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RESUMEN

Los aceites polinsaturados como el aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
extra virgen, con alto contenido de &cidos grasos, omega 3 y 6, son altamente
susceptibles a la oxidacién y la consecuente pérdida de propiedades nutritivas y
organolépticas. El presente trabajo, evalud el extracto etandlico de Lepechinia
meyenii y el cido rosmarinico (AR) purificado a partir de L. Meyenii, para un posible
uso como antioxidantes naturales en el aceite de sacha inchi, con el objeto de
preservar las grasas funcionales poliinsaturadas presentes en estos. En los
ensayos, las sustancias a evaluar, extracto de L. Meyenii y AR, fueron comparadas
con el antioxidante comercial butilhidroxitolueno (BTH), todas las sustancias fueron
afiadidas a muestras de aceite de sacha inchi extra virgen (extraido por prensado
al frio), luego las muestras de aceites fueron sometidas a una cinética de oxidacion
a 50°C por catorce dias. Durante el tratamiento, se tomaron muestras cada dos
dias, para evaluar el grado de oxidacién, mediante ensayos estandarizados del valor
de peroxidos, dienos y trienos conjugados. Asi mismo se evalud el proceso de
oxidacion de los aceites por espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR), microextraccion en fase solida en el espacio superior seguida de
cromatografia de gases - espectrometria de masas (HS-SPME/GC-MS) vy
resonancia magnética nuclear de protones (1H RMN).

Los resultados revelan que la adicion del extracto de L. Meyenii al aceite de sacha
inchi, reduce significativamente su oxidacion, a partir de concentraciones de 1000
mg/kg; de este modo se muestra una marcada eficacia como antioxidante al extracto
de L. Meyenii que contiene AR y otras sustancias antioxidantes con potencial efecto
sinérgico. En virtud a los resultados se sugiere al extracto de L. Meyenii como
posible agente de reemplazo de antioxidantes sintéticos usados actualmente para

estos aceites de manera comercial.



ABSTRACT

Oils such as extra virgin sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) oil, with a high content
of polyunsaturated fatty acids, omega 3 and 6, are highly susceptible to oxidation
and the consequent loss of nutritional and organoleptic properties. The present work
evaluated ethanolic extract of Lepechinia meyenii and purified rosmarinic acid (AR)
from this plant, for possible use as natural antioxidants in sacha inchi oil, in order to
preserve functional polyunsaturated fats present in these. In the tests, the
substances to be evaluated L. Meyenii extract and AR were compared with the
commercial antioxidant butylhydroxytoluene (BTH). All substances were added to
samples of extra virgin sacha inchi oil (extracted by cold pressing), then the samples
of oils were subjected to oxidation kinetics at 50 ° C for fourteen days. During the
treatment, samples were taken every other day, to evaluate the degree of oxidation,
through standardized tests for peroxide value and conjugated dienes and trienes.
Likewise, the oxidation process of the oils was evaluated by attenuated total
reflectance infrared spectroscopy (FTIR-ATR), headspace solid phase
microextraction, followed by gas chromatography - mass spectrometry (HS-SPME /
GC-MS) and proton nuclear magnetic resonance (1H NMR).

The results reveal that the addition of the L. Meyenii extract to the sacha inchi oll
significantly reduces its oxidation, starting from concentrations of 1000 mg / kg; This
shows a marked efficacy as an antioxidant to the L. Meyenii extract that contains AR
and other antioxidant substances with potential synergistic effect. Based on the
results, L. Meyenii extract is suggested as a possible replacement agent for synthetic

antioxidants currently used for these oils on a commercial basis.
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INTRODUCCION

El sacha inchi (Plukenetia volubilis) denominado comunmente “mani de los incas”
es una planta oleaginosa de la familia Euphorbiaceae que crece en climas célidos
en altitudes hasta 1500 m.s.n.m. en la Amazonia andina, existiendo reportes por
cronistas de su cultivo desde tiempos prehispanicos (1). Las semillas de sacha inchi
son una buena fuente de aceite (35 al 60%) y proteinas (27%). El aceite es rico en
acido grasos poliinsaturados (cerca del 93%), particularmente en acidos grasos
esenciales como el a-linolénico (18:3 w3; IUPAC acido [9Z,12Z,15Z]-octadeca-
9,12,15-trienoico), y linoleico (18:2 w6; IUPAC acido [9Z,12Z]-octadeca-9,12-
dienoico) que representan el 47 y 37 % del contenido respectivamente (2). Se ha
reportado que el aceite de sacha inchi contiene algo mas de 2 g/kg de y-tocoferol y
o-tocoferol (3) lo que le confiere cierta estabilidad oxidativa.

Los acidos grasos esenciales son intermedios en la biosintesis de compuestos
importantes en el cuerpo humano, como la prostaglandina E1 y sus derivados (4).
Otros estudios informaron que omega-3 y omega-6 (w-6 y w-3) son acidos grasos
insaturados que tienen efectos benéficos sobre la salud humana, al prevenir
enfermedades como cancer, cardiopatia coronaria e hipertension; ademas se
observé un efecto hipocolesteroléemico cuando se utiliza como suplemento
alimenticio (2).

La oxidacion lipidica y en consecuencia la rancidez son factores principales que
afectan la calidad de los aceites, grasas y los alimentos que contienen lipidos. La
oxidacion lipidica es responsable del desarrollo de sabor, color y olor desagradables
ademas de alteraciones en la textura en los alimentos, haciéndolos indeseables e
inadecuados para el consumo humano (5). Este fendbmeno puede provocar
alteraciones en el contenido nutricional de alimentos generando la degradacién de
las vitaminas liposolubles y acidos grasos esenciales y también puede tener un
impacto negativo en la integridad y la inocuidad de los alimentos por la potencial
formacion de compuestos toxicos (6). Los mecanismos de oxidacion lipidica en un
determinado alimento dependen de la naturaleza de las especies reactivas
presentes y de su entorno fisico-quimico. Asi, para evitar la descomposicion de los

grupos acilo de grasas insaturadas, es necesario mantener al minimo los niveles de
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energia (por ejemplo, temperatura y luz), que desencadenan la formacion de
radicales libres. Debe evitarse la presencia de trazas de metales y el contacto con
oxigeno y el uso de antioxidantes ayudara a prevenir la formacion de radicales libres
(5). Los aceites comestibles ricos en omega-3 (w-3) son muy sensibles a
autooxidacion debido a la gran cantidad de dobles enlaces en su estructura
molecular. Siguiendo un mecanismo radical de degradacion con pasos de iniciacion,
propagacion y terminacion, los cidos grasos se convierten en hidroperéxidos como
productos de oxidacion primaria (7).

El enfoque de la industria para prevenir la degradacion de lipidos es usar
antioxidantes sintéticos tales como butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol
(BHA) vy terbutil hidroquinona (TBHQ) (8); al respecto la seguridad de estos
antioxidantes sintéticos ha sido cuestionada (9). Los antioxidantes naturales estan
siendo estudiados por sus propiedades beneficiosas para distintos usos en la
industria, de alimentos, cosmeética y otras, diversas publicaciones dan cuenta del
uso de extractos de plantas que cuentan con actividad antioxidante, usados para
prevenir la oxidacion de los aceites. Lalas y colaboradores (10) mostraron que, al
afiadir 400 mg de un extracto comercial de romero a un kg de aceite de soya, hace
gue aumente el periodo de induccion en horas (Pl) determinado por el método
Rancimat, siendo de 65.3 horas, frente a una muestra control al que se afiadio 200
mg de BHA (maximo permitido) que solo alcanzo6 41.7 horas. Liang y colaboradores
(11) compararon cuatro métodos de estabilidad acelerada para manteca de cerdo y
grasa animal (sebo) con y sin antioxidantes, usando diversos métodos como el
método del oxigeno activo (AOM), ensayo de la bomba de oxigeno, método
Rancimat y el ensayo del horno de Schaal, concluyendo que la medida de la
efectividad relativa de un antioxidante se da siempre y cuando se utilice un mismo
método en la comparacion. Al respecto indicaron también que, en base a los
resultados obtenidos, el método Rancimat puede ser el método menos fiable para
evaluar la efectividad de los antioxidantes en grasas (11). Frankel y colaboradores
(6) reportaron que el instrumento automatizado Rancimat es cuestionable porque
se basa en la conductividad de sustancias organicas volatiles producidas a

temperaturas altas a consecuencia de la oxidacion de los acidos grasos y, por ende,
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la evaluacion requiere niveles altos de oxidacion que corresponden a niveles de
rancidez que estan muy por encima de lo normal. Ellos proponen un método de
estabilidad oxidativa a 60°C, evaluando periédicamente dienos conjugados
espectrofotométricamente (método estatico) y hexanal (marcador de oxidacion) por
cromatografia de gases GC (método dinamico).

Lepechinia meyenii (Walp.) Epling, conocida como “puna salvia” pertenece a la
familia Lamiaceae y es una planta comun en los Andes del sur del Peru entre los
3800-4200 m.s.n.m. Se le usa en la medicina tradicional para la cura de los ciclos
menstruales irregulares, reumatismo, y como desinfectante para evitar contraer la
tuberculosis (12). Un estudio hecho en la ciudad de Espinar (Region Cusco) muestra
gue es la tercera planta mas usada por los pobladores (13) (14). Otros estudios
demostraron que L. meyenii, presenta actividad antioxidante (15) (16), asi mismo se
logro identificar y cuantificar en L. meyenii los niveles de acido rosmarinico (17),
este antioxidante y el acido cafeico estan presentes en forma comun en Lamiaceas
(18). Todos estos estudios previos proporcionaron sustento para la posible
aplicacion industrial de los compuestos fendlicos presentes en extractos de L.
meyenii, y del acido rosmarinico extraido de L. Meyenii, para prevenir la oxidacion
de lipidos en alimentos. Por lo tanto, el principal objetivo de este estudio fue evaluar
la eficacia antioxidante del extracto de L. meyenii, y del &cido rosmarinico obtenido
de ella, aplicado al aceite de sacha inchi, un aceite altamente poliinsaturado. El
experimento simulé condiciones de almacenamiento acelerado (cinética de
oxidacion a 50°C) durante el cual se evaluo la eficacia antioxidante de los extractos

en la prevencion de la oxidacién de lipidos.
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CAPITULO |

GENERALIDADES
JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El aceite de sacha inchi (ASI), un producto con un alto contenido de grasas
poliinsaturadas omega 3 y 6 (48 y 36%), importantes desde el punto de vista
nutricional, requiere el uso de antioxidantes para conferirle mayor vida util.
Actualmente antioxidantes sintéticos tales como el butilhidroxianisol (BHA),
butilhidrixitolueno (BHT) y la terc-butilhidroxiquinona (TBHQ) son los mas usados
por la industria alimentaria. Diversas publicaciones y algunos estudios clinicos dan
cuenta de potenciales efectos nocivos para animales de experimentacion (roedores)
(9), lo cual genera cuestionamientos sobre su uso. Asi mismo, el consumo a nivel
mundial esta mostrando una preferencia hacia productos y aditivos naturales lo cual
motiva esta exploracion sobre un extracto vegetal con alto potencial antioxidante y
de &cido rosmarinico purificado a partir de hojas de L. meyenii como posibles
agentes de reemplazo de antioxidantes sintéticos para uso en ASI extra virgen, un

aceite que requiere de proteccion antioxidante.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Es viable el uso de extractos etandlicos de L. meyenii y acido rosmarinico extraido
de dicha planta como antioxidantes naturales alternativos para la preservacion de

un aceite polinsaturado como el aceite de sacha inchi?

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar mediante ensayos de estabilidad oxidativa el uso de extracto etandlico de

L. meyenii, y de &cido rosmarinico extraido a partir de hojas de L. meyenii, como
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agentes antioxidantes naturales en aceite de sacha inchi extra virgen en reemplazo

de antioxidantes sintéticos.

Objetivos especificos:

13

Generar un proceso estandarizado para obtener un extracto etandlico de
hojas de L. meyenii rico en antioxidantes fendlicos y libre de contaminantes
lipidicos y de clorofila.

Evaluar los componentes principales del extracto etandlico y del acido
rosmarinico proveniente de las hojas de L. meyenii por cromatografia liquida
(HPLC).

Aislar y purificar acido rosmarinico a partir hojas secas de L. meyenii.

Evaluar la cinética de oxidacion del aceite de sacha inchi por 14 dias, usando
aceite recién prensado sin aditivos (control), con etanol (control etandlico) y

con extracto etandlico de L. meyenii o acido rosmarinico purificado.

Evaluar el deterioro oxidativo del aceite de sacha inchi, mediante la medicion
de valor de peroxidos, dienos conjugados, trienos conjugados vy
monitoreando productos volatiles terminales de oxidacion usando resonancia
magnética nuclear (*H RMN), espectroscopia infrarroja (FT-IR-ATR) y

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).



CAPITULO I
2. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 Sachainchi

El sacha inchi es una planta nativa de la Amazonia Peruana (19) descrita por
primera vez, como especie, en el afio 1753 por el naturalista Linneo; de ahi su
nombre cientifico Plukenetia volubilis Linneo (20). En el Perd es denominado
comunmente desde siglos atras bajo diferentes nombres, entre ellos “Mani del inca”,
“Sacha inchi”, término quechua que significa “Mani del monte” y “Amui”, término
utilizado por los pueblos de la Amazonia (20). La Figura 1 muestra una planta de

sacha inchi en su estado natural.

Figura 1. Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) en su estado natural.

