de variacion Suma de Gl Medie.1 F Sig.(p)
cuadrados cuadratica
Alfa tocoferol Inter-grupos 365.917 15 24.394( 21901.970 0.000
Intra-grupos 0.018 16 0.001
Total 365.935 31
Beta tocoferol ~ Inter-grupos 0.457 15 0.030 29.321 0.000
Intra-grupos 0.017 16 0.001
Total 0.473 31
Gamma Inter-grupos 28151.732 15 1876.782 77.825 0.000
tocoferol Intra-grupos 385.845 16 24115
Total 28537.577 31
Delta tocoferol  Inter-grupos 9425.559 15 628.371 57.880 0.000
Intra-grupos 173.704 16 10.857
Total 9599.264 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacion, se evalua los 16 promedios del contenido de los
tocoferoles totales y de cada uno de los tocoferoles, usando el test de Tukey,
cuyos resultados se observan en la Tabla N°20. Las letras minusculas (a, b, c,
d, e, fy g) en superindice indican la similitud entre cada unidad de aceite

estudiado.

El contenido de los tocoferoles totales de los 16 aceites, se encuentra en un
rango entre 113.50 — 263.85 mg tocoferol/100 g aceite y los respectivos
tocoferoles en un rango de 7.69 — 7.92 mg a-tocoferol/100 g aceite, 3.09 — 3.53
mg B-tocoferol/100 g aceite, 70.29 — 160.13 mg y-tocoferol/100 g de aceite y
40.12 — 94.45 mg d-tocoferol/100 g aceite. Estos valores son similares con

respecto a otros trabajos (Follegati - Romero, 2009), en donde, se reportd
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valores de 0.00 de a-tocoferol/100 g aceite, 114 mg y-tocoferol/100 g aceite y
125 mg o-tocoferol/100g aceite. Por otro lado, valores inferiores a los
obtenidos en el presente trabajo con respecto al contenido de a-tocoferol,
fueron reportados por otro trabajo (Hamaker et al., 1992), cuyo contenido

estuvo en un rango de 3.8 — 6.3 mg a-tocoferol/100 g aceite.

3.6 DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

De acuerdo a la metodologia desarrollada (2.3.7), los tiempos de retencion que
presentaron los principales acidos grasos, para la identificacion de cada uno de
ellos, se muestran en la Tabla N°22.

Tabla N°22. Tiempo de retencion para la identificacion de los acidos grasos.

Compuesto Formula Tiempo de retencion
(min)
Acido palmitico (|3|
C16.0 HBC/\/\/\/\/\/\/\/\OH 163
4 . 7 e O
Acido estearico I
S HBC/WWW\//\//\OH 21.8
Acido oleico (|3\ 24
N N '
C18:1C9 o~ o
Acido vaccénico ﬂ 24
R N N N N :
C18:1C11 Hae” - > 5
Acido linoleico T|) 26.4
\/;/:\/\/\/\/\ .
c18:2c9C12 | " °
Acido a- 0
linolenico HyC : oH 324
C18:3C9C12C15
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Asimismo, se obtuvieron cromatogramas, uno de los cuales se muestra en la
Figura N° 32, que nos permitieron identificar y cuantificar los acidos grasos
(Ac. palmitico, Ac. estedrico, Ac. oleico, Ac. vaccénico, Ac. linoleico y Ac.

alfa linolénico), presentes en las 16 unidades de aceite.
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Figura N°32. Cromatograma del Perfil de los dcidos grasos por CG de la
muestra de aceite PER000408B.

La Tabla N°23, muestra el resumen de los resultados obtenidos del contenido
de acidos grasos de las 16 unidades de aceite y los resultados completos se
observan en la Tabla N°42 y 43 (Anexo N°07). Estos resultados son
presentados graficamente en la Figura N°33 para una mejor apreciacion del

contenido de cada uno de los 4cidos grasos.
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Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan un contenido de acidos
grasos de 5.18% de acido palmitico, 3.37% de acido estearico, 11.53% de
acido oleico, 37.55% de acido linoleico y 41.26% de acido alfa-linolénico. La
unidad PER000408B, con valores de 5.05% de &cido palmitico, 3.11% de
acido estearico, 9.91% de acido oleico, 0.74% acido vaccénico, 36.76% de
acido linoleico 44.12% y &cido alfa-linolenico, presentd el mayor contenido;
mientras que la unidad PER000403, con 5.61% de acido palmitico, 3.39% de
acido estearico, 11.71% de 4acido oleico, 0.77% acido vaccénico y 40.85% de

acido linoleico y 37.26% de acido alfa-linolénico, presentd el menor contenido.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°24), se observa que no existe diferencia
significativa (p>0.05) en el contenido del &cido vaccénico, en cambio en caso
del contenido de los demas é&cidos grasos estudiados, se observa que si existen

diferencias significativas (p<0.05) entre las 16 unidades de aceite.

Tabla N° 24. ANOVA del contenido de acidos grasos

Fuentes de variacion Suma de Gl Media F Sig. (p)
cuadrados cuadratica
Ac. palmitico Inter-grupos 2.275 15 0.152 45.943 0.000
Intra-grupos .053 16 0.003
Total 2.328 31
Ac. estearico Inter-grupos 0.733 15 0.049 19.495 0.000
Intra-grupos 0.040 16 0.003
Total 0.773 31
Ac. oleico  Inter-grupos 14.750 15 0.983 85.097 0.000
Intra-grupos 0.185 16 0.012
Total 14.935 31
Ac. Inter-grupos 0.057 15 0.004 2.159 0.069
vaccénico Intra-grupos 0.028 16 0.002
Total 0.086 31
Ac. linoleico Inter-grupos 43.772 15 2.918| 653.948 0.000
Intra-grupos 0.071 16 0.004
Total 43.844 31
Ac. a - Inter-grupos 78.209 15 5.214| 132.847 0.000
linolenico  Intra-grupos 0.628 16 0.039
Total 78.837 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.
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Por lo que a continuacion, se evaltia los 16 promedios de los contenidos de los
acidos grasos a excepcion del contenido del 4cido vaccénico, usando un test de
Tukey, cuyos resultados se muestran en la Tabla N°23. Las letras mintsculas
(a,b,c,d, e, f, g, h yi)en superindice indican la similitud entre cada unidad de

aceite estudiado.

El contenido de cada uno de los 4cidos grasos en los 16 aceites, se encuentran
en un rango entre 4.65 - 5.61% de acido palmitico, 3.11 — 3.64% de 4cido
estearico, 9.91 — 12.48% de acido oleico, 0.65 — 0.81% acido vaccénico, 36.03
—40.85% de 4cido linoleico y 37.26 — 44.12 % de acido alfa-linolénico. Estos
valores son similares con respecto a otros trabajos (Hamaker et al., 1992), en
donde, se reportd valores de 4.5% de acido palmitico, 3.2% acido estearico,
9.6% de 4acido oleico, 36.8% de &cido linoleico y 45.2% de 4cido alfa-
linolénico. Por otro lado, valores similares a los obtenidos en el presente
trabajo, también fueron reportados en otro trabajo (Pascual y mejia, 2000),
cuyos datos fueron de 5.61% de 4cido palmitico, 2.23% acido esteérico, 9.6%

de 4cido oleico, 36.99% de 4cido linoleico y 43.75% de 4cido alfa-linolenico.

3.7 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TEAC
(ABTS) HIDROFILICA Y LIPOFILICA

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA (CAH)

De acuerdo al método desarrollado por ABTS (2.3.8). Los datos obtenidos, de

la curva estandar de Trolox, se observan en la Tabla N°25.

Tabla N° 25. Curva estandar de Trolox - CAH

Concentracion| Absorbancia a 734nm | Abs. Blanco = 0.999
(umol Promedio +
Trolox/ml) Desviacion
R1 R2 [JR1 [IR2 estandar

0.39954 0.394 0.381 0.605 0.618 0.612 0.009
0.19977 0.675 0.676 0.324 0.323 0.324 0.001
0.09988 0.880 0.826 0.119 0.173 0.146 0.038
0.04994 0.902 0.904 0.097 0.095 0.096 0.001
0.02497 0.938 0.939 0.061 0.060 0.061 0.001
0.00999 0.955 0.955 0.044 0.044 0.044 0.000
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Con estos datos, se obtiene el siguiente grafico de calibracion (Figura N°34).

Curva Estandar CAH
0.7 y = 1.4765x + 0.0206
2=
0.6 R?=0.9974
0.5
-
£ 04
§
203
<
0.2
0.1
o] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
umol Trolox equivalente/ml

Figura N° 34. Representacion grafica de la curva estandar de Trolox - CAH

La Tabla N°26, muestra el resumen de los resultados obtenidos de la capacidad
antioxidante hidrofilica de las 16 unidades de aceite y los resultados completos
se observan en la Tabla N°44 (Anexo N°08). Estos resultados son presentados

graficamente en la Figura N°35 para una mejor apreciacion.

