ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI

Efecto de la adicion de antioxidantes sobre la estabilidad oxidativa del aceite de Sacha Inchi

Diana Marleiby Parra Mecén, Hellen Laudith Pava Romero

Trabajo de grado para optar el titulo de Ingeniero Quimico

Director
Luis Javier Lopez Giraldo

Ph.D Quimica, Bioquimica y Ciencia de Alimentos

Codirector
Arley Reneé Villamizar Jaimes

Mg. Ciencias y Tecnologias Ambientales

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas
Escuela de Ingenieria Quimica
Bucaramanga
2020



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI 4

Agradecimientos

Agradezco a Dios todopoderoso por permitirme tener y disfrutar una vida llena de
aprendizaje, por su infinito amor y misericordia.

A mis padres Rosalbina Mecdn Ramirez y Libardo Parra Sanabria, por ser los principales
promotores de mis suefios, por su confianza, consejos y amor incondicional.

A mi hermana Mayerly Parra por creer siempre en mi, y brindarme sus consejos de fortaleza.

A mi amiga Hellen Pava Romero por compartir conmigo esta etapa de la vida.

A Rubén Guerrero por ser mi apoyo emocional, por brindarme su amor y alegria.

A Luis Javier Lopez y Arley Villamizar por su paciencia, conocimiento y dedicacién para
cumplir a cabalidad este proyecto. También a todo el personal del Grupo CICTA por su apoyo a
lo largo de la ejecucion de este trabajo y a la empresa SACHACOL S.A.S por proveernos el

aceite de Sacha Inchi.

DIANA MARLEIBY PARRA MECON



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI 5)

Agradecimientos

Agradezco a Dios por regalarme una vida llena de aprendizajes y experiencias, mi fortaleza
en mis momentos de debilidad.

A mis padres, Yaneth Laudith Romero Aguas, Pablo Eduardo Gdmez Rueda y Fernando
Pava Martinez quienes me apoyaron en todo momento, me dieron siempre palabras de aliento
en los obstaculos, y me brindaron la oportunidad de tener educacion en el trascurso de mi vida.

A mi familia, quienes siempre fueron mi motivo de seguir adelante, por haberme apoyado
siempre, sobre todo por su paciencia y amor incondicional.

A mi compafiera y amiga, Diana Parra Mecon, quién tengo la oportunidad de conocer hace 9
afios, con quien trabajé en este proyecto de grado con mucha empatia.

A la Universidad Industrial de Santander por brindarme una formacién integral. A nuestro
director, Luis Javier Lopez y codirector, Arley Villamizar por sus instrucciones, aportes y
sugerencias a lo largo del proyecto de investigacion.

A los miembros del Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos por poner
todo su conocimiento y experiencia al servicio de nuestro proyecto. Al sefior Sergio Torres, por
su colaboracién al suministrarnos el aceite Sacha Inchi.

Finalmente, a todos mis compafieros y amigos, en especial a Angie, Andreita, Brayan, Ingrid,

Joel y Natalia con los que tuve la posibilidad de aprender y compartir.

HELLEN LAUDITH PAVA ROMERO



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI 6

Resumen

Titulo: Efecto de la adicion de antioxidantes sobre la estabilidad oxidativa del aceite de Sacha
Inchi”
Autor: Diana Marleiby Parra Mecén, Hellen Laudith Pava Romero™

Palabras Clave: Sacha Inchi, porcentaje de inhibicion, antioxidantes, estabilidad oxidativa.

Descripcion:

El aceite de Sacha Inchi (Plukenetia volublis Linneo) es reconocido por su alto contenido de
omegas 3, 6 y 9; sin embargo, la presencia de estos lo hace propenso al deterioro oxidativo
debido a la formacion de productos de oxidacion (aldehidos y cetonas) indeseables y
perjudiciales, lo que provoca una disminucién de la vida anaquel del mismo. Para evaluar el
efecto de la adicion de antioxidantes de origen natural y sintético en el aceite se siguieron las
siguientes etapas: en primera instancia, se evalu6 si existian diferencias significativas, desde el
punto de vista fisicoquimico, de aceites de Sacha Inchi provenientes de diferentes regiones de
Santander. Los resultados mostraron, con un nivel de significancia del 5%, que existian
diferencias significativas entre las caracteristicas fisicoquimicas y la procedencia de las cuatro
muestras de aceites analizadas. Por lo tanto, el aceite seleccionado fue el aceite EI Playon el cual
cumplié con més criterios de la NTP 150.400.

Seguidamente se evalud la capacidad antioxidante del aceite sin y con la adicién de 200
mg/kg de BHT y extracto polifendlico de grano de cacao. Los resultados mostraron que el aceite
posee una capacidad protectora debido a antioxidantes naturales presentes, y que al afadirle el
antioxidante sintético y natural aumenta en un 9,042+0,01 y 59,774+0,01 su porcentaje de
inhibicion, respectivamente.

Por dltimo, se realiz6 un estudio cinético con el fin de determinar los parametros propios que
permitieran estimar la vida Gtil del aceite bajo diferentes condiciones de temperatura. Los
resultados muestran que el aceite suplementado con antioxidante sintético BHT le aporta mayor
estabilidad oxidativa, obteniendo un tiempo de vida util de 52 dias a 25°C.

* Trabajo de grado

™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.Centro de Investigacion en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. Director: Luis Javier Lopez Giraldo. Ingeniero Quimico, PhD. Codirector: Arley René
Villamizar Jaimes. Quimico, M.Sc.
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Abstract

Title: Effect of the addition of antioxidants on oxidative stability of Sacha Inchi oil”
Authors: Diana Marleiby Parra Mecon, Hellen Laudith Pava Romero™

Key Words: Sacha Inchi, percent inhibition, antioxidants, oxidative stability.

Description:

Sacha Inchi Oil (Plukenetia volublis Linnaeus) is well known for its high content of omega 3,
6 and 9; however, the presence of these makes it prone to oxidative deterioration due to the
formation of oxidation products (aldehydes and ketones) undesirable and harmful, which (refers
to the products) cause a decrease in the shelf life of the same. To evaluate the effect of the
addition of antioxidants of natural and synthetic origin in the oil the next steps were followed: in
the first instance, it was assessed whether there were significant differences from the
physicochemical point of view, of Sacha Inchi oils from different regions of Santander. The
results showed, with a significance level of 5% that there were significant differences between
the physicochemical characteristics and the origin of the four oil samples which were analyzed.
Therefore, the selected oil was the one from EI Playdn which met more criteria NTP 150.400.

Then the antioxidant capacity of the oil was evaluated with and without addition of 200 mg /
kg of BHT and polyphenolic extract of cacao bean. The results showed that the oil has a
protective capacity due to natural antioxidants present, and when the the synthetic and natural
antioxidant are added, its inhibition percentage increases by 9.042 + 0.01 and 59.774 + 0.01,
respectively.

Lastly, a kinetic study was performed in order to determine the proper parameters that allow
estimating the useful life of the oil under various temperature conditions. Results show that the
oil supplemented with synthetic antioxidant BHT provides greater oxidative stability, obtaining a
lifetime of 52 days at 25 ° C.

“ Bachelor thesis.

™ Physicochemical Engineering Faculty. Chemical Engineering School. Research Center in Food Science and
Technology. Director: Luis Javier Lopez Giraldo. Chemical Engineer, PhD. Codirector: Arley René Villamizar
Jaimes. Chemical, M.Sc.
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Introduccion

El aceite de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis Linneo) se caracteriza porque la estructura de
los triglicéridos que lo componen esta constituida por acidos grasos altamente insaturados en
configuraciones de omega 3, 6 y 9; asi mismo, en este aceite estdn presentes vitaminas
liposolubles como la A y E (Zapata Acosta et al., 2015). Sin embargo, la presencia en él de
acidos grasos poliinsaturados hace que sea altamente propenso al deterioro oxidativo provocando
pérdida del valor nutricional (Santos Agualongo & Paredes Escobar, 2018).