Es una planta oleaginosa que pertenece a la familia Euphorbiaceae y crece

naturalmente en las tierras bajas de la Amazonia peruana, habiendo sido cultivada
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durante siglos por la poblacién nativa; se desarrolla bien en climas calidos en
altitudes hasta 1500 m.s.n.m. (1). Estudios realizados por Ocelak et al. (21)
permitieron el registro de la diversidad genética de esta especie en la Amazonia
peruana. Esta informacion detallada sobre la ecologia y el cultivo de esta planta ha

sido de extrema relevancia para la utilizacion de manera sustentable.

2.1.1 Clasificacion taxonémica

Segun el herbario virtual del Missouri Botanical Garden (22) la clasificacion

taxondmica del sacha inchi es la siguiente:

Clase : Equisetopsida C. Agardh
Sub clase : Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden ' Rosanae Takht.
Orden X Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia ] Euphorbiaceae Juss.
Género Plukenetia L.
Especie : Plukenetia volubilis L.

2.1.2 Aceite de sacha inchi

El aceite de sacha inchi (ASI) extra virgen extraido por prensado en frio de sus
semillas, es una buena fuente de aceite (35 al 60%) y proteinas ( 27%), Enla Tabla
1 se muestra las caracteristicas fisicoquimicas de una muestra representativa de
aceite de sacha inchi (23) en el cual el valor acido e indice de peroxidos se
encuentra dentro de los limites establecidos por el Codex Alimentarius (24).

El ASI es rico en acido grasos poliinsaturados (cerca del 93%), particularmente en
acidos grasos esenciales como el acido linolénico (18:3 w3; IUPAC acido
[9Z,12Z7,15Z]-octadeca-9,12,15-trienoico), y el &cido linoleico (18:2 w6; IUPAC acido
[9Z,12Z]-octadeca-9,12-dienoico), estos &cidos representan el 47 y 37 %
respectivamente (2). En la Tabla 2 se presenta los valores de acidos grasos del ASI
comparados con otros aceites. Se reportd que este aceite contiene entre 1y 1.2

g/kg de y-tocoferol y &-tocoferol que le confiere cierta estabilidad oxidativa (3).
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Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite de sacha inchi. (23)

Caracteristicas fisicoquimicas Valor
Valor acido (mg KOH.g™) 1.79
indice de peréxido (meq 0,.kg™) 1.85
Valor de saponificacion (mg KOH.g™) 183.78
Materia insaponificable (g.kg™) 5.03
indice de yodo (g 1,.100 g*) 187.4
Contenido de humedad y volatiles (%) 0.014
Impurezas insolubles (%) 0.013
indice de refraccién (n*°) 1.475
Coeficiente de extincion especifica (E** 1cm @ 232 nm) 2.98

(E¥4ma270nm) 0.3

Diversos estudios informaron que w-3 y w-6 , tienen efectos benéficos sobre la salud
humana, al contribuir a prevenir enfermedades como cancer, cardiopatia coronaria
e hipertension; ademas se observo un efecto hipocolesterolémico cuando se le

utiliza como suplemento alimenticio (2).

Tabla 2. Comparacion del contenido de acidos grasos en aceite de sacha inchi con otros
aceites vegetales comunes. (23).

Muestra de % Acido graso %
aceite Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico |Linolénico AGMI | AGPI | AGI/AGS

(b) () (d)
Sacha inchi 3 40 44 9 84 13
Sacha inchi (a) 3 36 47 9 83 13
Soya 11 4 23 54 8 23 62 5.7
Girasol 6 4 29 58 ND 29 58 8.7
Oliva 12 3 70 10 ND 70 10 53
Linaza 6 2 19 24 47 19 66 11
Mani 9 3 52 32 ND 52 32 7

(a) Muestra proveniente del Per(; (b) Acidos grasos monoinsaturados; (c) Acidos grasos poliinsaturados; (d) Ratio, Acidos

grasos insaturados/ acidos grasos saturados; ND. No detectado.

Se observa que el ASI contiene aproximadamente el doble de acido linoleico (w6)
gue el aceite de linaza. En general, el consumo de una proporcion de 1:1 de w-6 /

w-3 se considera 6ptima para la salud humana. Esa proporcion de omegas es muy
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cercana a la que presenta el ASI (25) es por esta razon que se desprende la
posibilidad de ser usado como un ingrediente alimenticio funcional. Asi mismo el
acido alfa-linolénico presente en el ASI es un precursor de los acidos
docosahexaenoico (DHA) y araquidénico (ARA), dos componentes que contribuyen
al adecuado desarrollo y mantenimiento de la funcion cognitiva en mamiferos,

convirtiéendose asi en una alternativa al aceite de pescado (25).

2.2 Degradacion de aceites

Los aceites, y en general los lipidos, se degradan primariamente a través de dos
procesos, lipdlisis (rancidez hidrolitica), mediada por enzimas enddégenas presentes
en el aceite y auto-oxidacion (rancidez oxidativa) promovida por el oxigeno. La
degradacion de aceites y grasas, y en general de alimentos que contengan lipidos,
es responsable del desarrollo de sabor, color y olor desagradables y textura alterada
en ellos, haciéndolos inadecuados para el consumo humano. (5) Estos procesos
provocan alteraciones en su contenido nutricional y pueden resultar en la
degradacion de vitaminas liposolubles y acidos grasos esenciales, ademas de tener
un potencial impacto negativo en la integridad e inocuidad de los alimentos a través
de la acumulacion de compuestos toxicos (6).

La lipdlisis (hidrolisis) es catalizada por enzimas (lipasas) presentes en productos
alimenticios o producidas por ciertos microorganismos, consiste en la hidrolisis de
los triglicéridos (triacilgliceroles) que integran una grasa 0 un aceite
descomponiéndose en acidos grasos y glicerina, ahora bien, una hidrolisis en
aceites también se produce en presencia de agua y temperaturas generalmente
altas; la hidrolisis puede producir de uno a tres acido grasos libres y glicerol (mono,
di o tri) (26).

La auto-oxidacion (rancidez oxidativa) es una reaccion lipidica espontanea entre el
oxigeno molecular y lipidos, se debe a la oxidacién de los dobles enlaces de los
acidos grasos insaturados procedente de los aceites (26); es un proceso en cadena
gue ocurre a través de radicales libres intermedios con formacién de peréxidos o
hidroperdxidos, que posteriormente se polimerizan y descomponen dando origen a

la formacién de aldehidos, cetonas y acidos de bajo peso molecular (8). Este
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proceso es acelerado en presencia de la luz, calor, humedad, otros acidos grasos
libres y ciertos catalizadores inorganicos como las sales de hierro y cobre.

Los mecanismos de oxidacion lipidica en un determinado alimento dependen de la
naturaleza de las especies reactivas presentes y de su entorno fisico-quimico.

La auto-oxidacion, se da a través de un mecanismo de reacciones en cadena,
ocasionado por radicales libres, esta se divide en tres fases: iniciacion, propagacion

y terminacion (27).

1) Iniciacién: Extraccién del atomo de hidrégeno homolitico de un grupo

metileno que conduce a la formacion del radical alquilo (R ¢) (26)

Iniciador

RH > R°

2) Propagacion: Formacion de radicales peroxi (ROO¢) capaces de reaccionar

con acidos grasos insaturados y formar hidroperéxidos (ROOH) (26)

Rapido
R0, > ROO"

Lento

ROO*+RH » ROOH+R®

3) Terminacion: formacion de productos no radicales por interaccion de R « y
ROO -«.(26)

R*+R* ——— > RR

Productos
no radicales

R*+ROO* ——— > ROOR

ROO*+RO0O* — > ROOR+0;,

Dénde: R « radical de acido graso; ROOH hidroperéxido de acido graso; ROO - radical peroxi.

Los aceites comestibles ricos en omega-3 (w-3) son muy sensibles a la auto-

oxidacion debido a la gran cantidad de enlaces dobles en su estructura molecular.
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Los lipidos involucrados en la oxidacién en si son los restos de acidos grasos
insaturados, oleico, linoleico y linolénico y la tasa de oxidacion de estos acidos
grasos aumenta con el grado de instauracién, como ejemplo si asignamos al acido
oleico un valor de 1, los &cidos linoleico y linolénico seran 10 y 100 veces,
respectivamente, mas propensos a la oxidacion; asi mismo precisar que las
reacciones se producen simultdneamente y competitivamente.

Algunos aldehidos especialmente los aldehidos insaturados, son compuestos de
olores muy pronunciados; estos aldehidos son productos finales de la oxidacién de
lipidos como por ejemplo el malondialdehido (MDA), 4- hidroxi-2-nonenal (HNE), 4-
hidroxi-2-hexenal (4-HHE) y acroleina. En la Tabla 3 se presentan algunos

productos finales comunes en el proceso de auto-oxidacion de los lipidos (8).

Tabla 3. Productos secundarios de oxidacion de acidos grasos por auto-oxidacion (8)

CLASE ACIDO OLEICO ACIDO LINOLEICO ACIDO LINOLENICO
Octanal Pentanal Propanal
Nonanal Hexanal Butanal
2-Decenal 2-Octenal 2-Butenal
Aldehidos Decanal 2-Nonenal 2-Pentenal
2,4-Decadienal Malonaldehido
Malonaldehido 2-Hexenal
3,6-Nonadienal
Decatrienal
Acido Heptanoico Acido Hepatanoico Acido Heptanoico
Acidos Acido Octanoico Acido Octanoico Acido Octanoico
Carboxilicos Acido 8-Oxooctanoico Acido 8-Oxooctanoico Acido Nonanoico
Acido 9-Oxononaoico Acido 9-Oxononanoico Acido 9-Oxononanoico
Acido 10-Oxodecanoico Acido 10-Oxodecanoico Acido10-Oxodecanoico
Alcoholes 1-Heptanol 1-pentanol
1-Octen-3-ol
Hidrocarburos Heptano Pentano Etano
Octano Pentano

2.3 Antioxidantes

Los antioxidantes en los alimentos pueden definirse como cualquier sustancia que

sea capaz de retrasar, retardar o prevenir el desarrollo de rancidez en los alimentos
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u otro deterioro del sabor debido a la oxidacion. Los antioxidantes retrasan el
desarrollo de sabores desagradables al extender el periodo de induccién. La adicion
de antioxidantes después del final de este periodo tiende a ser ineficaz para retardar
el desarrollo de la rancidez (28).

2.3.1 Tipos de antioxidantes por su modo de accion

Los antioxidantes se dividen en dos categorias, primarios y secundarios:
Primarios: Conocidos como bloqueadores de cadena; actian en la segunda etapa
de la propagacion atrapando radicales peroxilo (ROO¢) a través de tres mecanismos
principales: transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT), transferencia de un
electron (SET) o por medio de reacciones de adicion. Como ejemplos estan los
compuestos fendlicos y tocoferoles (29).

Secundarios: Actuan en la etapa de iniciacion evitando la formacion de radicales
libres a través de la quelacion de iones metalicos y absorcion de radiacion UV, que
actuan como catalizadores de las reacciones de oxidacion y descomposicion de
hidroperoxidos, y sobre la primera etapa de la propagacion a través de la captacion
de oxigeno y desactivacion de oxigeno singlete (29). Los antioxidantes secundarios
solo muestran actividad antioxidante cuando esta presente un segundo componente
menor. Esto puede verse en el caso de agentes secuestrantes como el acido citrico
gue son efectivos solo en presencia de iones metélicos, y agentes reductores como
el acido ascoérbico que son efectivos en presencia de tocoferoles u otros

antioxidantes primarios (28).

2.3.2  Mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno
(HAT).
El antioxidante primario (ArOH) captura un radical peroxilo por donacién de atomos

de hidrégeno, generando un hidroperoxido y un radical antioxidante mas estable
(ArOe).

R*+ ArOH—>» RH + ArQOe
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La energia de activacion de la reaccion de transferencia de hidrogeno, aumenta con
el aumento de la energia de disociacion del enlace ArO-H, de esta manera, la
eficiencia de un antioxidante que actle a través de este mecanismo aumenta a
medida que disminuye la energia de disociacién de dicho enlace. Ademas, el radical
del antioxidante formado, debe ser méas estable que el radical inicial. En este sentido
los compuestos fendlicos son excelentes antioxidantes primarios, debido a que los
radicales ArO- formados son relativamente estables debido a la deslocalizacién de
electrones desapareados por resonancia del anillo aroméatico (8) (30).

2.3.3 Mecanismo de transferencia de un electron (SET).
En el mecanismo SET, el antioxidante (ArOH) puede donar un electron al radical
peroxilo, formando entre los productos un anion peroxilo y un cation radical del

antioxidante (ArQOe?*).

R* + ArOH—>» R + ArO¢

En este mecanismo, el factor energético mas importante es el potencial de
ionizacion (IP) que indica la facilidad con la cual el antioxidante puede donar un
electron; a menor potencial de ionizacibn mejor actividad antioxidante. La
estabilidad del cation ArOHe+ esta determinada por la naturaleza y tipo de
sustituyentes del antioxidante. Los mecanismos HAT y SET pueden ocurrir de
manera simultanea, sin embargo, las velocidades de reaccion son diferentes; de
esta manera, los factores de energia de disociacion del enlace (BDE) y potencial de
ionizacion (IP), permiten establecer cual es el mecanismo de accion antioxidante
mas favorable. (8) (30).

