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RESUMEN

Los aceites vegetales con altos contenidos de acidos grasos polunsaturados son
susceptibles a la oxidacion, siendo necesaria la adicion de antioxidantes sintéticos para
su conservacion. El objetivo fue diseflar un antioxidante de naturaleza fenolica que
actie eficientemente en la conservacion del aceite de sacha inchi (AS]). Bajo estas
consideraciones se estudio el efecto de la hidrohisis térmica de galotaninos de tara a
121.1°C vy 105 KPa por 60, 120 y 180 minutos sobre la capacidad antioxidante m virro
(método ABT+). En etapas posteniores se evalud la efectividad de mezclas antioxidantes
conteniendo extractos hidrolizados de tara (EHT) con palmitato de ascorbilo (PA), acido
citrico (AC) v a-Tocoferol (AT) empleando calorimetria de barmdo diferencial (CBD) v
pruebas de almacenamiento acelerado a 55 °C por 30 dias para evaluar el efecto de las
mezclas sobre la estabilidad de tocoferoles e fitoesteroles. Los resultados demuestran
que ¢l tratamiento termico a 121 1°C v 105 KPa por 180 minutos permite obtener un
grado de hidrolisis (GH) de 29 8%, con capacidad antioxidante in vitre de 941umol
Equivalente Trolox (ETVYml La efectividad antioxidante determinado por CBD en
aceite de sacha inchi (ASI) demostré que la adicion de 200 ppm de extracto hidrolizado
de tara a 180 minutos permite obtener el maximo periodo de induccion (Pl) de 68.58
minutos en relacion al aceite de sacha inchi (sin adicion de antioxidante) que fue de
5745 munutos, El grado de proteccion del aceite de sacha inchi por el extracto
hidrolizado de tara fue de 18.10% vy 55.61% para la mezcla antioxidante (EHT+PA).
Los resultados correspondientes a las mezelas binarias demostraron que existe un efecto
smergico de 24% para la mezela EHT+PA, efecto antagonico para la mezcla EHT+AT,
y efecto adiuvo para la mezcla EHT+AC Las pruebas de almacenamiento acelerado
muestran que la mezcla desarrollada (EHT+PA) presenta potencial antioxidante en el
aceite de sacha nchi, permitiendo conservar los principales componentes activos del
aceite de sacha inchi (y- v é-Tocoferol). Finalmente los galotaninos de tara presentan
potencial uso en combinacion con otros antioxidantes para la conservacion de aceites

ricos en acidos grasos insaturados como el aceite de linaza, sacha inchi, entre otros.

PALABRAS CLAVES: Caesalpima espinosa.  hidrolisis  térmica,  mezclas

antioxidantes, aceite de sacha inchi
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1. INTRODUCCION

Los aceites con alto contenido de acidos grasos insaturados, principalmente
acidos grasos polunsaturados (AGPI), son susceptibles a la oxidacion La oxidacion
lipidica de los aceites no solo puede producir olores, sabores desagradables v
decoloracion, también puede disminwir la cahidad v la segundad nutncional debudo a la
degradacion de &dcidos grasos en acroleina v peroxidos, dando lugar a electos
perjudiciales en la salud humana (Lercker v Rodriguez-Estrada, 2002)  En la actuahidad
para superar los problemas de estabihidad de los aceites y grasas, lienen un uso
extendido los antioxidantes sintéuicos tales como el hdroxiamsol butilade (BHA),
hidroxitolueno butfado (BHT) v ter-butil hidroquinona (TBHQ). Informes demuestran
que estos compuestos pueden estar implicados en muchos rniesgos de salud, incluvendo
¢l cancer v la carcinogénesis (Pnor, 2004} Por lo tanto, hay una tendencia hacia ¢l uso
de antioxidantes naturales de ongen vegetal para reemplazar a estos antioxidantes

sietcos

Los antioxidantes naturales de naturaleza fenolica como los taminos hidrolizables
(galotanines) v tamnos condensados (elagnannos), flavonoides, entre otros, se
encuentran en varos productos vegetales (frutas, hojas, semillas v acenes) v son
conecidos por proteger componentes faciimente oxadables (hidrofilicos v lipofilicos) de
los constituventes alimenticios (Jeong er al, 2004) Asi se ha reportado que taninos
como el acido tanmico, galato de epigalocatequina v galotaninos poseen actividad
antioxidante, asi como actividades antimicrobianas v antivirales (Akivama er al., 2001,
Chambi er al., 2013, Aguilar er al. 2014) Mas atn, se indica que la hidrolisis de los
taninas hidrolizables (galotaninos v elagitaninos), producen compuestos denvados con
mavores actividades antioxidantes v antimicrobianas que cuando se eéncuentran en su

estado natural.
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Dentro de este contexto encontramos las vainas de tara (Caesalpimia spinosa),
producto que es ampliamente conocido como fuente de hidrocoloides (gomas) v de
taninos hidrolizables (del tpo galotaninos), recientemente se ha estudiado la hidrohsis
de estos tammnos via ldrohsis quimica obtemeéndose acido galico, pirogalol vy otros
productos intermedianos (galotaninos de bajo peso molecular). los cuales presentaron

clevadas actividades antioxidantes iy vitro (Tian ¢t al, 2009, Chambi et al , 2011 3),

Finalmente indicar que, es conocido gue los antoxidantes pueden conservar v
evitar la oxidacion de las grasas y aceites, cuando son empleados bajo la forma de
mezcla, respecto a cudndo son empleados independientemente, dado al efecto sinérgico
o aditivo que se produce entre ellos, asi como también podrian presentarse efectos
antagonicos. Bajo las consideraciones mencionadas, en la presente investigacion se
propuso evaluar el efecto de la combinacion de los extractos hidrolizados de tara con
palmitato de ascorbilo, acido citrico v a-tocoferol, en la proteccion frente a la oxidacion
de un aceite altamente insaturado, como es el acente de sacha inchi, en especial sobre
sus constituventes bioactivos: tocoferoles v fitoesteroles. Asi los objetivos de la presente

tesis fueron

- Evaluar el proceso de hidrolisis térmica de los galotaninos de tara sobre la
capacidad antioxidante & vitro, v sobre su eficacia antioxidante frente a la oxidacion del

aceite de sacha inchi

- Disefar mezclas antioxidante binanas empleando extracto hidrolizado de tara y
antioxidantes como palmitato de ascorbilo, acido citrico v o-tocoferol, para alcanzar
una mavor eficacia antioxidante que permita conservar al aceile de sacha inchi de la
oxidacion v de la degradacion de sus compuestos bioactivos naturales propios como

tocoferoles vy fitoesteroles
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1L REVISION DE LITERATURA

2.1.  LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Son compuestos que tienen uno o mas grupos hidroxilo umdos directamente a un
anillo aromatico v sus estructuras pueden vanar desde una molécula fenolica sencilla
hasta un pelimero de alto peso molecular. Los compuestos fenolicos son caracteristicos
de las planmtas v, como grupo s¢ encuentran generalmente en forma de esteres o
glucdsidos y no como compuestos hibres, son de gran interés debido a sus propiedades

antioxidantes { Vermernis v Nicholson, 2006, Balasundram er al., 2006),

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos depende de la estructura,
en particular, el numero v las posiciones de los grupos hidroxilo v la naturaleza de las
sustituctones en los anillos aromaticos (Balasundram er al | 2006). Los compuestos
fenolicos presentan una amplia gama de propiedades fiswologicas, tales como anti-
alergenico,  anti-mflamatorio,  antmicrobiane,  antioxidante,  anti-trombotico,

cardioprotector v efecto vasodilatador (Hertog ef al.. 1993; Parr v Bolwell, 2000)
2.1.1. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos se pueden clasificar de acuerdo al Cuadro 1, de los
cuales los acidos fenolicos, flavonoides y taninos son considerados como los principales
compuestos fenolicos presentes en la dieta (King v Young, 1999). Los acidos fenolicos
se clasifican en dos subgrupos, los dcidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos (Figura
1) Los acidos hidroxibenzoicos incluyen el acido galico, p-hidroxibenzoico, vanilico v
siringico, que en comun tienen la estructura C6-C |

