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RESUMEN

TITULO: ANALISIS DE LA DEGRADACION DEL ACEITE DE Terminalia catappa
L., EXPUESTO A LA RADIACION ULTRAVIOLETA, USANDO GC-ECD Y GC-
FID".

AUTOR: Juan Camilo Henriquez Sanabria™

PALABRAS CLAVE: Terminalia catappa, aceite vegetal, peroxidacion lipidica,
aceite esencial, Lippia origanoides.

DESCRIPCION: La especie Terminalia catappa L., es un arbol de tipo ornamental que pertenece a
la familia Combreataceae, es endémica de las areas costeras del Océano Indico, sur de Malasia,
este de la India, entre otros lugares. Las semillas de esta especie son ricas en aceite vegetal. En el
presente trabajo, se estudio la degradacion oxidativa del aceite de semilla de esta especie, por el
efecto de la exposicion a la luz ultravioleta. Las técnicas analiticas para el estudio de la
degradacion fueron  GC-FID y GC-ECD. En los resultados, se identificaron cuatro acidos grasos
gue componen el aceite vegetal de T. catappa, que fueron acido palmitico, estearico, oleico y
linoleico, similar con lo reportado en literatura cientifica. La mayor oxidacién del aceite se observé a
partir de las 32 horas. Estos resultados se compararon con los obtenidos para otros aceites
semillas, entre los que T. catappa evidencid la menor degradacion bajo las mismas condiciones.
También se estudié el efecto protector de aceites esenciales de diferentes quimiotipos Lippia
origanoides, contra la oxidacién lipidica. Los aceites esenciales fueron analizados por GC-MS. Se
encontré que los aceites esenciales con mayor contenido de compuestos fendlicos evidenciaron el

mayor efecto protector, similar a la sustancia de referencia BHA.

* Tesis de Grado.
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena E. Stashenko, Quimica, Ph.D.; Jairo René
Martinez, Quimico, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: ANALYSIS OF THE DEGRADATION of Terminalia catappa L. OIL,
EXPOSED TO UV RADIATION, USING GC-ECD AND GC-FID".

AUTHOR: Juan Camilo Henriquez Sanabria™

Keywords: Terminalia catappa, vegetable oil, lipid peroxidation, essential oil,

Lippia origanoides.

DESCRIPTION: The specie Terminalia catappa L., is an ornamental tree that belongs to the
Combreataceae family. It is indigenous to the coastal areas of the Indian Ocean, southern
Malaysia, eastern India, and other places. The seeds of this plant are rich in vegetable oil. In this
study, the oxidative degradation by ultraviolet light exposure of the seed oil was investigated. The
analytical techniques to study this degradation were GC-FID and GC-ECD. Four fatty acids from the
T. catappa oil were identified: palmitic, stearic, oleic and linoleic acid, as reported in literature. The
mayor oxidation of the oil was observed after 32 hours of UV light exposure. These results were
compared with those obtained from different seeds. T. catappa oil showed the least degradation
under the same conditions. The protective effect of essential oils of different chemotypes of Lippia
origanoides H.B.K. against lipid peroxidation was also studied. Essential oils were analyzed by GC-
MS. It was found that essential oils with higher content of phenolic compounds showed the highest

protective effect, similar to the reference substance, BHA.

* Graduation Project.
™ Science Faculty. School of Chemistry. Directors: Elena E. Stashenko, Quimica, Ph.D.; Jairo René
Martinez, Quimico, Ph.D.
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INTRODUCCION

Para el afio 2009, en el mundo, se produjeron cerca de 120.000 millones de
toneladas de los principales aceites y grasas vegetales, entre los que se
encuentran el aceite de palma, aceite de palmiste, aceite de maiz, aceite de mani,
entre otros. Existe una demanda creciente de aceites vegetales, tanto para el
sector de alimentos, como para el sector energético, por lo que se han investigado
nuevas fuentes de aceites vegetales entre las que se destacan el aceite de

moringa, salvado de arroz, entre otras [1].

Una especie promisoria es Terminalia catappa L., un arbol de tipo ornamental,
endémico de las zonas tropicales y subtropicales cercanas al Océano Indico. Esta
especie, se encuentra alrededor del mundo y se distingue por el cambio de
coloracién en sus hojas a través del afio y por la sombra que genera, debido a la
distribucion de sus ramas [2]. En Colombia se conoce con el nombre de
“almendro”, por el parecido de su semilla con una almendra. La semilla presenta
un contenido de 49% p/p de aceite graso. Cerca del 57% de la composicion
guimica del aceite corresponde a acidos grasos insaturados. El perfil lipidico del
aceite vegetal de esta especie, es similar al de los aceites que se encuentran
comercialmente; por ejemplo, los aceites de oliva, de girasol, entre otros [3]. Lo
anterior proyecta a T. Catappa como una fuente promisoria para la produccion de
aceite vegetal, con la cual, se podria contribuir a cubrir la demanda mundial de

aceites, y a darle un valor agregado a esta especie.

Sin embargo, este aceite al igual que los aceites comerciales presenta entre su
composicién quimica triacilgliceroles y acidos grasos libres [4]. Tanto los acidos
grasos libres como aquellos que forman parte de los triacilgliceroles pueden

presentar insaturaciones (enlaces dobles) que los hacen susceptibles a ataques
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electrofilicos, y a la generacion de cambios fisicoquimicos, que se ven reflejados
en cambios de coloracién, composicion, olor, lo que conlleva pérdidas
nutricionales. Estos ataques son conocidos con el nombre de peroxidacion lipidica.
Este tipo de reacciones son generalmente iniciadas por la presencia de trazas de
metales, perdxidos presentes como impurezas, radiaciones ionizantes, o

ultravioleta [5].

Los productos generados en las reacciones de oxidacion se dividen en dos
grupos, conocidos como productos primarios de oxidacion y productos
secundarios de oxidacion [6]. Los primeros generalmente son hidroperéxidos de
los &cidos grasos; los secundarios, los constituyen un amplio grupo de
compuestos, entre los que se encuentran aldehidos, cetonas, &cidos carboxilicos,
alcoholes, hidrocarburos de cadena corta, entre muchos otros, que varian segun

los &cidos grasos que se oxiden [7].

Todo este grupo de compuestos secundarios de oxidacion permite tener a la mano
un amplio espectro de técnicas analiticas que pueden ser empleadas para el
estudio de la degradacion de aceites. Entre las técnicas mas comunes se
encuentran cromatografia de gases, cromatografia liquida, resonancia magnética
nuclear, espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de ultravioleta-visible, entre

otras [7].

Para este proyecto se plante6 como objetivo el estudio de la degradacion del
aceite de la especie T. catappa L.; para esto, el aceite de esta especie se expuso
a estrés oxidativo, empleando la radiacién ultravioleta A (UVA) en un equipo
home-made. Los analisis fueron realizados por dos técnicas analiticas,
cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID) y

cromatografia de gases con detector de captura de electrones (GC-ECD).
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En los resultados encontrados, se observd, bajo las condiciones de trabajo
planteadas, que la mejor técnica analitica para estudiar la degradacién de un
aceite vegetal fue aquella en la que se analiz6 uno de los compuestos secundarios
de oxidacién, que para este estudio fue el hexanal, previamente derivado con

pentafluorofenilhidracina (PFPH), y que fue analizado por GC-ECD.
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1. ESTADO DEL ARTE

Con el fin de conocer los estudios realizados y reportados sobre la especie vegetal
Terminalia catappa L. (TC) se realizdé una busqueda bibliogréfica en la base de
datos Scopus (Elsevier), con la ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY
("Terminalia catappa") para la que se encontraron publicados, desde el afio 1943
hasta la fecha de la consulta (17 de diciembre de 2015), un total de 516 articulos y
22 articulos de revision.

En la Figura 1, se ilustra el nimero de publicaciones realizadas desde el afio 1995
hasta el afio 2015, donde se observa un aumento en el nUmero de publicaciones a

través de los afnos.

Figura 1. Numero de publicaciones por afio de Terminalia catappa con la ecuacion
de busqueda en la base de datos de Scopus (Elsevier): TITLE-ABS-KEY
("Terminalia catappa"). Rango de busqueda: 1995-2015. Fecha de consulta: 12
de diciembre de 2015.
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Entre los afios 2011 y 2012, se observdé un crecimiento en el numero de
publicaciones con respecto a los afios anteriores, con un total de 111 articulos
publicados en esta base de datos. En ese periodo, se encontraron 60 articulos
relacionados con el area de agricultura y ciencias bioldgicas, 26 con bioquimica,
genética y biologia molecular, 20 con medicina, 20 sobre farmacologia, toxicologia

y farmacéutica y 10 sobre inmunologia y microbiologia.

La especie TC, segun se observa en la literatura, ha sido ampliamente usada en
medicina folkl6rica debido a sus valores terapéuticos. Esta planta ha sido
empleada para el tratamiento del envejecimiento de la piel, irritacion,
hiperpigmentacion y alergias. También, se ha usado con fines antiinflamatorios,
anticancerigenos, antihepatotoxicos, antigenotoxicos [8]. Segun reportaron Naz et
al. [8], los extractos etandlicos de las hojas y frutos de esta especie mostraron
actividad antimicrobiana para combatir las siguientes bacterias: Corynebacteria,
Staphylococci, Enterococci, Escherichia, Salmonella y Shigella. También, se
estudio la composicion quimica de estos extractos, en los que se encontraron:
acido ferrulico, acido vanilico, pelargonidina, cianidina, miricetina, quercetina y
acido galico, a los que se les atribuye la actividad biolégica observada en los

extractos [8].