2.3.4  Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes mas comunes de uso industrial en aceites comestibles son el
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), terbutil
hidroguinona (TBHQ) y galato de propilo (PG) (8); (Figura 2) al respecto la seguridad
de estos antioxidantes sintéticos ha sido cuestionada debido a sus posibles efectos

negativos sobre la salud humana (9); las cantidades en que pueden ser empleadas
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en alimentos estan reguladas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) mediante el Codex Alimentarius y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), siendo el maximo de BHT permitido en
aceites 75mg/kg (24). Estudios toxicologicos han revelado que BHA y BHT
promueven carcinogénesis en roedores (9)(31). Este hecho acompafiado de la
tendencia actual de la reduccion y eliminacion del uso de aditivos sintéticos conlleva

a la busqueda y uso de antioxidantes de origenes naturales.

OH

BHA BHT

OH HO P
o

HO HO
TBHQ oH Galato de propilo

Figura 2. Antioxidantes sintéticos comunes de uso en la industria alimentaria.

2.3.5 Antioxidantes naturales

El uso empirico de compuestos naturales como antioxidantes es muy antiguo. El
uso de condimentos en el hogar para la conservacion de carne, pescado, queso y
otros alimentos ricos en grasa puede deberse, al menos en parte, a un
reconocimiento muy temprano en la historia humana del efecto retardador de la

rancidez que ofrecen muchos de ellos.
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La mayoria de los antioxidantes naturales son compuestos fendlicos y los grupos
mas importantes de antioxidantes naturales son los tocoferoles como la vitamina E,
flavonoides y acidos fendlicos (28) (Figura 3). Estos se caracterizan por presentar
en su estructura un anillo aromético unido a uno o mas grupos hidroxilo (OH).
Algunos de los flavonoides comunes son apigenina, crisina, luteolina, quercetina,
miristisina, morina y kaempferol. Aproximadamente el 90% de los flavonoides en las
plantas se producen como glucésidos. Acido fendlicos como el acido cafeico y el
acido rosmarinico también fueron reportados como antioxidantes naturales (32)

OH
OH
(0]
HO
(6]
\ Isoflavona
(e} (o) o
O
annill|
HO Flavona
OH
OH
| ||
HO HO O
Acido rosmarinico : OH
,,,////
0 OH OH
Epicatequina
OH
(0]

Sesamol Vitamina E

Figura 3. Ejemplos de algunos antioxidantes naturales comunes.
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2.4 Extractos naturales como antioxidantes para la estabilidad de

aceites comestibles

La concentraciéon de compuestos fendlicos es relativamente baja en el aceite de
sacha inchi extra virgen en comparacion con otros aceites (33), sin embargo, se
puede mencionar que los compuestos fendlicos actian como antioxidantes
primarios para inhibir la oxidacion en los aceites virgenes y contribuyen también a
las propiedades organolépticas.

Los extractos naturales estan siendo estudiados por sus propiedades beneficiosas
para distintos usos en la industria de alimentos, cosmética y otras, diversas
publicaciones dan cuenta del uso de extractos de plantas que cuentan con actividad
antioxidante, usados para prevenir la oxidacion de los aceites. Patil (34) en una
revision de diversos trabajos, da cuenta del uso de extractos de ajo para preservar
y estabilizar aceite de jatrofa, (Jatropha curcas), informa de un estudio del extracto
metandlico de semillas de “bajera” (Terminalia bellirica), que contiene acido galico;
como antioxidante para lipidos; el uso del “ajowan” (Trachyspermum ammi) es un
antioxidante para estabilizar el aceite de linaza y aceite bahera (Terminalia bellirica)
se indica que el ajowan es comprable con el TBHQ, cuenta con una mayor
estabilidad térmica. También se da cuenta del uso de aceites esenciales como
antioxidantes para aceites comestibles el aceite esencial de tomillo y lavanda como
antioxidante sobre el aceite de girasol donde se estudié a temperaturas de fritura
(150, 180, 200 °C) y se observo una diferencia significativa en las muestras de
aceite tratado y no tratado con aceites esenciales. Se encontré que los efectos
antioxidantes del aceite esencial de “cassia” son mas efectivos en el aceite de

palma, durante el proceso de fritura.

2.5 Lepechinia meyenii

Las plantas de la familia Lamiaceae son ricas en polifenoles, fenoles simples, acidos
fendlicos y flavonoides (35) L. meyenii (Figura 4) es una Lamiaceae, muy difundida
en los Andes del sur del Perd, que se usa en la medicina folclérica para la cura de
los ciclos menstruales irregulares, reumatismo, malaria, afecciones hepaticas y

tuberculosos; asi mismo estudios biolégicos reportaron actividad antimicrobiana
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ante microorganismos gram+ y gram-, contra Candida albicans y Trichophyton
mentagrophytes (12). Un estudio hecho en la ciudad de Espinar (Departamento del
Cusco) muestra que L. meyenii es la tercera planta mas usada de 26, por los
pobladores del lugar (13) (14). Se reportd en la literatura que extractos de hojas de
L. meyenii presentan actividad antioxidante (15) (16) y se logré identificar y
cuantificar acidos rosmarinico y cafeico (17), dos antioxidantes comunes en plantas
de la familia Lamiaceae (18). Estos estudios también sugirieron posibles
aplicaciones industriales de los fenoles presentes en los extractos etandlicos de L.
meyenii, en especial del acido rosmarinico, como agentes contra la oxidacion de

lipidos en aceites comestibles y otros alimentos.

Figura 4. Lepechinia meyenii, denominada cominmente ‘“Puna salvia”.

2.5.1 Clasificacion taxondmica

Segun el herbario virtual del Missouri Botanical Garden (22) la clasificacion

taxonémica la “puna salvia” es la siguiente:

Clase : Equisetopsida C. Agardh

Sub clase : Magnoliidae Novak ex Takht.
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Superorden : Asteranae Takht.

Orden ; Lamiales Bromhead
Familia ; Lamiaceae Martinov
Género Lepechinia Willd.
Especie : Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

2.6 Acido rosmarinico

El &cido rosmarinico (AR) fue aislado y elucidado por primera vez como compuesto
puro por los quimicos italianos, Scarpati y Oriente (1958), y fue nombrado &cido
rosmarinico por ser un compuesto aislado del Rosmarinus officinalis (romero).

El AR se encuentra comunmente en las familias Boraginaceae y Lamiaceae
(subfamilias Nepetoideae); sin embargo, también se encuentra en especies de otras
familias de plantas superiores y en ciertas especies del helechos y milhojas de agua
(36) (37).

La biosintesis del AR tiene como precursores a la L-fenilalanina y L-tirosina (37).

El AR es un éster del acido cafeico y del acido 3,4-dihidroxifenil lactico, tiene como
formula molecular C1gH1608, un peso molecular 360.3 g/mol y punto de fusion entre
171y 175 °C; en forma pura se presenta como un polvo color crema naranja (37).
El AR tiene un centro quiral y por lo tanto tiene dos formas enantioméricas (R) (+) y
(S), la actividad o6ptica del (R) (+) es 106 ° (a 21 °C, c = 0,175 g/ml en etanol 96%)
(38). El AR es relativamente polar por lo que es levemente soluble en agua, pero
también soluble en la mayoria de disolventes organicos, y es estable al calor.
Entre sus actividades biolégicas descritas se destacan la neuroprotectora,
antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral, astringente, antimutagénica
y fotoprotectora (36) (39). Frankel et al. (6) evaluaron la actividad antioxidante de
extractos de romero comercial, acido rosmarinico, acido carnésico y carnosol en
aceites y emulsiones de aceite-agua monitoreando la inhibicion de la formacion de
hidroperdxidos; ellos observaron que los acidos rosmarinico y carndésico y el
carnosol presentaban marcada actividad antioxidante en un aceite comercial de
maiz mientras que el extracto de romero tuvo mayor actividad antioxidante en

emulsiones de aceite- agua.
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Otro estudio de la actividad antioxidante de extracto de romero, aceite esencial de
Nigella sativa L., acido carndsico, acido rosmarinico y sesamol fue frente a un
sistema de &cido linoleico (acido graso); encontré que el extracto de romero tuvo
mayor actividad antioxidante que los otros aditivos; los autores atribuyeron este
efecto al mayor contenido fendlico del primer extracto de romero. El orden de la
actividad antioxidante de los tres antioxidantes puros fue: acido rosmarinico, acido
carnosico y el sesamol; por ultimo no se pudo llegar a conclusiones acerca de las
sinergias o contribuciones aditivas de parte de cada antioxidante frente a los
componentes en general de los extractos (40).

2.7 Métodos de evaluacion y analisis de oxidacion de aceites

Los métodos para la evaluacion de la calidad de los lipidos se pueden clasificar de
forma aproximada en métodos estaticos, donde se determina el grado de oxidacion
en un momento determinado y métodos dinamicos en los que la grasa o el aceite

se someten a un proceso de envejecimiento acelerado (26).

2.7.1 Estabilidad acelerada

Es un proceso en donde se somete al aceite a un proceso acelerado de oxidacion
por factores externos pudiendo ser temperatura elevada, luz, catalizadores
metalicos, presion elevada y suministro de aire. Los métodos mas populares son la
prueba del horno Schaal, método del oxigeno activo (AOM), el consumo de oxigeno,
la bomba de oxigeno (método ASTM), el uso de catalizadores ligeros o metalicos y
el método Rancimat (26). Se cree que la prueba del horno Schaal, que consiste en
calentar una muestra a 60-70 ° C a presion atmosférica, correlaciona mejor los
cambios oxidativos con la evaluacion de la vida util (41). Liang et al. (11) evaluaron
cuatro métodos de estabilidad acelerada para la manteca de cerdo y grasa animal
(sebo) con y sin antioxidantes. Se compararon el método del oxigeno activo, ensayo
de la bomba de oxigeno, Rancimat y el ensayo del horno de Schaal y concluyeron
gue una medida de la efectividad relativa de un antioxidante en la manteca de cerdo
o0 el sebo se da siempre y cuando se utilice un mismo método para las evaluaciones

paralelas. Por otro lado se indica que en base a los resultados obtenidos, el método
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Rancimat puede ser el método menos fiable para evaluar la efectividad de los
antioxidantes en grasas (11). Frankel et al. (6) indican que el instrumento
automatizado Rancimat es cuestionable porque se basa en la conductividad de
sustancias orgénicas volatiles producidas a temperaturas altas a consecuencia de
la oxidacion de los acidos grasos, por ende, la evaluacién requiere niveles altos de
oxidacién que corresponden a niveles de rancidez que estdn muy por encima de lo
normal. Ellos proponen un método de estabilidad oxidativa a 60°C, evaluando
periddicamente dienos conjugados espectrofotométricamente método estético y
mediante un marcador de oxidacion volétil (hexanal) por evaluacion de la emision
de volétiles por cromatografia de gases (HS-GC). La existencia de una variedad de
métodos, basados en parametros distintos, para monitorear la oxidacion de lipidos
refleja lo complejo de la tarea de evaluar los procesos de este tipo y refuerza la
necesidad de aplicar multiples métodos para poder llevar a cabo una caracterizacion

adecuada.

2.7.2  Métodos para determinar el grado de oxidacion

Existen diversos métodos para medir la oxidacion de lipidos, métodos quimicos y

fisicos.

2.7.2.1 El valor de peroxido (PV)

Este método es una de las mediciones mas antiguas y mas comanmente utilizadas
del grado de oxidacion en los aceites los métodos de analisis pueden ser
titulométricos, colorimétricos o electrométricos; este método esta incluido en codex
Alimentarius asi como las normas ISO, AOAC, entre otras (42). El procedimiento
estandar es yodométrico y mide el yodo elemental producido a partir del yoduro de
potasio afladido como agente reductor a la muestra oxidada disuelta en una mezcla
de cloroformo-acido acético. El yodo liberado se titula con tiosulfato sédico estandar
a un punto final de almidon. El valor de peroxido (PV) se expresa como
miliequivalentes de yodo por kg de lipidos (meg/kg), o como milimol de
hidroperéxido por kg de lipido (referido como peréxido). Los resultados de las

determinaciones del valor del peréxido varian segun los procedimientos usados. Se
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pueden generar interferencias a causa del oxigeno en el aire, de la exposicion a la
luz, y de la absorcion del yodo por el acido graso insaturado en los aceites. Aunque
al llevar a cabo el procedimiento en ausencia de aire y en la oscuridad puede reducir
esta interferencia, estas precauciones no se toman generalmente para los analisis
rutinarios. El método es empirico y depende de la destreza y técnica del operador
(43). El valor maximo de peréxidos se produce en las etapas mas tempranas de
oxidacién en los aceites mas poliinsaturados, como los aceites de soja y de colza
qgue contienen linolenato, y los aceites de pescado que contienen &cidos grasos
poliinsaturados, porque sus hidroperéxidos se descomponen mas facilmente.

2.7.2.2 Dienos conjugados (DC) y trienos conjugados (TC)

Los dienos conjugados producidos a partir de lipidos poliinsaturados pueden
determinarse cuantitativamente por su fuerte absorcion maxima a 234 nm (extincion
molecular de 25,000-29000 para una solucion de 1 mol de hidroperoxidos / L de
metanol). Una muestra pesada se diluye en metanol (para ésteres) o en isooctano
(para triacilgliceroles) y la absorbancia a 234 nm se mide espectrofotométricamente
y se expresa en umol de hidroperéxidos / g de muestra (43) (44). La medicion de
los dienos conjugados es un método sensible para seguir las etapas iniciales de la
oxidacion de lipidos en condiciones en las que los hidroperéxidos experimentan
poca o ninguna descomposicion. El método requiere de 50 a 100 mg de muestra,
es simple y no depende de reacciones quimicas o de color. Al igual que con las
determinaciones del valor de peroxido, la determinacién del dieno conjugado
alcanzara un maximo durante el progreso de la oxidacién y disminuira cuando la
velocidad de descomposicion de los hidroperéxidos supere la velocidad de su
formacion (43).