Los acidos hndroxicinamicos, son compuestos aromaticos con una cadena lateral
de tres carbonos (C6-C3) v son representantes los dcidos cafeico, ferlilico, p-cumarico v

sinapico son los mas comunes (Bravo, 1998).
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Cuadro 1: Clasificacién de compuestos fendlicos

|

Estructura | Clases
Co Fenolicos simples
C6-Cl Acidos fendlicos v compuestos relacionados
Ce6-C2 Acetofenonas v acidos fenilacéticos
C6-C3 Acido cindmico, cinamil aldehidos, cinamil alcoholes
C6-C3 Cumarinas, 1SOCUMarinas, cromones
Cl5 Chalconas, auronas,dihidrochalconas
Cls Flavanos
Cl5 Flavonas
Cl5 Flavanonas
C15 Flavanoles
Cl15 Antociamdinas
C30 Antocianinas
C6-C1-Cs, Cp-C2-Ch Benzofenona, xantonas, estilbenos
C6,C10,Cl14 Quinonas
Cl18 Betacianinas
Lignanos, neolignanos Dimeros u oligémeros
Ligninas Polimeros
Taninos Oligémeros o polimeras
Flobafenos Polimeros

Fuente: Harborne, (1989),

Harbormne eral (1999)
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Figura 1: Estructura de acidos hidroxibenzoicos (a) ¢ hidroxicinamicos (b)

Fuente: Vermerns v Nicholson (2009)

Los flavonoides constituyen ¢l mayor grupo de compuestos fenolicos en las
plantas, lo que representa mas de la mitad de los ocho mil compuestos fendlicos
naturales identificados (Harbone et al., 1999). Los flavonoides son compuestos de bajo
peso molecular vy se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos
por un puente de tres atomos de carbono (Figura 2), con la estructura general C6-C3-C6,
los cuales pueden o no formar un tercer amllo (Cartava v Revnaldo, 2001). El amllo A
es derivado de la via de! acetato/malonato, mientras que el anillo B es denvado de la

fenilalamna a través de la via de shikimato (Bohm, 1998, Mermen v Beecher, 2000)

3
2 _,-""-:.“- 4
.y
8 L.
7= x\_‘? 0 12 -;:"\;-':' 5
Alle e
6 N5
5 4

Figura 2. Estructura general de una molécula de flavonoide

Fuente: Vermernis v Nicholson (2010)
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Las vanaciones en los patrones de sustitucion en el amillo C, resultan en las
diferentes clases de flavonoides como los. flavonoides, flavonas, flavanonas, flavonoles
(o0 catequinas), 1soflavonas, flavanonoles, v antociarudinas (Hollman v Katan, 1999) La
sustitucion del anillo A y B dan lugar a los diferentes compuestos dentro de cada clase
de los flavonoides Estas sustituciones pueden mclurr oxigenacion, alguilacion,

gheosilacion, acilacion y sulfatacion (Hollman y Katan, 1999)

Los taminos, compuestos de peso molecular relativamente alto, que constituven
¢l tercer grupo importante de compuestos fenolicos, pueden ser subdivididos en taminos
hidrolizables y condensados, Los primeros son ésteres de dcido galico (galo- v elag-
tamnos), mientras que el segundo (también conocido como proantocianidinas) son

polimeros de los monomeros de los polyhyvdroxvilavan-3-ol (Porter, 1989)

2.1.2. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos s¢ debe a su capacidad
para chiminar 2 los radicales libres, dtomos de hidrogeno o donar electrones, o quelar
metales cationicos (Amarowicz e al, 2004} La estructura de los compuestos fenolicos
¢s un determinante clave de su actividad de captacion de radicales v quelacion de
metales, v esto se conoce como relaciones estructura-actividad (SAR). En el caso de los
acidos fenolicos, por cjemplo, la actividad antioxidante depende de los numeros v
posiciones de los grupos hidroxilo en relacion con el grupo funcional carboxilo (Rice-
Evans ef al., 1996; Robards er al_, 1999)

La actividad antioxidante de los acidos fenolicos aumenta con el incremento del
grado de lidroxilacion, como es ¢l caso del dcido galico, que esta trihidroxilado, lo que
muestra una alta actividad antioxidante Sin embargo, la sustitucion de los grupos
hidroxilo en la posicion 3- v 3- con grupos metoxilo como el acido siringico reduce la
actividad Los acidos hidroxicinamicos exhiben mavor actividad antioxidante en
comparacion con los acidos hidroxibenzoicos (Andreasen er al, 2001) La mayor
actividad de los acidos droxicindmicos podria ser debido al grupo C=CH-COOH

asociado al anllo fenolico que posee, lo que asegura una mavor capacidad de donar
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hidrogenos v estabilizar radicales que el grupo -COOH presente en los acidos
hidroxibenzoicos (Rice-Evans er al,, 1996)

2.2.  LOS TANINOS

Los grupos importantes entre los taninos son los taninos hidrolizables y taninos
condensables Los taninos hidrolizables son ésteres de acidos fendlicos tales como acido
galico (galotaminos) o acido elagico (elagitaninos) con un azucar (generalmente giucosa)

o un pohialeohol (acido quimico) (Gonzilez er al., 2010)

Los galotaninos presentan un nicleo de poliol (en referencia a un compuesto con
multiples grupos hidroxilo) sustitindo con 10 a 12 residuos de acido galico (Figura 3).
Presentan enlaces meta-depsidicos entre los residuos de acido gilico, estos enlaces son

mas labiles que un enlace éster alifatico (Vermerns v Nicholson, 2009)

O

OH
HO

Enlace meta-depsidico

HO OH
OH

Figura 3. Enlace caracteristico en galotaninos (meta-depsidico)

Fueite: Gonzalez et al (2010)
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1,2.3.4.6-penta.0-gallayl-§ -D-giucopyranoss

Figura 4. Estructura de un galotanino (pentagaloil glucosa)

Fuente: Gonzalez et al (2010)

Los tamnos hidrolizables han sido reportados por ser bacteriostaticos o
bactencidas frente a Aeromaonas hyvdrophila, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
Listeria monocytogenes. Staphylococcus aureus (Akivama er al., 2001, Kim el al,
2001). Estudios reportan también que el acido tanico parcialmente procesado presenta
una alta capacidad antioxidante v antimicrobiana. respecto a un acido tanico no
procesado (Kim ef al., 2010). En la Figura 5, se presenta a la hudrolisis del acido tanico

'

Los taninos condensados son denivados de umdades de flavan-3,4-dioles
(leucoantociamidinas o proantocianidinas monomeras), conocidos actualmente también
como proantociamidinas condensadas. Al ser tratados con acidos en caliente, se origina
una polimerizacion progresiva hasta dar taminos amorfos, llamados flobafenos o taninos
rojos. Se pueden encontrar en maderas como el castafio, quebracho, entre otros (Alvarez

v Lock, 1992)
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Figura 4. Hidrdlisis de dcido tanico

Fuente: Kim eral. (2010)
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Las vainas de tara son importantes fuentes de galotaninos hidrolizables, que,
pueden ser hidrolizados mediante un tratamiento térmico en un medio acido. Los
galotaninos de |a tara pueden ser idrolizados a deido galico, empleando dcido sulfunico
2 N v temperatura de 100 °C, alcanizandose una hidrolisis completa a las 20 horas,
obteméndose una concentracion de acido galico liberado por hidrolisis de 188 mg
EAG/m| (Chambi er al , 2013). Existe una relacion directa entre el incremento del
acido galico liberado v la capacidad antioxidante de los extractos hidrolizados,
alcanzando un maximo valor de ~ 500 pmol ET/ml medidos mediante ensavos FRAP v
ABTS™ a § horas de mdrolisis, mientras que mediante el ensavo ORAC obtuvieron ese
valor a 4 horas de hidrolisis (Chambi er al | 2013).