Con el fin de retardar las reacciones de peroxidacién lipidica, tradicionalmente se han
empleado antioxidantes de origen sintético como butil hidroxitolueno (BHT), terbutil
hidroxiquinona (TBHQ) y butil hidroxianisol (BHA); no obstante, se ha encontrado que éstos
tienen efectos negativos sobre la salud, contribuyendo al aumento del colesterol, hepatomegalia e
induccion de cancer hepatico, entre otras (Piedrahita Correa, 2015).

Por tal motivo, se ha dirigido el interés hacia la busqueda y empleo de antioxidantes naturales,
como carotenoides, antocianinas, flavonoides y compuestos fenélicos ya que se consideran mas
seguros e inocuos (Zapata Acosta et al., 2015), (Piedrahita Correa, 2015). Este tipo de
antioxidantes pueden ser extraidos desde residuos agroindustriales tales como céascaras de uva
(Molina Quijada et al., 2010), hojas de olivo (Reales et al., 2010), semilla de moringa (Fernandez
et al., 2018), y grano de cacao (Godoy Chivata, 2015). Donde este ultimo ha sido objeto de
estudio por diversos autores en los ultimos afios reportandose una concentracion de polifenoles
que oscila entre el 15-20% (p/p); distribuida de la siguiente forma: 37% de catequinas, 4% de

antocianinas y 58% de proantocianidinas (Perea Villamil et al., 2009).
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A pesar del potencial de estos extractos de grano de cacao, a lo mejor de nuestro
conocimiento, no hay reportes en los que se hayan usado para inhibir la oxidacién lipidica de
aceites con un alto nivel de &cidos grasos insaturados. Asi mismo, no se han desarrollado
estudios en los que se evallen las concentraciones a emplear con el fin de retardar los procesos
de oxidacién; y tampoco se ha determinado si este tipo de extractos pueda ser correctamente

formulado en matrices lipidicas.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Evaluar la adicion de antioxidantes de origen sintético y natural sobre la estabilidad oxidativa

en el aceite de Sacha Inchi.

1.2 Objetivos especificos

Seleccionar el aceite de Sacha Inchi de estudio que cumpla con los criterios de calidad
asociados con la estabilidad oxidativa.

Valorar el potencial antioxidante que tiene el extracto polifenélico de grano de cacao y el
antioxidante sintético (BHT) usando el método de DPPHe.

Proveer informacion cinética sobre el efecto que produce la adicion de antioxidantes.
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2. Cuerpo del trabajo

2.1  Marco teorico y estado del arte

2.1.1 Sacha Inchi. Sacha Inchi también llamado "mani Inca" o "mani silvestre", es una planta
que crece a altitudes comprendidas entre 100 y 2000 msnm, son plantas oleaginosas de la familia
Euphorbiaceae, las cuales se encuentran distribuidas de forma silvestre en la regién comprendida
entre América Central y la Amazonia (Ayala Martinez, 2016; Molano Sterling et al., 2016).

El fruto posee un alto contenido en proteinas entre 25 y 27 %p/p, entre sus derivados se
destaca el aceite de Sacha Inchi obtenido de la semilla el cual representa el 54% p/p de la misma
(Ayala Martinez, 2016). De este fruto se extrae un aceite con un perfil lipidico alto en grasas
insaturadas (93,68%) que lo hace altamente deseado por industrias del tipo nutracéutico y
cosmético. Desde el punto de vista nutracéutico su consumo habitual puede estar asociado con la
reduccion del colesterol en sangre y la reduccion de la probabilidad a padecer enfermedades
cardiovasculares (Ramirez Galindez et al., 2019).

Este tipo de aplicaciones hacen que el aceite de Sacha Inchi sea apreciado a nivel mundial a
tal punto que 250 ml sea valorado en 32,72 USD (Rosero Riafio, 2015) en Estados Unidos y en
Colombia aproximadamente $30.000 COP; valor que esta 1,5y 15 veces por encima del valor de
los aceites de oliva y palma, respectivamente. Por tal motivo en Colombia ha crecido el interés
en este cultivo, en los departamentos del Choco, Santander, Putumayo, Caquetd, Tolima,
Cundinamarca y Amazonas (Ayala Martinez, 2016), sin embargo, no existen normativas para el
aceite, a diferencia de Perd, principal productor del aceite de Sacha Inchi que cuenta con la

Norma Técnica Peruana (NTP) 151.400 de 2014.
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Pese a las ventajas mencionadas en los parrafos anteriores, la corta estabilidad oxidativa que
tiene el aceite Sacha Inchi limita su aplicabilidad en las industrias nutracéutica y cosmética. La
baja estabilidad del aceite se debe a su alto nivel en acidos grasos insaturados, entre los que se
encuentran: alfa linolénico (omega 3) con un 48,60%, el linoleico (omega 6) con un 36,80% y el
oleico (omega 9) con un 8,28%; el porcentaje restante corresponde a acidos grasos saturados
(Ayala Martinez, 2016; Frankel, 1999).

Por ende, se han llevado a cabo estudios de la estabilidad oxidativa del aceite afadiendo
antioxidantes naturales como suspensiones de mortifio (Zapata Acosta et al., 2015), extracto de
cascara de papa andina (Chasquibol Silva et al., 2015) y alfa-tocoferoles (Santos Agualongo &
Paredes Escobar, 2018) los cuales muestran efecto positivo, disminuyendo la formacion de

peroxidos y aumentando la vida Util.

2.1.2 Oxidacion lipidica en aceites vegetales. La oxidacion lipidica es una reaccion
quimica que involucra la ruptura de acidos grasos insaturados por accion de especies reactivas de
oxigeno u otros catalizadores, dando lugar a la formacion de radicales libres e hidroperdxidos
que acaban por descomponerse con el tiempo. Las reacciones de oxidacion siguen el mecanismo

en cadena que se muestra a continuacion:

ROO" + L1H — ROOH + L1 (Ec. 1)
Li" + O — 1,00’ (Ec. 2)

L,00" + LoH — L;00H + Ly’ (Ec. 3)
L100" + L200°— LiOH + L20" +O; (Ec. 4)

En la fase de iniciacion (Ec.1) se forman los radicales libres (L1") a partir de las moléculas

lipidicas (L1H). En la etapa de propagacion (Ec.2 y 3) el radical formado (L:") reacciona con el
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oxigeno atmosférico para formar un radical peroxilo (L1OO®) (compuesto primario de
oxidacion). La formacion de radicales peroxilo conduce a la produccion de hidroperdxidos
organicos, los cuales a su vez pueden abstraer hidrégenos de otra cadena lipidica, de la misma
manera que ocurre en la reaccion de iniciacion.

La cadena de reacciones generada se concluye en la etapa de terminacion (Ec.4) cuando dos
especies antiradicalarias se combinan para dar productos no radicalarios, que no pueden formar
parte en las reacciones de propagacién. Estas reacciones son catalizadas por la temperatura,
enzimas, radiaciones ionizantes y metales pesados; como resultado de la oxidacion lipidica
aparecen aromas y gustos desagradables que ocasionan una importante disminucion del valor
nutricional del alimento, de la calidad sensorial del mismo y produccién de elementos nocivos
para la salud, provocando el potencial rechazo del consumidor (Losada Barreiro, 2013).

Como consecuencia, la minimizacion de estos procesos se ha convertido en el principal
objetivo para la industria alimentaria con el fin de conseguir alimentos mas sanos y duraderos.
Entre las diferentes aproximaciones usadas para retardar la oxidacion se encuentran el uso de
atmosferas inertes, bajas temperaturas y adicion de antioxidantes. Este Gltimo es considerado el
método de proteccion mas eficaz desde un punto de vista técnico y econdmico. Ademas, el uso
de antioxidantes naturales en las formulaciones alimenticias puede representar ciertas ventajas
para la salud del consumidor como se ha mencionado anteriormente (Garcia Cubides, 2015;

Losada Barreiro, 2013).