Tabla N° 26. Capacidad antioxidante hidrofilica en aceites de Sacha Inchi*

ACEITE CAH (nmol Trolox/100g
aceite)

PER000394 0.89? +0.00

PER000395 7.97 ¢4 +1.03

PER000401 ND

PER000403 11.58°¢ +0.18

PERO000405 ND

PER000406-A  4.48° +0.46
PER000406-B 6.37 b€ +0.55
PER000408-B 22.11¢8 +0.59

PER000416 g8.38 ¢4 +0.46
PER000417 .21 ¢4 +0.70
PER000418 ND

PER000420 5.78 ® +0.46
PER000421 14.41f +0.21
PER000422 8.614 +0.78
PERO017597 6.47 b¢ +0.19
PER017598 23.65¢ +0.92

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=2), las
letras diferentes en una misma columna representan diferencias estadisticamente
significativas, (p< 0,05) segtn el test de Tukey, ND=no detectado.
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Figura N°35. Comparacion de la capacidad antioxidante hidrofilica en 16
muestras de aceites de Sacha Inchi.

Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan una CAH de 9.92 pumol
Trolox/100 g aceite (promedio de 13 unidades de aceite, ya que en 3 unidades
no se detectdé la CAH). La unidad PER000394, con 0.89 pumol Trolox/100 g
aceite, presentd la menor CAH y la unidad PERO017598, con 23.65 pmol
Trolox/100 g aceite, presentd la mayor CAH.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°27), se observa que si existe
diferencias significativas (p<0.05), en la capacidad antioxidante hidrofilica

entre las 16 unidades de aceite.

Tabla N° 27. ANOVA de la capacidad antioxidante hidrofilica

Fuente de Suma de Media )
variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig(p)
Inter-grupos 1526.354 15 101.757| 371.660 0.000
Intra-grupos 4.381 16 0.274
Total 1530.735 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacion se evalia los 16 promedios usando el test de Tukey,

cuyos resultados se muestran en la Tabla N°26. Las letras minasculas (a, b, c,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

d, e, fy g) en superindice indican la similitud entre cada unidad de aceite

estudiado.

La capacidad antioxidante hidrofilica de los 16 aceites, se encuentra en un
rango entre 0.89 —23.65 umol Trolox/100 g aceite. Estos valores son similares
con respecto a otros trabajos (Jauregui et al., 2010), en donde, se reportd

valores de 0.988 pmol Trolox/100 g aceite.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE LIPOFILICA (CAL)

Los datos obtenidos, de la curva estandar de Trolox, se observan en la Tabla
N°28.
Tabla N° 28. Curva estandar de Trolox como patréon - CAL

Concentracion )
(umol Absorbancia Blanco= 1.059 Promedio + Desviacion
Trolox/ml) estandar
R1 R2 DRI DR2
0.7978 0.141 0.133 0.918 0.926 0.9220 0.006
0.6007 0.325 0.330 0.734 0.729 0.7315 0.004
0.3979 0.605 0.623 0.454 0.436 0.4450 0.013
0.1989 0.844 0.815 0.215 0.244 0.2295 0.021
0.0995 0.997 0.990 0.062 0.069 0.0655 0.005

Con estos datos, se obtiene el siguiente grafico de calibracion (Figura N°36).

y =1,2258x - 0,0349
R?=0,9954

1,00
0,80 /
8 /
2 0,60
©
2 /
320,40
<
0,20
0,00 T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
pumol Trolox equivalente/ml

Figura N°36. Representacion grafica de la curva estandar de Trolox — CAL

La Tabla N°29, muestra el resumen de resultados obtenidos de la capacidad
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antioxidante lipofilica de las 16 unidades de aceite y los resultados completos

se observan en la Tabla N°45 (Anexo N°09). Estos resultados son presentados

graficamente en la Figura N°37 para una mejor apreciacion.

Tabla N°29. Capacidad antioxidante lipofilica en aceites de Sacha Inchi

ACEITE

CAL (nmol Trolox/100g
aceite)
PER000394 905.95f +5.87
PERO000395A 873.16 bedef L 25
PER000401 926.68 ¢ +13.28
PER000403 801.61 *b +7.28
PER000405 833.29%¢4¢  +66.30

PER000406-A
PER000406-B
PER000408-B
PER000416
PER000417
PER000418
PER000420
PERO000421
PER000422
PER017597
PER017598

S22 * +3.40
817.67 ¢ +£2.29
902.16 ¢f +£5.60
855.83 bedef 120,62
856.02 bedef 112 68
822.27 *bcd 42578
897.65 <4of 1 16.06
871.55bedef 4+ 1477
1008.18 & +1.92
882.87 bedel 4 1146
909.37f  +£19.88

*Los valores presentados son el promedio = desviacion estandar (n=2), las letras
diferentes en una misma columna representan diferencias estadisticamente significativas, (p<

0,05) segtin el test de Tukey.

1200.00
1000.00

te

pmol trolox/100g ace
o
8

800.00 -
600.00
400.00
200.00

PER000394
PEROO0395-A
PER0O00401
PER000403
PERO00405

PERO0O0406-A

PER000406-B
PER000408-8
PER000416
PER000417
PER000418
PER000420
PER000421
PER000422
PER017597
PER017598

Aceites

Figura N°37. Comparacién de la capacidad antioxidante lipofilica en 16 muestras de

aceites de Sacha Inchi.
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Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan una CAL de 869.47 pmol
Trolox/100 g aceite. La unidad PER000406A, con 747.22 umol Trolox/100 g
de aceite, presentd la menor CAL, mientras que la unidad PER000422, con

1008.18 umol Trolox/100 g de aceite, present6 la mayor CAL.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°30), se observa que si existe diferencia
significativa (p<0.05), en la capacidad antioxidante lipofilica entre las 16

unidades de aceite.

Tabla N° 30. ANOVA de la capacidad antioxidante lipofilica

Fuentes de Suma de Media

variacion cuadrados GL cuadratica F Sig.
Inter-grupos 107262.075 15 7150.805| 16.426 0.000
Intra-grupos 6965.457 16 435.341
Total 114227.531 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacion se evalia los 16 promedios usando el test de Tukey,
cuyos resultados se muestran en la Tabla N°29. Las letras minusculas (a, b, c,
d, e, f y g) en superindice indican la similitud entre cada unidad de aceite

estudiado.

La capacidad antioxidante lipofilica de los 16 aceites, se encuentra en un rango
entre 747.22 — 1008.18 umol Trolox/100 g de aceite. Estos valores son
superiores con respecto a otros trabajos (Jauregui et al., 2010), en donde, se

report6 valores de 0.066 pmol Trolox/100 g aceite.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT)

Los resultados de la capacidad antioxidante total, se muestran en la Tabla
N°31. Estos valores, se obtuvieron a partir de la suma de los valores
obtenidos de la capacidad antioxidante hidrofilica y la capacidad antioxidante
lipofilica. Estos resultados son presentados graficamente en la Figura N°38

para una mejor apreciacion.
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Tabla N°31. Capacidad antioxidante total en aceites de Sacha Inchi

ACEITE CAH (umol CAL (umol CAT pmol Trolox/100g

Trolox/100g Trolox/100g aceite)*

aceite) aceite)
PER000394 0.89 905.95 906.84 4¢ +5.87
PERO000395-A 7.97 873.16 881.14 bede 1078
PERO000401 ND 926.68 926.68° +13.28
PER000403 11.58 801.61 813.193° +7.45
PER000405 ND 833.29 833.30%>¢4  1+66.31
PER000406-A 4.48 747.22 751.71% +2..95
PER000406-B 6.37 817.67 824.04 2bcd 12 84
PER000408-B 22.11 902.16 924.27 ¢ +6.19
PERO000416 8.38 855.83 864.21 bcde  1£21.07
PERO000417 8.21 856.03 864.24 bede  1£11.99
PERO000418 ND 822.27 822.27 &be +25.78
PERO000420 5.78 897.65 903.43¢%d° +16.52
PER000421 14.41 871.55 885.95 bede 11498
PERO000422 8.61 1008.18 1016.79 +1.14
PERO017597 6.47 882.87 889.35bcde  1+11.26
PERO017598 23.65 909.37 933.02 ¢ +18.96

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=2),
las letras diferentes en una misma columna representan diferencias
estadisticamente significativas, (p< 0,05) segun el test de Tukey.

1200.00 -
1000.00 —
— 1 — -
g ™= - N - - - —_
S 800.00 - — —
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[}
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Figura N°38. Comparaciéon de la capacidad antioxidante total en 16 muestras de
aceites de Sacha Inchi.
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Las 16 unidades de aceite, en promedio, presentan una CAT de 877.53 pumol
Trolox/100 g aceite. La unidad PER000406A, con 751.71 umol Trolox/100 g
de aceite, presentd la menor CAT, mientras que la unidad PER000422, con

1016.79 umol Trolox/100 g de aceite, present6 la mayor CAT.