En etapas mas avanzadas de oxidacion, los hidroperoxidos se descomponen en
productos secundarios y poliméricos que también absorben a 234 nm, pero con una
extincion mas baja que los monohidroperoxidos, estos absorben a 270 nm debido a
los trienos conjugados. Aunque los hidroperoxidos del linolenato de metilo oxidado
tienen estructuras de dieno conjugado que absorben principalmente a 234 nm,

producen productos secundarios que absorben a 270 nm para trienos conjugados y
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compuestos carbonilicos. EI método de dienos conjugados no es adecuado para
aceites que contengan bajos niveles de &cidos grasos poliinsaturados (43).

2.7.2.3 Andlisis cromatograficos de productos de oxidacion lipidica
La cromatografia de gases (GC) acoplada a un espectrometro de masas (MS)
permite evaluar compuestos que tienen influencia en las propiedades sensoriales
de las grasas o alimentos que contienen grasa. Los principales compuestos volatiles
generados en el proceso de oxidacion de lipidos son los aldehidos, alcoholes,
cetonas, furanonas, hidrocarburos y lactonas (26). Los aldehidos, insaturados como
el hexanal, pentanal, hexenal, octanal, 1-octen-3-ol son los principales compuestos
responsables del caracteristico olor a rancio de las grasas oxidadas (45). Los
métodos cromatograficos se utilizan también para el analisis de otros constituyentes
volatiles menores en aceites.

Los métodos mas comunes de analisis en GC- MS son los que se acoplan un
accesorio usando un meétodo espacio de cabeza estatico, método espacio de
cabeza dinamico y/o método de inyeccion directa, Ultimamente se estan usando

también métodos olfatometricos GC (43).

2.7.2.4 Microextraccion en fase solida (SPME)

Es técnica especial, de espacio de cabeza dinamico; acelera los analisis de volatiles
y reduce los problemas de contaminacion de la muestra en las lineas de
transferencia y valvulas utilizadas en algunos cromatégrafos (46).

Esta técnica consiste en la extraccion de los volatiles de una muestra por la
adsorcion en una unidad especial con la fibra de silice fundida cubierta con un
polimero o un adsorbente sélido. La fibra esta unida a un émbolo de acero
inoxidable rodeado por una aguja protectora. La aguja se inyecta en un frasco de
muestra a través de un tabique. El émbolo se presiona en la muestra liquida o en el
espacio de vacio sobre la muestra. Los volatiles pueden adsorberse a la fibra
durante 2 — 30 min. La fibra se retrae en la aguja que se retira del vial de la muestra,
y se inserta en el puerto del GC. El émbolo se presiona entonces se expone la fibra

a la zona calentada del inyector para desorber y transferir los volatiles sobre la
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columna del GC. La fibra se retrae y se retira la aguja del puerto GC. La técnica de
SPME permite un alto rendimiento y no requiere de preparaciones de muestras
extendidas y evita el uso de solventes (46) (43).

Fibras SPME. Existe una variedad de fibras comerciales con recubrimientos como
por ejemplo poliacrilato (PA); poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno (PDMS/DVB),
divinilbenceno/carboxeno/poli(dimetilsiloxano)  (DVB/CAR/PDMS),  carboxen/
polidimetilosiloxano (CAR/PDMS) entre otros (47).

Diversos trabajos se realizaron usando fiboras SPME, Brunton et al. (48) cuantifica
hexanal en muestras de pavo horneado usando una fiora PDMS/DVB.

Se detect6 diversos aldehidos en hojuelas de avena por SPME, dentro del cual el
hexanal fue el mas abundante entre 67 y 137ug/Kg en muestras frescas y 137 a 389
pa/kg en muestras envejecidas (47). El sistema HS-SPME-GC-MS se aplico
exitosamente para monitorear los cambios en la composicion de compuestos
volatiles en aceites comestibles en su proceso de oxidacion durante el
almacenamiento a temperatura ambiente (49). Siendo esta configuracion la mas

versatil y atil para monitorear oxidacion en aceites.

2.7.2.5 Espectroscopia Infrarroja — reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, (FTIR), acoplada a un
accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) es una técnica que tiene sus bases
en las vibraciones moleculares, ofrece diversas ventajas en el analisis, como
rapidez, el uso de pequefas cantidades de muestras y solventes, y registra diversas
longitudes de onda simultdneamente (50); esta técnica nos permite obtener
informacion cualitativa sobre compuestos moleculares, y datos cuantificables de la
relacion entre la intensidad de las bandas y la concentracion de componentes
principales y secundarios en el aceite (51).

Un trabajo demostré que el estrés termo-oxidativo sufrido en respuesta al
calentamiento a 185 ° C de un aceite de oliva o de soya, causé cambios
significativos en todo el espectro infrarrojo de los aceites, pero los cambios mas

significativos fueron interpretados por conjugacién concomitante e isomerizacion
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cis-trans de los dobles enlaces que ensanchan la banda en la regiéon C = O a 1743
cm® reflejada por una disminucién en la absorbancia de las bandas cis a 3006 y
722 cmt y un aumento en la absorbancia de las bandas trans conjugadas y no
conjugadas, a 987 y 967 cm, asi mismo se dio la formacién de epéxidos, revelada
por una banda de vibracion débil a 885 cm™ (52). Esto demuestra la utilidad de la
FTIR-ATR como instrumento de medida para el seguimiento de procesos de

oxidacién en aceites.

2.7.2.6 Resonancia magnética nuclear (RMN) y su uso en aceites
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las
herramientas analiticas mas poderosas para identificar sustancias organicas y bio-
organicas y para dilucidar sus estructuras quimicas. La RMN hace posible la
observacion directa de atomos; en funcion a la integral de una sefal, esta es
proporcional al nimero de atomos en el volumen de la sonda (sonda es la parte del
RMN donde se excita los espines y se detecta la sefial). La sefial es una medida de
las relaciones molares de las moléculas, independientemente del peso molecular.
La espectroscopia de RMN ignora los factores de respuesta causados por
variaciones en las tasas de extincion que dependen de la estructura molecular,
como en la deteccion ultravioleta (UV), y las curvas de calibracién no lineales, como
se encuentran con los detectores de dispersion de luz (53).

Esta técnica es reconocida como uno de los métodos mas confiables, conveniente,
rapido y no destructivo; esta técnica ha sido usada extensamente para el analisis
de alimentos como cerveza, vino, salsa de soya, vinagre, café, té, jugos de frutas,
tomates, papas, zanahorias , maiz, trigo, leche, queso, mantequilla, carne entre
muchos otros (54). La espectroscopia de RMN, especialmente la resonancia
magnética nuclea de protones (*H RMN), se ha aplicado para determinar las
caracteristicas de aceites y grasas; Guillen et al. (55), pudo determinar las
cantidades de grupos linolenilo, linoleilo, oleilo y acilos saturados en el aceites
utilizando el area de cinco sefiales de protones discretos del espectro de *H NMR.
Otros autores trabajaron para determinar la composicion de &cidos grasos en

aceites de girasol, linaza y oliva utilizando el *H NMR.
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En un nuevo trabajo Guillen et al. (56) analizaron el aceite de sacha inchi por RMN
y reportaron que los espectros *H RMN proveen una gran cantidad de informacion,
respecto a las proporciones relativas de los diferentes grupos acilo y su naturaleza;
asi mismo descartaron la presencia de grupos acilo y-linolénicos. Ademas, usaron
las &reas de algunas sefiales de *H RMN para determinar la proporcién de grupos
acilo saturados, mono, di y triunsaturados, que también estuvieron correlacionados
con los valores obtenidos por los métodos clasicos. La *H RMN se usé también para
caracterizar mezclas de aceite de sacha inchi con aceite de soya y maiz. Asimismo
se demostro que es posible cuantificar los omegas 3y 6 con esta técnica (57).
Para el caso de monitoreos de degradacion de aceites, existen reportes en los que
se monitorea por *H RMN aceites sometidos a oxidaciéon acelerada y se observa
acumulacion de aldehidos, no asi hidroperéxidos; en los reportes también se
encontro que los aceites ricos en acido oleico son mas resistentes a la degradacion
gue los aceites que contiene &cido linoleico y linolénico (58).

Esta técnica se vuelve muy util para observar los cambios en el proceso de
oxidacion de lipidos, mas aun si se complementa con la informacion de otras
técnicas como el FT-IR-ATR, y HS-SPME/GC-MS.

CAPITULO 1lI
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales, reactivos y equipos
Materias primas
e Aceite de Sacha inchi extra virgen obtenido de Olivos del Sur S.A.C.
Corresponde a la primera prensada en frio.
e Lepechinia meyenii: La planta fue colectada en las pampas de

Tambomachay, distrito, provincia, departamento del Cusco.

Reactivos.
o AAPH (2,2'-Azobis-(2-amidinopropano). 2HCI) (Sigma —Aldrich)

. Acido acético (Merck)
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Acido clorhidrico (J.T Baker, 37,5 %).

Acido férmico (Merck)

Acido fosférico (Merck)

Acido gélico (Sigma —Aldrich)

Acido sulfarico (Merck)

Almidon soluble (Sigma —Aldrich)

Bicarbonato de sodio (Merck)

BHT (butilhidroxitolueno) (Sigma —Aldrich)

CDCIs (Sigma —Aldrich)

Reactivo Esterato M (solucién de dimetil acetal, N, N- Dimetilformamida)
(Supelco Bellefonte PA)

Reactivo del fenol segun Folin — Ciocalteau (Merck)
Fosfato de sodio dibasico (Merck)

Fosfato de sodio monobasico (Merck)

Hexanal (Sigma —Aldrich)

PGR (rojo de pirogalol) (Sigma —Aldrich)

Sulfato de magnesio (Merck)

Tiosulfato de sodio (Merck)

Trolox ((x) - 6- Hidroxi- 2,5,7,8- tetrametilcromano- 2-acido carboxilico)
(Sigma —Aldrich)

Yoduro de potasio (Merck)

Solventes

34

Acetato de etilo (J.T Baker)

Agua desionizada (Millipore, MilliQ)
Cloroformo (J.T Baker).

Etanol (J.T Baker)

Eter etilico (J.T. Baker)

Isooctano (Duksan)

Metanol (J.T Baker).



Equipos

Agitador Vortex (VWR, mini)

Balanza analitica (OHAUS, Adventurer).

Bafio ultrasonico (Branson, 5800)

Criostato (Neslab, RTE 101)

Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas (GC, Hewlett
Packard, 5890 series II; MS Hewlett Packard, 5972 series)

Cromatégrafo liquido con detector DAD (HPLC) (Agilent Technologies,
1260 Infinity II)

Espectrofotometro UV-VIS (Thermo, Genesys 6)

Espectrofotometro lector de microplacas de absorbancia (Bio Tek -
ELx800)

Espectrometro RMN. BRUKER Ascend 500 (Laboratorio de RMN de la
seccion Quimica PUCP).

Estufa/Incubadora (Thermo, Precision)

Liofilizador (Labconco, Lyph Lock 4.5)

Rotavapor (Buchi, R3)

Materiales

Columna capilar GC DB-23 (Agilent J&W)
Columna capilar GC DB-5 (Agilent J&W)
Fibras SPME (Supelco)

Micropipetas automaticas Gilson de 1, 0.5y 0.2 ml

3.2 Metodologia

3.2.1

Obtencion de aceite de sacha inchi extra virgen

El aceite de sacha inchi fue obtenido de la empresa Olivos de Sur S.A.C, su proceso

de obtencién industrial fue por prensado en frio, luego de la obtencion de 4 litros de

35



aceite este fue envasado en un frasco de vidrio al cual se le afiadi6 nitrégeno gas,

y fue almacenado a 4°C hasta el momento de su uso.

3.2.2  Obtencion de extracto de Lepechinia meyenii

Se pes6 95 g de hojas secas de L. meyenii (LM), se afiadié 1 L de etanol 70% vy
calentd a 75°C por 10 minutos. El extracto se filtr6 al vacio usando un filtro de
celulosa. El residuo de la filtracion fue re-extraido tres veces con 230 mL de etanol
y siguiendo el mismo procedimiento. Los cuatro extractos filtrados fueron
combinados y fueron concentrados en un rotavapor a 40°C hasta obtener la parte
acuosa, donde se observa la separacion de la clorofila (fase verde oscuro), esta se
separa por filtracion, obteniendo una fraccion acuosa pura. La fraccion acuosa se
liofilizo hasta obtener un extracto seco color marron claro denominado extracto de
L. meyenii (ELM). Como parte del control de calidad se realizé6 una cromatografia
HPLC-DAD del extracto obtenido siguiendo la metodologia de Wang et al. (32). Asi
mismo se determind sus polifenoles totales usando el reactivo Folin-Ciocalteu
siguiendo la metodologia descrita por Rebelo et. al (59) y la capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC) usando rojo de pirogalol (PGR)

denominada prueba de ORAC-PGR segun la metodologia de Ortiz et.al.(60).

3.2.3 Aislamiento y purificacion de acido rosmarinico

Se peso6 80 g de hojas secas de LM, se afadio 1 litro de agua desionizada recién
hervida, se deja por 24 horas, el liquido se separa por filtracion, se repite la
extraccion con 500 ml, luego se colecta todos los extractos acuosos.