2.1.3 Antioxidantes sintéticos. Los antioxidantes sintéticos son mono o dihidrofenoles que
reaccionan con un radical peroxilo originando un radical fenoxi, el cual es estable debido a una

amplia delocalizacion de un electron impar en el sistema aromatico. Los antioxidantes sintéticos
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méas empleados en la industria de alimentos se pueden observar en la Figura 1, estos son
compuestos sélidos y se emplean en soluciones de propilenglicol, monoacilgliceroles o aceites

vegetales (Ortiz Rojas, 2016).

e

o]
2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole

(BHA) 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol

(BHT)

HO. OH

O\/\
HO'

o]
Propyl 3,4,5-trihydroxybenzoate 2-(1,1-Dimethylethyl)-1.4-benzenediol }
(PG) (TBHQ)

Figura 1. Estructura de antioxidantes sintéticos. Adaptado de Ortiz Rojas (2016).

El BHT es soluble en aceites e insoluble en agua, se usa para preservar aceites vegetales y
grasas animales, actla como un agente para suprimir la autooxidacién, ademas es considerado
como el antioxidante mas ampliamente usado en lubricantes de origen vegetal y productos
alimenticios, tales como cereales, grasas comestibles, arroz y productos de confiteria (Santos

Agualongo & Paredes Escobar, 2018; Tuner & Korkmaz, 2007).

2.1.4 Antioxidantes naturales. La mayoria de antioxidantes naturales son compuestos
polifendlicos. Estos se caracterizan por presentar en su estructura un anillo aromatico, unido a
uno o mas grupos hidroxilo (OH). En este grupo de compuestos existe un gran ndmero de

metabolitos secundarios de las plantas, que difieren entre si por la complejidad de su estructura y
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reactividad; que van desde estructuras simples, como &cido fenolicos, hasta complejas como los
flavonoides (Eskin & Robinson, 2001). Los mecanismos de accion antioxidante de los
compuestos fenolicos han sido ampliamente discutidos en la literatura; entre ellos se destacan la
capacidad de atrapar radicales libres y quelantes de iones metélicos, asi como otros mecanismos
que involucran la inhibicion de enzimas como las lipooxigenasas involucradas en el proceso de
peroxidacion lipidica, y la NADPH oxidasa y xantina oxidasa implicadas en la formacion de
especies reactivas de oxigeno (Guardado Yordi et al., 2012).

2.1.4.1 Extractos naturales antioxidantes del cacao. Los extractos naturales antioxidantes
del cacao se caracterizan por un alto contenido de catequinas (epicatequina, epigalocatequina,
galocatequina y catequina), ademas de otros flavonoides como las procianidinas, antocianinas,
flavononas y flavonol glicosidicos (Dreosti, 2000; Wollgast & Anklam, 2000), de todos los
compuestos presentes; la epicatequina representa cerca del 30% del contenido de polifenoles del
grano (Othman et al., 2010; Perea Villamil et al., 2009). Estos compuestos hacen que los
extractos tengan una gran capacidad antioxidante (Havsteen, 1983; Martinez Florez et al., 2002).
Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la
cardiopatia isquémica, diabetes mellitus, la aterosclerosis o el cancer (Jang et al., 1997; Pace

Asciak et al., 1995).

2.1.5 Capacidad antioxidante. La actividad antioxidante de los alimentos es importante
para determinar la proteccion a la oxidacion y deterioro del alimento que disminuye su calidad y

valor nutricional, y por otra parte ayuda a predecir el potencial antioxidante del alimento antes de
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ser ingerido (Samaniego Sanchez, 2006), dicho pardmetro no se puede medir directamente, pero
si el efecto antioxidante.

La mayoria de los métodos se basan en el uso de una gran variedad de sistemas generadores
de radicales, son métodos de inhibicion donde se emplea una especie generadora de radicales
libres y una sustancia detecta estas especies, la muestra a analizar por su capacidad antioxidante
es capaz de inhibir la generacion de dichos radicales (Pineda Alonso et al., 1999; Samaniego
Sanchez, 2006).

2.1.5.1 Método DPPH. EI método DPPHe* es uno de los métodos espectrofotométrico mas
comunes para medir la actividad antirradicaliaria debido a que el procedimiento requerido en
esta metodologia es simple, rapida, sensible y reproducible segln varios estudios cientificos; que
consiste en un radical nitrogenado organico (1,1-difenil-2-picrihidrazilo) y estable de un intenso
color purpura, el cual al estar en contacto con (antioxidantes) sustancias atrapadoras de radicales
libres (donadores de H) presenta disminucién de absorbancia proporcional a la concentracién y

actividad de dicho antioxidante medido a 517 nm (Blois, 1958; Mosquera et al., 2005).

NO, NO,
"
o == + AH —» ON N—N + A
NO, NO, @
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo
Figura 2. Proceso de disminucion del color del DPPH* en presencia del antioxidante. Adaptado
de Garcia Cubides (2015).

2.1.6 Estabilidad oxidativa. La estabilidad oxidativa hace referencia a la resistencia de los
lipidos a la oxidacion, puede ser expresada como el periodo de tiempo requerido para alcanzar un

punto critico de oxidacion. Este parametro sirve como indicador del comportamiento y vida util
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de los lipidos, y depende de la composicion del aceite, de las condiciones de procesamiento y
almacenamiento, la temperatura, la concentracion y la presencia de metales y de antioxidantes,
entre otros (Guillén & Cabo, 2002).

Existen diversas maneras de realizar un estudio de estabilidad, los méas empleados son los
estudios acelerados, permitiendo predecir la vida atil en corto tiempo y bajo condiciones de
almacenamiento extremas (Piedrahita Correa, 2015).

El seguimiento se puede realizar usando el indice de peroxidos, el cual es una medida
cuantificable de pérdida de calidad, ya que en €él se miden los productos primarios de oxidacion,
los hidroperoxidos y peroxidos (Villacrés Gallardo, 2016). Asi las cosas, la velocidad de
aparicion de ellos puede ser representada por la ecuacién 5, conocida también como ecuacién de
velocidad.

dIP
"e= g0 =kip [IP]™ (Ec.5)

Donde kip representa la constante de velocidad de la formacion de hidroperoxidos y m es el
orden de la reaccién. La mayoria de las reacciones de pérdida de calidad en alimentos son
clasificadas como reacciones de cero o de primer orden, de manera general, los resultados
experimentales se ajustan bien a la ecuacion 5.

Entre los factores ambientales que pueden tenerse en cuenta a la hora de realizar un estudio de
vida util, se encuentra la temperatura. Por lo tanto, la constante de proporcionalidad, kip, puede
aproximarse a una ecuacion tipo Arrhenius (Ec.6) para describir el efecto de la temperatura sobre
la velocidad de degradacion.

kjp=kae(Ea/RT) (Ec.6)
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Donde kip es la constante de velocidad de formacién de hidroperdxidos, ka es la constante de
la ecuacion de Arrhenius, Ea es la energia de activacion, R es la constante universal de los gases

(8,314 J/mol K), y T es la temperatura empleada en grados Kelvin (Piedrahita Correa, 2015).

2.2 Metodologia.

El esquema metodoldgico mostrado en la Figura 2. representa el desarrollo experimental del
presente trabajo que consta de tres etapas. En todo el desarrollo experimental las muestras sin
adicién de antioxidantes se denominaron control; mientras que las muestras con adicion de BHT
y extracto de granos de cacao fueron llamadas B200 y E200, respectivamente; la cifra 200
corresponde a la concentracién de adicion, 200 mg/kg; y concuerda con el limite de

concentracion establecido por el CODEX ALIMENTARIUS (2015)
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Técnicas:
indice de acidez (IA) (NTC 218:2011)
4 lotes de aceite Caracterizacion indice de perdxidos (IP) (NTC 236:2011)
de Sacha Inchi fisicoguimica indice de refraccion (R) (NTC 289:2019)
Esteres metilicos de &cidos grasos
(NTC 4967:2014)

Andlisis de
varianza (ANOWA)

Se escoge el lote que
cumpla con mas
1 requermientos de la Noma
Técnica Peruana (NTP
150.400)

7 Existen diferencia
signific ativas?

Se escoge cualguier
lote de aceite de
Sacha Inchi

Evaluacion de la

— 3 ~
capacidad antioxidante Metodo DPPH

Confrol, E200 y B200

Control, E200Y B200 » Tiempo de vida Ol y

. Estabilidad oxidativa del —— > Valor perdxido —— €nergia de
‘leerentes temperaturas aceite de Sacha Inchi activacion (Ea)
Indic e de blangqueamiento———

(DOBI)

*Condiciones a evaluar
*Técnicas de evaluacion
“Resultados obtenidos

Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia

2.2.1 Caracterizacion fisicoquimica del aceite de Sacha Inchi. Se caracterizaron cuatro
lotes de aceite de Sacha Inchi provenientes de diferentes regiones de Santander (San Alberto,
Piedecuesta, El Playon y Lebrija) teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:
indice de acidez (1A), indice de perdxidos (IP) e indice de refraccion (IR) los cuales se evaluaron
por los métodos establecidos NTC 218:2011, NTC 236:2011, y NTC 289:2019, respectivamente.