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N°32), se observa que si existe diferencias
significativas (p<0.05), en la capacidad antioxidante total entre las 16 unidades

de aceite.

Tabla N° 32. ANOVA de la capacidad antioxidante total

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.(p)
Inter-grupos 114044.365 15 7602.958( 17.489 0.000
Intra-grupos 6955.803 16 434,738
Total 121000.167 31

Sig.(Bilateral); valor p de significacion estadistica.

Por lo que a continuacion se evalia los 16 promedios usando el test de Tukey,
cuyos resultados se muestran en la Tabla N°31. Las letras minusculas (a, b, c,
d, e y f) en superindice indican la similitud entre cada unidad de aceite

estudiado.

La capacidad antioxidante total entre los 16 aceites, se encuentra en un rango

entre 751.71 — 1016.79 en umol Trolox/100 g de aceite.

3.8 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL CON
TOCOFEROLES TOTALES, CAROTENOIDES Y COMPUESTOS
FENOLICOS

Para determinar la correlacion que existe, entre la capacidad antioxidante del
aceite y otros compuestos como los tocoferoles, compuestos fendlicos y
carotenoides (Bailey, 1984), usamos regresiones polinomicas. Para este analisis
se consideran solo los datos de 12 unidades de aceite (PER000394,
PERO000395A, PER000401, PER000403, PER000405, PERO000406A,
PER000406B, PER000408B, PER000417, PER000420, PER000421 vy
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PERO017597), ya que estas unidades de aceite, presentan un mayor contenido de

los compuestos estudiados.

3.8.1 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL CON EL
CONTENIDO DE TOCOFEROLES TOTALES

Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de tocoferoles

y la capacidad antioxidante total, se observan graficamente en la Figura N°39.

y =-0,0193x% + 10,43x - 511,9
R?=0,6345

*»

950

R 2

P 900 rY
§ 850 hd
b
l
< 800
]
°
= 750 <
[]
£

700

650 T T T T T 1

165,00 185,00 205,00 225,00 245,00 265,00 285,00
mg tocoferoles/100g aceite

Figura N°39. Correlacion entre la capacidad antioxidante total y el contenido de

tocoferoles totales.

Estos resultados, muestran que los tocoferoles estan relacionados en un gran
porcentaje a la capacidad antioxidante, es decir que estos compuestos son
responsables en un gran porcentaje de la capacidad antioxidante total que
presentan los aceites en estudio. Debido a que presentan un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.63, dato que nos indica el porcentaje de la variacion de

una variable con respecto a la otra.

3.8.2 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON EL
CONTENIDO DE CAROTENOIDES

Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de
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carotenoides y la capacidad antioxidante total, se observan graficamente en

la Figura N°40.

y =-921,74x? + 504,67x + 800,65
R?=0,0064

950

900 +*®

umol Trolox/100g aceite
3
o

700

650 T T T T 1
0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
mg B-caroteno/100g

Figura N°40. Correlacion entre la capacidad antioxidante total respecto al

contenido de carotenoides.

Estos resultados, muestran que los carotenoides no estan relacionados con la
capacidad antioxidante, es decir que los carotenoides no son responsables de la
capacidad antioxidante que presentan los aceites de estudio. Debido a que
presentan un coeficiente de determinacion (R?) de 0.01, dato que nos indica el

porcentaje de la variacion de una variable con respecto a la otra.

3.8.3.RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL CON EL
CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES.

Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de compuestos
fenolicos y la capacidad antioxidante total, se observan graficamente en la

Figura N°41.
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Figura N°41. Correlacion entre la capacidad antioxidante total respecto al
contenido de compuestos fendlicos totales.

Estos resultados, muestran que los compuestos fenolicos estan relacionados en
un minimo porcentaje con la capacidad antioxidante, es decir que estos
compuestos son responsables en cierto porcentaje con la capacidad
antioxidante que presentan los aceites en estudio. Debido a que presentan un
coeficiente de determinacion (R?) de 0.37, dato que nos indica el porcentaje de

la variacion de una variable con respecto a la otra.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron los aceites de los 16 cultivares de semilla, que presentaron en

promedio un rendimiento de 35.49%.

2. Las unidades de estudio, presentaron un contenido de compuestos fendlicos,
entre 58.98 - 69.66 mg de acido galico/100 g aceite, los cuales no presentaron

diferencias significativas.

» Las unidades de estudio, presentaron un contenido de carotenoides
entre 0.15 — 0.33 mg B-caroteno/100 g aceite, los cuales presentaron

diferencias significativas.

» Las unidades de estudio, presentaron un contenido de fitoesteroles en
promedio de 22.04 mg campesterol/100 g aceite, 68.23 mg
estigmasterol/100 g aceite y 137.43 mg [-sitosterol/100 g aceite.
Dentro de los cuales, el contenido de campesterol no presentd
diferencias significativas, en cambio el contenido de estigmasterol y

[B-sitosterol, si presentaron diferencias significativas.

» Las unidades de estudio, presentaron un contenido de tocoferoles en
promedio de 212.32 mg tocoferol/100 g aceite respecto a los
tocoferoles totales y un promedio de 7.81 mg a-tocoferol/100 g aceite,
3.31 mg B-tocoferol/100 g aceite, 127.55 mg y-tocoferol/100 g aceite
y 75.60 mg &-tocoferol/100 g aceite respecto a cada uno de los
tocoferoles. Dentro de estos valores se presentaron diferencias

significativas.

» Las unidades de estudio, presentaron un alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados, es decir acido linoleico (omega 6) y acido alfa-
linolenico (omega 3). Todos los acidos grasos obtenidos presentaron,
en promedio, valores de 5.18% de acido palmitico, 3.37% de acido
estearico, 11.53% de acido oleico, 0.73% de acido vaccénico 37.55%

de acido linoleico y 41.26% de acido alfa-linolénico. Dentro de estos
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valores, el contenido de &cido vaccénico no presento diferencias
significativas, en cambio el contenido de los demas 4cidos estudiados

si presentaron diferencias significativas.

3. Las unidades de estudio, presentaron datos entre 0.89 —23.65 umol TE/100 g
aceite de CAH y 747.22 — 1008.18 umol TE/100 g aceite de CAL. Mientras
que la capacidad antioxidante total presentd datos entre 751.71 — 1016.79
umol TE/100 g aceite. Dentro de estos valores se presentaron diferencias

significativas.

» Se determind que los tocoferoles son responsables en un gran
porcentaje de la capacidad antioxidante que presentan los aceites en

estudio.

4. Teniendo en consideracion a todos los compuestos bioactivos analizados, se
logr6é determinar diferencias marcadas entre las 16 unidades de aceite de
Sacha Inchi estudiadas, sin embargo no se puede determinar un cultivar
selecto. No obstante las bondades que brinda el aceite de Sacha Inchi
independiente del cultivar de donde se extraiga, queda manifestada por los
importantes compuestos bioactivos que presenta, los cuales son buenos para

la salud humana.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones de acuerdo a los diferentes tipos de compuestos
fenolicos que se pueden encontrar en el aceite de Sacha inchi, para determinar
cual de ellos es el que esta asociado a la accion antioxidante que presentan los

compuestos fenolicos.

2. Se sugiere continuar los estudios sobre el contenido de compuestos bioactivos

del Sacha Inchi ya que es un producto muy importante para el ser humano.

3. Se plantea evaluar el efecto del medio ambiente sobre las accesiones de

semillas sembrados en diferentes localidades.

4. Se sugiere realizar estudios de toxicidad sobre el consumo de aceite de

Sacha Inchi.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. AMARAL, J.; CASAL, S.; TORRES, D.; SEABRA, R. AND OLIVEIRA, B.,
2005 Simultaneous Determination of Tocopherols and Tocotrienols in
Hazelnuts by a Normal Phase liquid Chromatographic Method. Analytical
Sciences. Vol. 21, 1545-1548.

2. AMES, N. B.; SHIGENAGA, K. M. AND HAGEN, M. T., 1993. Oxidants,
antioxidants, and the degenerative diseases of aging. Prod. Natl. Acad. Sci.
USA. Vol. 90, pp. 7915-7922, September, 1993.

3. AREVALO, G., 1995. Informes de Resultados de Investigacion. Programa
Nacional de Investigacion en Recursos Genéticos y Biotecnologia. E.E. “El
Porvenir”. Afos 1989-1995.

4. ARNAO, M.B., CANO, A., ACOSTA, M., 2001. The hydrophilic and
lipophilic contribution to total antioxidant activity. Food Chemistry 73, 239—
244,

5. BAILEY, A. E., 1984. Aceites y grasas industriales. 2da Edicion. Pg. 4-212

6. BAILEY, L.L., 1949. Manual of cultivated plants. The Mac Millan Co.
New York. p. 118

7. BECKMAN, KB. AND AMES, BN., 1998. The free radical theory of ageing
matures. Physiol Rev. 78: 547-581.

8. BEGONA, O. A.; FERNANDO, G. L. AND BLANCO, N. I, 2001.
Carotenoides y Salud Humana. Fundacion Espanola de la Nutricion. Madrid,
septiembre, 2001.