La extraccion de los taminos de diversas fuentes depende mucho del npo de
solvente utilizado Tian er al (2009) determinaron que la actividad antioxidante o la
capacidad de captacion de radicales libres en extractos de la Galla clinensis depende
del solvente utilizado v la actividad de los extractos obtenidos tuvieron el siguiente

orden: acetato de etilo > éter de petroleo > etanol > agua

23. ACEITE DE SACHA INCHI

El sacha Inchi (Plukenetia volubilis Linneo), es una planta que es ongnana de
las selvas tropicales del Peru v créce a altitudes comprendidas entre los 200 v 1,500 m

(Liweral, 2014)

Las semillas contienen aproximadamente, de 48 a 54% de aceite v ~ 27% de
proteinas, los mismos que son ricos en cisteina, Urosina, treominz y triptofano

(Follegatti-Romero eral., 2009, Fanali er al., 2011, Maurer er al_, 2012)

Los acidos grasos del acente de sacha inchi estan principalmente constitmidos por
acidos grasos insaturados en aproximadamente un 93%, siendo un 452% de acido
linolénico (ALA, 183 omega-3) v 368% de acido linoleico (AL, 18:2 omega-6)
(Follegati-Romero er al., 2009)
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Repositorio Institucional — UNAMBA - PERU



La ingesta dietana optima del ALA corresponde a 2 g/dia 0 0.6-1% de la ingesta
total de energia (Follegatti-Romero er al, 2009) Estos acidos grasos polinsaturados
pueden ser mlargados v desaturados en sus denvados de cadens mas larga a acidos
araquidonico v eicosapentanoico (EPA. 20:5 omega-3) v a acido docosahexanoico
(DHA, 22:6 omega-3) Varios estudios han sugendo fuertemente que estos acidos
grasos son importantes en relacion a la patogénesis (v prevencion) de enfermedades
cardiaca coronarias v la hipertension, ademas de mostrar un efecto hipocolesterolémico
cuando se usan como suplementos alimenticios (Follegatti-Romero er al., 2009). Una
comparacion entre ¢l perfil de acidos grasos encontrados en el aceite de sacha inchi v

otros aceites vegetales se presentan en el Cuadro 2

Cuadro 2. Porcentaje de acidos grasos de diversos aceites vegetales

Porcentaje de gcidos grasos (%)

Aceite vegetal
8:0 10:0 12:0 14:0 16:0 15:0 18:1 18:2 183 20:1

Aceite de palma® 5 36 2 50 8

Acene de girasal® T 5 19 68

Acente de sova® 11 g 23 B
Aceite de linaza® b 2 19 24 47
Aceite de canola® 4 2 60 21 10 |
Aceite de coco® 7 7 48 18 9 3 A 2

Aceite de mani** 9 3 52 32

Aceite de sacha incha*** 4 3 9 i 47

Fuente: * Dver et al (2008); ** Ozcan (2010). *** Fanali er al (2011)

Adicionalmente a la presencia de los acidos grasos omegas, el sacha inchi
presents tocoferoles Chininos er al (2013) repontaron la presencia de a-, f-, y- v 6-
tocoferol en 16 diferentes cultivares de sacha inchi, en rangos entre 1.13 - 1.27, 067 -
095, 568 -81.4 vy 292 - 546 mg/100 g de semilla, respectivamente. En estudios
realizados por Fanali er af (2011) se determinaron a-, y-, 6-tocoferol. en

concentraciones de 0.004, 1,257 v 0.86%9 g/Kg de aceite, respectivamente
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Se ha reportado que la actividad antioxidante evaluada i virre disminuye en el
siguiente orden y- = &- = fi- = a-tocoferol (Fanali er al. 2011). Desde un punto de vista
nutnicional, la absorcion intestinal de y-tocoferol es similar al de e-tocoferol v podria
desempefiar un papel especifico en efectos secundarios de prevencion de algunos
radicales como el peroxinitrilo (Hunter, 2001)

El aceite de sacha inchi, en su compasicion, tambieén presenta fitosteroles, siendo
los prnincipales ¢l campesterol, eshgmasterol v [-sitosterol Vanaciones a mivel de
cultivares cn rangos entre 7.1 - 88 212 -258 y454 - 55.2 mg/100 g de semilla, para
el campesterol, estigmasterol v [-sitosterol, han sido determindados respectivamente
(Chirinos er al , 2013)

Frecuentemente, ¢l aceite de sacha inchi es obtemdo por prensado en frio v
comercializado como aceite crudo. El prensado en frio permite recuperar parcialmente
al aceite. De otro lado, la extraccion por métodos convencionales, como la extraccion
con hexano, podria dar lugar a problemas de deterioro a los acidos grasos poli-
insaturados, a causa de las altas temperaturas empleadas en el procesamiento, asi como
también la rancidez oxadativa. la produccion de malos olores v sabores. En
consecuencia estos son factores criticos en el proceso de extraccion (Follegatti-Romero
etal,2009)

Estudios realizados para evaluar la estabilidad oxadativa del acene de sacha
inchi, a traves de pruebas de almacenamiento acelerado en estufa a 65 °C con flujo de
aire constante durante 20 dias, determinaron que en ¢l aceite de sacha inchi comercial
los acidos grasos polunsaturados, monomsaturados v saturados no sufrieron ningun
deterioro, manteniéndose en valores alrededor de BO, 106, 82 g/100 g de acene,
respectivamente v ¢l valor peroxido alcanzo un valor de 104 6 meq Oy/kg de aceite a los
20 dias de almacenamiento (Maurer er af , 2012) Para el aceite de linaza, evaluado bajo
las mismas condiciones descritas para el aceite de sacha inchi comercial, tampoco se
encontro vanaciones a mivel de sus acidos grasos, pero el valor de peroxido incremento

de 9 06 hasta B1.6 /100 g de aceite al cabo de 20 dias de almacenamiento
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24.  MECANISMOS DE LA OXIDACION DE LiPIDOS

La oxidacion de lipidos es un fenomeno complejo inducido por el oxigeno en
presencia de imiciadores tales como el calor, los radicales libres, luz, pigmentos
fotosensihilizantes e iones metalicos. Se produce a traveés de tres vias de reaccion (1)
autooxidacion no enzimatica de la cadena medada por los radicales libres. (i)
fotooxidacion no enzimatica y no radical. y (111) oxidacion enzimatica. Los dos primeros
tipos de oxidacion consisten en una combinacion de reacciones que involucran el
oxigeno triplete 'Oy, que podria ser considerado como un estado fundamental birradical
00, y el oxigeno singlete '0;, que corresponde a un estado excitado de la molécula
El mecanismo de fotooxidacion depende del tipo de fotosensibilizador