El extracto acuoso se llevo a pH 2.3 con HCI 0.5 N, luego se afiadié 50 ml de acetato
de etilo para separacion de fases en una pera de decantacién, la operacién se repitid
por 5 veces, se colectd la fase organica (acetato de etilo), y se le secd con NazSOa4
anhidro. La fase organica se rotaevaporé hasta sequedad a 40°C. La fraccion de
acetato de etilo seco se disolvié con 50 ml de agua a 80°C, esta se deja enfriar
lentamente a 4°C por 24 horas, se observo un precipitado resinoso el cual se

desechd. El liquido claro se llevo pH 3 con HCI 0.2N, seguido se afiadio 10 ml de
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éter etilico para un reparto en una pera de decantacién, la operacion se realiz6 por
3 veces, se separo la fase organica y rotaevaporo hasta sequedad.

Esta fase organica seca se redisolvio en 5 ml de agua a 80°C y afiadi6é 0.06g de
carbon activado, se separ6 el liquido por filtracion al vacio, el liquido claro final, se
dej6 en reposo por una noche a 4°C, luego se observé un precipitado color crema,
este se filtr6 al vacio y lavo con agua helada, se secé en una estufa a 40°C por 8
horas, finalmente el producto final fue colocado en un desecador con gel de silice
por 24 horas para ser pesado. Luego se realizo un control de calidad por HPLC-
DAD para observar su pureza, se siguié la metodologia de Wang et al. (32), de
forma similar al ELM se determiné en el AR sus polifenoles totales usando el reactivo
Folin-Ciocalteu siguiendo la metodologia descrita por Rebelo et. al (59) y la
capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC) usando rojo de pirogalol
(PGR) denominada prueba de ORAC-PGR segun la metodologia de Ortiz et.al.(60).

3.24 Evaluacion de los antioxidantes mediante una cinética de

oxidacion por 14 dias.

Primero se preparo soluciones de antioxidantes a evaluar; para ELM se prepard una
solucion stock de 300 g/kg y para el AR una solucion de 60 g/kg en etanol 70%.
Seguido se preparo las muestras de aceites con antioxidantes para los ensayos de
oxidacion acelerada, se tomé en promedio 193 ml de ASI al cual se afadio el
respectivo antioxidante antes preparado, se calenté con agitacion por 5 minutos a
50 °C y soOnico a temperatura ambiente por 15 minutos, asi las muestras quedaron
listas. Las muestras fueron ASI con AR, ASI con ELM, ASI con BHT, ASI puro
(muestra control) y ASI con EtOH 70% (solventes de las soluciones madres de AR
y ELM); la Tabla 4 describe las mezclas con su respectiva codificacion y
concentracion de antioxidante de prueba.

Todas las muestras de aceite (desde la A hasta la J) fueron colocadas en placas
petri de vidrio de 6 cm de didmetro con un promedio de 8 mL de muestra de aceite.
Cada muestra fue preparada por triplicado y evaluada cada 2 dias por un total de
14 dias. A cada muestra le correspondié 24 placas (3 x 8 cm), haciendo un total de

240 placas con muestras de aceites.
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Las muestras fueron llevadas a una estufa programada a 50 ° y se retiraron
muestras de la estufa cada dos dias, hasta llegar al dia 14. El contenido de cada
placa fue transferido a tubos Falcon de 15 mL y fueron almacenados a -18°C hasta

el momento de su anélisis.

Tabla 4. Muestras de ASI con diferentes concentraciones de ELM, AR, BHT, para la
prueba de oxidacién acelerada.

Muestras
N° | Cédigo ’ Descripcidn Resumen
1 A AR 53 mg/Kg de ASI ASI+AR-50
2 B AR 98 mg/Kg de ASI ASI+AR-100
3 C AR 198 mg/Kg de ASI ASI+AR-200
4 D ELM 499 mg/kg de ASI ASI+ELM-500
5 E ELM 1000 mg/kg de ASI ASI+ELM-1000
6 F ELM 1508 mg/kg de ASI ASI+ELM-1500
7 G EtOH70% 4968 mg/kg de ASI ASI+EtOH
8 H Muestra control (sin aditivos) AS|
9 I BHT 81 mg/kg de ASI ASI+BHT-80
10 J BHT 38 mg/kg de ASI ASI+BHT-40

Nota: Para fines de redaccion se aproximaran los valores de concentracion y se usara los valores

del resumen por ejm, 53 por 50, 499 por 500.

3.2.5 Evaluacion de aceites oxidados.
Luego de la cinética de oxidacion por 14 dias, las muestras de aceites colectadas
cada dos dias fueron evaluadas mediante diversas técnicas que se describen a

continuacion:

3.2.6  Valor de peroxidos

Se determind segun el método oficial de la AOAC (Association of Oficial Analytical
Chemists, 1995) (61), con ciertas modificaciones en el peso de la muestra, los
ensayos se realizaron por triplicado.

Se pesaron 2.5 + 0.05 g de aceite en un matraz y fueron disueltos con 15 ml de una
solucion de acido acético:cloroformo (3:2; v/v), seguido se afiadié 0.25 ml de
solucion saturada de KiI, se agito por un minuto; transcurrido el tiempo se afiadi6 15

ml de agua desionizada y se procedid a titular con tiosulfato de sodio 0.01N,
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utilizando como indicador almidén al 1%. Se trabajé con un blanco, remplazando a
la muestra por agua destilada y se siguié el mismo procedimiento de andlisis,
descrito para la muestra.

El valor de peroxidos fue reportado como meq O2/kg de aceite y se calcul6 segun la

siguiente ecuacion:

(Vgm—-Vgb) X N

Valor de peroxidos = x 1000 (Ecuacion 1)

Donde:

Vgm: Volumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulaciéon de la muestra (ml)
Vgm: Volumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulacién del blanco (ml)

N: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio

W: Peso del aceiteen g

3.2.7 Dienos conjugados

Se siguid el protocolo descrito en Current Protocols in Food Analytical Chemistry,
(62). Se peso y anoto con precision entre 0.01 to 0.03 g de aceite, este se disolvid
en 25 ml de isooctano y se sénico por 2 minutos. Para los dienos conjugados (DC)
se coloco la solucion preparada en una cubeta de cuarzo y se ley6 a 233 nm en un
espectrofotometro UV-VIS, la muestra se compardé con un blanco y se anoto la
absorbancia. Para el caso de trienos conjugados (TC) se repite la operacion similar
al de DC, pero se midié a A 268 nm.

Para los calculos se usoé las siguientes ecuaciones:

_ Az33
exl

Cpe (Ecuacion 2)

Cpc X (2.5% 10%)

DCyaior = W

(Ecuacion 3)

A .z
ELA = C—il (Ecuacion 4)
L

Cbc = Concentracion de dienos conjugados en mmol /ml
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A233 = Absorbancia de la solucion

€ = Coeficiente de extincion del hidroperéxido del &cido linoleico (2.525 X 10* M-
Lemt)

| = longitud de la cubeta.

DCvalor= Valor de dienos conjugados

W= Peso de la muestra en gramos

E = Coeficiente de extincion

A= La absorbancia medida a 233 nm para dienos y 268 para trienos

CL= Concentracién de la solucion de lipidos en g/100 ml

3.2.8  Evaluacion por FTIR-ATR
El analisis FTIR-ATR siguié algunos lineamientos segun Poiana et al. (52) no
requirié ningun tratamiento, se colocoé una gota de muestra en el equipo para su
lectura en un espectrometro infrarrojo marca Perkin Elmer modelo Spectrum 100
FT-IR, se corri6 el espectro desde 400 a 4000 cm™ con 4 repeticiones.
Los archivos de los espectros IR fueron procesados con el software libre
SPECTROGRYPH 1.2.8. Se evalud las bandas trans de los conjugados y no
conjugados entre 930 y 1007 cm™,
Se siguio el siguiente procedimiento.
e Se cargd los espectros IR seleccionados luego ponerlos en modo
absorbancia
e Con el menu en PROCESS se ejecutdé NORMALIZE PEAK, lo que permite
normalizar al espectro de 0 a 1 de absorbancia.
e Se ejecutd SIMPLE BASE LINE, permite estandariza al grupo de espectros
con una misma linea base.
e Luego se cambié en el ment a ANALYZE y se ejecutd INTEGRATION WITH
BASELINE para integrar las areas bajo los picos desde 978 a 952 cm™
e Los datos generados fueron promediados y graficados en Excel usando dias

en el eje x y los promedios obtenidos de Spectrogryph en el eje y.
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3.2.9 Evaluacion por HS-SPME-GC-MS

Se siguié recomendaciones de Brunton (48), Ma (63) y Xu (49) para lo cual se
continuo un procedimiento como sigue:

Se pes6 en promedio 4.5 gamos de muestra de aceite, se coloc6 en un vial para
SPME ambar de 50 ml, se expuso la fibra SPME (65um PDMS-DVB, Supelco)
dentro del vial en la zona del espacio de cabeza por 20 minutos a 80°C con agitacién
magnética.

Luego se desorbio los volatiles atrapados en la fibora SPME, en un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrometro de masas (Hewlett-Packard 5890 A Series |,
5972 MSD), usando una columna capilar DB-5 ms (30 m x 0.25 mm I.D. y 0.25 pm,
J&W Scientific, CA, USA), los parametros para el analisis fueron: flujo de He,
programa de temperatura: inicio 40°C por 3 minutos, de 40 a 160°C incremento a
4°C/min, de 160 a 280°C con incremento 10°C/min. Los cromatogramas y espectros
de masas fueron procesados mediante software Mass Hunter (Agilent) y base de
datos del “National Institute of Standards and Technology” NIST 2011.

3.2.10 Evaluacién por *H RMN

La evaluacion se realizé con las muestras C, F, H e |, se tomo como referencia los
trabajos preliminares descritos por Melliou publicado por Capozzi et al. (64),
referidos a la evaluacion rapida por RMN de aceites de oliva.

Para el analisis se peso 225 mg de aceite y se disolvié con 0.5 ml de CDCl3, y fue
transferido a un tubo de RMN.

Los espectros fueron llevados al laboratorio del Centro de Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (CERMN-PUCP), se corridé en un equipo Bruker
Avance Il HD 500 MHz, se usé una secuencia DPFGPE fue ejecutada usando un
pulso “reburb” de reenfoque selectivo a 2.6 ms 180 grados, con una ventana de
exitacion de 2400Hz desde 11 a 7 ppm a 16 scan. Los espectros fueron procesados
mediante el software TopSpin (Bruker).

A partir de los espectros se calcul6 el porcentaje de acidos grasos insaturados,
saturados y polinsaturados siguiendo la metodologia propuesta por Hartel et al. (65)

y Barison et al. (66), en base alas integraciones de los picos de hidrégenos descritos
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en la Figura 5 y usando las ecuaciones 5, 6, 7 y 8 se calcul6 los porcentajes de

grasas saturadas insaturadas, poliinsaturadas y monoinsaturadas.

oe d f
0 B
| -
;h ’ f : ¢/ a’L
LAY A M A A /_u':\_" L \ WA

(ppm)

Figura 5. Ejemplo de espectro *H RMN representando a una hipotética grasa, donde las
letras representan las integrales de los hidrégenos en una grasa. (Figura modificada de la

referencia (65)

% de grasa insaturada = % x 100 % (Ecuacion 5)

% de grasa saturada = 100% — Porcentaje de grasa insaturada (Ecuacion. 6)

Hf-21e g
% de grasa poliinsaturada = % %X 100% (Ecuacion 7)

% de grasa Monoinsaturada = % de grasa Insaturada — % de grasa Poliinsaturada
g g )

(Ecuacioén. 8)

Ha, Hd, He, Hf = integrales de los hidrogenos, segun posiciones indicadas en la

figura 5

42




CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extracto de Lepechinia meyenii y acido rosmarinico purificado.

El proceso de produccion del extracto de Lepechinia meyenii (ELM) a partir de hojas
secas de L. Meyenni, usando como solvente etanol 70% dicho solvente cumple la
expectativa de ser un solvente “verde”, no toxico; dio como resultado un polvo color
marron, con un rendimiento del 12.56 %. Como parte de su control de calidad se
realizé una evaluacion del ELM por HPLC-DAD, observandose en el cromatograma
(ver figura 21 del anexo 1) la presencia de acido rosmarinico en un 30.10% y &acido
cafeico un 0.83%, el rango UV usado en el DAD fue de 330 nm a dicha longitud de
onda se detectd otros 18 picos pertenecientes otras sustancias desconocidas, el
porcentaje de areas de esos picos desconocidos estuvo entre el 0.0738 a 1.5878
%. Este trabajo no profundizo en la identificacion de los otros picos, sera preciso en
un futuro identificar las otras sustancias presentes en el ELM. Asi mismo se
determind los polifenoles totales por Folin-Ciocalteu dando un resultado de 5.86 mg
acido galico. g1, respecto al resultado de ORAC-PGR se obtuvo un valor ORAC de
26.5 equivalentes de Trolox mM para un ELM de 100 ppm; se puede comparar con
el estandar de acido galico que resulta con un valor ORAC = 224.5 para una un

acido galico de 100 ppm.