Adicionalmente, se determiné el perfil lipidico por GC-FID a través de la identificacion de los



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI 25

ésteres metilicos de acidos grasos siguiendo la norma NTC 4967:2014 mediante un cromatégrafo
de gases Agilent Technologies 7890? con columna HP-88. Los analisis se realizaron por
duplicado y los resultados fueron expresados como valores promedios + la desviacion estandar.
Se analizaron los datos experimentales estadisticamente, con un nivel de significancia del 5% por
medio de anlisis de varianza de un factor (ANOVA) usando el programa Microsoft Excel.
Teniendo en cuenta los resultados del analisis estadistico se selecciona el aceite a emplear en el
presente trabajo: si no existe diferencia significativa se escoge cualquier lote de aceite; en el caso

contrario, se escoge el lote de aceite que cumpla con mas criterios de la NTP 150.400.

2.2.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante.

2.2.2.1 Obtencion del extracto polifendlico a partir del grano de cacao. Los granos de
cacao fueron lavados y despulpados manualmente, cortados y tratados térmicamente para inhibir
la enzima polifenol oxidasa, siguiendo la metodologia por Godoy (Godoy Chivata, 2015) que
garantiza la preservacion del contenido inicial de polifenoles presentes en la semilla (Pasamar et
al., 2006). Los granos fueron secados a 50°C y el material fue molido hasta obtener la harina del
grano de cacao. La extraccion de los polifenoles se realizdé a 60°C, con una relacion etanol:agua
80:20 v/v, y grano:solvente 1:60 p/v. Luego, se evapor0 la solucién etandlica; finalmente, la
muestra concentrada fue liofilizada hasta obtener los extractos polifendlicos.

2.2.2.2  Contenido de polifenoles totales. Los polifenoles totales fueron determinados
siguiendo el método colorimétrico propuesto por Fernandez et al. (2018) con leves
modificaciones. A continuacion, se describe brevemente: se pesaron 10 g del aceite a analizar
(Control y E200) y se disolvieron en 20 ml de hexano. Se realizaron tres extracciones

consecutivas con metanol:agua 60:40 (v/v), agitando vigorosamente durante 2 minutos.
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Seguidamente, se permitié la separacién de fases y se recogié en un matraz el extracto
metandlico; luego se aforé a 50 ml con agua destilada. Después se tomaron 50 pl de la solucién
aforada, y se le agregaron 1,5 ml del reactivo Follin-Ciocalteu 1/10 p/v; se dejo reaccionar en
ausencia de luz durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo se adicionaron 1,5 ml de carbonato de
sodio 7,5% p/v y se homogenizo6. La absorbancia fue medida a 765 nm luego de 60 minutos
usando un espectrofotdémetro (MULTISKAN GO ThermoScientific). Las muestras fueron
analizadas por triplicado y los resultados fueron calculados usando la ecuacion 7 y expresados en
miligramos equivalentes de acido gélico por kilogramos de aceite (mg EAG/kg). En la ecuacion
7 la pendiente e intercepto representan los valores ajustados para la respuesta usando como

compuesto de referencia el cido gélico.

T ( mg EAG) _ (absorbancia muestra-intercepto) (Ec. 7)
kg / pendiente

2.2.2.3 Método de decoloracion del radical DPPHe. El método se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Samaniego Sanchez (2006) con leves modificaciones donde se realizé
la curva patron de Trolox® en metanol. Se tomaron 10 ml de aceite a evaluar (Control, E200 y
B200), se mezclaron en 10 ml de metanol para el ensayo E200, y en 10 ml de una solucion 1:1
v/v de isopropanol:acetonitrilo para el ensayo B200. Después, las muestras se agitaron y
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 15 °C, se extrajo la fase superior la cual sera
objeto de medicion. Para el control se realizaron las extracciones con ambos solventes

mencionados.
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Se mezclaron 3,9 ml del radical DPPH (60puM) y 100 pl de la muestra, se dejaron en la
oscuridad por media hora y se procedié a medir la absorbancia. Todas las medidas se realizaron

por triplicado. El porcentaje de inhibicion se obtuvo a través de la siguiente ecuacion:
L As
%Inhibicion= [1- <A—>] x100 (Ec. 8)
0

As=Absorbancia de la muestra
Ag=Absorbancia del radical DPPH

2.2.3 Estudio cinético de la degradacion oxidativa del aceite de Sacha Inchi
suplementado con antioxidantes. Se evalud la cinética de degradacion oxidativa del aceite de
Sacha Inchi sin y con adicion de antioxidantes. Las muestras fueron preparadas en frascos ambar,
luego estos fueron introducidos en una cdmara climatica Mermmet en donde se llevé a cabo una
prueba acelerada de oxidacion a temperaturas de 25 + 1y 40 £ 1°C.

Como variable respuesta se usé el indice de peroxidos (IP), tomando 20 meq oxigeno/kg de
aceite como valor maximo de hidroperdxidos, ya que generalmente a este valor se obtiene los
productos secundarios de oxidacion (Piedrahita Correa, 2015). El analisis para cada muestra se
realizd por duplicado (n=2) mediante un analisis estadistico ANOVA con un nivel de
significancia del 5%.

Después de haber obtenido los indices de peréxidos a las condiciones mencionadas, se
realizaron los respectivos ajustes para obtener kip (Ec.5). El ajuste se realizo graficando el IP vs
el tiempo (orden de reaccion cero) y el logaritmo natural del IP vs el tiempo (orden de reaccion

uno).
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Con la ecuacion 6 se calcularon el factor pre-exponencial de Arrhenius y la energia de
activacion, graficando el logaritmo natural de kip vs el inverso de la temperatura (1/T).

Usando los valores ajustados de kip se determind el tiempo de vida util, a diferentes
temperaturas. Para tal fin, se procedié a integrar la ecuacion 5 usando como limites el valor
inicial de IP (2,40 meq O./kg de aceite) y el final (20 meq O2/kg de aceite).

2.2.3.1 Indice de blanqueamiento (DOBI) antes y después del estudio cinético. El
indice DOBI (ID) provee informacion del estado de oxidacion que presenta la muestra, la
determinacion del 1D de los ensayos Control, E200 y B200 se realizé siguiendo la metodologia
descrita en la NTC 5835:2011 usando un espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO).
La cuantificacién de indice de blanqueamiento (DOBI) se lleva a cabo mediante la siguiente
ecuacion:

A446

En donde A446 es la absorbancia a 446 nm la cual mide principalmente carotenos y A269 es
la absorbancia a 269 nm el cual mide principalmente productos de oxidacion secundarios. Por lo

tanto, una disminucién del ID esta asociada con la formacién de productos de oxidacion.

2.2.4 Determinacion del valor 1C50 mediante el efecto de dosificacion del antioxidante
natural en el aceite de Sacha Inchi. Hasta este punto, las comparaciones propuestas para
evaluar la capacidad del extracto polifenolico y el antioxidante sintético fueron hechas a una
dosificacion de 200 mg/kg. No obstante, en la practica es importante conocer el efecto dosis-

respuesta que tienen los extractos u otra sustancia para inhibir un proceso de oxidacion. En
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estudios de dosis-respuesta se determina la concentracion de sustancia de prueba requerida para
reducir la absorbancia de la solucién blanco DPPH a un 50% (IC50).