Igualmente, en Taiwan, se reportd el uso de esta planta, como medicina tradicional
para tratar hepatomas'y hepatitis; esto debido a la presencia de taninos en los
extractos de hojas, entre los cuales el de mayor proporcién es la punicalagina [9].
En Colombia, GOmez et al., reportaron un estudio estadistico en el que se mostro,
que esta planta también se usa en medicina tradicional en la costa norte de

Colombia, para tratar enfermedades de la piel [10].

! Hepatoma: tipo de cancer de higado.
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Otro estudio de importancia es el reportado por Chyaua et al. [11], en el que se
realizaron extracciones a las hojas caidas de color rojo, verde y amarillo, usando
metanol, etanoato de etilo, diclorometano y pentano como solventes de extraccion.
A los extractos se les evalud la capacidad antioxidante, usando el método DETBA
(por sus siglas en inglés, 1,3- diethyl-2-thiobarbituric acid). En el estudio se
encontré que los extractos metandlicos presentaron mayor capacidad antioxidante
que el butilhidroxitolueno (BHT), la vitamina C y vitamina E. Entre los tres colores
de hojas, se encontré6 mayor capacidad antioxidante en los extractos de las hojas
amarillas [11]. Los autores también realizaron extracciones acuosas variando el
tiempo de calentamiento, a los tres tipos de hojas (rojas, verdes y amarillas) y se
usé el mismo método DETBA para evaluar su capacidad antioxidante. Los
extractos, de los tres tipos de hojas, mostraron buena capacidad antioxidante, y se
encontr6 que con tan solo 3 minutos de calentamiento, los compuestos

antioxidantes se solubilizaron [12].

Respecto a la semilla, Ezeokonk et al. [13] estudiaron el potencial de TC como
fuente de proteina. Para esto se estimé el contenido de nitrégeno, usando el
método macro-Kjeldahl. El contenido de proteina cruda se calculé como N x 6.25,
donde N fue la cantidad de nitrégeno presente. Este estudio permitié conocer el
alto valor nutricional de esta semilla, ya que presentoé un contenido de proteina de
26%. Entre los aminoacidos esenciales presentes en la semilla se encontraron:
leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, tript6fano, metionina, lisina, treonina,

histidina y tirosina [13].

El primer articulo sobre el aceite vegetal de TC se publicé en el afio de 1943; alli
se reportd, por primera vez, la extraccion del aceite con solvente y por prensado,
con rendimientos del 55% (p/p) y del 35% (p/p), respectivamente. El perfil lipidico
reportado para el aceite de semilla lo constituyeron los siguientes acidos grasos:

acido oleico (35.1%), acido linoleico (17.9%), acido palmitico (36.5%) y acido
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estedrico (3.8%). Ademas, se reportd el porcentaje de humedad, ceniza, proteina
y se presentd una breve descripcion cualitativa del aceite [14]. Este perfil lipidico

fue confirmado por Ajayi et al., en Nigeria y Dos Santos et al., en Brasil [3,15].

Por otra parte, Omeje et al. [16] publicaron, en el 2008, un estudio que mostro la
cinética de la auto-oxidacion del aceite de semilla de Terminalia catappa L., a
cinco temperaturas diferentes, para aceite crudo y refinado. Esta medicion también
se realizd, en presencia de un antioxidante (a-tocoferol). La degradacion se
analiz6 midiendo el indice de peroxidacion por un periodo de 96 horas; los
resultados mostraron que el aceite refinado, presentdé una menor tendencia a la

degradacion.
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2. MARCO TEORICO

2.1 TERMINALIA CATAPPA L.

La especie Terminalia catappa L., es un arbol de tipo ornamental, (véase Figura
2), endémico de las areas costeras del Océano Indico, sur de Malasia, este de la
India, Islas Andaman, Indochina, Indonesia, entre otros lugares. Este arbol puede
medir entre 25 y 40 m de altura, crece en climas tropicales y subtropicales, por lo
gue se encuentra distribuido alrededor del mundo [2]. La taxonomia de esta

especie se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion taxondémica de la especie Terminalia catappa [2].

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Mytales

Familia Combretaceae
Género Terminalia

Especie Terminalia catappa L.

Este arbol se propaga facilmente, empleando su semilla; crece rapidamente y
necesita poco cuidado, en un ambiente adecuado. Usualmente comienza a
florecer a partir del segundo o tercer afio después de haber sido plantado, pero
esto puede variar con el lugar de siembra y el genotipo. El fruto de esta planta es
de forma ovoide, puede medir entre 4 y 7 cm de largo y entre 2 y 5 cm de ancho
[17]. El fruto crece en la espiga de las flores, de las cuales pueden crecer entre 1y
5 frutos. El fruto consiste en epicarpio, mesocarpio carnoso, mesocarpio

pedregoso y una almendra que presenta una forma ovoide y puede medir
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alrededor de los 2.5 cm, es de consumo humano segun reportan Dos Santos et
al.; y Thomson et al. [2,3]. En Australia este arbol es sembrado para conservacion

del suelo, proteccion de las costas y estabilizaciéon de las playas [17].

Figura 2. a) Arbol Terminalia catappa L. b) Fruto seco. c) Semilla.

En algunas regiones del Sur de Asia, TC ha sido incorporado en la economia de
algunas comunidades, dandole un valor comercial agregado, en especial por la
semilla y la madera. En el afio 2006 en Melanesia, Nueva Guinea, la compafiia
Vanuto, comercializé las semillas de este arbol con un costo entre los 6 y 7

dolares por kilogramo [2].

En un trabajo de investigacion realizado en Nigeria por Oboh et al. [17], se
estudiaron diferentes caracteristicas morfolégicas de TC, como tamafio y peso,
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tanto de hojas como de frutos, porcentaje de proteina en el fruto, porcentaje de
aceite en la semilla, entre otras. Segun las caracteristicas morfologias
encontradas para las especies estudiadas, se distinguieron cuatro grupos,
basados principalmente en el tamafio de las hojas y frutos. Este estudio permitié
reconocer la diversidad genética que presenta la especie, que puede ser usada en

programas para un mejor aprovechamiento de esta especie [17].

2.2 ACEITES VEGETALES

Los aceites vegetales son mezclas complejas de compuestos lipidicos de origen
natural. Estos se extraen de las semillas y frutos de un gran nimero de especies
vegetales, como la palma de aceite, el mani, el girasol, el algodon, el maiz, entre
otras. Estos aceites pueden ser extraidos por medio de solventes o por métodos
mecanicos (prensado en frio o caliente). La composicion quimica de los aceites
vegetales presenta, en mayor proporcion, triacilgliceroles, diacilgliceroles y
monoacilgliceroles, y en menor proporcién, fosfolipidos, esfingiolipidos, acidos
grasos libres, entre otros compuestos. El perfil lipidico de los aceites determina
sus propiedades fisico-quimicas, a saber: estado de agregacién, viscosidad,

estabilidad oxidativa, indice de refraccion, constante dieléctrica, entre otras [3,4].

2.2.1 Acidos grasos. Como se mencion6 en el numeral 2.2, los acidos grasos
son compuestos lipidicos, denominados acidos monocarboxilicos alifaticos que
estan presentes en los aceites vegetales. Cerca de 1000 &cidos grasos han sido
identificados. Sin embargo, el nUmero de acidos grasos, con mayor frecuencia en

la naturaleza, es mucho mas pequefio (pocas decenas).
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Los acidos grasos se pueden clasificar de acuerdo con la longitud de su cadena
(corta de 4 a 10, media de 12 a 14, y larga de 16 o mas atomos de carbono), la
presencia de enlaces dobles (saturados e insaturados), la presencia de ramas
hidrocarbonadas, ciclos u otros grupos funcionales [18]. Los &cidos grasos
insaturados (PUFA, por sus siglas en inglés, Poly-unsaturated fatty acids), son
aguellos en los que, es sus estructuras, presentan enlaces dobles (a diferencia de
los saturados, que no los presentan). En la naturaleza, la mayoria de los PUFA
presentan configuraciones geométricas de la forma cis-. Sin embargo, la
configuracibn geométrica trans- también puede estar presente en la naturaleza,
como es el caso de la leche de rumiantes, en la que la configuracién trans- puede

ser alrededor del 10% de los PUFA totales presentes [19].