En las reacciones de tipo 11, un fotosensibilizador tniplete (“sens, reaccion (1)
abajo presentada) absorbe folones y se convierte en oxigeno singlete, v a partir de
entonces la transmusion de su energia al oxigeno molecular, que a su vez se excita y
forma oxigeno singlete que es alrededor de 1,500 veces mas reactivo que el oxigeno

triplete:

hv
359?1.5' - 158715 -+ 302 —_— 102 (1)

El oxigeno singlete formado a través de la reaccion (1) es electrofilico y por lo
tanto se puede unir directamente & los dobles enlaces C=C, dando lugar a la formacion
de ldroperdxidos. Sin embargo esto, llamado foto-oxidacion no radical, parece ser una
reaccién menor en comparacion a la inducida por “0: en la autooxidacion en cadena de
los radicales Asi, se ha sugenido que la foto-oxidacion genera principaimente
hidroperoxidos que se descomponen en radicales libres que podrian iniciar reacciones
de auto-oxidacion. Por Jo tanto, la autooxidacion parece ser un mecamismo clave en la
oxidacion de los lipdos Se genera principalmente hidroperoxidos v compuestos
volatiles, generalmente a traves de un proceso de tres fases (1mcigcion, propagacion y

terminacion) (Laguerre er al, 2007)
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2.4.1. INICIACION

La fase de iniciacion implica la descomposicion homolitica del hidrogeno en una
posicion relativa a al doble enlace de la cadena del acido grase poliinsaturado. Es poco
probable que la reaccion (2} (abajo presentada) se produzca de forma espontanea con
'0: debido a la muy alta energia de activacion que surge de la barrera de giro entre los
lipidos v 'Os

LH+°0, — LOOH 2)

i<

La reaccion puede, sin embargo, ser iniciada a través de los agentes fisicos
externos, tales como calor, radiacion tonizante o un mpacto fotonico en el espectro
ultravioleta v también por agentes quimicos tales como iones metalicos, radicales libres
y metaloproteinas (reaccion (3) abajo indicada), a través de un mecanismo adn
controversial, De hecho, la etapa de iniciacion de la auto-oxidacion es dificil de definir
debido a la baja concentracion de los radicales v la probabilidad de que hava mas de un

Proceso.

Ligler 1o
LH — L + H [3)

Esto resulta en la formacion de radicales libres (L1), es decir, especies quimicas
con un electron desapareado. Estos son productos intermedios altamente inestables, de
corta vida que estabilizan abstravendo un hidrogeno de otras especies quimicas. El
proceso de oxidacion sigue siendo lento durante esta fuse. Al final del periodo de
imciacion, la oxidacion se acelera de repente. ¢l consumo de oxigeno se hace alto v el
contenido de peréxido aumenta sustancialmente. La oxidacion de lipidos se inicia
principalmente por radicales hidroxilo (*OH) e hidroperoxilo (HOO#), asi como
radicales alcoxilo (LO#) v peroxilo (LOO=) de lipidos Los radicales hidroxilos tienen,

velocidades de reaceion mas alta que los de lipidos
24.2. PROPAGACION

En ambientes acrobicos, el radical Li centrada en la molécula de carbono v
formado durante la fase de miciacion reacciona muy rapidamente con el oxigeno triplete
para generar diferemes especies de radicales, incluvendo peroxiradicales (LiOO»)

(reaccion (4) abajo)
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—s LOO’ (4)

Reaccion (4) tene muy baja energia de activacion y una alta tasa constante, por
lo que la concentracidn LiOO+ se convierte en mucho mas alto que el contenido de Li en
todos los sistemas de soporte de oxigeno (Gordon. 1990). El peroxiradical entonces
sustrae un dtomo de hidrogeno de otra molécula de lipido insaturado para formar
hidroperoxido (compuesto de oxidacion primana) v otro radical (reaccion (5) abajo),

por lo tanto la reposicion de la reaccion (4)

LOO"+ LktH —> LOOH —— LS {5)

Por tanto, esta llamada reaccion en cadena de radicales 'auto-sostemida’ se
propaga a una velocidad alts, como se muestra claramente por un marcado aumento ¢n
la cinéuca de la formacion de hidroperoxidos Esta es una reaccion mreversible
alcanzando un maximo rapidamente. Se ha calculado que alrededor de 25 moléculas de
acidos grasos se oxidan durante la fase de propagacion después de la oxadacion imciada
por radicales (Barclay, 1981) Muchos isomeros de hidroperoxido se forman de este
modo durante esta fase La formacion de hidroperoxidos a partir de acidos grasos
insaturados generalmente se acompana de una estabilizacion del estado del radical a
traves de reordenamiento del doble enlace (deslocalizacion electronica). lo que da lugar

a dienos v trienos conjugados

2.4.3. FINALIZACION

El proceso de oxidacion continua con la transformacion de hidroperixidos en
compuestos no radicales de la oxidacion secundaria. El principal mecamismo de la
descomposicion del hidroperoxido, implica la escision del doble enlace advacente al
grupo hidroperoxilo, que conduce a la formacion de hidrocarburos, aldehidos, alcoholes

v cetonas volatiles.

Otros compuestos secundanos no volatiles ambién se forman, ncluyendo
aldchidos no volatiles, tngheéridos oxidados y sus polimeros. La descomposicion de

compuestos de oxidacion pnmarios es un mecanismo complejo en el que un solo
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mdroperoxido puede generar varios tipos de moléculas volatiles o no volatiles. El tipo
de subproductos obtenidos despues de la oxidacion de acidos grasos es determinado por
la composicion de hidroperdxido v por el tipo de escision de dobles enlaces en la cadena
de dcido graso. La reaccion puede entonces tambien terminara despues de la formacion

de polimeros (Laguerre et al., 2007)

2.5. USO DE CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL EN LA
DETERMINACION DE ESTABILIDAD OXIDATIVA DE ACEITES

La aplicacion del analisis térmico, para ensayos acelerados de estabilidad de
aceite, han sido estudiadas por Cruz (1970) v Hassel (1976), quienes utlizaron la
calorimetria diferencial de barnido diferencial (CBD) a modos 1sotermicos con una
purga de oxigeno, para medir la estabihdad de los aceites. El punto final de CBD fue
tomada en el momento en que se produjo una reaccion exotérmica rapida del acente v

axigeno

Las técricas de CBD venen el potencial para ser utihizado como un método no
quimico para determuinar los parametros de calidad del acene La CBD proporciona una
Gnmica informacion de perfil de energia, que mide especificamente las temperaturas v los
fluos de calor asociados con las transiciones materiales como cristalizacion, fusion v
evaporacion, o con reacciones quimicas como la hidrolisis v oxidacion, como una

funcion del tiempo v la temperatura (himénez ef al. 2003; Chiavaro et al. 2008)

El proceso de autooxidacion de los lipidos es un proceso de tipo exotermico, en
el que ¢l calor de reaccion generado puede ser medido en funcion de la temperatura v

del tiempo

Las altas correlaciones encontradas (Chiavaro et al,, 2008), entre los valores del
nempo de induccion (7o) ofrecidas por el CBD vy las mediciones de estabihidad
oxidativa, indican que es un métode objetive apropiado evaluar la estabilidad a
condiciones de oxidacion de aceites comestbles de diferente composicion quirmica v a
diferentes temperaturas de mantenimiento. Un ejemplo de la determinacion del To se

aprecia en la Figura 5
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Figura 5. Curva de oxidacion obtenida mediante calorimetria de barrido
diferencial para el aceite de maiz. (A) Curva isotérmica a 130 °C con nitrigeno
(99.999%) v (B) Curva isotérmica a 130 "C con oxigeno (99.8%)

Fuente: Tan ezal (2002)

Generalmente, los aceltes comestibles con mavor grado de insaturacion son mas
susceptibles a la oxidacion de lipidos: Por lo tanto, aceite de pepas de uva, de soja,
cartamo o girasol (indice de yvodo > 130 g de 1/100 g de aceite) mostraron
significativamente (p < 0.05) bajos tempos de induccion que el aceite de coco, oleina
de palma refinado-blanqueado-decolorado. Algunos aceites como el aceite de ajonjoli
rico en acidos grasos insaturados presentan tiempos de induccion mavores que aceites
con menores contenidos de acidos grasos insaturados, esto posiblemente a la presencia
de antioxidantes endogenos (Chiavaro e al., 2008). En el Cuadro 3 se muestran algunos

tiempos de induccion medidos por ¢l CBD obtenidos para diferentes tpos de aceites.