Por lo tanto, se decidio evaluar dicho efecto en el porcentaje de inhibicién (Ec. 8) conforme la
concentracion de extracto se modificd entre 0 y 200 mg/kg. El valor IC50 obtenido servira a
futuro como punto de partida para mejorar la dosificacién que reduzca o retarde los procesos de

oxidacion en el aceite de Sacha Inchi.

2.3 Resultados.

2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica del aceite de Sacha Inchi. A partir de los resultados
mostrados en la Tabla 1 se aprecia que todas las muestras analizadas tienen valores de indice de
peroxidos por debajo del limite maximo (10 meq Oz/kg muestra) establecido por la NTP
151.400. De igual manera, los valores de indice de acidez cumplen con la normativa impuesta
por el CODEX ALIMENTARIUS (2015) que reporta como limite permitido para grasas y
aceites prensados en frio y virgenes el valor de 4,0 mg KOH/g de grasa.

En el caso de los valores del indice de refraccion de las muestras se evidencia que la muestra

del lote de Piedecuesta sobrepasa el valor méximo permitido (1,4817) segtn por la NTP 151.400.

Tabla 1.
Indices de los cuatro lotes analizados. 2
Lote Indice de peroxidos Indice de acidez (mg Indice de refraccion
(meq O2/kg muestra) KOH/g muestra)
San Alberto 0,90 +0,02 8 0,21+0,01 8 1,481 +0,00®
Lebrija 0,72+0,02B 0,30+0,01B 1,481 +0,00 B
El Playon 1,22+0,00B 0,96 +0,04 B 1,481 +0,00 B
Piedecuesta 0,76 + 0,06 B 0,18 +0,01 B 1,481 +0,00 B

*Datos expresados como @ son las medias de triplicas + desviacion estandar.
El supra indice # indica que el origen del lote no presenta diferencias significativas (p<0,05) entre los parametros de
calidad y el indice B indica la presencia de diferencias significativas entre si.
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Asimismo, en el analisis de ésteres metilicos de 4cidos grasos (FAME’s) muestra que los
triglicéridos presentes en los aceites son ricos en acidos grasos insaturados. De acuerdo con la
Tabla 2, los principales acidos grasos presentes son: acido linolénico, linoleico, oleico, palmitico
y estearico. De los &cidos mencionados, el 92,5% corresponde a &cidos grasos poliinsaturados;
por lo tanto, se confirma que el aceite de Sacha Inchi estd constituido por acidos grasos
altamente susceptibles a la oxidacion afectando directamente a su estabilidad oxidativa.

Por otro lado, se evidencia que existen discrepancias con los valores obtenidos en el perfil

lipidico con el expuesto por la NTP en su valores maximos y minimos (Tabla 2).

Tabla 2.
Perfil Lipidico de los cuatro lotes analizados. ?
Lote San Alberto Lebrija El Playdn Piedecuesta NTP 151.400
Acido Linolénico 46,69 + 1,128 4955+0,118 49,18+0,168 52,14+0,07B 42 - 48
Acido Linoléico 36,5+ 0,288 35,38 + 0,068 34,44 + 0,048 34,53 + 0,008 32,8-384
Acido Oleico 8,49 + 0,588 7,61+0,128 8,96 + 0,248 6,85 + 0,018 94-144
Acido Palmitico 4,55 +0,218 4,16 £ 0,048 4,39 £ 0,048 3,75+ 0,048 3,7-44

Acido Estearico 3,77 +£0,038 3,3+0,028 3,03+0,028 2,730,048 2,57-3,2

*Datos expresados como @ son las medias de duplicas + desviacion estandar.
El supra indice # indica que el origen del lote no presenta diferencias significativas (p<0.05) entre los 4cidos grasos
y el indice B indica la presencia de diferencias significativas entre si.

De acuerdo a lo anterior, se establece que existe asociacion significativa entre la procedencia
del aceite y los parametros evaluados: indice de perdxidos, indice de acidez, indice de refraccion
y perfil lipidico, el cual el aceite de El Playon cumple con mas criterios de la normativa NTP

150.400.

2.3.2 Evaluacién de la capacidad antioxidante.
2.3.2.1 Contenido total de polifenoles. Los resultados de polifenoles totales (PT) de las

muestras de aceite de Sacha Inchi analizadas se evidencia un incremento de 3,8 veces en el aceite
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dosificado a una concentracion de 200 mg/kg de extracto polifendlico, comparado con el aceite
sin dosificar (25,064 = 1,21 mg EAG/kg). En efecto el valor de PT en E200 fue de 125,384 +
0,55 mg EAG/Kkg de aceite, evidencidndose que es posible aumentar el contenido de PT en el
aceite, lo que finalmente puede conducir a mejorar la capacidad antioxidante del aceite.

El contenido de PT para el aceite de Sacha Inchi (Control) analizado en este trabajo fue
superior al valor reportado por (Mufioz Jauregui et al., 2013), estos autores obtuvieron un valor
de 2,79 + 0,14 mg EAG/Kg en el aceite de Sacha Inchi sin antioxidantes afiadidos. La diferencia
en estos resultados podria atribuirse a las diferencias en variedades genotipicas grado de
maduracion y factores externos como condiciones agronémicas, climéaticas y tipo de cepa,
procesamiento, entre otros (Martinez Valvere & Periago, 2014; Mufioz Jauregui et al., 2013).

Por otro lado, el valor de PT para el aceite analizado en este trabajo fue inferior al obtenido para
el aceite de oliva, cuyo valor estd en el rango de 195-433 mg EAG/kg (Gomez Alonso et al.,
2003), estos resultados sugieren que el aceite de Sacha Inchi comparado con el aceite de oliva,
tendria una menor proteccion contra el ataque de radicales causantes de la oxidacion lipidica.
2.3.2.2 Método de decoloracion del radical DPPHe. Los resultados de la capacidad
antioxidante de los ensayos E200 y B200 se encuentran en la Tabla 3, en el que se evidencia

mayor porcentaje de inhibicion en el aceite dosificado con el extracto polifendlico de grano de

cacao.
Tabla 3.
Porcentaje de inhibicion obtenido por el método DPPH*
Muestra % de inhibicion
B200 9,0417 £0,01

E200 59,774 + 0,01
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Se observo un efecto sinérgico por accion del antioxidante afiadido y el natural presente en el
aceite de Sacha Inchi, ya que al realizar la prueba de capacidad antirradicalaria con el método
DPPHe al aceite sin afiadirle previamente antioxidante sintético o natural (Control), se obtuvo
una respuesta. Lo anterior se atribuye a las vitaminas liposolubles A y E que contiene el aceite
(Hurtado Ordofiez, 2013; Promperu, n.d.), ademas de los polifenoles que él contiene.

Asi mismo, la combinacidon de flavonoides (epicatequina y catequina) que posee el extracto de
grano de cacao junto con alfa-tocoferoles (vitamina E) del aceite, podrian generar una
interaccion antirradicalaria que produce una inhibicion mas efectiva vis a vis a la prueba DPPHe
(Pedrielli & Skibsted, 2002).

Estos resultados, a pesar de ser prometedores, deben ser analizados con cautela puesto que las
caracteristicas de la prueba permiten analizar la capacidad que tienen los antioxidantes para
atrapar radicales libres; pero no analiza la velocidad a la cual se producen los productos de
oxidacion a medida que el aceite se oxida. Por lo tanto, se procedi6 a evaluar la capacidad de

cada una de las formulaciones sobre la estabilidad oxidativa del aceite de Sacha Inchi.

2.3.3 Estudio cinético de la degradacién oxidativa del aceite de Sacha Inchi
suplementado con antioxidantes. En las figuras 4 y 5 se encuentran los comportamientos de la
formacion de hidroperdxidos en el aceite de Sacha Inchi sin y con adicion de antioxidantes a 25
y 40°C, respectivamente. También se aprecia que, en todos los casos, el comportamiento de IP vs
el tiempo sigue una tendencia lineal, con valores de R? que varian entre 0,977 y 0,991.