Respecto al aislamiento y purificacion de acido rosmarinico (AR) a partir de hojas
secas de L. meyenii, donde se uso el método propuesto por la referencia (13). Dio
como resultado un polvo color crema de AR purificado con un rendimiento del
1.46%. Al AR purificado se le realizé un control de calidad por HPLC-DAD (ver el
cromatograma en la figura 22 del anexo 1) el resultado mostr6 una pureza
cromatografica del 99.4%. El cromatograma muestra solo tres picos a tiempos de
retencion de 4.415, 9.748 (AR) y 12.879 (Acido cafeico) minutos, se corroboro
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mediante el uso de un estdndar de acido cafeico la presencia de este en el AR
purificado en una concentracion cromatografica de un 0.2590%. otros resultados
fueron los polifenoles totales por Folin-Ciocalteu dando un resultado de 5.94 mg
acido galico. g1, respecto al resultado de ORAC-PGR se obtuvo un valor ORAC de
42.4 equivalentes de Trolox mM, para un AR de 100 ppm.

Para el caso del proceso de extraccién y purificacién del AR se usaron dos solventes
organicos (acetato de etilo/ éter etilico) los cuales podrian eliminarse por completo
en el proceso de secado.

Los productos obtenidos ELM y AR pueden ser sugeridos para uso alimentario,
previamente deberan pasar pruebas exhaustivas de calidad, como solventes

residuales y otros que exijan las normativas vigentes.

4.2 Resultados de la evaluacion de antioxidantes mediante cinética

de oxidacion
Las muestras de aceite segun la Tabla 4; fueron sometidas a oxidacion acelerada a
50°C por 14 dias, para evaluar las muestras fueron colectadas cada dos dias.
La primera evaluacion que se realizo, fue la variacion de peso, que presentaron las

muestras a lo largo de la cinética, la Tabla 5 presenta estos resultados.

Tabla 5. Porcentaje de variacion de peso en la muestra de aceites tratados con ELM, AR
y BHT.

Muestras de Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dial2 Dia 14
aceites Codigo
% de variacion del peso

ASI+AR-50 A 0.000 -0.449 -0.213 -0.024 0.029 0.111 0.235 0.269
ASI+AR-100 B 0.000 -0.340 -0.191 -0.070 0.505 1.058 1.290 2.491
ASI+AR-200 C 0.000 -0.420 -0.388 -0.345 -0.313 0.066 0.220 0.593
ASI+ELM-500 D 0.000 -0.556 -0.426 -0.414 -0.301 -0.169 0.224 0.454
ASI+ELM-1000 E 0.000 -0.438 -0.421 -0.433 -0.400 -0.367 -0.337 -0.234
ASI+ELM-1500 F 0.000 -0.258 -0.254 -0.270 -0.276 -0.237 -0.246 -0.231
ASI+EtOH G 0.000 -0.424 -0.327 -0.368 -0.238 -0.172 0.050 0.234
ASI H 0.000 -0.062 -0.035 -0.016 0.044 0.188 0.392 0.440
ASI+BHT-80 | 0.000 -0.471 -0.400 -0.427 -0.327 -0.277 -0.108 0.238
ASI+BHT-40 J 0.000 -0.021 0.032 0.100 0.095 0.170 0.278 0.558
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En la Figura 6 se muestran las tendencias de los aceites tratados con AR, ELM,
BHT y la muestra control. Se observa una caida en el peso en los primeros dos dias
para todas las muestras, para el caso de las muestras tratadas se debe al solvente
qgue se uso para disolver el AR, ELM (EtOH 70°%). En el caso de la muestra control
(ASI) no se observa una caida pronunciada. Se observa que todas las muestras
empiezan a aumentar de peso con el paso del tiempo a 50°C, esto se debe a que
el aceite sufre oxidacion y al final de la cadena de reacciones resulta en una
polimerizacién y un aumento de masa por incorporacion de oxigeno. Se observa
también que la muestra tratada con 1000 y 1500 mg/kg de ELM sufre menos
variacién en peso.

Los resultados de los andlisis de valor de perdxidos, dienos conjugados y
trienos conjugados dieron como resultado que las muestras tratadas con las
cantidades propuestas de AR no cumplen un papel protector de oxidacion del ASI;
pero el ELM a 1000 y 1500 mg/kg si muestra un efecto protector claro en
comparacion con la muestra tratada con BHT. La Figura 7 muestra el valor de
peroxidos expresado en pmol/g, comparando las muestras representativas de ASI
tratado con AR, ELM, BHT y muestra control. Similar condicion se observa en las
Figuras 8 y 9 que corresponde a dienos y trienos conjugados, se observa
claramente una tendencia similar a la descrita en la Figura 7, donde las muestras
gue contienen ELM, generan menores concentraciones de dienos y trienos
conjugados. La formacién de trienos es menor frente a los dienos, entendiendo que

los trienos se generan en una segunda etapa de oxidacion mas avanzada.
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Figura 6. Variacion de peso en porcentaje de las muestras con cddigos C, E, FH e |, las
muestras tratadas con ELM (E y F) muestran una menor variacién de peso en el tiempo a

50°C.

Valor de Peroxido (meq/kg)
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Figura 7. Valor de peréxidos de las muestras con cédigos C, E, F H e |, se observa gue la
muestra F que corresponde al ASI + ELM 1500 mg/kg es la que genera menos peréxidos
en una oxidacion de 14 dias a 50°C.
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Figura 8. Dienos conjugados en las muestras con cédigos C, E, F H e I; se observa una
correlacion con el valor de hidroperéoxidos.
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Figura 9. Trienos conjugados en las muestras con codigos C, E, F H e I; se observa una
correlacion con los resultados del valor de hidroperoxidos y dienos conjugados.

Respecto a la evaluacién por FTIR -ATR primero recordar lo descrito por Poiana et
al. (52) que indica que cuando se calienta el aceite de oliva o de soya a 185°C, se
producen cambios cis-trans en los dobles enlaces observados por un aumento de

la absorbancia en las bandas trans conjugados y no conjugados, en 987 y 967 cm-
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1; esto debido a la formacion de productos secundarios de oxidacion (52). La Figura
10 muestra un ejemplo del aumento de la absorbancia de las bandas trans.

Al respecto los resultados de la evaluacion FTIR-ATR de la cinética de oxidacion
realizada a 50°C por 14 dias del ASI control (H), dio como resultado los espectros
IR que se muestran en la Figura 11. Se observa un patron similar al descrito por
Poiana et al. (52), las bandas trans entre los picos 987 y 967 cm™* aumentan con el

tiempo de oxidacion.

0.8 0.28
967 B1 987 967\ B2

987

SBO

Absorbance
Absorbance
o]
=

— initial
0164 — 4h
— &h
0.12 . ‘ ‘ ‘ . 0.12 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1000 980 960 940 920 900 1000 980 960 940 920 900
Wavenumber (cm'l) Wavenumber (cm'l)

Figura 10. Imagenes extraidas de la referencia (52). Se observan espectros IR de muestras
de aceites, a la izquierda aceite de oliva extra virgen (EVOO) y a la derecha aceite de soya
(SBO), los aceites fueron calentados a 185°C durante 4 y 8 horas como resultado se
producen cambios en las bandas trans a 987 y 967 cm™.

En la cinética de oxidacién de todas las muestras de aceite que se encuentran
descritas en la Tabla 4, los que resultaron con un mayor efecto protector fueron las

muestras E y F que corresponden a ASI tratados con ELM entre 1000 y 1500 mg/kg

respectivamente.
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Figura 11. Espectros IR de ASI control, oxidacion en 14 dias a 50°C, aumento de la
absorbancia de las bandas trans similares a los descritos por Poiana et al. (52)

La Figura 12 muestra bandas trans con los picos 987 y 967 cm, se observa
cambios (en el calentamiento a 50°C por 14 dias) y un aumento significativo de las
absorbancias en el caso del ASI puro y el ASI con el BHT, para el caso del ASI con

el ELM las absorbancias cambian en menor medida que los antes mencionados.
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Figura 12.Espectros IR del ASI control y ASI con ELM y ASI con BTH, en oxidacion a 50°C
por 14 dias.
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En los espectros IR del ASI con ELM 1000 y 1500 ppm, ASI con BHT 40 ppmy ASI
puro, fueron analizados en funcién al area del espectro que representa el cambio a
trans, se midi6 el area del segmento de espectro entre 978 - 952 considerando la
integracién con la linea base. La Figura 13 contiene la grafica de los valores
promedios de integracion de las areas seleccionadas entre 978 y 952 cm™, que
representarian los cambios de cis a trans.

Los andlisis reportados dan cuenta que ASI tratado con ELM en concentraciones de
1000 y 1500 mg/kg evitan la formacion de hidroperéxidos, dienos y trienos
conjugados, asi mismo evita la generacion de sustancias trans segun el resultado
obtenido por FTIR-ATR. Estos resultados son comparados frente al ASI tratado con

BHT a concentraciones del 40 y 80 mg/kg.
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Figura 13. Area de las bandas trans de los espectros FTIR-ATR de las muestras con
cbdigos C, E, F H e |, esta grafica sigue la tendencia de hidroperéxidos, dienos, trienos, las
muestras tratadas con ELM muestran una mayor proteccion frente al BHT.

4.3 Resultados de la evaluacion HS-SPME-GC-MS
Las muestras sometidas a HS-SPME/GC-MS fueron las de 0 dias, 8 dias y 14 dias,

las concentraciones relativas de hexanal; principal componente que indica

degradacion de aceites estuvo presente en la muestra control, esto podria indicar
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que los aceites estuvieron sufriendo oxidacién cuando aun se encontraban como
materia prima (semillas de sacha inchi). La Figura 14 muestra los cromatogramas
de la muestra ASI control durante la cinética por 14 dias. Los resultados generales
de las muestras de ASI tratadas con AR, resultaron con altas concentraciones de
hexanal respecto a la muestra control, para las gréaficas se consider6 solo la muestra
con 200 mg/Kg de AR (C).

La Figura 15 muestra una gréafica las areas de los picos de hexanal a lo largo de los
dias, (0,8 y 14), se observa que las muestras tratadas con AR (C - ASI+AR-200) es
la que méas hexanal produce, por ende, no funciona como antioxidante para aceite
de sacha inchi; de otro lado las muestras de aceites tratadas con ELM y BHT
generan menos hexanal, concordando con los resultados obtenidos del valor de
hidroperoxidos, dienos y trienos conjugados.

Las muestras tratadas con antioxidantes AR, ELM y BHT no presentaban hexanal

en el tiempo cero (cero dias).
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HEXANAL — H14
— H8
— HO

intensity

minutes (min)

Figura 14. Cromatogramas de la muestra ASI control (H), sin aditivos, durante los O dias
(HO), 8 dias (H8) y 14 dias (H14) a 50°C. se observa gue el tiempo 0 dias la presencia de
hexanal.
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Figura 15. Graficas de las areas cromatograficas de los picos del hexanal, de las muestras
de ASI control, ASI con ELM a 1000 y 1500 mg/kg, y ASI con BHT.

Este método del HS-SPME/GC-MS permite monitorear de forma sencilla los
volatiles que se forman en el transcurso de una oxidacion de aceites; Ramos (33)
recopila y describe la presencia de 60 compuestos volatiles en el aceite de sacha
inchi, entre ellos alcoholes, aldehidos, cetonas, terpenos, furanonas y acidos
carboxilicos; en la revision de los cromatogramas obtenidos, se presentan ademas

de los nombrados, hidrocarburos y acidos grasos.

3.0E54
Hexanal

—H14
25654 — 114

—F14

2.0E5

intensity
&
O
I

1.0E5

5.0e4 4

A AN At s st
Y f f T T
100 120 140 16.0 180 20.0 220 240 26.0 280 300 320 340 36.0
minutes (min)

Figura 16. Cromatogramas de las muestras control (H14), muestra tratada con BHT a 80
mg/kg (114) y muestra tratada con ELM a 1500 mg/kg (F14) al finalizar la cinética de
oxidacion por 14 dias, se observa que la muestra F14 contiene menos hexanal.

La presencia de hexanal el comun en todas las muestras a medida que se va

oxidando, la Figura 16 muestra los cromatogramas de las muestras mas
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representabas a los 14 dias de sometidas a 50 °C, ahi se observa que la muestra
control (H14) contiene 4.7 veces mas hexanal que la muestra tratada con 1500
mg/kg de ELM (F14), asi mismo la muestra tratada con BHT a 80 mg/kg (114)
contiene 2.7 veces mas hexanal que la muestra con ELM (F14).

4.4 Resultados del analisis exploratorio por *H RMN.

El analisis por RMN ha evolucionado bastante y al igual que el FT-IR es un método
no destructivo. Las muestras de ASI analizadas por este método fueron las tratadas
con AR 200 mg/kg, con ELM 1500 mg/kg, la muestra tratada con BHT 80 mg/kg y
una muestra sin aditivos como control. Se analiz6 las muestras tratadas en la

cinética de oxidacion a 50 °C a 0, 8 y 14 dias.

Tabla 6. Resultado del porcentaje de grasas de las muestras de ASI tratadas con ELM, AR,
BHT y muestra control mediante *HRMN.

% grasas % grasas % grasas % de grasas
Codigo de Insaturadas saturadas poliinsaturadas |monoinsaturados
muestra

Cco 92.1 7.9 82.2 9.9

HO 91.7 8.3 80.5 11.2

FO 92.4 7.6 85 7.4

10 90.9 9.1 79.7 11.2

Cc8 90.4 9.6 79.7 10.7

H8 90.9 9.1 80.5 10.4

F8 93.6 6.4 83.6 10

18 92.1 7.9 80.4 11.7
Ci4 84.2 15.8 71.1 13.1
H14 87.2 12.8 78.7 8.5
F14 89.9 10.1 82.6 7.3

114 90.6 9.4 78.6 12

Nota: En los codigos los nimeros 0, 8 y 14 corresponden a los dias y las letras C (ASI+AR-200), F
(ASI+ELM-1500), H (ASI CONTROL), H (ASI CONTROL) e | (ASI+BHT-80).