9. BENAVIDES, J.; MORALES, J. AND PASCUAL, G., 1994. Avance en la
caracterizacion del aceite y proteina del cultivo de sacha inchi o mani de
monte (Plukenetia volubilis L.) Como alternativa para la alimentacion
humana y animal, Yurimaguas (Pert1). Instituto Nacional de Investigacion
Agraria. 1994. 17 h.

10. BENDICH, A. AND OLSON, J. A., 1989. Biological actions of carotenoids.
The Faseb journal. Vol. 3. pp.1927-1932. June 1989.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

11. BERNARDINI, 1981. Tecnologia de aceites y grasa. Editorial Alhambra. S.A.
Madrid. p. 234-239.

12. BONDIOLI, P.; DELLA, B. AND RETTKE, P., 2006. Alpha linolénic
acid rich oils. Composition of Plukenetia Volubilis (Sacha Inchi) oil from
Peru. La Rivista Italiana Delle Sostanze Grasse. 2006, 83(3): 120-123.

13. BRACK, A., 1999. Plukenetia volubilis L. Diccionario Enciclopédico de
Plantas Utiles del Pera. PNUD. Cuzco — Peru. p. 550.

14. BRAVO, L., 1998. Polyphenols: chemistry, dietary sources, metabolism,
and nutritional significance. Nutr. Rev. 56:317-33.

15. BRIGELIUS-FLOHE, R. AND TRABER, M. G., 1999. Vitamin E: Function
and metalism. The Fased Journal. Vol.13, p. 1145-1155. July 1999.

16. BRITTON, G., 1995. Structure and properties of carotenoids in relation to
function. The Faseb Journal. Vol. 9 December 1995.

17. BURCK, U.; GOEBEL, H. H.; KUHLENDAHL, H. D.; MEIER, C. AND
GOEBEL, K. M., 1981. Neuromyopathy and vitamin E deficiency in man.
Neuropediatrics. Vol.12, 267278

18. CACHIQUE, D., 2006. “Estudio de la Biologia Floral y Reproductiva en el
Cultivo de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) INIEA — UNSM?”, tesis para
optar el titulo de Ing. Agrénomo, Universidad Nacional San Martin — Pert.

19. CASTANO, D.L.T.; VALENCIA, M.P.G.; MURILLO, E.P.; MENDEZ, J.J.A.
AND JOLIL JE., 2012. Composicion de Acidos grasos de Sacha Inchi
(Plukenetia volubilis Linneo) y si relacion con la bioactividad del vegetal. Rev
Chil Nutr Vol. 39.

20. COHEN, J.H.; KRISTAL, A.R. AND STANFORD, J.L., 2000. Fruit and
vegetable intakes and prostate cancer risk. J. Natl. Cancer Inst.
Vol,92:61-8.

21. CONNOR, W, 2000. Importance of n-3 fatty acids in health and
disease. Am. J. Clin. Nutr. Vol.71: 171.

22. CORAZON, G. M.; CATRO, R. D.; CHOTA, M. W.; RODRIGUEZ, A;
CACHIQUE, D.; MANCO, E.; DEL, C. D.; RENNO, J. AND GARCIA, D. C.,
2009. Caracterizacion genética de accesiones Sanmartinenses del Banco

Nacional de germoplasma de Sacha Inchi Plukenetia Volubilis L. (E.E. El

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Porvenir - INIA). Vol. 18 N°1-2 2009: 23-31.

23. CROSS, C. K., 1970. Oil stability: a DSC alternative for the active oxygen
method. Journal of the American Oil Chemists” Society. Vol. 47, 229-230.

24. DECKER, E.A., 1997. Phenolics: Prooxidants or antioxidants? Nutritional
Reviews, 1997;55(1),396-398.

25. DIARIO OFICIAL EL PERUANO, 2005. Normas Legales. Ley N° 28477.
Ley que declara a los cultivos, Crianzas nativas y especies silvestres
Usufructuadas patrimonio Natural de la nacion. p. 289574-289575.

26. DUCHATEALU, G. S. M. J. E.; BAUER-PLANK, C. G.; LOUTER, A. J. H,;
VAN DER HAM, M.; BOERMA,J. A.; VAN ROOILJEN, J. J. M., et al. (2002).
Fast and accurate method for total 4-desmethyl sterol(s) content in spreads, fat-
blends, and raw materials. Journal of the American Oil Chemists’ Society, 79,
273-278.

27. FANALI, Ch.; DUGO, L.; CACCIOLA, Fr.; BECCARIA, M.; GRASSO, S.;
DACHA, M.; DUGO, P. AND MONDELLO, L., 2011. Chemical
Characterization of Sacha Inchi (Plukenetia Volubilis L.) Oil. Journal of
Agricultural and Food Chemistry.

28. FANG, YZ.; YANG, S. AND WU, G.,2002. Free radicals, antioxidants and
nutrition. Nutrition. 18: 8§72-879.

29. FARRELL, P.; BIERI, J; FRATANTONI, J; WOOD, R. AND
DISANT’AGNESE, P. 1977. The occurrence and effects of human vitamin E
deficiency. J. Clin. Invest. 60, 233-241

30. FERNANDEZ, I. M., 2007. Sacha Inchi — planta promisoria. Exposicion en
evento. Rev. Acad. Peru Salud 14(2),pp.52.

31. FOLLEGATTI-ROMERO, L. A.; PIANTINO C.R.; GRIMALDI, R. AND
CABRAL, F. A., 2009. Supercritical CO2 extraction of omega-3 rich oil from
Sacha inchi (Plukenetria Volubilis L.) seeds. The Journal of Supercritical
Fluids, vol.,49. p. 323-329.

32. GARCIA, H., 1992. Resumen de investigaciones apoyadas por Fundeagro
1988-1992. Tomo I. Proyecto de transformacion de la tecnologia agropecuaria.

TTA. Lima. p.61-63.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

33. GARMENDIA, F.; PANDO, R. AND RONCEROS, G., 2011. Efecto del
aceite de Sacha Inchi (Plukenetia Volubilis L.) sobre el perfil lipidico en
pacientes con hiperlipoproteinemia.

34. GILLESPIE, L. J., 1993. A synopsis of neotropical Plukenetia
(Euphorbiaceae) including two new species. Systematic Botany 18 (4): 575 —
592

35. GORRITI, A.; CORDOVA, A.; ARROYO, J; et al. 2006. Estudio
farmacognostico, toxicidad aguda oral y actividad hipolipemiante de las
semillas de Plukenetia volubilis L. (sacha inchi). IX Jornadas de Investigacion
en Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas “Dra. Bertha Pareja Pareja”.
Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. Lima. 2006.

36. GUILLEN, M. D.; Ruiz, A.; Cabo, N.; Chirinos, R.; AND PASCUAL, G.,
2003. Characterization of Sacha Inchi (Plukenetia volubulis L.) oil by FTIR
spectroscopy and 1H NMR comparison with linseed oil. Journal of the
American Oil Chemist’s Society. Vol. 80, 755 e 762.

37. HALLIWELL, B., 1997. Antioxidants and human disease: a general
introduction. Nutr. Rev. 55:S44-9.

38. HALLIWELL, B. AND GUTTERIDGE, J. M. C., 1999. Free Radicals in
Biology and Medicine, Oxford, U.K.: Oxford University Press.

39. HALLIWELL, B. AND WHITEMAN M., 2004. Measuring reactive species
and oxidative damage in vivo and in cell culture: how should you do it and what
do the results mean Br J Pharmacol. 142:231 - 255.

40. HAMAKER, B.; VALLES,C.; GILMAN, R.; HARDMEIER, R.; CLARK, D.;
GARCIA, H.; GONZALES, A.; HOHLSTAD, I.; CASTRO, M.; VALDIVIA,
R.; RODRIGUEZ, T. AND LESCANO, M., 1992. Amino Acid and Fatty Acid
Profiles of the Inca Peanut (Plukenetia Volubilis L.). American association of
cereal chemist. 69.4, 461-465.

41. HANSSEN, H.P., 2008. Sacha Inchi e die Inka-Nuss auf dem Weg zum
Weltmarkt. Deutsche Apotheker Zeitung, 148, 60 - 61.

42. HANSSEN, H. P. AND SCHMITZ, H. M., 2011. Sacha Inchi (Plukenetia
Volubilis L.) Nut oil and its therapeutic and Nutricinal Uses. Nuts & Seeds in

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Health and Disease Prevention. Cap. 117. p. 991-994.