2.3 OXIDACION LIPIDICA

Los aceites estan expuestos a reacciones de oxidacion lipidica, conocida también
como peroxidacion lipidica (debido a la formacion de perdxidos de los acidos
grasos). Estas reacciones son desencadenadas por diversos factores, a saber,
actividad enzimatica (lipooxigenasas y/o ciclooxigenasas), presencia de trazas de
metales, luz ultravioleta [18], oxigeno singulete, entre otras [7]. Estas reacciones
producen compuestos toxicos, responsables del cambio de sabor y coloracién del
aceite, que disminuyen la calidad nutricional del aceite vegetal [6]. Las oxidaciones
se deben a las oxigenaciones de los enlaces dobles presentes en los acidos

grasos insaturados, e.g., acido linoleico.
Las reacciones que tienen lugar en la oxidacion lipidica, se desarrollan

principalmente, por un mecanismo de radicales libres en tres pasos: Iniciacion,

propagacion y terminacion. El paso determinante en la reaccién en cadena, es la
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iniciacion y puede ser catalizado por calentamiento en presencia de oxigeno, por

presencia de metales, accion enzimatica y por la luz ultravioleta [6].

Cuando ocurren los procesos de oxidacidon es necesario el oxigeno. La especie
molecular de oxigeno mas abundante en la atmdsfera es el oxigeno triplete, que
presenta un nimero cuantico de spin (S) de 1, una multiplicidad de spin (2S + 1)
de 3, y un comportamiento diradical. Sin embargo, el oxigeno triplete no puede
reaccionar directamente con los enlaces dobles de los acidos grasos, debido a
que estos no poseen la misma multiplicidad de spin. Por tanto, solo hasta que se
generen los primeros radicales en un aceite, el oxigeno triplete podra, por su
naturaleza biradical, reaccionar espontaneamente con los radicales libres de los
acidos grasos. Esta reaccion genera otra especie radical, que sera capaz de tomar
un hidrégeno de otro acido graso presente en el aceite y dard inicio al paso de la

propagacién, que tiene una velocidad relativamente alta [18].

Al tomar el hidrogeno del acido graso, se formaran los primeros compuestos de
oxidacién, conocidos como hidroperéxidos. Sin embargo, en presencia de algun
ion metdlico o altas temperaturas, estas especies se descomponen facilmente,
para dar paso a una cascada de reacciones que producen otros grupos de
compuestos oxidados, conocidos como compuestos secundarios de oxidacion, lo
que constituye el paso de terminacion, dando como resultado moléculas de bajo
peso molecular tales como aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos carboxilicos,
hidrocarburos y otras especies como epoéxidos, y compuestos de alto peso
molecular como dimeros o trimeros que pueden ser tanto alifaticos como ciclicos,

y dependen del acido graso que se oxide [7].
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2.4 DETERMINACION DEL GRADO DE OXIDACION

La medicion del grado de oxidacion de los aceites vegetales es un area bastante
interesante en la quimica analitica, debido a la diversidad de moléculas que se
forman en el proceso de oxidacion. Algunos reportes indican métodos de analisis
de hidroperoxidos, epoéxidos, dienos conjugados, acidos carboxilicos, aldehidos,
entre otros, haciendo uso de técnicas analiticas como Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), técnicas espectroscopicas como ultravioleta visible (UV-Vis),
cromatografia de gases (GC), espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR), entre otras [18]. Sin embargo, el principal método para medir el
grado de oxidacion es el indice de peroxidacion (PV, por sus siglas en inglés,
peroxide value), que es un método yodométrico, que consiste en la reduccion del
yodo por los hidroperéxidos. Este método libera yodo gaseoso, el cual es
proporcional al grado de oxidacién; la reaccién se muestra a continuacién en la

Ecuacién 1 [6].

ROOH + 2H* + 2KI - I, + ROH + H,0 + 2K*  Ecuacion 1.

2.4.1 Anélisis por cromatografia. La cromatografia es una técnica analitica que
permite separar diferentes compuestos de una mezcla. El principio fundamental se
basa en un proceso de absorcion (o adsorcién) y desorcion de los analitos entre
una fase moévil y una fase estacionaria, de tal forma que dependiendo de las
diferencias en el coeficiente de distribucion, las moléculas se pueden separar [20].
Los métodos cromatograficos generalmente pueden ser clasificados como:
cromatografia de columna, de papel, capa fina, gases, cromatografia liquida de

alta eficiencia, de intercambio ionico, filtracion en gel y fluido supercritico [21].
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La cromatografia de gases (GC) se fundamenta en una distribucion asimétrica de
los analitos entre la fase moévil, que es gaseosa, y la fase estacionaria, que puede
ser solida o liquida. Los gases usados en cromatografia de gases como fase movil
se conocen como gases permanentes. Entre los mas comunes se encuentran, Ar,
He, H,, N,, entre otros. Dependiendo del estado de agregacion de la fase
estacionaria, GC se puede clasificar en: cromatografia gas-sélido (GSC) y
cromatografia gas-liquido (GLC) [22]. En GLC, la fase estacionaria es un liquido, o
un solido que a la temperatura de trabajo se vuelve liquido. Esta fase esta
inmovilizada, ya que se encuentra enlazada a un soporte solido, el cual es inerte
para la mayoria de las aplicaciones. Los componentes basicos de un cromatégrafo
de gases, en su orden logico son: cilindro de gas, controladores de flujo, inyector,

horno, columna, detector y sistema de datos [21].

2.4.1.1 Detectores. Un gran namero de detectores, con diferentes principios de
funcionamiento, han sido introducidos en cromatografia. Estos detectores pueden
ser clasificados, segun su selectividad, area de aplicacion, mecanismo de
respuesta, si son destructivos, si son sensibles a la masa, si son sensibles a la
concentracion, entre otras. Los detectores mas comunes son, detector de
conductividad térmica (TCD), detector selectivo de masas (MSD), detector de
ionizacion en llama (FID), detector selectivo de nitrogeno y fésforo (NPD), detector
(analizador) de energia térmica (TEA), detector de captura de electrones, entre
otros [22]. Los detectores empleados en cromatografia de gases para el analisis

de la degradacién de aceites comunmente son, el FID, ECD y MSD [23].

2.4.1.1.1 Detector de captura de electrones (ECD). El detector de captura de
electrones (ECD, por sus siglas en inglés, electron capture detector), introducido y
patentado por Lovelock (en 1975) [24], presenta una buena respuesta para
compuestos con orbitales moleculares desocupados de baja energia, por lo cual

es usado en la determinacion de compuestos que poseen grupos halégenos, nitro,
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compuestos organometalicos y algunos sistemas conjugados. Este detector posee
una fuente radioactiva, que es usada para bombardear con particulas B al gas de
arrastre, mientras este pasa por una camara de ionizacidén; cada particula B
(electrones primarios) puede generar entre cien y mil electrones (secundarios),
gue tienen energias entre 0.02 y 0.05 eV [25] y que se colectan al aplicarse un
potencial [23] (véase Figura 3). Al pasar una molécula con grupos
electronegativos, parte de los electrones son capturados, lo que genera moléculas

cargadas, y provoca una caida en la corriente de fondo en el electrodo.

Este detector puede funcionar en dos modos diferentes, bien sea aplicando un
potencial constante o en pulsos [26]. Las principales ventajas de usar este
detector es que responde de forma selectiva, sensible (aprox. 1 x 10 g/mL) [26]
y reproducible [27], ademas es de muy facil uso y relativamente econémico [26].

Figura 3. Esquema del detector de captura de electrones (ECD). Imagen adaptada
de Scoott [26].
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2.4.1.1.2 Detector de ionizacion en llama (FID). El detector de ionizacién en
llama (FID) se encuentra entre los detectores mas usados en cromatografia,
debido a que puede ser usado para casi todos los compuestos organicos, con
algunas excepciones (e.g. CO,, CS,) (23). El FID, Figura 4, funciona de la
siguiente manera: el eluyente de la columna cromatografica se mezcla con
hidrogeno, esta mezcla se quema en un pequefio mechero; cerca a la llama se
encuentra un electrodo cilindrico; un voltaje relativamente alto se aplica entre la
llama y el electrodo para recolectar los iones que se generan en la llama; la
corriente generada es amplificada en un amplificador de alta impedancia, y la

corriente resultante pasa por un sistema de adquisicion de datos [28].

Las principales ventajas de este detector son: posee alta sensibilidad y estabilidad,
poco volumen muerto, tiempo de respuesta rapido y responde de forma lineal para

un rango basta grande [23].

Figura 4. Esquema del detector de ionizacién en llama (FID). Imagen adaptada de
Scoott [28].
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2.4.2 Derivacion. Los procedimientos de derivacion son un subgrupo de
reacciones organicas, que proceden Unicamente en fase condensada y que son
usadas en cromatografia, para compuestos con un grupo selecto de grupos
funcionales. Sin embargo, no todas las reacciones pueden ser empleadas para
derivatizar. Estos procesos deben cumplir unas condiciones especificas. Algunas
de las recomendaciones al momento de recurrir a estos procedimientos son: 1)
Las operaciones experimentales deben ser tan simples como sea posible; 2) El
namero de pasos de derivatizacion debe ser pequefio (uno o dos); 3) El grado de
transformacion de los compuestos a los productos debe ser méaximo vy
reproducible; 4) El origen quimico de los productos formados debe ser altamente
predecible; 5) Debe asegurarse correspondencia inequivoca entre el nimero de
analitos iniciales y sus derivados; el caso 6ptimo, es en el que la reaccién es 1—1;
6) Las caracteristicas estructurales de los derivados se deben tener en cuenta, de
tal forma que, si se desconoce el nimero de nuevos grupos protectores afiadidos
en las moléculas, para los derivados de compuestos organicos complejos
polifuncionales, estos deben ser clasificados de acuerdo con derivados conocidos.
Uno de los principales propésitos de la derivatizacion, es la conversion de
compuestos no volatiles, termolabiles y/o altamente reactivos a derivados estables
volatiles [29], como es el caso de la mayoria de los &cidos grasos (no volatiles)
presentes en aceites vegetales [30] o aldehidos (muy reactivos) [31], que son

productos de la oxidacion de aceites.