Primeramente, se analiz6 el porcentaje de grasa saturada, insaturada y
poliinsaturada, siguiendo la metodologia descrita por Aaron et al. (65), la Tabla 6

muestra los resultados obtenidos; la muestra control en su cinética por 14 dias (HO,
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H8 y H14) presenta una baja en el % de grasas insaturadas de (91.7 a 87.2%) y
poliinsaturadas (de 80.5 a 78.7%) y una subida en el % de grasas saturadas (de
8.3 a 12.8%). Para los otros casos ocurre de forma similar. Las muestras tratadas
con ELM y BHT (H e I) bajan menos que la muestra control en sus porcentajes de
grasas insaturadas.
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Figura 17. Espectros *H RMN del ASI control (H), se observa la variacion de picos a lo largo

del tiempo de oxidacion por 14 dias a 50°C; 0, 8 y 14 corresponden a los dias de oxidacion

El andlisis de los espectros *H RMN mostrdé que en la cinética de oxidacion de la
muestra control a lo largo de 14 dias a 50°C se pudo distinguir una zona muy tenue
cercana a 8 ppm que puede corresponder a formaldehido o a hidroperéxidos, una
zona entre 8.4 y 9 ppm en la que empieza a generarse un pico no identificado a
medida que se oxida. Debido a que esta en una zona cercana a hidroperdxidos y
aldehidos probablemente debe tratarse de alguno de ellos. La zona de 9.4 a 9.78

ppm corresponde a la zona de aldehidos, dentro del cual se encuentran hexanal,
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heptenal, nonanal, (E)-2-hexenal, entre otros (67). La Figura 17 muestra los
espectros 'H RMN de la muestra de ASI control oxidada (14 dias a 50°C).

También se compar6 los espectros a los 14 dias de oxidacion de la muestra de ASI
con 1500 mg/kg de ELM (F 14) y ASI con BHT 80 mg/kg (I 14) con la muestra control
(H 14), la Figura 18 muestra los cambios en los espectros. Como puede observarse,

la zona de oxidacién y la de hidroperéxidos es menor en la muestra de ASI con ELM
(F 14).
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Figura 18. Comparacién de espectros *H RMN de los aceites oxidados por 14 dias,
muestra control (H), muestra con ELM (F 14) y con BHT (I 14).

Los hidroperéxidos son sustancias que se generan en el proceso de oxidacion y
lograron detectarse en la zona cercana a 8 ppm. Para corroborar su presencia se
observo los picos complementarios a 5.40 a 6.50 ppm que corresponden a
CH=CH=CH=CH. En la Figura 19 se observa hidroperoxidos presentes en la

muestra ASI control (H) y como varian en el tiempo (0, 8 y 14 dias). La muestra ASI
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con ELM (F) presenté menores cantidad de hidroperdxidos, (Figura 20) que la
muestra control y la tratada con BHT.

La muestra de ASI con AR superé en hidroperéxidos a la muestra control en los 14
dias; es posible que el acido rosmarinico no pudo desenvolverse adecuadamente
por el medio graso en que se encontraba, también es probable que hayan existido
reacciones no conocidas que consumieron todo el AR durante la cinética de
oxidacion.

Faltaria analizar el efecto con mayores concentraciones de AR, asi mismo se
deber& buscar tensoactivos de grado alimentario que pueda ayudar a una éptima
dispersion y solubilizacién del AR en el aceite. Otro punto importante sera estudiar
la sinergia del AR con otros fenoles que pudiesen estar presentes en el ELM; del
mismo modo se debera estudiar la presencia de glucésidos en el ELM y su

interaccion frente a aceites poliinsaturados.
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Figura 19. Comparacién de espectros *H RMN de los aceites oxidados por 14 dias,
muestra de ASI control (H); 0, 8 y 14 corresponde a los dias de oxidacioén a 50°C. se
observa la zona de hidroperoxidos.
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Figura 20. Comparacion de espectros *H RMN de los aceites oxidados por 14 dias,
muestra control (H), muestra con ELM (F 14) y con BHT (I 14), se observa la zona de
hidroperéxidos.

Los datos obtenidos de los espectros *H RMN, nos indica que se puede monitorear
la formacién y acentuacion de nuevas sustancias como hidroperoxidos, aldehidos,
entre otros, en general se puede monitorear la oxidacion de aceites por esta
metodologia.

La Tabla 7 muestra los desplazamientos quimicos mas significativos, observados
en los espectros *H RMN; destaca un pico a 6.95 ppm, en la muestra con BHT,
luego en la muestra con ELM y AR se observa un pico comun a 3.68 ppm, ambos
picos posiblemente supongan un CH provenientes del fenol del acido rosmarinico.
Los hidroperdxidos se observan claramente en los desplazamientos a 5.6, 6.0, 6.56,
(67), y aumentan con el tiempo de oxidacion a 50°C. El ASI a 1500 mg/kg de ELM

genera menos hidroperdxidos que la muestra control y el ASI tratado con BHT.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos & (ppm) significativos observados en las muestras
analizadas, los picos fueron comparados con los reportados por Castejon et.al (65).

Desplazamiento

Asignacion Proton Informacion adicional
(ppm)
0.92 Acido graso CH3 (t) Aumenta con la oxidacién
1.18 13C satélite ( C) (m) Aumenta con la oxidacion
2.14 13C satélite ( C) (m) Aumenta con la oxidacion
2.92 13Csatellite (G) (Y1JCH=125.98 Hz) | Aumenta con la oxidacion
. Se presenta solo en las muestras con
3.68 Desconocido CH ELMy AR, / fenoles o alcoholes
3.70 sn-1,2 en diglicerido | CH2 (d) Acidez libre/ Disminuye con la oxidacion
4.45 13C satélite (H) / SS/UCH:MB'GO Triglicéridos /Se mantiene
4.49 Desconocido Aparece en la oxidacion a 14 dias
Terpeno desconocido /Aparece en la
4.57 Terpeno CH (d) oxidacion a 14 dias
Terpeno desconocido / Aparece en la
461 Terpeno e oxidacion a 14 dias
Terpeno desconocido / Aumenta con la
4.75 Terpeno CH (d) icaEith
5.10 sn-1,2 diglicérido CHOCOR (m) Disminuye con la oxidacién
5.60 Hidroperéxidos CH=CH-CH=CH (m) | Aumenta con la oxidacion
6.00 Hidroperéxidos CH=CH-CH=CH (m) | Aumenta con la oxidacion
6.35 Desconocido Disminuye con la oxidacion
6.56 Hidroperéxidos CH=CH-CH=CH (m) | Aumenta con la oxidacion
6.95 Compuesto fendlico | CH Antioxidantes / se observa en la muestra
de BHT
8.00 F_ormald(’ah]do ylo CH20 Aumenta con la oxidacion
hidroperéxidos
8.60 e Se ext|en_de d_g 8.4 hasta 8.8/ Aumenta
con la oxidacion
4-Hidroxi-(E)-2- N
9.58 alcadienal COH (d) Aumenta con la oxidacién
9.60 (Z,E)-2,4-alcadienal | COH (d) Aumenta con la oxidacién
9.74 Hexanal COH (m) Aumenta con la oxidacién
9.76 n-Alcanales COH () Aumenta con la oxidacién

En este trabajo la metodologia *H RMN, fue a nivel exploratorio, pero debe
destacarse su mayor alcance, con el cual podria cuantificarse los hidroperoxidos y
aldehidos totales. EI BHT y el ELM fue distinguido en los espectros *H RMN a 3.68

y 6.95 ppm, queda por estudiar la descomposicion de los antioxidantes, en el

proceso de oxidacion.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

59

. Se evalué un método de extraccion etandlica al 70% de hojas secas de L.

meyenii, obteniéndose un extracto de Lepechinia meyenii (ELM) con un
rendimiento del 12.56 %. El extracto (ELM) obtenido contiene un 30.1 % de
acido rosmarinico y 0.83 % de acido cafeico, el método evaluado tiene la
ventaja de ser un método eficaz para concentrar acido rosmarinico (por
encima del 30%) y evita la contaminacion por de clorofila, asi mismo se
destaca el uso de solventes no toxicos, esto permitiria el uso del extracto con

fines alimentarios.

. Se logro aislar y purificar el acido rosmarinico a partir de hojas secas de L.

meyenii obteniéndose un rendimiento del 1.46 %, el acido rosmarinico
purificado resulto con una pureza cromatografica (HPLC-DAD) del 99.4%. El
método usado tiene la particularidad de ser un meétodo no cromatografico, asi
mismo el proceso de purificacion llego a valores altos de pureza lo cual indica
gue el método es eficaz, si bien se realizo un secado exhaustivo para evitar
restos de solventes organicos en el acido rosmarinico, se sugiere una

evaluacion de trazas de solventes para un posible uso alimentario.

. La cinética oxidativa del aceite de sacha inchi extra virgen, durante 14 dias a

50°C, el cual evaluo la actividad antioxidante del acido rosmarinico, extracto
de L. meyenii y BHT indicé que el acido rosmarinico usado en
concentraciones de 50, 100 y 200 mg/kg de aceite, no fue eficaz y no detuvo

la oxidacion del aceite.

. La evaluacion frente a la cinética oxidativa evidencio que el extracto de L.

meyenii (ELM) es efectivo como antioxidante en aceite de sacha inchi,
usando concentraciones de 1000 y 1500 mg/kg. Se observé al dia 14 de

oxidacion acelerada a 50°C, que el ELM usado a 1500 mg/kg es 36.2%,
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51.8% y 40.3% mas efectivo que el BHT usado a 80mg/kg, frente a la
formacion de hidroperéxidos, dienos y trienos conjugados respectivamente.
Estos datos confirman la proteccion antioxidante del ELM frente al aceite de
sacha inchi.

. El monitoreo de la oxidaciéon de mediante la técnica de FTIR-ATR, fue

importante, porque la metodologia usada al evaluar las bandas trans a 987 y
967 cm dieron correlaciones similares a las dadas por los resultados de
hidroperoxidos, este método puede sugerirse para evaluar y monitorear de

manera rapida y sin uso de reactivos la oxidacion de grasas.

. El monitoreo de la cinética de oxidacion a los 14 dias mediante la técnica del

HS-SPME/GC-MS, indico que las muestras tratadas con ELM a 1500 mg/kg
producen un 36% menos hexanal (medida relativa de abundancia) que las
muestra tratadas con BHT a 80 mg/kg.

. Para el caso del monitoreo por RMN, los espectros de *H RMN mostraron la

posibilidad de informar sobre los porcentajes de grasas insaturadas,
saturadas, polinsaturadas y moniinsaturadas, observandose variaciones de
estas en el transcurso de la oxidacion, asi mismo se pudo observar la
variacion de hidroperoxidos y distinguir los aldehidos formados, del mismo
modo estos espectros corroboraron la proteccién antioxidante que ejercio el
ELM frente al aceite de sacha inchi; esta metodologia de monitoreo puede
ser una alternativa novedosa de monitoreo de antioxidantes en grasas y

aceites.

Finalmente se concluye que el extracto etandlico de Lepechinia meyenii
puede ser una alternativa como antioxidante para el aceite de sacha inchi,

rico en acidos grasos polinsaturados.
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Anexo 1. Cromatogramas HPLC.

ANEXOS

DAD1 H, Sig=330,4 Ref=off (D:\DATA\DA__ANALITICAIMC20180614\MC-20180614 2018-06-14 16-25-20\RA 50 PPM.D)
mAlJ*; g
603 dT
|
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E w0 | E
10*5 : |‘ b
e — — — — — —
—— T T T ] —— T T
5 10 15 20 25 35 40 mil
Signal 3: DAD1 H, Sig=330,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
R [-mefmeee [---
1  4.415 BB ©.1606 3.16983 2.40704e-1  0.2622
2 9.748 BB 0.2723 1202.75134  68.69292 99.4788
3 12.879 BB ©0.1859 3.13119 2.07729%e-1 6.2590
Totals : 1209.05236 69.14135
. o P
Figura 21. Cromatograma HPLC DAD Acido rosmarinico puro.
DAD1 H, Sig=330,4 Ref=off (D:\DATA\DA.. . ALITICA\MC20180614\MC-20180614 2018-06-14 16-25-20\ELM 200 PPM.D)
mAU
70
60
50
40
30
20 8 D oNO © o n o o
w© b o
0] RE&S R §E8 B8 S® &
k= ¥ ooo o 8 m .98
D B oD ik L R — —
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Signal 3: DAD1 H, Sig=336,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [maU*s] [mau] %
] RN R P |-=--mmmee |=memmmmeee |-=-mm e |
1 1.997 BV E @.8589 3.87743 B.71983e-1 8.2343
2 2.382 VB R 9.8433 24.58467 7.88516 1.4888
3 3.168 BV 8.581% 26.27554 6.36128e-1 1.5878
4 3.648 VB @.1934 21.75999 1.61318 1.3158
5 4.418 BB @.2221 21.53723 1.58373 1.3815
] 5.934 BB 8.2773 B.97734 3.97786e-1 @.5425
7 8.819 BV 8.3117  13.33483 5.08944e-1  0.8058
8 §.488 VB 8.3123 23.34198 B.94956e-1 1.4186
9 9.786 BB 8.2744 1465.36951 83.62925 B88.5528
18 11.224 BB 8.2782 9.94563 4.23144e-1 @.66818
11 14.23% BB B8.2658 13.96831 6.74856e-1 @.8441
12 15.482 BB 8.1697 2.18988 1.84415e-1 ©.1275
13 15.966 BB 8.1357 1.58583 1.44463e-1 @.8918
14 16.826 BB 8.1774 2.220857 1.58551e-1 @.1342
15 18.881 BB B.1443 1.58748 1.35845e-1 @.895%
16 18.778 BB @.1688 3.29547 2.59753e-1 #.1991
17 38.8e3 BB @.1939 2.78882 1.87144e-1 @.1685
18 31.238 BB @.1821 7.88678e-1 1.85887e-1 @.8472
19 31.729% BB 8.8998 1.22857 1.92975e-1  @.8738
28 33.312 BB a.3387 6.39502 2.35545e-1 @.3865
Totals : 1654.79677 180.62266

Figura 22. Cromatograma HPLC DAD del ELM
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Anexo 2. Resultados de analisis

Tabla 8. Porcentaje de variacion de pesos las muestras procesadas en la cinética de oxidacion.