17

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



Cuadro 3. Tiempos de induccion para diferentes aceites obtenidos mediante

calorimetria diferencial de barrido a la temperatura de 120 °C

Periodos de induceiton

Aceite
(minutos)
Maiz 83.57
Oliva 51.00
Marii 67.36
Sova 65.55
Girasol 70.50

Fuente: Tan er af (2002)

2.6. LOS ANTIOXIDANTES

Los acenes comestibles naturales tienen en su composicion anthioxidante como
los: tocoferoles, tocotrienoles, carotenmdes, compuestos fenolicos v esteroles Cuando
se carece de ellos a veces son adicionados para darle una mejor estabilidad oxadativa al
aceite. Los antioxidantes son sustancias que bloguean la etapa de micacion en la
oxidacion, mimimizan la velocidad de oxadacion. inactivan los radicales libres, controlan
los metales de transicion, eliminan al oxigeno singlete (02), inactivan la sensibilidad a
la luz

Los antioxidantes pueden donar un dtomo de hidrogeno al radical libre s
convertirlo en un producto no radical mas estable. Pueden clasificarse de acuerdo con su
mecamismo de acciom como antioxidante pnmano v antioxidante secundanio. Hay
antioxidantes que exhiben mas de un mecanismo de accion v se conocen como
antioxadantes multtiples.

Antioxidantes primarios conocidos también como tipo |, o antioxidante de
rompimiento de cadena, son aceptores de radicales libres por lo tanto mhiben la etapa de
inictacion o interrumpen la etapa de propagacion en la autooxidacion, reducen o
retardan el ataque de las especies reactivas el oxigeno (EROS) sobre el sustrato,
usualmente interrumpiendo la segunda etapa de la cadena de propagacion, atrapando los
radicales libres con centros de oxigeno (Wnght eral, 2001). los antioxidantes fendlicos
transfieren un atome de hidrogeno a los radicales peroxilo (ROO*), convirtiéndolos en

hidroperosados
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Los antioxidantes pnmanos son mono o polihidroxifencles con varios
sustituventes en los anillos La susutucion con grupos donadores de electrones en
posicion orto v para con respecto al grupo hidroxilo del fenol, aumenta la actividad
antioxidante del compuesto, por efecto inductivo, los mas comunes v de mavor uso en
la industna alimentana son los de caracter sintético como el butillvdroxianisol (BHA),
butilhudroxitolueno (BHT), propil galato (GP) v terbutilhidroxiguinona (TBHQ) (Duran
v Bora, 1993) Sin embargo, algunos componentes naturales de los alimentos también
actian como antioxidanies pnimarios y comunmente se afiaden a los alimentos o estan
presentes, entre ellos tenemos los tocoferoles v los carolenondes, difieren de los

antioxidantes sintéticos por su mecamsmo de accion (Duran vy Bonja, 1993)

Los antioxidantes sintéticos se  wsan industnialmente como  aditivos:
especificamente retrasan o previenen los procesos oxidativos que causan ¢l detenoro de
los alimentos, para su utilizacion debe tenerse en cuenta su estabihidad v volauhdad v,
en resumen su capacidad para resistir los tratamientos térmicos de los alimentos y
permanecer e¢jerciendo su accion  protectora en el producto terminado.  Estos
antuoxidantes se usan en proporcion maxima de 0.2 g/Kg, en conjunto, cuando s¢ usan

mezclas sinergicas, sin que ningun componente pase de 0.1 g/Kg (Primo, 1998),

La vitamina E también pertenece al grupo de antioxidantes primarios v solubles
en hpidos La actividad biologica de la vitamina E se exhibe a los tocoferoles v
tocotnenoles, especinlmente a-tocoferol. La reaccion predominante responsable de la
actividad antioxidante del tocoferol es la donacion de atomo de hidrogeno, donde se
forma un radical tocoferoxilo (Lampi ef al, 2002). La vitamina E muestra cfectos
protectores contra la enfermedad coronaria del corazon debido a la inhibicion de la

oxidacion de LDL (Stampfer v Rimm, 1995).

Los tovoferoles compiten con las aceites insaturados por los radicales peroxil
lipidicos. Estos radicales reaccionan con los tocoleroles mucho mas rapido, que con los
lipidos. Una molécula de tocoferol puede proteger alrededor de 107 a 10" moléculas de
acidos grasos poli-insaturados. Los tocoferoles pueden transferir el atomo de hidrogeno
del grupo 6-hidroxil en su anillo cromano al radical peroxil hipidico, v extraer el radical
peroxilo  Los tocoferoles donan hidrogeno al radical peroxal lipidico v producen

hidroperdxido lipidico (ROOH) v radicales tocoferoxil
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La efectividad de los tocoferoles como antioxidante, depende de los 1someros y
la concentracion del tocoferol La Figura 6 muestra las estructuras de los tocoferoles
(Choe y Min, 2006),
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Figura 6: Estructura quimica de los tocoferoles
Fuente: Kamal-Eldin v Lars (1996)

Los carotenoides (carotenos v xantofilas) son de color amanllo, de color naranga,
v pigmentos rojos presentes cn muchas frutas v verduras Vanos de ellos son
precursores de la vitamina A (B-caroteno, y-caroteno v [lcriptoxantina), v debido a los
dobles enlaces conjugados son ambos captadores de radicales v extintores de oxigeno
singlete (Rice-Evans ef al , 1997)

Antioxidantes secunadanios conocidos como preventivos o del tipo 2, actuan a
traves de vanos mecanismos posibles, ellos no convierten ¢l radical libre en un producto
mas estable El antioxidante secundario puede quelar el metal pro-oxudante v
desactivarlo, ademas de que entrega hidrogeno al hidroperoxido sin que se forme una
especie radical, desactiva el oxigeno singlete, absorbe la radiacion ultravioleta, o actua
como un eliminador de oxigeno. Estos antoxidantes causan un efecto sinérgico porque
activan a los antioxidantes del upo | Los mas conocidos son el acido citrico, acido

ascorbico, palmitato de ascorbilo, lecitina v acido tartanco (Akoh. 2008)

La wvitamina C, que mncluve acido ascorbico v su acido dehidroascarbico
producto de la oxidacién, tiene muchas actividades biologicas en ¢l cuerpo humano. Se
ha encontrado que la vitamina C puede reducir los niveles de la Proteina C-Reactiva, un
marcador de inflamacion y. posiblemente, un predictor de enfermedades del corazon