2.4.2.1 Aldehidos. EIl andlisis de aldehidos (compuestos secundarios de
oxidacion lipidica), presenta algunas restricciones en el andlisis cromatografico,
debido a sus propiedades fisicoquimicas, tales como: baja masa molecular, alta
volatilidad, solubilidad en agua y reactividad. Ademas, presentan indices de
retencidn pequefos, para fases estacionarias polares y apolares [32]. Estos
analitos se encuentran a nivel de trazas y generan una sefial débil en los

detectores convencionales usados en cromatografia de gases, a saber: TCD, FID
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y MSD. Por lo anterior, estas moléculas deben ser derivadas previamente a su
deteccion. Los aldehidos pueden derivarse con pentafluorofenilhidrazina (PFPH)
[33], para formar las respectivas hidrazonas, como se muestra en la Figura 5.
Estas hidrazonas presentan grupos electronegativos en sus estructuras (5 atomos
de fldor por molécula), que hacen favorable utilizar un ECD, ya que es un detector

sensible a estos grupos.

Figura 5. Reaccion de derivatizacién de aldehidos con pentrafluorofenilhidracina
(PFPH); formacion de hidrazonas [33].
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2.4.2.2 Acidos grasos. La cromatografia de gases ha sido la técnica analitica
mas empleada, por mas de medio siglo, en el analisis de acidos grasos [34]. La
Unica técnica que se compara con GC-FID para el analisis de acidos grasos es
HPLC en fase reversa con detector UV; sin embargo, el costo de analisis puede
ser mayor que GC-FID [23]. Para el andlisis de acidos grasos por GC-FID, es
necesario un procedimiento previo de derivacion; el método mas utilizado para
derivatizar es la preparacion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, por sus
siglas en inglés). La razon de realizar este procedimiento de derivacion en los
acidos grasos, es que sus derivados presentan menor punto de ebullicion y menor
polaridad, lo que contribuye a disminuir el coleo en los picos cromatograficos
(Peak-tailing), siendo asi, mas adecuados para el analisis cromatografico [30].
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Para la preparacion de los FAME, se encuentran en literatura diferentes métodos
de derivacién, a saber, esterificacion y transesterificacion catalizada por acidos,
transesterificacion catalizada por bases [23], esterificacion con diazometano, entre
otros. Uno de los procedimientos con mayor reporte en la literatura cientifica es la
transesterificacion acida, usando como catalizador el trifluoruro de boro en
metanol (BF3MeOH)(véase Figura 6) [35].

Figura 6. Reaccion de transesterificacion de acidos grasos catalizada con BF3,

Formacion de ésteres metilicos de acidos grasos y glicerol [30].

Rl/o\ NN
R&/O\/bgw/o +3reT _;C\ H + <

o R aH
o

2.5 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales (AE) son una mezcla compleja de compuestos volatiles y
de naturaleza quimica muy diversa, que se caracterizan por su olor, generalmente
agradable [36]. Arnaldo Bandoni, describe un aceite esencial como “una parte del
metabolismo de un vegetal, compuesto generalmente por terpenos, que
estan asociados o no a otros componentes, la mayoria de ellos volatiles y

generan en conjunto el olor de dicho vegetal” [37]. Los aceites esenciales son
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producidos por plantas que se denominan “aromaticas”, a saber: limonaria,
geranio, patchouli, entre otras. En las plantas los aceites esenciales se pueden
encontrar en las diferentes células oleiferas, canales secretorios, glandulas o en
los tricomas. Para la obtencion del aceite esencial es necesario que el material
vegetal sea sometido a vapor de agua. Existen tres métodos principales para
obtencion de los AE, los cuales son: 1) Arrastre con vapor, 2) Destilacion con
agua-vapor y 3) Hidrodestilacion. Los rendimientos, generalmente, varian entre 0.1
y 1.0% [36]. Los principales sectores y ramas de la industria donde se utilizan
aceites esenciales y productos derivados son: Industria cosmética y de productos

de aseo, industria de alimentos y la industria farmacéutica [36].

2.5.1 Lippia origanoides H.B.K. Es un arbusto que crece hasta los 3 metros de
altura, que se encuentra en Centro América, incluyendo las Antillas, y el norte de
Sur América. En Colombia crece entre los 400 y 2500 m de altura sobre el nivel
del mar [38]. Las hojas y flores de esta especie son empleadas en infusiones y en
medicina popular para tratar dolores de estdbmago, indigestiones y nauseas,
ademas como antiséptico general para la boca, gargantas y heridas [39]. En un
trabajo de investigacion realizado por Stashenko et al. [40] se estudio la actividad
antioxidante de dos quimiotipos de Lippia origanoides que crecen en Colombia, el
quimiotipo con menor cantidad de compuestos fendlicos presentd baja capacidad
antioxidante por el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS [por sus siglas

en inglés; 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)].

El Centro de Excelencia CENIVAM, en sus instalaciones, cuenta con tres
quimiotipos de Lippia origanoides, que son “timol”, “carvacrol” y “felandreno”. Los
aceites esenciales de esta especie se escogieron para estudiar el grado de
proteccion que ejercen sobre la degradacion oxidativa del aceite de TC inducido

por la exposicion a la luz ultravioleta.
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2.6 ANTIOXIDANTES

El término, antioxidante, no esta restringido a ninguna definicion internacional [41].
Sin embargo, la definicion mas empleada, fue dada por Halliwell et al., quienes la
definieron como “cualquier sustancia, que cuando esta presente en bajas
concentraciones, comparadas con la de los sustratos oxidables, retrasa o
inhibe la oxidacién de los sustratos” [42], entre estos sustratos estan los
lipidos, carbohidratos, ADN y proteinas. Algunos conceptos claves relacionados
con los antioxidantes son, sinergismo, antagonismo, co-antioxidantes vy
antioxidantes retardadores. El sinergismo se define como un fendmeno en el que
un nimero de compuestos, que estan presentes en el mismo sistema, presentan
un efecto mas pronunciado, que el que se deriva de un concepto de adicion
simple; antagonismo de igual manera se puede definir cambiando el “mas” por un
‘menos”, co-oxidante cambiando el “mas”, por un “mismo” y un antioxidante

retardador se puede definir como aquel que reduce la rata de oxidacion [41].

Los antioxidantes, en general, pueden ser clasificados en dos grandes grupos, que
son: los enddgenos y exdégenos. Los enddgenos, son aquellos que son fabricados
por las células, a saber: proteinas que actian como enzimas (peréxido dismutasa)
y ferritina, entre otros. Los antioxidantes exdgenos son aquellos que no son
fabricados por las células, y que se obtienen de alimentos o aquellos que se
producen sintéticamente. Entre los antioxidantes exdégenos mas comunes se

encuentran la vitamina C, vitamina E, polifenoles [43].
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3. METODOLOGIA

La metodologia empleada para este proyecto, comenzé con la recoleccion de los
frutos de Terminalia catappa L., a los que se les extrajo su semilla. El aceite
vegetal de las semillas, se extrajo por medio de extraccién con solventes con
ayuda de ultrasonido. El aceite se sometio a diferentes periodos de radiacion con
luz ultravioleta A (UVA) empleando un equipo home-made. Posteriormente, se

analiz6 el grado de oxidacién de las muestras por las técnicas, GC-ECD y GC-FID.

3.1 RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

La recoleccién del material vegetal (frutos) de TC., se llevé a cabo en el campus
central de la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga - Colombia. Se
recolectaron los frutos que se encontraron en el suelo, en areas cercanas a
arboles de TC. Los frutos se mantuvieron extendidos por 60 dias en un vivero del

Centro de Excelencia CENIVAM, tal como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Semilla de TC en el vivero del Centro de Excelencia CENIVAM.

Fuente: Autor
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3.2 EXTRACCION DE ACEITE

La obtencion de la semilla del fruto de Terminalia catappa L. se realiz6 de forma
manual con ayuda de un matrtillo. Se redujo el tamafio de particula de las semillas,
empleado una licuadora comercial marca Oster. Para la extraccion del aceite
vegetal se depositaron semillas trituradas (ca. 85 g), junto con 350 mL de hexano,
en un frasco ambar de 500 mL. El frasco se ubicé en un equipo de ultrasonido
(Elmasonic S 15 H, Elma). La extraccion se realiz6 a temperatura ambiente (24
°C), por una hora. Posteriormente, se filtré la mezcla con papel franja negra. El
extracto se concentr6 en un rotoevapodaror (Basis hei-VAP HL, Heidolph), la
temperatura del bafio y presion del equipo fueron de 45 °C y 350 mbar,
respectivamente. El solvente recuperado se empleé en una segunda extraccion.
En total se realizaron tres extracciones sucesivas para el mismo material vegetal.
Finalmente, se hizo pasar una corriente de nitrdgeno gaseoso para eliminar los
rastros de solvente, a temperatura ambiente para evitar la oxidacion por
calentamiento. El aceite extraido se filtr6, con papel franja negra, para remover
impurezas, se almacenoé en un frasco color ambar, y se mantuvo en refrigeracion a

4 °C, para los posteriores analisis.