43. HARBORNE, J. B. AND SIMMONDS, N. W., 1964. Biochemistry of
Phenolic Compounds, Academic Press, London, pp 101.

44. HARBORNE, J.B., 1989. Methods in plant biochemistry, I: Plant phenolics.
London: Academic Press.

45. HAZEN, STOEWESAND. AND DUCLOS., 1980. Resultados de analisis del
aceite y proteina del cultivo de sacha inchi. Universidad de Cornell USA.1980.

46. HERRMANN, H., 1988 On the occurrence of flavonol and flavone glycosides
in vegetables. Z Lebensm Unters Forsch 1988;186:1-5

47. HIGUCHI, S., 2004. Proyecto de Ley N° 11367/2004 — C12: Ley que
declara al sacha inchi como patrimonio genético Nacional y producto
alternativo en la lucha contra la pobreza. Lima, 08 septiembre 2004.

48. HUAMAN, J; CHAVEZ, K.; CASTANEDA, E; CARRANZA, S;
CHAVEZ, T.; BELTRAN, Y.; CAFFO, C.; CADILLO, R. AND
CADENILLAS, J. 2008. Efecto de la Plukenetia volubilis Linneo (sacha
inchi) en la trigliceridemia posprandial. Anales de la Facultad de
Medicina. 2008; 69(4):263-6.

49. HUANG, D.; OU, B. AND PRIOR, L. R., 2005. The Chemistry behind
Antioxidant Capacity Assays. Rev: J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 1841-1856.

50. KRENDEL, D. A.; GILCHREST, J. M., JOHNSON, A. O., AND BOSSEN,
E. H., 1987 Isolated deficiency of vitamin E with progressive neurologic
deterioration. Neurology 37, 538 —540.

51. KIZUNA EARTH. 2012 http: //kizunaearth.blogspot.com /2011/02/
introduccion-del-sacha-inchi.html

52. KUKLISKI, C. 1998: “Farmacognosia, estudio de la drogas y sustancias
medicamentosas de origen natural”. 1* ediciéon. 1998. Fondo Editorial.
Pontificia Universidad Catolica del Pert.

53. JAUREGUI, M. A.; RAMOS, E. F.; ALVARADO, O-U. C.; CASTANEDA,
C. B.; BARNETT, M. E.; YANEZ, F. J. AND CAJALEON, A. D., 2010.
Evaluacién del contenido de fitoesteroles, compuestos fenolicos y métodos
quimicos para determinar la actividad antioxidante en semilla de sacha inchi

(Plukenetia Volubilis L.). Rev. Soc. Quim. Peru. 76(3)2010.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

54. LAGARDA, M.J.; GARCIA-LLATAS, G. AND FARRE, R., 2006. Analysis
of phytosterols in food. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

55. LAWSON, H., 1999. Aceites y grasas alimentarias. Tecnologia, utilizacion y
nutricion. Pp.

56. LAMPE, ] W., 1999. Health effects of vegetables and fruit: assessing
mechanics of action in human experimental studies. American Journal Clinical
Nutrition. 70:475S-490S.

57. LEE. J.; KOO, N. AND MIN, DB., 2004. Reactive oxygen species, aging, and
antioxidative nutraceuticals. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety. 3:21-33.

58. LIMA, J.; FONOLLOSA, V. AND CHACON, P., 2005. Inhibicion selectiva
de la absorcion de colesterol: una nueva perspectiva en el tratamiento de
la hipercolesterolemia. Med Clin (Barc) 2005;125(1):16-23.

59. LING, W.H. AND JONES, P.J.H., 1995. Dietary Phytosterols: A Review of
Metabolism, Benefits and side Effects. Life Sciences, Vol.57, N.3, pp.195-206.

60. MANCO, E., 2006. “Cultivo de Sacha Inchi”’, Innovacién Nacional de
Investigacion y Extension agraria; Subdireccion de Recursos Genéticos y
Biotecnologia Estacion Experimental agraria “El Porvenir”, junio 2006.

61. MARTIN, B. E., 2006. “Efectos de la intervencion nutricional con un
preparado lacteo enriquecido en acidos grasos poliinsaturados omegas-3, acido
oleico y vitaminas sobre marcadores relacionados con el riesgo cardiovascular
y con el metabolismo osea en pacientes dislipemicos”. Tesis para optar el
grado de doctora en Farmacia. Universidad de Granada.

62. MARTINEZ-VELARDE, [.; PERIAGO, J. M. AND ROS, G., 2000.
Significado nutricional de los compuestos fenolicos de la dieta. Alan Vol. 50
n.1, Caracas mar. 2000.

63. MATTEA, M.A. 1999. Fundamentos sobre el prensado de semillas
oleaginosas. Aceites y Grasas, pp. 427-431.

64. MAZZA, G., 1995. Anthocyanins in grapes and grape products. Crit. Rev.
Food. Sci. Nutr. 1995;35:341-71

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

65. MEJIA, M., 1997. Extraccion y refinacion del aceite de sacha inchi. Tesis para
optar el Titulo de Ingeniero de Industrias Alimentarias. Lima: Facultad de
Industrias Alimentarias, Universidad Nacional Agraria La Molina.

66. MERINO, C., 2009. Caracterizaciéon de acidos grasos y aminoacidos de
diez ecotipos de Plukenetia volubilis L. (Sacha Inchi) de los departamentos
de Loreto, San Martin y Amazonas. Tesis para obtener el titulo profesional de
Ingeniero en Industrias Alimentarias. Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana — UNAP, Facultad de Industrias Alimentarias. 2009.

67. MICHOTTE, D., 2009. Etude de la stabilité oxydative de 1’huile de lin en
présence de composés phénoliques naturels.

68. MILLER, N. AND RICE-EVANS, C. 1997. The relative contributions of
Ascorbic acid and phenolic antioxidant to the total antioxidant activity of
orange and apple fruit juices and blackcurrant drink. Food Chemistry Vol. 60
N°3 pp. 331-337.

69. MUNOZ, J.A.; RAMOS, E. F.; ALVARADO, O. C.; CASTANEDA, C. B;;
BARNETT, M. E.; YANEZ, F. J. AND CAJALEON, A. D., 2010. Evaluacién
del contenido de fitoesteroles, compuestos fenolicos y métodos quimicos para
determinar la actividad antioxidante en semilla de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.). Rev. Soc. Quim. Peru. 76(3).

70. MUNOZ, J. AM.; ALVARADO-ORTIZ, U. C. AND ENCINA, Z. CHR,,
2011. Fitoesteroles y Fitoestanoles: Propiedades saludables. Rev. Horizonte
Medico. Vol 11(2). Julio-diciembre 2011.

71. MURRAY, R., GRANNER, D., MAYES, P., Y RODWELL, V. Bioquimica
de Harper 15* Edicion. Pag. 144, 575-577.

72. NAKARUMA, M.T. AND NARA, T.Y., 2003. Essential fatty acid sintesis and
its regulation in mammals. Prostaglandins Leuk Essent Acids 2003; 68:145-
150.

73. NAKAMURA, MT. AND NARA, TY., 2004. Structure, function, and dietary
regulation of delta 6, delta 5, and delta 9 desaturases. Annu Rev Nutr 2004; 24:
345-376.

74. NATIONAL CENTER OF BIOTECHNOLOGY INFORMATION. 2012.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/ Fecha de consulta: 14/03/2012.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

75. NELSON, J. A., AND FALK, R. E., 1993. The efficacy of phloridzin and
phloretin on tumor cell growth, Anticancer Res. 13: 2287-2292.

76. NIELSEN, S.S., 1998. Food analysis. En: Crude fats analysis. Purdue
University, West afayette, Indiana, pp. 203-214.

77. PALOU, A., 2005. El libro blanco de los esteroles vegetales en alimentacion.
Barcelona: 2* Edicion Unilever Foods S.A.

78. PASCUAL, G. AND MEJIA, M., 2000. Extraccion y caracterizacion del
aceite de sacha inchi. Anales Cientificos UNALM. Lima. 2000. Enero-
Marzo (42): 144 — 158.

79. PLAT, J. AND MENSINK, R., 2005. Plant stanol and sterol esters in the
control of blood cholesterol levels: mechanism and safety aspects. Am. J.
Cardiol. 2005; 96(Suppl):15D-22D.

80. PRIOR, RL., 2003. Fruits and Vegetables in the Prevention of Cellular
Oxidative Demage. American Journal Clinical Nutrition. 78:570S-578S.

81. RODRIGUEZ-AMAYA, B. D., 1999. Carotenoides y Preparacion de
Alimentos: La retencion de los carotenoides Provitamina A en Alimentos
preparados, Procesados y Almacenados.

82. ROS, E., 2003 Inhibicion de la absorcion intestinal del colesterol: nueva
diana terapéutica en la reduccién de la colesterolemia. Clin. Invest.
Arterioscl. 2003; 15(6):261-75.