(Block eral., 2004)
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Mas del 85% de la vitammna C en |a dieta humana se summistra por las frutas v
verduras. La funcion biologica del acido L-ascorbico se puede definir como un cofactor
enzimatico, un elimmador de radicales, ¥ como donante /[ aceptor en el transporte de
clectrones en la membrana plasmatica. El acido ascorbico es capaz de eliminar ¢l radical
superoxido e hidroxilo, asi como regenerar la e-tocoferol (Davey ez al., 2000, citado por
Podsedek, 2007)

El palmnato de ascorbilo presenta una actividad potencial donando hidrogenos.
o que le permite actuar como un antioxidante rompiendo la cadena oxidativa. Puede
actuar como un antioxidante independiente atrapando radicales libres, pero tambien
puede regenerar tocoferoles de radicales 1ocoferilo producidos durante la oxidacion (Let
et al., 2007)

Mannova y Yanishheva (1992) sefalan que el efecto antioxidante de palmitato
de ascorbilo (PA) en lipidos que contienen tocoferol es debido a la regeneracion de la
molécula de tocoferol (InyH) por el palmntato de ascotbilo (In:H) de acuerdo con la
reaccion

In* +InsH —— In)H + Lmy*

Al ser un mhibwdor eficiente, el tocoferol es el pnimero en interactuar con ¢l
radical perdxido. El radical tocoferilo (In;*) formado es relauivamente activo y participa
en vanas reacciones secundarias que conducen a la propagacion de la cadena, debido a

que la velocidad de oxidacion inhibnda por a-tocoferol es relativamente alta

En presencia del palmitato de ascorbilo, el producto de la reaccion (1), conlleva a
asumir que los radicales tocoferilo son sustitudos por radicales de baja actividad del
palmitato de ascorbilo, como resultado ello conlleva a una disminucion en la velocidad

de oxidacion

Los principales mecanismos antioxidantes necesarios para proteger los sisiemas
de alimentacion de la oxidacion son la captacion de radicales, la quelacion de metales, v
la elimnacion de oxigeno Algunos antioxidantes son capaces de contribuir mas de un
modo de accion. Ademas, la polandad v la solubihidad de un antioxidante, permite

determinar la ubicacion real del antioxidante en una matnz de alimento dado, que a su
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vez influye en la eficacia antioxidante del antioxidante En general, hay muchos factores
que complican la prediccion de la eficacia antioxidante ¢n sistemas reales de los
alimentos (Frankel, 2005). Se han propuesto vanos mecamsmos de accion  para el
palmitato de ascorbilo v acido ascorbico, estos meluven bloqueo del oxigeno singlete,
quelacion de metales, asi como potencial captacion de radicales libres, que, ademas

permite la regeneracion de tocoferoles axidados (Jacobsen er al, 2001)

2.7.  LOS COMPUESTOS FENOLICOS COMO ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes pueden prevenir o disminuir el proceso de oxidacion causado
por los radicales libres v especies reactivas del oxigeno (ERO) en alimentos v sistemas
biologicos (Heo er al., 2007). Los fendlicos, son metabolitos secundanios de las plantas
v muestras Vanas propicdades biologicas, tales como efecto antuioxidante,
antiproliferativo, antibactenial, anti-inflamatorio v antialérgico (Park er al,, 2001, Liu,

2003; Kim v Kim, 2006)

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a
sus propiedades redox, que jucgan un rol importante en la absorcion v neutralizacion de
radicales libres, quelando al oxigeno singlete v triplete o descomponiendo peroxidos

(Zheng v Wang, 2001),

La efectividad de los antioxidantes esta relacionada a su energia de activacion,
constante de velocidad, potencial oxido-reduccion, facihidad con que algunos

antioxidantes se pierden o destruven (Brewer, 2011)

2.8.  INTERACCION DE ANTIOXIDANTES

Compuestos antioxidantes pueden actuar en conjunto para reducir niveles de
especies reactivas del oxigeno de manera mas cficaz que los mismos antioxidantes
individualmente, va que pueden funcionar como agentes sinérgicos Ademas. una
mezcla que contiene antioxidantes tanto solubles en agua v solubles en lipidos es capaz
de eliminar los radicales libres en las dos fases acuosas v de lipidos (Chen v Tappel,
1996, citado por Podsedek, 2007)

2
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La capacidad antioxidante de frutas, vegetales v otros productos procesados es
atnbinda a los compuestos antioxidantes presentes en ellos y que pueden propiciar tres
diferentes tupos de interasccion: efecto sinérgico, sergismo negativo (antagonmsmo) y
efecto aditvo

La combmacion de antioxidantes puede aumentar su eficacia Se ha propuesto
que los aceptores de radicales libres mezclados implican dos antioxidantes: uno que
reacciona con ¢l radical perdxido v una segunda que regenera al primero. Antioxidantes
fendlicos v el acido ascorbico (AA) parecen actuar sinérgicamente de la siguente

manera (Brewer, 2011}

ROO* + A:H=ROO:H + A* (a)

A*+BH=AH-+B* {b)

Algunos compuestos acidos, tales como AA vy acido citrico, pueden ejercer un
efecto sinérgico cuando son adicionades junto a antioxidantes polifendlicos. Estos
sinergistas forman un complejo radical antioxidante sinergista (A:S) tal que mi el radical
antioxidante (A*) ni el radical sinergista (5*) pueden catalizar reacciones de oxidacion
Esta asociacion quimica suprime la capacidad del radical antioxidante para ayudar en la
descomposicion de perdxidos lipidicos (Aurand v Woods;, 1979) La adicion de
antocianinas puede prevenir la oxidacion del acido ascorbico por iones metalicos tales
como ¢l cobre. Las antociaminas no solamente quelan ones metalicos, sino tambien
forman un complejo acido ascorbico (copigmento-metal-antocianina) que pueden ser ln

hase para esta actividad antioxidante (Lee er al | 2005)

Trabajos donde se¢ evaluaron la interaccion de diferentes tipos de antioxidantes,
se exponen a continuacion Un incremento sinérgico de capacidad antioxidante ha sido
reportada entre la vitamina C v E (Moison er al., 2002). Heo ef al. 2007) evaluaron el
efecto interaccion de mezclas binanas de compuestos fenolicos. La adicion de acido
clorogénico a la cianiding, peonidina 3-glucosido, quercetina ¥ quercetina 3-galactosido
mostraron una disminucion en la capacidad antioxidante comparado a la sumatona de la
capacidad antioxidante. También, Knez v Bauman (2000) evaluaron la actividad

antioxidante de cuatro antioxidantes naturales: extracto de rosemary, o-tocoferol,
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palmitato de ascorbilo y acido citrico: la actividad antbioxidante la evaluaron mediante |a
formacion del valor peroxido v p-amisidina en aceite de girasol almacenado a 60 °C.
Evaluaron tambien el efecto sinérgico de o-tocoferal, palmitato de ascorbilo v dcido
citrico con ¢l extracto de rosemary, en mezclas binarias El extracto de rosemary retardo
la formacion de hidroperoxidos significativamente, alcanzando despueés de 11 dias un
valor peroxido de 120 meq/Kg, respecto al control (200 meq/Kg) También, reportaron
que ¢l a-tocoferol mostrd un efecto pro-oxidative. Cuando fueron evaluadas mezclas de
extracto de rosemary con a-tocoferol, palmitato de ascorbilo y acide citnco a 60 °C, la
velocidad de oxidacion fue reducida por las tres mezclas de antioxidantes evaluados.
Los valores peroxidos de muestras de aceite de guwasol con adicion de extracto de
romero + acido citrico, extracto de rosemary + palmitato de ascorbilo, fueron menores