3.3 OXIDACION LIPIDICA

El ensayo de oxidacion lipidica se realizé siguiendo el procedimiento descrito por
Contreras et al. (2002) [44]. El ensayo consistié en irradiar con luz ultravioleta las
muestras de aceite vegetal, en un reactor home-made, Figura 8, que cuenta con
seis lampara, que emiten luz en la region del ultravioleta A (334, 364, 365 y 366
nm) y el ultravioleta B (404, 408 y 435 nm). Se tomd aceite vegetal (0.79 g) y se
deposité en tubos cénicos de poli(propileno). Las muestras se expusieron por 8,

16, 24, 32 y 40 h, a la luz ultravioleta. Culminado cada tiempo, se adicion0, a cada
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muestra, solucion de BHT/aceite vegetal (10 mg), con una concentracion de 120
g/kg; lo anterior se realiz6 con el fin de detener los procesos de oxidacion, que
tienen lugar fuera del periodo de exposicion a la luz UV. Las muestras se
almacenaron en un refrigerador hasta ser analizadas. Cada ensayo se realiz6 por

triplicado.

Figura 8. Reactor de luz ultravioleta home-made, A) Con las paredes de espejos,

B) Sin las paredes de espejos.

Fuente: Autor

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO.

El andlisis de la degradacién de las muestras, después de ser irradiadas con la luz
ultravioleta, se realiz6 por dos métodos diferentes: 1) Derivacion de los acidos

grasos y analisis por cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama
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(GC-FID); y 2) Derivacion del hexanal y analisis por cromatografia de gases con

detector de captura de electrones (GC-ECD).

3.4.1 Analisis FAME. El andlisis de la composicion de acidos grasos presentes
en cada una de las muestras de aceite de TC se realiz6 mediante la obtencion de
sus ésteres metilicos, de la siguiente manera: se tomé aceite vegetal (60 mg), se
deposité en un tubo de ensayo, se agregoé solucion de trifloruro de boro al 14% en
metanol (5 mL) y se deposité una barra de agitacion magnética. La reaccion se
mantuvo en agitacion por 1 h, tiempo establecido en experimentos previos
realizados en el Laboratorio de Cromatografia, entre 80 y 84 °C en un bafio de
aceite mineral. Al finalizar el proceso de derivacion, se retir6 del bafio de aceite y
se dejo reposar durante 10 min. Finalmente, se realizé la extraccién de los 4cidos
grasos, en forma de sus ésteres metilicos (FAME) con n-heptano (3 X 1 mL). Se
tomé 1 mL del extracto, se adicionaron 100 pL de una solucién de n-
tetradecano/heptano, con una concentracion de 10.000 ppm, la mezcla se afor6 a
2 mL, con el mismo solvente. Modo de inyeccion split (30:1). Se inyectaron 2 uL de
la solucién en un cromatégrafo de gases con detector de ionizacion en llama GC-
FID (6890N, Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.) con columna DB-
23 cubierta con 50%-cianopropil-poli(metilsiloxano) (60 m, L x 0.25 mm, d.i. x 0.25
um, dr.) (J&W Scientific, Folsom, CA, EEUU).

La identificacion de los acidos grasos en el aceite de Terminalia catappa L., se
realizd por comparacion de los tg de sus ésteres metilicos, con los de las mezclas
certificadas de FAME GLC10, GLC50, GLC70, GLC80 Y GLC100, adquiridas de
Matreya, Inc (Pennsylvania, EE.UU). Los patrones se analizaron bajos las mismas

condiciones cromatogréficas que las muestras.
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La cuantificacién de los acidos grasos, en forma de ésteres metilicos de los acidos

grasos, se llevé a cabo por el método de adicion de estandar interno.

3.4.2 Analisis de hexanal. El hexanal generado en el proceso de oxidacién en
los aceites, fue derivado con pentafluorofenilnidracina para formar
pentafluorofenilhidrazona del hexanal (PFPH-H). Para esto, se tomd aceite
oxidado (0.5 g), se depositd en un tubo de ensayo, se adicionaron 2 mL de una
solucion metandlica de pentafluorofenilhidrazina (5.0 pmol/mL), se agitd (1 min a
1800 rpm), se dejo decantar (10 min), se tom6 1 mL de la fase metandlica, y se
afor6 a 2 mL con metanol. Se tomé 1 pL de solucién y se inyectd en un
cromatografo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EE.UU.), HP 6890 Plus,
acoplado a un detector de captura de electrones (ECD, ®Ni, 280 °C),
equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (se inyecté en modo Split
1:10), la temperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C. Se empled una
columna HP-5 de 30 m, L x 0.25 mm, d.i.,, x 0.25 um d;, 5%-fenil-95%-poli
(metilsiloxano) (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.). La temperatura del horno
se programo desde 100 °C (5 min) hasta 250 °C (10 min) a 6 °C/min [25].

3.4.2.1 Cuantificacion de pentafluorofenilhidrazona del hexanal. La
cuantificacion de pentafluorofenilhidrazona del hexanal se llevd a cabo por el
método de calibracion externa empleando material de referencia certificado. Se
realizd una curva de calibracion de pentaflurofenilhidrazona del hexanal en un
rango de concentracion entre 2 y 120 nmol/mL. Para esto, se prepararon una
solucién stock de hexanal (21.48 mM) y una solucion stock de PFPH (123,15 mM),
con estas soluciones se prepard una solucién de trabajo de hexanal:PFPH en una
relacion 1:100 de la siguiente manera: se tomaron 93 pL de la solucién stock de

hexanal y se depositaron en un balén aforado de 10 mL, luego se adicionaron
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162.2 pL de la solucion stock de PFPH, se aforé con metanol, se trasvasé a un
frasco color ambar, se sell6 con papel parafina y se dejo en agitacion por 12 h.
Con esta solucion de trabajo se prepararon las soluciones para los puntos de la
curva de calibracion, tal como se muestra en la Tabla 2. Cada uno de los puntos

de la curva se preparé en balones aforados de 2 mL, por triplicado.

Tabla 2. Soluciones preparadas para construir la curva de calibracién de PFPH-H

Volumen de solucién de trabajo [pL] Concentracion de PFPH-H[nmol/mL]

20 2

60

100 10

140 14

260 26

300 30

600 60

1200 120

3.5 PROTECCION DE LA OXIDACION LIPIDICA EMPLEADO ACEITES
ESENCIALES DE Lippia origanoides.

Para proteger el aceite vegetal de TC contra la oxidacion lipidica, por el efecto de
la luz ultravioleta, se emplearon aceites esenciales de Lippia origanoides,
quimiotipos “timol”, “carvacrol” y “felandreno”, que fueron suministrados por el
Centro de Excelencia CENIVAM. Para esto, se disolvieron 25 mg de aceite
esencial, quimiotipo “timol”’, en 5 g de aceite de TC, para obtener una
concentracion de 0.5 % p/p. Lo anterior se realizd para los quimiotipos “carvacrol”
y “felandreno”. Las muestras se expusieron a la luz ultravioleta. El tiempo de

exposicién se determin6 con base en la mayor producciéon de hexanal observada
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en los resultados del numeral 3.4.2. Como sustancia de referencia se empleo el
antioxidante sintético butilhidroxianisol (BHA). Para esto se preparé una solucién
de BHA en aceite de TC, de concentracion 200 ppm, esta concentracion es la

maxima permitida en aceites vegetales segin normas internacionales [45].

3.5.1 Andlisis por GC-MS. Para el analisis de la composicién quimica de los
aceites esenciales, se tomaron 50 pL de aceite esencial y se aforé a 1 mL con
diclorometano. Los aceites esenciales fueron analizados en un cromatégrafo de
gases (GC 6890, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU) equipado con un
espectrémetro de masas (MSD 5973, Agilent Technologies, Palo Alto). El volumen
de inyeccion fue 2 pL. La separacién de los compuestos se realizd en las
columnas DB-5MS (J&W Scientific) cubierta con 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (60 m
X 025 mm di. X 0.25 pum) y DB-WAX (J&W Scientific) cubierta con
poli(etilenglicol) (60 m X 0.25 mm d.i. X 0.25 ym). Para la columna DB-5MS la
temperatura del horno cromatogréafico se programé desde 45 °C (5 min) hasta 150
°C (2 min) a 4 °C/min, luego hasta 250 °C (5 min) a 5 °C/min y finalmente hasta
275 °C (15 min) a 10 °C/min. Para la columna DB-WAX la temperatura del horno
cromatografico se program6 desde 45 °C (min) hasta 150 °C (5 min) a 3 °C/min,
luego hasta 220 °C (5 min) a 4 °C/min. La temperatura del puerto de inyeccion, de
la cdmara de ionizacion y la linea de transferencia se fijaron en 250, 230 y 285 °C,
respectivamente. El gas de arrastre empleado fue helio. La identificacion de los
compuestos se realizé por comparacion de los espectros de masas con las bases
de datos Adams, NITS, WILEY y los indices de retencion lineal reportados en

literatura.