83. ROS, E., 2006. Recomendaciones sobre el consume de fitoesteroles y
estanoles. Jano [revista en internet] 2006 14-21 julio. [acceso 25 de julio de
2012];0(1617):[46-7].Disponible http://www.jano.es/ficheros/sumarios
/1/0/1617 /46/1vOn1617 a13091320pdf001.pdf

84. ROS, E., 2006a Doble inhibicion del colesterol: papel de la regulacion
intestinal y hepatica. Rev. Esp. Cardiol. Supl. 2006; 6:52G-62G.

8s. SANCHEZ-MORENO, C., 2002. Methods used to evaluate the free radical

scavenging activity in foods and biological systems. Food Sci Tech Int.
8:121-137

86. SANDERS, T.A., 2000. Polyunsaturated fatty acids in the food chain in
Europe. Am J Clin Nutr. 2000; 71: 176S-180S.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

87. SEN, Ch, K.; Khanna, S. AND ROY, S. 2006. Tocotrienols: Vitamin E
Beyond Tocopherols.  The Ohio state university medical center.

88. SHAHIDI, F. AND WANASUNDARA, PKJPD., 1992.  Phenolic
antioxidants. Crit. Rev. Food. Sci. Nutr. 1992;32:67-103.

89. SIES, H., 1991. Oxidative stress: Oxidants and antioxidants. New York:
Academic Press.

90. SIES, H., 1997. Oxidative stress: Oxidants and antioxidants. Exp Physiol 82
82): 291-5.

91. SIMON, HU.; HAJ-YEHIA, A. AND LEVI-SCHAFFER, F., 2000. Role
of reactive oxygen species (ROS) in the apoptosis induction. Apoptosis
5:415-8.

92. SINGH, K.K.; WIESENBORN, D.P.; TOSTENSON, K. AND KANGAS,
N., 2002. Influence of moisture content and cooking on screw pressing
of crambe seed. Journal of the American Oil Chemist’s Society, 79 (2):
165-170.

93. SINGLETON, V.L.; ORTHOFER, R. AND LAMUELA-RAVENTOS R.M,,
1999. Analysis of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants
by means of folin-ciocalteu reagent. Methods Enzymol., 299: 152-178.

94. SMOUSE, T. H., 1995. Factors affecting oil quality and stability. In K.
Warner, & n.a.m. Eskin (Eds), Methods to asses quality ans stability of oils and
fat-containing foods (pp. 71-36). Champaign, Illinois: American Oil Chemists’
Society.

95. SOUKUP, J., 1987. Vocabulario de los Nombres Vulgares de la Flora Peruana
y Catalogo de los Géneros. Editorial Salesiana. Lima — Peru. 436 p.

96. STAMPFER, M.; HENNEKENS, C.; MANSON, J.; COLDITZ, G
ROSNER, B. AND WILLETT, W., 1993. Vitamin E consumption and the risk
of coronary disease in women. N. Engl. J. Med. 328, 1444 —1449.

97. STIEF, T. W., 2003. The physiology and pharmacology of singlet
oxygen. Med Hypoth 60:567-72.

98. SWAIN, T, HILLIS, WE., 1959. The phenolic constituents of Prunus
domestica. I. The quantitative analysis of phenolic constituents. J Sci

Food Agric ; 10: 63- 68.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

99. TALCOTT, S.T. AND HOWARD, L.R., 1999. Phenolic autooxidation is
responsible for color degradation in processed carrot puree. J. Agric. Food
Chem. 47:2109-2115.

100.TAN, C.; CHE MAN, Y.; SELAMAT, J. AND YUSOFF, M., (2002).
Comparative studies of oxidative stability of edible oils by differential
scanning calorimetry and oxidative stability index methods. Food Chemistry.
76, pp. 385-389.

101.THOMAS, J.A., 1994. Oxidative stress, oxidant defense and dietary
constituents. Modern nutrition in health and disease. 8ed. Williams and
Wilkins; Philadelphia. 501-12.

102.TRABER, M. G., 2007. Vitamin E regulatory mechanisms. Annu Rev Nutr.
Vol . 27:347-62.

103.VALENZUELA, A., 2004. Los fitoesteroles y fitoestanoles: aliados
naturales para la proteccion de la salud cardiovascular. Rev. Chil. Nutr.
2004;31(suppl):161-169.

104.VALLES, R. C., 1995. Investigador agrario. Profesor asociado de la Facultad
de Agronoma de la Universidad Nacional de San Martin-Tarapoto (UNSM).
Investigador de la especie Plukenetia. Entrevista personal.

105.VELARDE, F. D.; RIOS, L. L1; CARRILLO, C. Fr. AND ESTRADA, J. R,
2007. Catalogo de las Colecciones Nacionales. Banco de Germoplasma de la
SUDIRGEB - INIEA. Vol. 1.

106.VERMERRIS, W. AND NICHOLSON, R., 2008 . Phenolic Compound
Biochemistry. Pag. 1-3

107.WARD, J.A., 1976. Processing high oil content seeds in continuous
press. Journal of the American Oil Chemist’s Society, 53: 261-264.

108.WILDMAN, REC., 2001. Nutraceuticals, classifying nutraceuticals: a brief
review of historical and teleological aspects. In: Wildman REC, editor.
Handbook of nutraceuticals and functional foods, Boca Raton, Fla.: CRC
Press. p 1-12y 13-30.

109.WOLF, G., 2005. The discovery of the antioxidant function of vitamin E: the
contribution of Henry A. Mattill". J Nutr 135 (3): 363 - 6.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

ANEXOS

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

L
[=)
o
T =
o P
PG
&U
oL
o

W o
o —

DE SANTA MARIA

Tt

eledeys UNJE UES UDJEN UES eledeyg 86SL10¥Ad | 91
eSOy BIUES opelo( [ UILBJA UES edeny) L6SLTOYAd | ST
o191edey sewre| unJIej ues noeAeond oy 770009dd | V1
sewe| Sewe’] UnJIEJA ueS | noeAoquieys o)y 127000 Hd | €1
AeueN o)y seukejy 0J0107] eIued Oy 0T¥000ydd | TI
equieqoAoN equieqoAON UIIBIA UBS equieqoAoy 81+000¥Ad | 11
rosodeg ege[eny UNJIeA ueg rosodeg LI#0009dd | OI
eInzey) UILIRJA] UBS UIJEJA UBS enzey) 91¥000ydd | 6
eueyoung SBUABIA 01107 UOWIRTA OTy q-8070009dd 8
enyeurng ruanboyy 019107 eAeoRd 9-9070004dd L
enyeuIng ruaNbay 0J210 eABOR{ V-9070004dd 9
ojade) euonbayy 019107 AnAnN SOY000dd S
AeueN oy seuke\ 019107 0)]y BIB|D BIUES €0v000ddd | ¥
e[[Ise) uowey] | e[[use) uouiey [BISLER 0J0107] £(0000[[eqe) 107000¥dd | €
0p0oday OjuId SEwe] UILIBJA] UBS 0p0oday ojuId V-S6£000dd | ¢

ooy
op epueg e seukejy UILBJA UES GRS v6£000MHd | T

TVNOIDVN
OLIILSIA VIONIAO¥d | OINAAVLIVJIAA | NOIDVOIALLNAAI ODIAOD | oN
("7 stgnjoA enauaynld) THONI VHOVS
4d TYNOIDVN NOIDOHT0D V1 dd ODILANAD TVIIALVIA 4d 4LJ0dVSVd 9d SOLVA 4d OYLSIDTY

‘110Z-010Z euedwe)) “YIN]J -¢112ISY UQIIRAOUU] 3P [BUOIIBN] 03NINSUT [P ATUIAIOJ [ VHH ©[ ap 23udpadoad

("7 sIgnjoA enauayn|d) YouJ BydES dp [BUOEBN UOIIII0) B[ 9P 03Ud3 [eLdjew [Op daodesed Ip soyeq :€€ N ®BIqBL

T0oN OXANY

%)
(=)
=
-
©
=)
=
7]
@
>
=
@
%)
=)
L
=
)
=
<
o
<
n
@
=
=
=
<)
o
©
h=}
<
N
e
(=)
-
=
<
[
=
[T
<
peo
=)
=
a

En su investigacion no olvide

referenciar esta tesis




=
<
f = (44}
a
A =
c==
w = <t
=2 %
=
S53a
0p0d3Y 0jurg
0vS°0 918°0 unIey ueg 4
v
_ﬁ%g% -$6£000Ad
(7]
(=]
=
=
4=
0Aed[IyS 7
81570 €6L°0 UIIEA uBS I g ®
o X
0 I
m n
6£000UAd = m
S S
i ] m 5
w w 3
: elyeI50)0 : elyeI50)0 B do R "o
0894 0894 Wwomeedad | \ooponmuopy | osewmy E o
s 2
M Iyout eyodes Ip eIpudwy Iyout eyodes Ip e[iuas 031p9D M M
T o=
(=) <
[ W ugrEdnsaAul p ofeqea) uasaid [9 ud Ssepesn TYIU BYIBS IP B[IWAS AP SIILAI[ND 9] SO[ AP SIUISPWI AP BLId[EL) “TH oN eInSI| &S
S0 € s
= Glz>
(9] W=
oL S B
a B 2 £
LU L & =
oc - O
m wn
= =
o