que los obtemdos para la muestra con adicion de extracto de rosemary

La actividad amtioxidante de combinaciones de extractos de plantas v
antioxidantes primanos y acido citrico, fueron evaluados en manteca de cerdo
almacenados a 75 °C (Bamas er al, 1992) Se emplearon extractos metanolicos de
orégano, tomillo. mejorana, dittany, romero v salvia Estos extractos metanolicos
cuando fueron combinados con BHT, BHA o palmitato de ascorbilo, mostraron un
efecto antioxidante adiivo, mientras que cuando los extractos cuando fueron
combinados con galato de propilo no incrementaron el periodo de induccion obtenidos
por los annoxidantes fendlicos. Se observo un efecto sinérgico negative cuando los
extractos fueron combinados con DL-g-tocoferol; mientras que ¢l acido citrico mostro
mayor efecto smérgico con el extracto de mejorana v un menor efecto sinérgico con
extracto de tomillo v un efecto negativo con los otros extractos fendlicos. Finalmente,
mezclas ternanas de los extractos fendlicos con acido citrico v palmitato de ascortalo,
presentaron una baja actividad que la correspondiente a combinaciones binanias, a

excepeion de la mezela con el extracto de mejorana

De otro lado, Lee er al (2003) encontraron que las combmmaciones de quelantes
(tripolifosfato de sodio o citrato de sodio) con reductores (ertorbato), v/o eliminadores
de radicales libres (BHA v extracio de romero) eran antioxidantes efectivos La
combinacion de romero y eritorbato fue mas efectiva para retardar la oxidacion en la
carne molida La combinacion de romero/citratoferitorbato fue mas efectiva en

estabilizar ¢l color v retardar la oxidacion lipidica.
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1L MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGARDE EJECUCION

La presente investigacion se desarrollo en el Instituto de Biotecnologia (IBT) -

Area de Biotecnologia Industnial de la Universidad Nacional Agrana la Molina
3.2, MATERIALES Y METODOS
3.2.1. MATERIA PRIMA

Se utilizo vanas de tara mohdas y hofilizadas, con tamano de particula infenor
a | mm Las muestras fueron almacenadas a -20%C en bolsas de polietileno de alta
densidad v bajo oscundad, hasta el momento de su uso

Aceite de sacha inchi crudo. fue utilizado para el presente estudi. EI acente fue
obtenido por prensado en frio a parur de las semillas de sacha inchi (Plukenetia

volubilis), previamente tostatos a 100°C v pelados.
3.2.2. REACTIVOS

ABTS (2.2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), Acido galico,
trolox (6-hydroxy-2,5.7.8- tetrametyl chroman-2-carboxylic acid), reactive de Folin-
Ciocalteu 2 N, BHT, metanol grado HPLC 99.8%. etanol 95%, nitrogeno gaseoso,
oxigeno (Praxair), o-Tocoferol, Palmitato de Ascorbilo, Acido Citrico, fueron
adquiridos de Sigma Aldrich. El acido clorhidrico, idroxido de sodio. acido sulfurico,
tiosulfato de sodio v acido acético glacial, fueron adquindos de Merck El cloroformo

de Fermont v el almidon soluble de J T Baker
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3.2.3. MATERIALES

Balones de 230 v 300 ml, matraces de 250 ml, pipetas de 1 v 5 ml, vasos de
precipitados de 50, 100 ml, microbureta de 5 ml y bureta de 25 ml, probetas de 25, 50,
100 ml, tubos de ensavo de 5, 10 y 15 ml, peras de decantacion de 500 ml, frascos color
ambar de 30 ml. fiolas de 5. 25, 100 ml, micropipetas de 5-50 ul (Hirschmann
Laborgerate), 50-250 pl (Brand), 5 - 20 ul (Gilson), 5 — 50 ul (Wheaton), gradillas,

cronometro, soporte universal, papel aluminio v otros necesarios para los analisis

3.24. EQUIPOS

Calorimetro de barnido diderencial (Perkin Elmer PYRYS 1V), concentrador
centrifugo al vacio (tupo speed-vac) (LABCONCO), centrifuga (Heltich Zemtrifugen),
equipo de ultrasomdo (Ultrasomic Cleaners 2510 Branson), espectrofotometro UV-VIS
(Genesvs 20), agitador magnético (Ceramic mudi Polimax 2010, lka), rotavapor
(Laborota 4000, Heidolph), potenciometro (410 Aplus Termo, Onon), balanza analitica
{Ohaus Adventurer), HPLC-DAD ((Waters, Milford, MA), cromatografo de gases

incluye detector FID (Shimadzu). autoclave (Beltes Scientific), liofilizador (Labconco)

33. METODOS DE ANALISIS

i Determinacion de sacido galico v galotaninos: Se determinaron de acuerdo ul
método reportado por Inoue v Hagerman (1988) Para ello se tomaron | mi de extracto
hidrolizado de tara, al cual se le afadio 1.5 ml de rodhanina 0 667% (en MeOI),
transcurrido un tiempo de 3 minutos se adiciond 1 ml de KOH (0.5 N), posteriormente
se anadio agua destilada hasta completar 25 ml El periodo de reposo fue de 5-10
minutos. El blanco se corrid sustituyendo el extracto hidrolizado de tara por agua
destilada La lectura se realizd utilizando un espectrofotometro UV-VIS a 520 nm. El

anilisis fue desarrollado bajo condiciones de oscundad a temperatura ambiente

El contenido de acido gilhico fue calculado a partir de una curva estandar,
utilizando como estdndar al acido galico (Anexo 1) Los resultados para ambos analisis
fucron reportados como mg de acido gilico equivalente (AGEVmI o mg AGE/100 g

muestra en base seca (b s)
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El contenido de galotaninos fue calculado como la diferencia del contemido de
acido galico antes v despues de una hidrolisis quimica completa v expresado como mg
EAG/ml o 100 g de muestra (b.s) El grado de hidrolisis de los galotaninos (GH) en los
extractos de tara sometidos a tratamiento termico se determino de acuerdo a la ecuacion

reportada por Chambi er al (2013)

AGey — AGyy

CH ) =————x100%
) '4GHI': == AG“‘*
GH (") Grado de hidrolisis de galotaninos de tara
AG Contemido de acido galico en los extractos hidrolizados de tara
AG po Contemido de acido galico en extractos imiciales (sin hidrolizar) de tara
AG e Conterido de dcido gilico en los extractos de tara, después de una

hidrélisis quimica completa

bh. Contenido de compuestos fendlicos: Se determinaron de acuerdo al metodo de
Singleton v Rossi (1965) Brevemente se procedio de la siguiente forma, a 500 pl de
muestra (extractos) se le adicionaron 250 ul del reactivoe Folin-Ciocalteu IN v 1,250 ul
de carbonato de sodio (75 g/1) Los tubos fueron agitados en un vortex v se dejaron en
reposo por 30 minutos bajo condiciones de oscuridad y temperatura ambiente
Pasteriormente se realizaron las lecturas en un espectrofotémetro UV-VIS a 755 nm Se
trabajo un blanco utilizando agua destilada en lugar de muestra bajo el mismo

procedimiento descrito
El comemdo de compuestos fendlicos fue calculado a partir de una curva
estandar utlizando como estandar al acido galico (Anexo 2). Los resultados fueron

expreésados como mg AGE/ml o 100 g de muestra (b.s)

c. Capacidad antioxidante in vifro: Se determind mediante la metedologia ABT+

descrito por Campos ef al (2006)
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Para el analisis de capacidad antioxidante ABTS, se procedio a reaccionar 150 pl
de extracto fenolico con 2,850 pl del radical ABTS™ La reaccion se llevo a cabo por un
periode de 90 minutos. Transcurrido el tiempo de reaccion se realizaron las lecturas de
absorbancias a 734 nm. Se cormo un blanco utilizando agua destilada. bajo el mismo
procedimiento descrito. Los resultados de capacidad antioxidante fueron expresados en
umol de trolox equivalente (TEVml a parur de una curva estandar utilizando como

estandar al trolox { Anexo 2)

d. Determinacion de la estabilidad oxidativa por calorimetria de barrido
diferencial: Por medio de esta técnica se determino el periodo de induccion haciendo
uso de un calorimetro de barndo diferencial (CBD) (Pyvnis 6), siguwendo la metodologia
reportada por Chirinos ef al, (2011)

Se procedio de la sigmente forma, se pesaron 5.00 = 0.01 mibgramos de aceite
de sacha inchi en una cubeta de aluminio v fue colocado en la camara del CBD. La
temperatura isotérmica fue programado a 120 °C vy se inyecto oxigeno puro al 99 8%

sobre la muestra a un flwo de 35 ml/minuto.