Este comportamiento sugiere que el valor de m en la ecuacion 5 tienda a cero. Por lo tanto, la

ecuacion 5 se transforma en:



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI

dIP

rIP:W:kIP

Integrando esta ecuacion y separando términos se obtiene:

|P:k|p*t-|P0

Por lo tanto, la pendiente de dichas rectas corresponda al valor de kp.
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Figura 4. Comportamiento del indice de Per6xidos vs tiempo a una temperatura de 25°C. a) Sin
dicion de antioxidante (Control); b) con adicion de 200 mg/kg de extracto (E200); c) con
adicion de 200 mg/kg de BHT (B200).
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Figura 5. Comportamiento del indice de Perdxidos vs tiempo a una temperatura de 40°C. a) Sin
adiciéon de antioxidante (Control); b) con adicion de 200 mg/kg de extracto (E200); c) con
adicion de 200 mg/kg de BHT (B200).

En las figuras presentadas se observa que al final del estudio cinético (dia 12), a las
temperaturas de 25y 40°C, el aceite con extracto polifendlico de grano de cacao (E200) presenta
mayor cantidad de meq Oz/kg muestra, indicando mayor cantidad de productos primarios,
seguido por aceite sin antioxidantes (Control) y con BHT (B200).

En la Tabla 4 se encuentran los resultados del modelo cinético de cada ensayo (CONTROL,

E200 Y B200) a las temperaturas de 25 y 40°C.



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI 35

Tabla 4.
Valores de constante de velocidad en el Indice de Perdxidos
Condicion 1: T=25°C Condicion 2: T=40°C
ENSAYO Kip R? ENSAYO Kip R?
CONTROL 0,3778 0,992 CONTROL 0,8687 0,991
E200 0,4524 0,991 E200 1,062 0,990
B200 0,3357 0,981 B200 0,74198 0,977

Ademas, se observa que la constante de velocidad de la formacion de peréxidos ki se obtuvo
en proporcion descendente en ambas temperaturas: E200, B200 y CONTROL, indicando una
mayor velocidad de reaccion y formacion de peréxidos en la muestra E200 a comparacion a las
otras. De manera general se aprecia que las muestras sin antioxidante adicionado conducen a
mayores tiempos de estabilidad del aceite. Este comportamiento sugiere que la concentracion de
antioxidante empleada puede generar un efecto pro-oxidante y por lo tanto se debera realizar a
futuro un estudio de dosis-respuesta que permita identificar la concentracion que conduzca a
aumentar la vida util del aceite de Sacha Inchi.

Los resultados anteriores también demuestran el efecto de la temperatura en la velocidad de
reaccién durante la peroxidacion lipidica del aceite ya que a medida que aumento la temperatura
de ensayo, aumentd el valor de la constante de velocidad.

Para establecer la dependencia anteriormente mencionada se llevd a cabo el andlisis del efecto
de la temperatura sobre la velocidad de degradacion, al fin de ejecutar este estudio se linealiz6 la
ecuacion de Arrhenius, donde se tomaron los valores mencionados en la Tabla 4 como kip.

Al graficar el logaritmo natural de los kip en funcion de la 1/T se obtuvieron los siguientes

valores de Ea (Energia de activacion) (Tabla 5).
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Tabla 5.
Valores de Energias de activacion obtenidos en el estudio cinético
ENSAYO In ka (factor pre- Ea (J/mol)
exponencial)
CONTROL 16,409 43.088,130
E200 17,022 44,159,811
B200 14,832 39.472,378

Los datos energia de activacion se encuentran en orden descendente: E200, CONTROL y
B200, respectivamente, observandose que la muestra E200 presenta mayor grado de sensibilidad
a la temperatura.

Estos tres valores de energia de activacion se consideran altos al compararse con el aceite de
Choiba (Ea= 4.611,507 J/mol) (Piedrahita Correa, 2015) y bajos al compararse con el aceite de la
semilla del fruto de la palma Coroba (Ez=51.750,000 J/mol) (Salazar de Marcano et al., 2007).

En la Tabla 7 se puede observar el tiempo de vida til calculado con los valores ajustados para

ki como una funcion de Arrhenius e integrando la ecuacion (Ec. 12) entre el valor inicial y el

final del indice de peréxido.

dIP
rp=—— :kIP:kA*e('Ea/RT) (Ec. 12)

dt

Reorganizando se obtiene:

IP-1P,

IPt corresponde al valor donde empiezan a producirse los productos secundarios de oxidacion
(20 meq oxigeno/kg aceite), 1Py es el valor del indice de perdxido inicial (2,40 meq O2/kg

aceite); ka es el factor pre-exponencial de Arrhenius y Ea es la energia de activacion.
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Tabla 6.
Tiempo de vida util del aceite Sacha Inchi
T=25°C T=40°C
Muestra Tiempo vida util (Dias) Tiempo vida util (Dias)
CONTROL 46,59 20,26
E200 38,89 16,57
B200 52,44 24,46

Se reporta que, al afiadirle el antioxidante natural al aceite, su tiempo de vida util disminuye
aproximadamente 8 dias a 25°C y 4 dias a 40°C. Por lo tanto, podria pensarse que a la
concentracion usada ocurrio un efecto pro-oxidante.

En cambio, al incorporar al aceite el antioxidante sintético su vida Util aumenta
aproximadamente 6 dias a 25°C y 4 dias a 40°C.

2.3.3.1 Indice de blanqueamiento (DOBI) antes y después del estudio cinético. Al
evaluarse el indice de DOBI (ID) en los ensayos planteado anteriormente en el estudio cinético

se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 7.
Determinacion del indice DOBI (ID) antes del estudio cinético.
Muestra ID
Control 0,0166 + 0,00
E200 0,0170 + 0,00
B200 0,0187 + 0,00

Los valores obtenidos son mayores al compararlos con los obtenidos para el Sacha Inchi
en el estudio realizado por Santos (Santos Agualongo & Paredes Escobar, 2018), quien
reporta un valor 0,012 para un aceite Sacha Inchi dosificado a una concentracion de 200 mg

de BHT/kg.
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Los resultados presentados de la Tabla 8 indican el indice de DOBI después de 12 dias de

realizar el estudio cinético.

Tabla 8.
Determinacion del indice DOBI (ID) después del estudio cinético
Muestra ID (25°C) ID(40°C)
Control 0,0165 + 0,00 0,0161 + 0,00
E200 0,0152 £ 0,00 0,0146 + 0,00
B200 0,0176 £ 0,00 0,0167 + 0,00

Observandose que al inicio del ensayo (Ver Tabla 7) los valores ID se presentan de orden
descendente: B200, E200 y Control. Sin embargo, al final el estudio cinético el ensayo E200 es
el que presenta menor valor del ID a ambas temperaturas.

Se evidencia que la muestra E200 presenta mayor velocidad de formacion de perédxidos, los
cuales afectan los carotenoides presentes en cada ensayo, teniendo relacion directa con la

absorbancia analizada en el andlisis de indice de DOBI.

2.3.4 Determinacion del valor 1C50 mediante el efecto de dosificacion del antioxidante
natural en el aceite de Sacha Inchi. De acuerdo con la figura 6, el valor IC50 obtenido fue de
157,68 miligramos de antioxidante polifendlico por kilogramo de aceite de Sacha Inchi. Este
valor fue obtenido del ajuste de la curva a una funcion polinémica de segundo grado y=0,0008x?-
0,4412x+99,678 con un R? de 0,9967.

El valor obtenido esta por debajo del valor usado en este trabajo (200 mg/kg); por lo tanto,
seria interesante usar este valor en nuevas formulaciones con el fin de determinar si se elimina el

efecto pro-oxidante que se sugiere ocurrio en las pruebas realizadas en el presente trabajo.
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Figura 6. Porcentaje de captacion DPPH?* en funcion de la concentracion antioxidante

3. Conclusiones

Se selecciond el aceite Sacha Inchi de la region de El Playon ya que al realizarse la
caracterizacion fisicoquimica y el respectivo anélisis de ANOVA de la misma, se evidencié que
existen diferencias significativas entre la procedencia de los lotes de aceites y los parametros de
calidad. Ademas, este lote cumplié con mayores criterios de la Norma Técnica Peruana (NTP) de
la calidad de indices y perfil lipidico.