42



4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 EXTRACCION DEL ACEITE DE SEMILLA DE Terminalia catappa.

Se recolectaron en total 210 semillas de TC, con un peso promedio de 0.5 £ 0.1 g.
El rendimiento de extraccion del aceite fue de 30 + 2 %. Este rendimiento, se
calculd, dividiendo la masa del aceite vegetal obtenido, entre la masa de las
semillas empleadas para la extraccion, multiplicado por 100, como se muestra en
la Ecuacion 2.

Masa del aceite

%Rendimiento = — x 100 Ecuacioén 2
masa de las semillas

4.2 ANALISIS DE FAME

4.2.1 Perfil lipidico del aceite de Terminalia Catappa. El perfil lipidico del aceite
de semilla de TC se muestra en la Figura 9. Cada pico cromatogréfico
corresponde al éster metilico de un acido graso presente en el aceite. En la
Figura 10, se observan los nombres y las estructuras de los &cidos grasos
presentes en el aceite, y en la Tabla 3 se muestra la cantidad relativa de cada

acido graso.

De los datos de la Tabla 3, se observd que el aceite de semilla de TC consistio
principalmente de acidos grasos insaturados (ca. 56%). El acido graso insaturado
mas abundante fue el oleico (C18:1) (33%), seguido por el linoleico (C18:2) (23%),
lo que indica que este aceite vegetal es una buena fuente de acidos grasos

insaturados.
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El contenido de &cidos grasos saturados fue cercano al 44%. El acido grasos mas
abundante fue el palmitico (C16:0) (ca. 38%), seguido del estearico (C18:0)
(ca. 6%).

Figura 9. Perfil lipidico del aceite de semilla de Terminalia catappa obtenido por

extraccion con solventes, columna DB-23, detector FID.
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Figura 10. Estructuras de los acidos grasos presentes en el aceite de semilla de

Terminalia catappa.

Acido palmitico (C16:0) Acido estearico (C18:0)

o] o]

HOJ\M/\/\N\A HOJI\AA/\/\/\M/

Acido oleico (C18:1) Acido linoleico (C18:2)

(o] o

Ho)k/\/\/\/V\/\/v HOJWMW

Tabla 3. Composicion y cantidad relativa de acidos grasos en el aceite de
Terminalia catappa.

Acido graso Area relativa, % (+ SD, n=3)
Palmitico (C16:0) 38.4+0.3
Estearico (C18:0) 6.2+0.1
Oleico (C18:1) 326+0.1
Linoleico (C18:2) 22.8+0.3

Este resultados muestran que el aceite vegetal de las semillas de TC, que crece
en Colombia, es cercano al reportado en Puerto Rico por Asenjo et al. [14], y al
reportado en Brasil por Dos Santo et al. [3]. Ademas, los acidos grasos presentes
en el aceite de semilla de TC, se encuentran también en los aceites de mayor
consumo en el mundo, a saber, aceite de calza, oliva, girasol, cartamo y linaza
[46].
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4.2.2 Determinacion del grado de oxidacion por el método FAME. Para el
analisis de la degradacion del aceite por el método FAME, se realiz6 la
cuantificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos por el método de
adicion de un estandar. Para el célculo de la concentraciébn de los ésteres
metilicos de los acidos grasos (Cy), se tiene en cuenta el area cromatografica del
estandar interno (Aistq) Y Su concentracion (Cigq), tal como se muestra en la
Ecuacion 3.

Cistd.X Ax

Cy = Ecuacién 3

Ajstd.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4, donde se observa la

variacion de la concentracion, de cada acido graso, con el tiempo de oxidacion.
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Tabla 4. Variacion de la concentracion de los FAME con respecto al tiempo de

oxidacion.

Tempo de Ester metilico del acido Ester metilico del acido Ester metilico del acido Ester metilico del &ci
oxidacion palmitico estearico oleico linoleico

h] Concentracion, [ppm] CV%  Concentracion, [ppm] CV% Concentracion, CV% Concentracion,

(= SD, n=3) (= SD, n=3) [ppm] (= SD, n=3) [ppm] (£ SD, n=3)

0 3300+ 150 5 520 + 33 6 2800 + 140 5 1900 + 87

8 3300 + 570 17 500 + 120 24 2800 * 660 23 2000 + 460

16 3300 + 390 12 500 + 76 14 2900 + 400 14 2200 + 300

24 3050 + 33 1 490 + 15 3 2560 + 77 3 1890 + 54

32 3900 + 410 13 540 + 84 16 2800 + 450 16 2000 + 360

40 3200 + 200 7 500 + 48 10 2600 + 230 9 1900 + 220
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Sin embargo, se observo que las desviaciones estandar se superponen entre las
muestras oxidadas por diferentes periodos de tiempo, por lo que, bajo esta
metodologia no hay una variacion significativa de la concentracion de los acidos
grasos a medida que aumenta el tiempo de oxidacion. Ademas, los CV% no
mantuvieron una tendencia entre muestras, esto se puede deber, en gran medida,

a errores en la cadena de preparacion de la muestra.

4.3 ANALISIS DEL HEXANAL

Como se mencion6 en el numeral 3.4.2, el hexanal se medié6 en forma de
pentafluorofenilhidrazona del hexanal (PFPH-H). La curva y la ecuacién que se
emplearon para cuantificacion del PFPH-H se muestran en el Anexo 1. Los

resultados encontrados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de PFPH-H para las muestras de aceite de Terminalia

catappa oxidadas por diferentes periodos de tiempo.

Tiempo de oxidacion [h] Concentracion de PFPH-H, [nmol/g] (x SD, n=3) CV%
0 3+0.1 1.8
8 8+0.4 5.8
16 10+1.3 12.6
24 11+1.0 9.0
32 20+ 0.4 2.2
40 19+0.7 3.8

De la Tabla 5, se observa que la muestra blanco, 0 h de oxidacién, presento
3 nmol/g de PFPH-H, lo que indica que el aceite presentaba un pequefio grado de
oxidacion. Una posible explicacion para este hecho, es que en el proceso de
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extraccion, el aceite no esta en una atmosfera inerte, por tanto, es posible que una
pequeia parte del aceite vegetal se oxide. Las muestras expuestas por 16 y 24 h,
no mostraron una variacion significativa entre si, debido a que se observio una
superposicion de las desviaciones estandar; lo mismo para la muestra expuesta
por 32 y 40 h.

También, se puede observar que las muestras que fueron expuestas a la luz
ultravioleta por tan solo 8 horas evidenciaron degradacion. Este resultado es
importante ya que indica que para otras investigaciones, empleado la misma
metodologia descrita anteriormente, se puede escoger este periodo de tiempo
para observar el efecto protector contra la oxidacion de sustancias quimicas de

interés.

Segun la Tabla 5, la produccién hexanal estd en el orden de los nmol. Si se
supone que la conversion del acido linoleico a hexanal presenta una relacion
estequiométrica ideal de 1 —1 (se conoce que la oxidacion del &cido linoleico
puede tener varias rutas [47]), se tendria que a 32 horas, de exposicion de las
muestras a la luz ultravioleta, se han oxidado 20 nmol de acido linoleico por cada
gramo de aceite, 5.0 ppm. Si se observa en la Tabla 4, 5.0 ppm es un valor mas
pequeiio que la desviacion estandar de la concentracion del acido linoleico, para
todas las muestras. Por tal motivo no se pudd apreciar un cambio en la

composicién de acidos grasos por el método FAME.

4.4 COMPARACION CON OTROS ACEITES DE SEMILLA

Con el fin de comparar los resultados de la oxidacién del aceite de TC con otros

aceites de semillas, se procedi6 a comprar semillas de girasol (Helianthus

annuus), nueces de Brasil (Bertholletia excelsa) y almendras (Prunus dulcis) en la
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plaza de mercado del centro de la ciudad de Bucaramanga, y ademas, se compro
un aceite de girasol comercial, marca Girasoli®. Para las semillas se realizé la
extraccion del aceite tal como se muestra en el numeral 3.2. Los rendimientos de
las extracciones fueron: semillas de girasol 30 + 2%, nueces de Brasil 44 £ 1% y
almendras 42 + 2 %. Para conocer el perfil lipidico de cada aceite, se realizé el
procedimiento descrito en el numeral 3.4.1. En la Tabla 6, se comparan los acidos
grasos presentes en el aceite de semillas de TC, con los aceites mencionados
anteriormente. En el Anexo 2 se reportan los cromatogramas de los FAME para

cada uno de los aceites.

Tabla 6. Comparacion de los acidos grasos presentes en el aceite de semilla de
Terminalia catappa con los aceites de semillas de girasol, nueces de Brasil,

almendras y el aceite de girasol comercial marca Girasoli®.