~wF==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE g CAT()LlCA

( p
TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

0.460
0.497
0.439

0.716
0.787
0.669

123

(=] =] (=]
N e N
-5 <5} <5}
S R R
(=] (=] (=]
] - ]
<
v en < wn
S S S = =
<t S < S <t >
S 9 (= o S S =
s £ |3 2 2 = 3
p—
& 5 & £ < & =
= "g 23] = =
=N &) A n =N
en < w

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE SANTA MARIA

0.494

0.422

0.464

0.747

0.652

0.742

=) =) o
N N N
-5 <P] 5]
= = =
) ) )
=) - —

& & " 5
g s g s 5 =
= = 7z =
[—] = < <

S < S S M 5 S M
[—] < < [~ S E
& a 7 a & o
A =N =%

N= ~ o

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

124




-y .- UNIVERSIDAD

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

0.444
0.445
0.490

0.696

125

= = =

= £ €

= = =

= = =

= = =

< < <

n N N
o ~ ey -g
= < = < Y
ey - < a = g
S = = e = =
S S S = — =
S < S =S S S
& = & ] & >
= ®] = n = S
o - = =

o = =

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~wF==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE g CAT()LlCA

( p
TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

0.452
0.492
0.475

0.714
0.775
0.718

126

= =
E= S
=) | R
o - S
= = =
= =
~ >3 S
190] 195]
o « — 1 N
g : g s g g
S 5 S 2 ¥ S s g
S S S E'Q = = =
=7 =W =7 g 1~ < o
= g = s = T
& 7 =
A A 7 A
o e <
o — o

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~wF==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE g CAT()LlCA

( p
TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

0.478
0.539

0.748
0.793

127

*Los valores de peso (mg), de semilla y almendra son promedio (n=10)

= =
= =
= =
< <
= =
= =
< <
n n
& X
n 8 ) S
~ = o~ <
= = = g
o - [~
& = & =
= o = n
=N =N
7o) =
o o

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

ANEXO N°02.

Tabla N° 34. Resultados de la extraccion de aceite y del rendimiento de aceite de semillas
de 16 accesiones de semilla de Plukenetia Volubilis L. (Sacha Inchi)

CODIGO Re Aceite Rendimiento, rel)rf(cl)ir?n?(el;l(‘zo DS
CULTIVAR | P | obtenido, g % .
de aceite, %

PER000394 I 12.3747 35.3544 35.4582 | 0.1468
2 12.4476 35.5620

PER000395- | 1 13.2618 37.8845 ac sl | 0.4405

A 2 13.0428 37.2615

PER000401 L 12.2663 35.0427 35.8351 1.1207
2 12.8237 36.6275

PER000403 . LR o6 34.5429 | 2.7963
2 12.7833 36.5202

PER000405 I - R 353756 | 0.9862
2 12.6260 36.0729

PER000406- | 1 12.5909 35.5723 oI || ocor

A 2 12.5543 35.4745

PER000406- | 1 12.0875 34.5315 Xl | 02085

B 2 12.1903 34.8263

PER000408- | 1 11.9494 34.1383 25 13225

B 2 12.6036 36.0086

PER000416 . 123108 324406 34.8748 | 0.3760
2 12.1197 34.6089

PER000417 L =i sSSP 35.2333 0.5912
2 12.1937 34.8153

PER000418 : 12,211 SRRl 35.9540 1.5206
2 12.9628 37.0293

PER000420 ! 1241656 S4B 34.4354 | 0.4547
2 11.9402 34.1139

PER000421 I i oo 37.2353 0.5118
2 13.1601 37.5972

PER000422 I 11.8003 e )92 33.4708 | 0.3371
2 11.6337 33.2324

PER017597 1 12.6886 36.2508 36.8880 | 0.9012
2 13.1348 37.5252

PER017598 I 11.7227 354157 35.6505 0.3320
2 11.8783 35.8852

Rep: Numero de repeticiones, g: Gramos, DS: Desviacion estandar.
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ANEXO N°03.
Tabla N°35. Resultados de los Compuestos Fendlicos Totales (CFT) obtenidos de 16 aceites
de Sacha Inchi
CODIGO []*, mg CFT CFT Promedio CFT
ACEITE | ReP| GAE/m] | [1F> me []*, mg []*, mg DS
GAE/g GAE/100g GAE/100g
PER000394 0.0079 0.6765 67.6499 64.5330 4.4079

0.0077 0.6142 61.4162
0.0076 0.6054 60.5397
0.0075 0.5987 59.8731
0.0076 0.6223 62.2255

PER000395-A

60.2064 0.4714

PER000401 0.0074 0.5913 59.1290 60.6773 2.1895
0.0073 0.6070 60.7048

PER000403 0.0079 0.6350 63.5004 62.1026 1.9768

PER000405 U4 Sy e 60.8382 1.0762

0.0075 0.6008 60.0772
0.0071 0.5923 59.2259
0.0074 0.5887 58.8708
0.0077 0.6121 61.2116
0.0074 0.5925 59.2546
0.0075 0.6378 63.7810
0.0076 0.6044 60.4375
0.0076 0.6115 61.1460

PER000406-A 59.0483 0.2511

PER000406-B 60.2331 1.3838

PER000408-B 62.1093 2.3642

AN =N =N =N =N = DN D= (D= D= (D= (D= (D= (D= (D= [ [

PER000416 0.0075 0.6034 60.3354 60.7407 0.5732
peRonosts || -00076 06106 610550 170, LT e
PER000418 888;2 828?? 28?;;‘; 59.7951 0.6538
PER000420 ggg;g 82222 Zgjﬁjé 69.6558 10.1418
peRoooiar |1 00T 08661 L666086 |y g | o7
peRonoiz2 | L] -00083 06761 LT 6n130 T, s s
peRorso7 | {0002 | 01086 | m0s6ls | (s
PERO017598 0.0071 0.6015 60.1301 58.9818 1.6522

2 0.0072 0.5781 57.8135

Rep: Numero de repeticiones, g: Gramos, ml: mililitros, mg: miligramos, CFT:
Compuestos fenodlicos totales, [ ]*: Concentracion, GAE: Equivalente a acido
galico, DS: Desviacion estandar.
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ANEXO N°04.

Tabla N° 36. Resultados de los Carotenoides obtenidos en 16 aceites de Sacha Inchi

CODIGO Carotenoide | Carotenoide | Carotenoide Czigttgreliii(ée
Acprrg  |Rep| [1fmgp- | [1% mgB- ) [1*mgB- | .") g | DS
caroteno/ml | caroteno/g |caroteno/100g caroteno/100g
pEROn0304 | 1| 00002 00023 103336 000 |00
PER000395-A ; 8888; 88812 8}:?? 0.1499 0.0052
peRonodor | | 00003 | 00030 03000 o oo
pERonodo3 1| 00008 700032 I0SIST T gy
PER000405 é 8888; gggig 8;%3 0.2613 0.0133
PER000406-A ; 88883 888;421 8;42“31? 0.2338 0.0152
PER000406-B é 88885 88812 81332 0.1821 0.0035
PER000408-B é 8888? 88832 8;2?1 0.2551 0.0085
PER000416 ; 8888; ggg;? 8;3‘6‘? 0.2001 0.0084
peRanoan7 |1 00008 | Too0sa oz T g
PER000418 é 8888; 8883(1) 8?83? 0.2039 0.0067
PER000420 ; 8888; 8833? 8;‘;’;‘3 0.2241 0.0153
PER000421 ; 8888§ 888;3 8;233 0.2829 0.0133
peRonizz || 00003 [ 00020 03500 0,
PERO017597 é 8888; 88832 8;3?2 0.2840 0.0119
PERO017598 ; 88883 88822 852% 0.2638 0.0239

Rep: Numero de repeticiones, g: Gramos, ml: mililitros, mg: miligramos, [ ]*:
Concentracion, DS: Desviacion estandar.
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ANEXO N°05.

Preparacion de los estandares de Fitoesteroles (Campesterol, Estigmasterol y B-
sitosterol) para obtener las respectivas curvas de trabajo.

SOLUCION MADRE: 5mg campesterol, 5mg de estigmasterol, 5mg de b-sitosterol
con 25ml de n-heptano.

Concentracion final de soluciéon madre = 0.6 mg/ml
ESTANDAR INTERNO: Se pesaron 5mg de B -colestanol y se diluyo en 25ml de n-

heptano dando una concentracion final de 0.2mg/ml.