Con respecto a la determinacion de la capacidad antirradicalaria usando el método DPPHe, se
evidencio que, en el aceite de Sacha Inchi, el extracto de grano de cacao obtuvo mejor respuesta
de porcentaje de inhibicion (59,774 = 0,01) con respecto al antioxidante BHT (9,0417 + 0,01);
indicando que el extracto tiene mayor capacidad a atrapar el radical DPPHe.

En el estudio de la estabilidad oxidativa los resultados permitieron establecer que la reaccion
de formacion de hidroperoxidos (IP) sigue un modelo cinético de orden cero y que la velocidad

de formacion de dichos compuestos es dependiente de la temperatura segin la ecuacion de
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Arrhenius ya que al aumentar la temperatura aumenta el valor de la energia de activacion. Los
valores de energia de activacion para el control, antioxidante natural (E200) y antioxidante
sintético (B200) fueron 43.088,130 J/mol, 44.159,811 J/mol y 39.472,378 J/mol,
respectivamente.

El tiempo estimado de vida util del Aceite Sacha Inchi a 25 °C fue de aproximadamente
47 dias para el control (aceite sin antioxidantes), 38 y 52 dias para el tratamiento E200 y B200
respectivamente, y a 40 °C se estima un tiempo de 20, 17 y 24 dias para los tratamientos Control,
E200 y B200, respectivamente.

El tratamiento B200 a lo largo del estudio cinético presenta menor grado de oxidacion
comparéandolo con el Control y E200, siendo este la mejor opcion a implementar para prolongar

la vida anaquel del aceite de Sacha Inchi.

4. Recomendaciones

Se recomienda realizar un seguimiento de la solubilidad del extracto de grano de cacao en el
aceite de Sacha Inchi.

También ejecutar el estudio cinético de la degradacion oxidativa del aceite de Sacha Inchi a
mas temperaturas y suplementado con el antioxidante natural (extracto poli fenélico de grano de
cacao) a la concentracion del IC50 (157,68 mg/kg) hallado en el presente trabajo.

Adicionalmente llevar a cabo un andlisis colorimétrico del aceite de Sacha Inchi para asi
evidenciar el cambio del mismo al adicionarle extracto polifendlico de cacao y someterlo a

diferentes temperaturas.
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Apéndices

Apéndice A. Evaluacion de la capacidad antioxidante

A.1 Contenido de polifenoles totales
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Figura A 1. Recta de calibracion de Acido Gélico

A.2 Método de decoloracion del radical dpphe
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Figura A 2. Recta de calibracion de Trolox® 1
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Apéndice B. Estudio cinético de la degradacion oxidativa del aceite de sacha inchi

suplementado con antioxidantes

Anélisis de regresion modelo cinético para valor de peroxido - CONTROL 25°C.

*Variable dependiente: indice de peroxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

diP m
TP = T T kip = [1P]

m = orden de lareacciéon = 0
dIP = kjp xdt
IP =1Py+ kip xt
IP = 2,2609 + 0,3778 * t

Grafica de linea ajustada
IP (meq O2/kg muestra) = 2,261 + 0,3778 t (dias)
7 . 5 0167291
R-cuad. 992%
R-cuad. {ajustadao) 99,0%
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Figura B 1. Comportamiento del indice de peroxidos vs tiempo a una temperatura de 25°C sin
adicién de antioxidante (CONTROL)
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Estadisticas Ip Dias
] [ [
Wedia 44013 56667
DeswEst 1.6391 43205
Minimo 24023 0
Maxinno G5,9333 12

Figura B 2. Estadisticas del comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una
temperatura de 25°C sin adicion de antioxidante (CONTROL)

Tabla B 1.
Resumen del modelo

R-cuad.
(ajustado)

0,167291 99,17%  98,96%

S R-cuad.

Tabla B 2.
Analisis de Varianza
Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 13,3210 13,3210 475,98 0,000
Error 4 0,1119 0,0280
Total 5 13,4330

Dado que el coeficiente de correlacion R- cuadrado fue de 99.17%, es posible concluir que el

modelo cinético de orden cero ajusta correctamente los datos experimentales.

Analisis de regresién modelo cinético para valor de peréxido - CONTROL 40°C.

*Variable dependiente: indice de peroxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

diP m
TP = g = kip  [1P]

m = orden de la reaccion = 0
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dIP = k[p*dt
IP:IPO+ k[p*t
IP = 2,980 + 0,8687 = t

IP (meq O2/kg muestra)

2 4 [ ] 10 12

Grafica de linea ajustada
IP (meq 02/kg muestra) = 2,980 + 0,8687 t (Dias)

5 0550205
R-cuad. 99.1%
R-cuad.[ajustadao) 98,74

t (Dias)

Figura B 3. Comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una temperatura de 40°C sin
adicién de antioxidante (CONTROL)

Estadisticas IP {meq 02 t {Dias)
M 4 4
Media 62373 375
Dresw Est 43512 55603
Minimo 24023 0
Maximo 13,309 12

Figura B 4. Estadisticas del comportamiento del indice de peroxidos vs tiempo a una
temperatura de 40°c sin adicion de antioxidante (CONTROL)

Tabla B 3.

Resumen del modelo

S R- R-cuad.
cuad. (ajustado)
0,550305 99,14%  98,71%
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Tabla B 4.
Andlisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 69,9966 69,9966 231,14 0,004
Error 2 06057 0,3028

Total 3 70,6023

Modelo Arrhenius para valor de peréxido ensayo CONTROL

*Variable dependiente: Ln(Kip)

*Variable independiente: 1/T

] Ea
Ln(Kip) = LN(K,) — RT

1
Ln(Kip) = 16,409 — 5182,6?

*Constante universal de los gases ideales: R (8,314 J/mol K)

Ea = 43088,136 L

mol

Grafica de dispersién de Ln(Kip) vs. 1/T
Informe de resumen
Relacién X-¥
Examine [ relacién y busque pawones.

Minima

0003200 0003225 0003250 0003275 0003300 0003325 0.003350
uT

Figura B 5. Figura del Logaritmo natural de los Kip en funcion de la 1/T en el aceite sin adicién

de antioxidante (CONTROL)
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Prediccion de la vida util del ensayo CONTROL

A partir de la ecuacion Arrhenius se calcularon los siguientes datos:

Tabla B 5.

Datos obtenidos a partir de la ecuacion Arrhenius en el aceite sin adicion de antioxidante
(CONTROL)

Ln(Kip) Kip TIEMPO DE
RE CALCULADO RE CALCULADO VIDA UTIL
(Dias)
-0,97352557 0,37774891 46,59
-0,14089622 0,86857945 20,26

Anélisis de regresion modelo cinético para valor de peroxido - E200 25°C.

*Variable dependiente: indice de peroxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

dipP I P
= —= E3
Tip dt P
m = orden de la reaccion = 0
dIP = k[p * dt
IP = IPO + k]p * t

IP = 2,168 + 0,4524 * t
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Grafica de linea ajustada
IP (meq 02/kg muestra) = 2,168 + 0,4524 t (Dias)

e . 5 0236400
R-cuad. 99.1%
R-cuad.(ajustada) 2B5%

IP {(meq O2/kg muestra)
i

t (Dias)

Figura B 6. Comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una temperatura de 25°C con

adicién de 200 mg/kg de extracto

Estadisticas IP {meq 02 t (Dias)
] T T
“edia 47728 65,1429
Creswv.Est 11,7823 41404
binimao 24023 0
Maximo T.7505 12

Figura B 7. Estadistica del comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una
temperatura de 25°C con adicion de 200 mg/kg de extracto (E200)

Tabla B 6. Resumen del modelo
S R- R-cuad.
cuad. (ajustado)
0,236400 99,07%  98,75%

Tabla B 7. Analisis de Varianza
Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 17,7686 17,7686 317,95 0,000
Error 3 0,677 0,0559
Total 4 17,9363
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Dado que el coeficiente de correlacion R- cuadrado fue de 99.07%, es posible concluir que el
modelo cinético de orden cero ajusta correctamente los datos experimentales.
Anélisis de regresion modelo cinético para valor de peroxido - E200 40°C.