Acido graso, [%] (+ SD, n=3)

Aceite
Palmitico Estearico Oleico Linoleico
Terminalia catappa 38.4+0.3 6.2+0.1 326+0.1 22.8+0.3
Nuez de Brasil 15+1 9.7+0.5 28.3+0.7 46 + 2
Girasoli® 8.2+0.2 59+0.1 26.7 £ 0.2 59.3+ 0.1
Semilla de girasol 7.1+0.3 39+0.1 54+1 351
Almendra 79+0.1 2.05+0.05 62.2+0.4 27.9+0.6

Segun la Tabla 6, el aceite de TC posee un perfil lipidico cualitativamente similar
al de los aceites de las otras semillas y al aceite comercial. Sin embargo, se puede
observar, que el aceite de TC presentd mayor cantidad de acidos grasos
saturados (acido palmitico y estearico), que son mas resistentes a la oxidacion [6].
Los aceites de girasol de semilla y el comercial mostraron una gran diferencia en

la cantidad de acido linoleico, siendo mayor para el comercial.
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De los cinco aceites vegetales, el aceite de TC junto con el aceite de almendra
presentaron la mayor cantidad de acido oleico. Segun reportaron Raf et al., existe
una creciente demanda de aceites con mayor contenido de &cido oleico, esto
debido a que existe la recomendacién de sustituir el &cido linoleico, que pertenece
a la familia del omega 6, por acidos grasos mono-insaturados. Estudios con los
acidos linoleico y oleico mostraron efectos similares con las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Sin embargo, un alto
consumo de &cido linoleico presenta algunas desventajas nutricionales, ya que,
este 4cido graso es mas facilmente oxidable en los humanos, que el acido oleico,

lo que conlleva un mayor riesgo de sufrir de aterosclerosis [46].

4.4.1 Comparacion de la oxidacion de los aceites vegetales. Los cuatro
aceites se expusieron a la luz ultravioleta, siguiendo el procedimiento descrito en
el numeral 3.3. En la Figura 11, se comparan las lineas de tendencia de la
oxidacion, representada por la produccion de hexanal en forma de hidrazona, para
los cinco aceites. De la Figura 11, se observa que el aceite que presentd menor
tendencia a la oxidacion fue el aceite de TC. Este comportamiento se puede deber
a gue este aceite presenta mayor cantidad de acidos grasos saturados en
comparacion con los otros cuatro aceites, por lo que resulté ser menos susceptible
de sufrir reacciones de oxidacion. Sin embargo, se desconoce la cantidad de
antioxidantes naturales como el a-tocoferol, que estan disueltos en cada uno de

los aceites.

Por otra parte, se puede observar que el aceite de semillas de girasol presento
mayor tendencia a la oxidacion. Al comparar el perfil lipidico del aceite de semilla
de girasol con el aceite de girasol comercial, se puede observar que el aceite de
semilla de girasol presenté menor cantidad de acido linoleico, por lo que se

esperaria que este aceite presentara menor tendencia a la oxidacién que el aceite
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comercial. Sin embargo, en la industria, a los aceites comerciales se les adiciona
antioxidantes sintéticos como el BHT o el BHA, para proteger el aceite de la
oxidacion. Por esta razon, el aceite comercial de girasol resisti6 mas a las

reacciones de oxidacion que el aceite de semilla de girasol.

Figura 11. Concentracion de PFPH-H VS. tiempo de exposicion a la luz
ultravioleta, de los cinco aceites vegetales.
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4.5 ANALISIS DE LOS ACEITES ESENCIALES POR GC-MS

4.5.1 Quimiotipo “timol”. Para el quimiotipo “timol” se identificaron 14
compuestos (porcentaje de area >1.0%), que corresponden a un 93.2 % de area
cromatografica total. Este aceite esencial se compone mayoritariamente por
compuestos oxigenados (60.4 %). El perfil cromatografico se observa en el Anexo
3 y la composicién quimica se detalla en la Tabla 7. Segun los resultados
obtenidos, el componente mayoritario es el timol, con un porcentaje de area
cromatografica del 51.5 %, seguido por p-cimeno (9.2 %), trans-B-cariofileno (7.0

%) y y-terpineno (4.0 %).
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Tabla 7. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes principales

(>1.0 %) del aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “timol”.

indices de retencion lineal (IRL)

N° Compuesto Tipo DB-5MS DB-WAX ATEA
Exp. Ref. [48] Exp. Ref. [48] &
1 -Mirceno HM 991 982 1156 1160 1.8
2 a-Terpineno HM 1021 1017 1174 1177 1.0
3  p-Cimeno HM 1030 1024 1262 1270 9.2
4  y-Terpineno HM 1063 1059 1240 1245 4.0
5  Terpinen-4-ol MO 1188 1177 1594 1601 1.7
6  Metil timil éter CO 1234 1234 1582 1587 3.5
7  Timol CO 1304 1290 2155 2164 515
8  Carvacrol CO 1309 1300 2183 2186 3.9
9  Acetato de timilo CO 1348 1356 1835 1867 15
10 trans-B-Cariofileno HS 1435 1420 1602 1598 7.0
11 trans-B-Bergamoteno HS 1442 1434 1586 1575 1.5
12 a-Humuleno HS 1470 1453 1672 1666 3.7
13  B-Bisaboleno HS 1515 1508 1721 1727 1.0
14  Oxido de cariofileno SO 1598 1580 1980 1986 1.9
Hidrocarburos monoterpénicos (HM) 16.0
Monoterpenos oxigenados (MO) 1.7
Compuestos oxigenados (CO) 60.4
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) 13.2
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 1.9

4.5.2 Quimiotipo “carvacrol”. Mediante el analisis cromatografico se detectaron
12 compuestos (porcentaje de area >1.0%), que corresponden al 85.2 % del area
cromatografica total. Este aceite esencial presenté en su composicion 55.8 % de
compuestos oxigenados, entre estos, timol y carvacrol con un porcentaje de area
de 25.2 % y 28.2 %, respectivamente. El perfil cromatografico se observa en el

Anexo 3y la composicidon quimica se detalla en la Tabla 8.
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Tabla 8. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes principales

(>1.0 %) del aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “carvacrol”.

indices de retencion lineal (IRL)

N° Compuesto Tipo DB-5MS DB-WAX A|§/IOEA
Exp. Ref. [48] Exp. Ref. [48]
1 a-Terpineno HM 1019 1017 1174 1177 1.0
2  p-Cimeno HM 1028 1024 1263 1270 7.6
3 y-Terpineno HM 1062 1059 1240 1245 7.8
4  Terpinen-4-ol MO 1187 1177 1595 1601 1.0
5  Metil timil éter CO 1232 1234 1582 1587 2.4
6 Timol CO 1298 1290 2155 2164 25.2
7 Carvacrol CO 1308 1300 2183 2186 28.2
8  trans-B-Cariofileno HS 1432 1420 1602 1598 4.5
9  a-Humuleno HS 1468 1453 1672 1666 2.4
10 Elemol SO 1558 1553 2067 2078 1.2
11 Oxido de cariofileno SO 1597 1580 1981 1986 1.0
12 a-Eudesmol SO 1672 1651 2210 2222 3.0
Hidrocarburos monoterpénicos (HM) 16.4
Monoterpenos oxigenados (MO) 1.0
Compuestos oxigenados (CO) 55.8
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) 6.9
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 5.2

4.5.3 Quimiotipo “felandreno”. Para este aceite esencial se identificaron 20
componentes (porcentaje de area >1.0%), que representan un 86.6 % del area
cromatografica total. Los hidrocarburos sesquiterpénicos fueron la familia de
compuestos con mayor area relativa (41.3 %), seguida de los hidrocarburos
monoterpénicos (20.3 %). El compuesto con mayor area relativa fue trans-g-
cariofileno (18.2 %) seguido de a-humuleno (10.6 %) y  1,8-cineol (9.8 %). El
felandreno presentd un area relativa del (6.6 %). El perfil cromatografico se

observa en el Anexo 3 y la composicion detallada se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes principales

(>1.0 %) del aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “felandreno”.

indices de retencion lineal (IRL)

N° Compuesto Tipo DB-5MS DB-WAX A|§/IOEA
Exp. Ref. [48] Exp. Ref. [48]
1 a-Felandreno HM 1009 1004 1160 1167 6.6
2  p-Cimeno HM 1029 1024 1262 1270 8.2
3 Limoneno HM 1034 1029 1193 1198 4.1
4  1,8-Cineal MO 1037 1031 1206 1211 9.8
5 y-Terpineno HM 1061 1059 1240 1245 1.4
6  Timol CO 1295 1290 2155 2164 1.2
7 Carvacrol CO 1304 1300 2183 2186 1.1
8  trans-p-Cariofileno HS 1435 1420 1604 1598 18.2
9 trans-B-Bergamoteno HS 1441 1434 1587 1575 1.9
10 a-Humuleno HS 1470 1453 1673 1666 10.6
11  a-Muuroleno HS 1485 1476 1690 1689 1.4
12 Germacreno D HS 1493 1480 1711 1708 3.6
13 Biciclogermacreno HS 1507 1494 1733 1734 2.4
14  &-Cadineno HS 1527 1523 1599 1755 3.1
15 trans-Nerolidol SO 1566 1560 2025 2036 2.3
16  Oxido de cariofileno SO 1597 1580 1981 1986 3.3
17  1-epi-Cubenol SO 1626 1625 2078 2088 1.0
18 y-Eudesmol SO 1646 1630 2157 2176 1.3
19 B-Eudesmol SO 1655 1650 2219 2238 1.3
20 a-Eudesmol SO 1672 1651 2210 2222 3.7
Hidrocarburos monoterpénicos (HM) 20.3
Monoterpenos oxigenados (MO) 9.8
Compuestos oxigenados (CO) 2.3
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) 41.3
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 12.8

Las composiciones quimicas encontradas en los tres aceites esenciales de Lippia
origanoides, se asemejan a las composiciones encontradas en Colombia, por
Stashenko et al. [39], quienes estudiaron 10 plantas recolectadas en diferentes
departamentos de Colombia y las distinguieron en tres quimiotipos, que coinciden

con los encontrados en este trabajo de investigacion.
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Sin embargo, las composiciones quimicas encontradas fueron diferentes a las
reportadas en Belém, Brasil, por Ribeiro et al. [49], quienes reportaron un aceite
esencial de Lippia origanoides rico en trans-metil cinamato y trans-nerolidol, y en
Bahia, Brasil, por Teles et al, [50] quienes reportaron un aceite esencial con
carvacrol como componente mayoritario (33 - 56%).