A%

B (%

C(%

D (%

E (%

F (%

G (%

H (%

1%

(%

DIAS masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD masa) SD
0 0.000 |0.000| 0.000 |[0.000| 0000 [0.000| 0000 |0.000| 0.000 |0.000| 0.000 |0.000| 0000 |0.000| 0.000 |0.000| 0000 |0.000| 0.000 |0.000
2 -0.449 |0.009 | -0.340 |0.005| -0420 |0.003| -0.556 |[0.094| -0.438 |0.006| -0.258 |0.008| -0.424 |0.007| -0.062 |0.005| -0.471 |0.007| -0.021 |0.012
4 0213 |0.025| -0.191 |0.034| -0.388 |0.002| -0.426 |[0.009| -0.421 |0006| -0.254 |0.008| -0.327 |0.015| -0.035 |0.008| -0.400 |0.051| 0.032 |0.015
6 -0.024 |0072| -0070 |0.016| -0.345 |0.032| -0.414 [0.004| -0.433 |0021| -0.270 |0.022| -0.368 |0.008| -0.016 |0.005| -0.427 |0.009| 0.100 |0.008
8 0029 |0.034| 0505 |[0.047| -0.313 [0.029| -0.301 |0.017| -0.400 |0.009| -0.276 |0.007 | -0238 |0.003| 0.044 [0.029| -0327 |0.023| 0095 |0.022
10 0411 |0.049| 1.058 |0.045| 0066 [0.059| -0.169 |0.050| -0.367 |0.006| -0.237 |0.005| -0.172 |0.003| 0.188 |0.007 | -0277 |0.048| 0.170 |0.026
12 0235 |0.022| 1290 |[0.016| 0220 [0.048| 0224 |0029| -0.337 |0.009| -0.246 |0.030| 0050 |0.049| 0392 [0.037| -0.108 |0.025| 0278 |0.013
14 0269 |0.003| 2491 [0.162| 0593 [0.090| 0454 |0098| -0.234 |0.024| -0.231 |0.011| 0234 [0.016| 0440 [0015| 0238 |0.027| 0558 |0.058
Nota: Considerar la codificacion de la Tabla 4.
Tabla 9. Valor de peréxido de todas las muestras evaluadas en la cinética de oxidacion
DIAS A SD B SD C SD D sSb| E sév' ueStrFas SD SD H SD [ SD J SD
0.0 0.9 0.1 1.1 0.1 0.8 0.0 07 |01 08 |00| 03 |01 | 24 1.2 0.3 0.4 0.1 0.0 0.9 0.2
2.0 4.9 0.7 6.6 1.3 438 1.1 15 | 13| 13 |08 ]| 15 |06 | 90 0.3 0.9 0.2 8.4 26 1.9 0.2
4.0 457 | 62 | 442 | 124 | 177 | 44 76 | 70| 62 |19 | 07 |00 | 246 21 12.0 32 | 110 | 38 | 183 | 27
6.0 66.3 | 10.2 | 73.7 | 110 | 189 | 3.6 100 |16 | 36 |01 | 32 |16 | 306 1.2 9.6 1.1 | 173 | 1.1 | 372 | 49
8.0 704 | 67 | 1275 | 107 | 473 | 07 | 329 |78 | 88 |16 | 19 |08 | 706 3.7 26.7 1.3 | 31.3 | 32 | 420 | 47
100 | 884 | 7.0 | 1375 | 13.0 | 872 | 100 | 556 |83 | 103 |11 | 53 |12 | 886 3.8 67.5 42 | 402 | 26 | 549 | 28
120 | 935 | 92 | 1552 | 11.2 | 111.2 | 59 | 1183 | 75| 263 | 22 | 148 | 1.5 | 1204 7.7 1085 | 36 | 530 | 40 | 805 | 50
140 | 1133 | 82 | 1752 | 141 | 127.0 | 10.1 | 130.3 | 9.2 | 60.6 | 6.8 | 29.2 | 2.7 | 1247 9.3 1295 | 59 | 760 | 7.6 | 99.3 | 7.0

Nota: Considerar la codificacion de la Tabla 4.
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Tabla 10. Resultados de las integrales de los picos de las bandas trans por FT-IR-ATR

Muestras
Dias | A SD B SD c SD D D E D F SD G D H D [ D J D
0 |0.1251|0.0009 | 0.1287 | 0.0005 | 0.1263 | 0.0005 | 0.1261 | 0.0007 | 0.1263 | 0.0004 | 0.1252 | 0.0002 | 0.1271 | 0.0003 | 0.1242 | 0.0004 | 0.1254 | 0.0001 | 0.1242 | 0.0005
2 ]0.1279 | 0.0001 | 0.1261 | 0.0008 | 0.1293 | 0.0004 | 0.1258 | 0.0002 | 0.1263 | 0.0005 | 0.1255 | 0.0001 | 0.1275 | 0.0001 | 0.1255 | 0.0003 | 0.1262 | 0.0016 | 0.1255 | 0.0006
4 |0.1293 | 0.0006 | 0.1316 | 0.0003 | 0.1293 | 0.0008 | 0.1267 | 0.0003 | 0.1267 | 0.0002 | 0.1259 | 0.0002 | 0.1281 | 0.0005 | 0.1266 | 0.0006 | 0.1274 | 0.0012 | 0.1264 | 0.0006
6 |0.1310 | 0.0002 | 0.1348 | 0.0014 | 0.1297 | 0.0012 | 0.1288 | 0.0006 | 0.1269 | 0.0007 | 0.1259 | 0.0001 | 0.1283 | 0.0002 | 0.1286 | 0.0002 | 0.1280 | 0.0004 | 0.1280 | 0.0023
8 |0.1343 | 0.0009 | 0.1551 | 0.0061 | 0.1302 | 0.0002 | 0.1298 | 0.0006 | 0.1276 | 0.0004 | 0.1265 | 0.0003 | 0.1292 | 0.0022 | 0.1290 | 0.0008 | 0.1295 | 0.0012 | 0.1298 | 0.0005
10 | 0.1364 | 0.0006 | 0.1890 | 0.0040 | 0.1383 | 0.0014 | 0.1329 | 0.0017 | 0.1277 | 0.0005 | 0.1272 | 0.0003 | 0.1342 | 0.0004 | 0.1313 | 0.0018 | 0.1304 | 0.0003 | 0.1302 | 0.0011
12 | 0.1406 | 0.0015 | 0.2141 | 0.0071 | 0.1397 | 0.0011 | 0.1447 | 0.0010 | 0.1291 | 0.0008 | 0.1279 | 0.0004 | 0.1393 | 0.0010 | 0.1370 | 0.0016 | 0.1305 | 0.0005 | 0.1327 | 0.0029
14 | 0.1465 | 0.0005 | 0.2533 | 0.0097 | 0.1539 | 0.0017 | 0.1453 | 0.0021 | 0.1308 | 0.0011 | 0.1288 | 0.0006 | 0.1415 | 0.0017 | 0.1391 | 0.0011 | 0.1403 | 0.0019 | 0.1399 | 0.0021
Nota: Considerar la codificacion de la Tabla 4.
Tabla 11. Resultados del andlisis de dienos conjugados por UV-VIS.
DIAS Muestras
A sD B sD c sD |D D E sD F D G D H sD [ sD J sD
0 | 5340|0379| 6637| 0465| 5394| 1544 | 5197| 0392 5.527|0522| 4566|1.268| 4.899 | 0338| 5182 |0229] 5314 0271| 7.051| 0.094
2 | 9054|0780| 10.482| 0655| 8883| 0804| 6.241| 0.261| 5921|0600| 6.697|0.386| 6491|0359| ©181 |0.183| 5395 0106| 9.229| 0271
4 | 35767 2.678| 28.063| 1.948| 11.158| 0.394| 8.605| 0.392| 5884 | 0448| 8.767 | 0.446 | 12.613 | 3.100| 8207 | 1.206| 15 356 | 5387 | 14.658 | 2.669
6 | 42223 2.020| 36.152| 4.178| 18646| 0.773| 10941 | 1.460| 7.211|0.196| 9.866 | 2.060 | 17.747 | 0.969 | 12:004 | 0.935| 17603 | 1272 | 23.262 | 1.382
8 | 55764 2.730| 112.662 | 10.285 | 26.917| 2.189 | 28.792 | 1.097| 8763 | 0.193| 8.722 | 0.679 | 35.512 | 0.670 | 21142 | 2.869 | 55 406 | 1.420 | 28.757 | 1.677
10 | 75912 | 7.510 | 138.562 | 7.586| 66.144| 7.221|43.845| 3.557 | 17.312 | 1.058 | 9.960 | 0.912 | 42.699 | 1.458 | 38189 | 4850 | 33610| 1321 39.727 | 2.153
12 | 80783 | 3.086 | 172.370 | 13.132 | 78.723| 5.505 | 85.312 | 11.974 | 19.870 | 2.600 | 13.166 | 0.961 | 73.903 | 7.636 | 05237 | 3480 | 39634 | 3.954 | 59.040 | 1.479
14 | 91,979 | 8.923 | 181.983 | 12.767 | 125.533 | 12.479 | 94.757 | 2.911| 35.430 | 2.572 | 18.215 | 1.654 | 82.435 | 4.135 | 76499 | 7.985 | 57966 | 2 853 | 71.087 | 3.270

Nota: Considerar la codificacion de la Tabla 4.
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Tabla 12. Resultados del andlisis de trienos conjugados por UV-VIS

DIAS Muestras
A sD B sD C sD D SD E SD F SD G SD H SD I SD J SD

0 | 6.006 |0.654| 6.695 |0.157| 7.912 |2.157 | 8.304 | 0.205 | 7.554 | 0.263 | 8.152 | 0.945| 7.777 | 0.082| 7.657 |0.641| 7.776 | 0.343| 7.786 |0.687
2 | 7.998 | 0.262| 8247 |0.719| 8.586 | 0.361| 7.897 |0.204 | 7.598 | 0.245| 7.871 | 0.255| 7.651 | 0.615| 8.202 |0.196 | 8.109 | 0.210| 9.039 |0.623
4 |12.392|1.391| 13.470 | 1.844 | 8.446 |0.430| 8.298 | 0.811| 7.232 | 0.291 | 8.532 | 0.426|10.043 | 1.139| 7.862 |0.368| 8.724 | 1.799 | 9.837 |0.995
6 |22.392|2.178| 19.397 |3.606 | 10.636 | 0.349 | 8.849 | 0.966 | 8.072 |0.118| 9.397 | 0.386 | 10.494 | 0.164 | 9.031 |0.317 | 11.224 |0.100 | 12.879 | 2.904
8 |27.4883.013 | 103.754 | 9.705 | 13.404 | 1.678 | 16.548 [ 0.682 | 8.603 | 0.588 | 9.352 | 0.581|12.982 | 2.961 | 13.453 |0.764 | 12.442|2.238 | 17.124 | 1.860
10 |39.536 | 2.797 | 175.017 | 9.805 | 33.286 | 7.787 | 25.677 | 3.446 | 10.911 | 0.256 | 9.845 | 0.849 | 21.842 | 0.454 | 21.697 |2.461 |18.461 |0.449 | 17.248|2.701
12 |43.152 | 4.787 | 197.140 | 7.230 | 49.512 | 3.661 | 44.516 | 5.892 | 12.265 | 1.186 | 12.523 | 1.286 | 44.334 | 1.231| 36.730 |1.890|31.572 | 1.089 | 28.078 | 1.458
14 |47.355(3.570|228.590 | 7.217 | 83.321 | 8.340 | 55.588 | 3.159 | 18.606 | 1.669 | 17.265 | 1.174 | 52.687 | 2.963 | 55.585 |2.220 |39.652 | 2.532|57.727|3.557

Tabla 13. Resultados de la integracion del area correspondiente al hexanal medido por HS-SPME/GC-MS.
, Muestras

Dias

A SD B SD C SD D sD E )

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
8.0 1175034.3 341355.7 3147488.5 362735.2 1178955.0 25615.4 631948.0 66543.1 267916.7 75632.7
14.0 2888817.3 503370.0 36621454.0 321732.1 3903702.0 42481.5 2204541.7 156409.1 770281.3 168991.0
, Muestras

Dias

F SD G SD H SD [ sD J )

0.0 0.0 0.0 300525.3 150582.6 316873.3 106754.0 0.0 0.0 16271.3 5000.9
8.0 153738.3 46173.2 523135.3 202094.0 453614.0 121743.0 400450.7 29806.5 294648.3 235225.3
14.0 316226.0 109219.0 1541923.0 697732.1 1471538.3 314783.4 846507.3 264128.7 1793281.7 112722.1
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