*Variable dependiente: indice de peréxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

diP m
TP =TT kip = [1P]

m = orden de lareaccién = 0
dIP = k;p * dt
IP =1Py+ kip xt
IP = 2,221+ 1,062 * t

Grafica de linea ajustada
IP (meq O2/kg muestra) = 2,221 + 1,062 t (Dias)
16 . 5 0,542581
R-cuad. 99.0%

14 R-cuad.(ajustada) 98
T
=2
@
=
E
(%1]
== .
od
O 8
= ]
£
£

.
4
2
0 2 4 & 8 10 12
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Figura B 8. Comportamiento del indice de peroxidos vs tiempo a una temperatura de 40°c con
adicion de 200 mg/kg de extracto (E200)
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Estadisticas IP {megq 02 t (Dias)
] 3] &
Wedia 70006 45
Diesw Est 4.3003 4 5056
Mimimnio 24028 0
Maximnao 15,504 12

Figura B 9. Estadisticas del comportamiento del indice de peroxidos vs tiempo a una
temperatura de 40°c con adicion de 200 mg/kg de extracto (E200)

Tabla B 8.
Resumen del modelo

S R- R-cuad.
cuad. (ajustado)
0,542581 98,98%  98,73%

Tabla B 9.
Andlisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 114,493 114,493 388,91 0,000
Error 4 1,178 0,294
Total 5 115,670

Dado que el coeficiente de correlacion R- cuadrado fue de 98.98%, es posible concluir que el

modelo cinético de orden cero ajusta correctamente los datos experimentales

Modelo arrhenius para valor de peroxido ensayo E200

*Variable dependiente: Ln(Kip)

*Variable independiente: 1/T

] Ea
Ln(Kip) = LN(K,) — BT

1
Ln(Kip) = 17,022 — 5311,5?
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*Constante universal de los gases ideales: R (8,314 J/mol K)

Ea = 44159,811 L
mol

Grafica de dispersidn de Ln(Kip) vs. 1/T
Informe de resumen
Relacidn X-Y
Examing |3 relacién y busque patones
Estadisticas Ln(Kip)

N 2

0.0 Media -0,36652
Desv Est. 060340

Minima -0,79318

Maxima 0,060154

-02

Lineas ajustada

LnfKip)

-06

Ia linea cua dratica.

-08

0002200 0003225 0003250 0003275 0003200 0003325 0003350
vT

T

2
0,0032737
11362-04
0,0031934
0,0033540

Lineal Cuadratico

Usted na fiene suficientes datos para ajustar

Figura B 10. Figura del Logaritmo natural de los Kip en funcién de la 1/T en el aceite con

adicion de 200 mg/kg de extracto (E200)

Prediccidén de la vida util del ensayo E200

A partir de la ecuacién Arrhenius se calcularon los siguientes datos:

58

Tabla B 10.
Datos obtenidos a partir de la ecuacion Arrhenius en el aceite con adicion de 200 mg/kg de
extracto (E200)
Ln(Kip) Kip TIEMPO DE
RE CALCULADO RE CALCULADO VIDA UTIL
(Dias)
-0,79285829 0,45254943 38,89

0,06047996 1,06234631 16,57
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Anélisis de regresion modelo cinético para valor de peroxido - B200 25°C.

*Variable dependiente: indice de peréxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

dipP I (P
= —= E3
Tip dt P
m = orden de la reaccion = 0
dIP = k[p * dt
IP = IPO + k]p * t

IP = 2,222 4+ 0,3357 * t

Grafica de linea ajustada
IP (meq O2/kg muestra) = 2,222 + 0,3357 t (Dias)
v 5 0226376
- R-cuad. 981%
R-cuad.(ajustadao) 97.5%
[
©
2
L
=
E S
m *
=
o
O
o 4
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= »
2
]
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2
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Figura B 11. Comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una temperatura de 25°C con
adicion de 200 mg/kg de BHT (B200)

Estadisticas IP {meq 02 t (Dias)
l i G
Media 41243 L6667
DeswEst 1,4644 43205
Mininnio 24028 0
haximna 64813 12

Figura B 12. Estadisticas del comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una
temperatura de 25°c con adicion de 200 mg/kg de BHT (B200)
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Tabla B 11.
Resumen del modelo

S R- R-cuad.
cuad. (ajustado)
0,226376 98,09%  97,61%

Tabla C 12.
Andlisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P

Regresion 1 10,5178 10,5178 205,24 0,000
Error 4 0,2050 0,0512
Total 5 10,7228

Dado que el coeficiente de correlacion R- cuadrado fue de 98.09%, es posible concluir que el
modelo cinético de orden cero ajusta correctamente los datos experimentales.
Analisis de regresién modelo cinético para valor de peroxido - B200 40°C.

*Variable dependiente: indice de peréxidos; (IP; meqO2/kg muestra)

*Variable independiente: Tiempo (t; Dias)

*Modelo cinético de orden cero:

dIP i
TP = gy T kip * [IP]

m = orden de la reacciéon = 0
dIP = k;p x dt
IP =1Py+ kippxt
IP = 2,750 + 0,7198 = t
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Grafica de linea ajustada
IP (meq 02/kg muestra) = 2,750 + 0,7198 t (Dias)

g 0543954
1 Y R-cuad. 97.7%
R-cuad.{ajustada) 973%

IP {meq O2/kg muestra)

t (Dias)

Figura B 13. Comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una temperatura de 25°c con
adicién de 200 mg/kg de BHT (B200)

Estadisticas IP {megq 02 t (Dias)
| 7 7
Media 65,5545 5.2857
Deswv.Est 3,3023 4 5355
Mimimo 24028 0
Maxima 10,902 12

Figura B 14. Estadisticas del comportamiento del indice de perdxidos vs tiempo a una
temperatura de 25°c con adicion de 200 mg/kg de BHT (B200)

Tabla C 13. Resumen del modelo

S R- R-cuad.
cuad. (ajustado)
0,543954 97,74%  97,29%

Tabla C 14. Analisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 63,9520 63,9520 216,14 0,000
Error 5 1,4794 0,2959

Total 6 65,4314

Dado que el coeficiente de correlacion R- cuadrado fue de 97,74%, es posible concluir que el

modelo cinético de orden cero ajusta correctamente los datos experimentales.
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Modelo arrhenius para valor de peroxido ensayo B200.

*Variable dependiente: Ln(Kip)

*Variable independiente: 1/T

] Ea
Ln(Kip) = Ln(K,) — BT

1
Ln(Kip) = 14,832 — 4747,7

*Constante universal de los gases ideales: R (8,314 J/mol K)

Eaq =39472,378 —
Grafica de dispersién de Ln(Kip) vs. 1/T
Informe de resumen
Relacion X-Y
Examine la relacién y busque patrones
-03 Estadisticas Ln({Kip) T
N 2 2
Media 071016 00032737
04 Desv.Est 053935 1136504
Minima -1,0815 00031934
Méxima -032878 00033540
-05
-06
Lineas ajustada
= Lineal Cuadratico
= 0T v
s
-08
-09
Ustad no tiene suficientss datos para ajusar
Iz linea cuadritica.
-0
-1
0003200 0003225 0003250 0003275 0003300 0003325 0,003350
VT

Figura B 15. Figura del Logaritmo natural de los Kip en funcion de la 1/T en el aceite con
adicién de 200 mg/kg de BHT (B200)
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Prediccion de la vida atil del ensayo B200
A partir de la ecuacion Arrhenius se calcularon los siguientes datos:
Tabla C 15.

Datos obtenidos a partir de la ecuacion Arrhenius en el aceite sin adicion de antioxidante
(B200)

Ln(Kip) Kip TIEMPO DE
RE CALCULADO RE CALCULADO VIDA UTIL
(Dias)
-1,09186383 0,33559043 52,44

-0,3291049 0,71956753 24,46
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Apéndice C. Determinacion del valor IC50 mediante el efecto de dosificacion del
antioxidante en el aceite de sacha inchi
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Figura C 1. Recta de la calibracion de Trolox®
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Figura C 2. Curva de absorbancia en funcion de la concentracion en miligramos de
antioxidante polifendlico de grano de cacao por kilogramo de aceite de Sacha Inchi