4.6 PROTECCION CONTRA LA OXIDACION EMPLEANDO ACEITES
ESENCIALES DE Lippia origanoides.

Las muestras de aceite vegetal con adiciobn de aceites esenciales o con BHA
fueron expuestas a la radiacion ultravioleta por un periodo de 32 h. En la Tabla 10
se compara la cantidad del PFPH-H para el blanco, que es la muestra sin adicciéon
de ningun tipo de antioxidante y expuesta a la luz ultravioleta A por 32 h, con
respecto a las muestras a las que se les adiciond aceite esencial o BHA, también

expuestas por 32 h.

Tabla 10. Comparacién de la concentracion PFPH-H del blanco del aceite de

Terminalia catappa con aquellos a los que se les adicioné antioxidante.

Tiempo de - )
Aceite de TC exposicion a la Con[ﬁ?r?;:???f gg PnF_F;? H, CV%
luz UV [h] 9l (& =b, n=
Sin adicién de antioxidantes 32 20.0+0.44 2.2
Con AE de L. origanoides
(felandreno) [0.5%)] 32 7.3+£0.88 121
Con AE de L. origanoides
(carvacrol) [0.5%] 32 12+2.0 16.6
Con AE de L. origanoides (timol)
[0.5%)] 32 58+0.2 3.4
Con BHA [200 ppm] 32 6.5+ 0.56 8.6
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De la Tabla 10, se observa que las muestras con aceites esenciales o la sustancia
de referencia BHA, presentaron menor cantidad de PFPH-H que la muestra
blanco, lo que muestra que estas sustancias ejercieron un efecto protector contra

la oxidacién inducida en el aceite vegetal por la luz ultravioleta.

El aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “timol” present6 la menor
cantidad de PFPH-H, es decir experimentd el mayor efecto protector. La principal
causa de este efecto puede deberse a la cantidad de compuestos fendlicos que
presento el aceite esencial de este quimiotipo (ca. 60 %), entre estos el timol y el
carvacrol. Estudios realizados con plantas colombianas, a saber. Orégano
cimarron, Orégano de castilla, tomillo y Orégano comun, con alto contenido de
timol y carvacrol en sus aceites esenciales, mostraron, igualmente una buena

actividad antioxidante, pero menor que la sustancias de referencias BHA [51].

El aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “felandreno” presenté el menor
efecto protector. La principal razon se puede deber a que este aceite esencial
presentd la menor cantidad de sustancias con capacidad antioxidante como timol y

carvacrol.

Segun reportaron Yanishlieva et al. [52], la introduccidén de un antioxidante en un
sistema lipidico oxidable conlleva a un cambio en el mecanismo de oxidacion y
como resultado un cambio en la cinética de la reaccion. El efecto del antioxidante
depende de la participacién de sus moléculas y sus radicales en la reaccion. El
estudio demostro la efectividad del timol como antioxidante, que fue mayor que la
del carvacrol. Lo anterior se debe a que el timol interviene en un mayor nimero de
reacciones que el carvacrol en las reacciones secundarias de oxidacion (aquellas

gue tiene lugar después de la formacion de los peréxidos).
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Como se observd, el aceite de semilla de Terminalia catappa presenté una
composicion de acidos grasos cualitativamente similar al de los otros aceites
estudiados en esta investigacion, que fueron aceite de girasol, almendra, nuez de
Brasil y aceite comercial de girasol; y similar a los aceites de mayor consumo. El
perfil lipidico de este aceite mostré un alto contenido de los &cidos palmitico
(ca. 38%) y oleico (ca. 33%), que lo hizo menos susceptible a degradarse bajo el
efecto de la luz ultravioleta. El alto contenido de acido oleico en el aceite de TC lo
hace interesante para el sector de alimentos, ya que existen recomendaciones
internacionales de sustituir el consumo de acidos grasos poli-insaturados por

acidos grasos monoinsaturados.

Al comparar las dos metodologias empleadas para el monitoreo de la degradacion
de aceites vegetales oxidados por luz ultravioleta, como son: obtenciéon de los
ésteres metilicos de los acidos grasos (GC-FID) y de PFPH-H (GC-ECD), se
observd que la Ultima permite hacer un mejor seguimiento, por lo que se
recomienda para proximas investigacion en esta area, el uso de esta metodologia.
Los aceites esenciales de L. origanoides empleados para la proteccion contra la
degradacion del aceite de TC por el efecto de la luz ultravioleta, presentaron, en
su composicién, compuestos con capacidad antioxidante como timol y carvacrol.
El efecto protector de cada aceite esencial estuvo relacionado con la cantidad de

compuestos fendlicos presentes en cada aceite.
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5. CONCLUSIONES

El rendimiento de extraccidén del aceite vegetal de Terminalia catappa, extraido
con n-hexano y un equipo ultrasonido, fue menor comparado con los de otras
semillas. El aceite de semilla de Terminalia catappa present6 un alto contenido de
acido oleico (ca. 33%), lo que le da un mayor valor a este aceite, ya que existen
recomendaciones internaciones de consumir aceites con alto contenido de este

acido graso.

Se encontrd que el mejor método para evaluar la oxidacion del aceite por el efecto
de la luz ultravioleta es el método del hexanal. El conjunto de valores
experimentales permiti6 encontrar que con tan solo 8 horas de oxidacion se

generan compuestos secundarios de oxidacion, detectables por GC-ECD.

El aceite de Terminalia catappa presentd menor degradacion que los aceites de
semillas de girasol (Helianthus annuus), nueces de Brasil (Bertholletia excelsa),
almendras (Prunus dulcis) y un aceite comercial de girasol. Los perfiles lipidicos

de los cinco aceites fueron, cualitativamente, similares entre si.

Se encontré que los aceites esenciales de Lippia origanoides analizados por GC-
MS, presentaron composicién gquimica similar a las reportadas en literatura
cientifica. Las cantidades relativas de los componentes mayoritarios fueron

similares a las reportadas en Colombia, pero diferentes a las reportadas en Brasil.

El aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo “timol” presenté la mayor
cantidad de compuestos fendlicos. Este quimiotipo mostré mayor efecto protector
contra la oxidacion del aceite vegetal de Terminalia catappa, expuesto a la luz

ultravioleta, que la sustancia de referencia BHA.
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ANEXOS



Anexo A. CURVA DE CALIBRACION EMPLEADA PARA LA CUANTIFICACION
DE PFPH-H
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Anexo B. PERFILES LIPIDICO DEL ACEITE DE DIVERSAS SEMILLAS

PERFIL LIPIDICO DEL ACEITE DE SEMILLA DE Bertholletia excelsa (NUEZ
DE BRASIL) OBTENIDO POR EXTRACCION CON SOLVENTES, COLUMNA
DB-23, split (30:1), DETECTOR FID.
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Perfil lipidico del aceite de semilla de Prunus dulcis (almendras) obtenido

por extraccidén con solventes, columna DB-23, split (30:1), detector FID.
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Perfil lipidico del aceite de semilla de Prunus dulcis (girasol) obtenido por

6

s
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extraccion con solventes, columna DB-23, split (30:1), detector FID.
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Perfil lipidico del aceite vegetal comercial Girasoli®. Obtenido por extraccion

con solventes, columna DB-23, split (30:1), detector FID.
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Anexo C. PERFILES CROMATOGRAFICO OBTENIDOS POR GC-MS DE
DIVERSOS ACEITES ESENCIALES

Perfil cromatogréfico obtenido por GC-MS del aceite esencial de Lippia
origanoides quimiotipo “carvacrol” Columna DB-5MS, split (30:1).
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re

Perfil cromatografico obtenido por GC-MS del aceite esencial de Lippia

origanoides quimiotipo “timol” Columna DB-5MS. split (30:1).

TIC: TIM.D\data.ms
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Perfil cromatografico obtenido por GC-MS del aceite esencial de Lippia
origanoides quimiotipo “felandreno” Columna DB-5MS, split (30:1)

TIC: FEL.D\data.ms

Area [cuentas]*10

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo [min]

83