Tabla N°37. Preparacion de diluciones de la curva estindar de fitoesteroles

DILUCIONES
Ne° Solucion Estandar n-heptano, Volumen [1*, mg/ml
madre, ml interno, ml ml Final
1 1 0.2 0.8 2 0.3 (A)
2 1 0.3 1.7 3 0.2 (B)
3 1 0.5 3.5 5 0.12 (C)
4 1 1 8 10 0.06 (D)

¢ Yateniendo listas nuestras diluciones A,B,C y D estas son inyectadas al
Cromatograma de Gases para sus respectivas corridas.
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CURVAS DE FITOESTEROLES

CAMPESTEROL Area Ratio
3.0+
Y=aX+b
a=0.6545996 2.0
=-0.2517545 105
R/\2 = 0-9998544 0.0_- L] L] L] L] ' L] L] L] L] ' L] L] L L ' L L L L ' L L L L ' L
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc. Ratio
R = 0.9999272
ESTIGMASTEROL 3 Oérea Ratio
Y=aX+b
a=0.6327479
—.0.2814789
RA2 = 0.9999166
0'0_ ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) I ) ) ) ) l ) ) ) )

R =10.9999583 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc. Ratlo

B- SITOSTEROL

Area Ratio
Y=aX+b -
a=0.5927812 2.0
b=-0.2785481 ]

R"2 =0.9996837 i

R =10.9998418 0.0

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc. Rat|o

Figura N°43. Representaciones graficas de las curvas estandar de los fitoesteroles
(Campesterol, estigmasterol y pB-sitosterol).
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CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

ANEXO N°06.

Preparacion de los estandares de Tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta) para obtener las
respectivas curvas de trabajo.

SOLUCION MADRE: Se prepar6 una solucion madre independiente, de cada uno de
los respectivos estandares, tomando 50mg de alfa tocoferol, 50mg beta tocoferol, 50mg
gamma tocoferol y 50 mg delta tocoferol con 50ml de hexano respectivamente. Cada

solucion madre, obtuvo una concentracion final de 1mg/ml.

SOLUCION DE TRABAJO: Cada una de las soluciones madres independientemente,
fue diluida 1/5. Dando una concentracion final de
0.2mg/ml de cada uno de los estandares. Estos datos los

llevamos a ug/ml.

Concentracion final de solucion trabajo = 200ug/ml

Tabla N° 39. Preparacion de diluciones de la curva estindar de Tocoferoles.

DILUCIONES
N°  Solucion Solucion  Solucion  Soluciéon Hexano  Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Vol. [1*,
trabajo trabajo trabajo trabajo , ml A B C D ug/ml
alfa beta gamma delta c/u
tocoferol  tocoferol tocoferol  tocoferol Final
) ml > ml s ml 5 ml
1 2 2 2 2 2 - - - - 10 40 (A)
2 - - - - 5 5 - - - 10 20 (B)
3 - - - - 5 - 5 - - 10 10 (O)
4 - - - - 5 - - 5 - 10 5(D)

e Ya teniendo listas nuestras diluciones (A, B, C y D), fueron inyectadas en el
HPLC para sus respectivas corridas.
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Figura N°44. Representaciones graficas de las curvas estindar de los tocoferoles (Alfa, Beta,
Gamma y Delta tocoferol).
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ANEXO N°07.

Preparacion de los estandares de perfil de acidos grasos completos.

SOLUCION MADRE: FAMES 30mg/ml , con 10ml de hexano
Concentracion final de solucion madre = 3 mg/ml

SOLUCION DE TRABAJO: Tomamos 1 ml de la soluciéon madre y agregamos 10 ml

de hexano.
Concentracion Solucion de trabajo= 0.3 mg/ml

Tabla N°41. Preparacion de diluciones de estandar del Perfil de dcidos Grasos

DILUCIONES
N° Solucion Hexano, ml | Volumen [,
trabajo, ml Final mg/ml
1 0.7 2.3 3 0.07 (A)
2 1 ) 3 0.1 (B)
3 1 1 2 0.15 (C)

e Ya teniendo listas nuestras diluciones A,B y C estas son inyectadas al
Cromatograma de Gases para sus respectivas corridas.
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UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM S DE SANTA MARIA

ANEXO N°08.

Tabla N° 44, Resultados de la Capacidad antioxidante hidrofilica (CAH), obtenidos en 16
aceites de Sacha Inchi.

Promedio
*
CODIGO CAHLJ | CAH CAH CAH
ACEITE Rep pumol [ 1%, pmol | [ ]*, pmol [ 7%, umol DS
TE/ml TE/g TE/100g TE/100g
PER000394 0.0009 | 00089 | 0.8906 0.8905 | 0.0001

0.0009 0.0089 0.8904
0.0077 0.0725 7.2490
0.0091 0.0870 8.7003
-0.0045 -0.0393 -3.9281

7.9747 1.0262

PER000395-A

PER000401 ND 11731
00058 | -00559 | -5.5871

PER000403 LSRR ladg BIF45-3 115803 | 0.1794
00125 | 01171 | 117072

W 00038 | -00349 | -3.4852 iy . 2

-0.0038 -0.0440 -4.3952
0.0043 0.0416 4.1579
0.0050 0.0481 4.8085
0.0070 0.0676 6.7606
0.0064 0.0598 5.9808
0.0240 0.2252 22.5236
0.0226 0.2169 21.6945
0.0091 0.0871 8.7073

PER000406-A 4.4832 0.4601

6.3707 0.5514

PER000406-B

PER000408-B 22.1090 0.5862

PER000416 83832 | 0.4583
0.0084 | 0.0806 | 80591

PER000417 Q-0 ). QT el 5 82072 | 0.6974
0.0091 | 00870 | 87003

N 200004 | -00039 | -0.3896 A 04553
0.0003 | 00025 | 02543

PER000420 p,00647] 0.000 L bl 57819 | 04561
00057 | 00546 | 54594

PER000421 00152 | Qigdeg, | 14.5583 144067 | 02145
00152 | 0.1426 | 142550

PER000422 0.0084 | 0.080¢ o, 8.0559 8.6081 | 0.7810
0.0098 | 00916 | 9.1603

PER017597 0.0070 | 0.0634 | 6.3380 64749 |0.1936
00070 | 00661 | 66118

PER017598 00253 | 0.2430 | 24.2975 236502 | 0.9155

(NI N ST e NS T B I NS T e S T e I NS T i NS T e S T I I ST I ST N I NS T (i I S T et S R e NS R e I NS T i S

0.0240 02300 | 23.0028
Rep: Numero de repeticiones, ml: mililitros, mg: miligramos, CAH: Capacidad
antioxidante hidrofilica, TE: Equivalente a Trolox, [ ]*: Concentracion, DS:
Desviacion estandar, ND: No detectable.

140

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

ANEXO N°09.

Tabla N°45: Resultados de la Capacidad antioxidante lipofilica (CAL), obtenidos en 16
aceites de Sacha Inchi.

iODIGO Rep | | CALLI® CAL CAL Promedio CAL DS

CEITE Umol TE/ml | []* Umol TE/g | []* Umol TE/100g | [I*, Umol TE/100g

PER000394 1 0.2276 9.1010 910.1000 005.9518 5 8664
2 0.2260 9.0180 901.8037

PER000395-A 1 0.2187 8.7334 873.3387 k-3 1643 02465
2 0.2187 8.7299 872.9900

PER000401 1 0.2341 9.3607 936.0736 b6 6822 130815
2 0.2298 9.1729 917.2908

PER000403 1 0.1992 7.9647 796.4654 2016113 19773
2 0.2022 8.0676 806.7571

PER000405 1 0.2203 8.8018 880.1758 . 663018
2 0.1968 7.8641 786.4109

PER000406-A 1 0.1876 7.4963 749.6296 B 505 34038
2 0.1862 7.4482 744.8160

PER000406-B 1 0.2052 8.1929 819.2918 k- 704 52930
2 0.2043 8.1605 816.0490

PER000408-B 1 0.2271 9.0612 906.1240 - 56029
2 0.2249 8.9820 898.2002

PER000416 1 02176 8.7041 870.4053 \ W 206184
2 0.2106 8.4125 841.2465

PER000417 1 0.2162 8.6499 864.9920 S 126813
2 02122 8.4706 847.0579

PER000418 1 0.2103 8.4050 840.5009 £229710 557810
2 0.2011 8.0404 804.0411

PER000420 1 0.2208 8.8199 881.9862 297 6461 16,0589
2 02157 8.6110 861.1045

PER000421 1 0.2279 9.0900 909.0015 8715453 147656
2 02217 8.8629 886.2908

PER000422 1 0.2528 10.0954 1009.5367 1008.1790 19201
2 02517 10.0682 1006.8213

PERO17597 1 0.2227 8.9098 890.9760 0828725 114601
2 0.2190 8.7477 874.7689

PER017598 1 0.2241 8.9531 895.3150 0003728 19.8807
2 0.2311 9.2343 923.4306

Rep: Numero de repeticiones, g: Gramos, ml: mililitros, mg: miligramos, CAL: Capacidad
antioxidante lipofilica, TE: Equivalente a Trolox, [ ]*: Concentracion, DS: Desviacion estandar.
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