El tiempo de micio de la reaccion de oxidacion, denominado penodo de
induccton (Pl), correspondio  estrechamente a la interseccion de la linea base
extrapolada v la linea tangente (borde principal) de la funcion exotérmica (Tan er al
2002). Los resultados expresados en minutos fueron directamente obterndos del CBD
Adicionalmente, se cormd un contral negativo (aceite sin antioxidante) v un control

positivo (acerte con adicion de 200 ppm de BHT)

A partir de los resultados obtemdos del penodo de induccion se calcularon los
factores de estabilizacion (Farhoosh er ol 2007) v los grados de proteccion (Lamp: ef
al.. 1999) del aceite de sacha inchi por efecto de la adicion de extractos fenolicos y otros

antioxidantes, de la forma como esta descrita en las siguienies expresiones matematicas

Pliny
¥
Pi,

factor de estabilizacion =

2B
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Pl, s — Pl
Grado de proteccién = %" = 100%
g
Dande: Plinh es el periodo de induccion obtemdo en presencia de un inhibidor

(antoxidante) v Plo es el periodo de induccion obtenido ¢n un sistema no inhibido (sin

antioxidantes),

e. Analisis de fitoesteroles: El unalisis de fnosteroles fue realizado mediame
cromatografia de gases, siguiendo ¢l método reportado por Chinnos er all (2013). En
resumen, se procedic a sapomificar 100 mg de muestras de aceite con | ml de una
solucion etanolica de KOH a 60 °C por 1.5 horas, previamente se anadio 1 ml de
estandar mterno (1 ml de P-colestanol, 0,02 mg/ml) La fraccion msaponficable fue
separada utihzando una particion liguide-liguido con la adicion de | ml de agua
destilada v 5 ml de n-heptano  La fase orgamica fue transfenida a un tubo conteniendo
NaxSO; v la extraccion fue completada con la adicion de 5 v 4 ml de n-heptano.
progresivamente. Los extractos de n-heptano fueron combinados v homogenizados para
su posterior concentracion a | ml de volumen Postenormente el homogemzado fue

invectado al cromatdgrafo de gases.

Los fitosteroles fueron separados por la inyeccion de 2 pl del extracto en el
cromatografo de gases GC-2010 plus Shimadzu equipado con un detector de wonmizacion
de flama (FID-2010) v un auto invector (AOC-201). La columna utilizada fue una
Supelco SAC™.5 (02um, 30m x 025 mm DI) La temperatura del homo fue
programado como sigue: inicialmente a 230 °C (por 2 minutos), se incremento a 285 °C
a 25 °C/minutos, un periodo 1sotérmico a 285 °C por 32 minutos Las temperaturas del
invector v detector se fijaron a 300 “C. El helio fue utihizado como gas portador. Los
fitosteroles fueron idenuficados v comparados con los uempos de retencion de los

estandares conocidos previamente invectados
l.as curvas estandares de los diferentes fitosteroles fueron determinados

utilizando un rango de concentraciones de 5-100 mg/l (Anexo 6). Los resultados fueron

expresados en mg/100 g de acene.
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f. Andlisis de tocoferoles: La composicion de tocoferoles fue determinado por
HPLC, sigmendo la metodologia reportada por Chinnos er @l (2013). Se procedio
pesando 50.00 £ 0.05 mg de cada muestra del acente de sacha inchi en fiolas de Sml v
posteriormente fueron aforados con hexano (grado HPLC), luego filtrados a traves de
un filtro Millhipore de 0.22 pm, previo a su inveccion en el HPLC Los tocoferoles
fueron separados usando una columna HPLC en fase normal (4.0 x 2.0 mm), en un
modulo de separacion Waters 26935 equipado con un autoinjector v un detector de

multifluorescencia (Waters 2475) y el software Empower

La fase movil estuvo compuesta de n-hexano/2-propanol/acido acetico
(1000 .6:5, v/viv). La elucion se desarrollo a una velocidad de flujo del solvente de 1.4
ml/mm bajo un programa 1socratico. Se myecto 10 yl de muestra Los eluidos fueron
monitoreados con el detector de fluorescencia, programado a la longitud de onda de
excitacion y emision de 290 y 330 nm, respectivamente Los tocoferoles fueron
wdentificados v cuantificados por comparacion con los tempos de retencion de

estandares conocidos previamente inyvectados

Las curvas estandar para los diferentes tocoferoles fueron construidas dentro del
rango de concentraciones de 3-60 mg/L (Anexo 4). Los resultados fueron expresados

como mg de tocoferoles/ 100 g de acene

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La presenle investigacion se dividio en tres etapas, para lo cual previamente se
procedio a la extraccion de los compuestos fendlicos de la tara (galotaninos), en la
primera etapa se llevo a cabo la optimizacion de la drolisis de los galowaninos de la
tara en funcion a la capacidad antioxidante in virre y mediante pruebas de evaluacion de
la efectividad del antioxidante utilizando el CBD (Calorimetria de Bammdo Diferencial)
en aceite de sacha inchy, en la segunda etapa se optimizd la mezela de antioxidantes en
funcion de la capacidad antoxidanie v mediante la evaluacion de la eficacia del
antioxidante empleando CBD en aceite de sacha inhchi y finalmente en la tercera etapa
se evaluo la eficacia del antoxidante optimizado en el aceite de sacha inchi mediante

prucbas de almacenamiento acelerado a 53°C por 30 dias
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3.4.1. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los extractos fenolicos (galotaninos) de tara se obtuvieron sigwendo la
metodologia optimizada por Bravo (2010). Se emplearon dos ctapas adicionales que
mvolucro la purificacion de los extractos en columnas Sep-Pak® C5 para eliminar
algunos componentes indeseables (sustancias  hidrofilicos diferentes a los compuestos

fendlicos). El protocolo seguido se expone en la Figura 7

Paolvo de tara liofilizado Tamaio particula’ £ 1 mm

: ; Temperatura: 60 °C

Agua > Extraccion | pH: 3.56
Sahdo-Ligudo | Tiempo. 35 minutos
Agitacion constanie
Relacion MI* Agua ( 1/60)

|

Centrifugacion e
. { 1500 rpm x 15 minutos ‘ > Precipaado
| Concentracion | Temperatura 40 °C

. Purificacion parcial
Agua acidulada (0.01% HCI) . . . ) . Agua acidulada + compuestos
Metanol acidulado (0.01% HCI) W alcrbf:‘pt-g arﬂf?:\'ﬂc daee - ;liruﬁlluns indeseables
- 1

Fracoom metanalica

Concentracion Temperatura: 40 °C
¥
Resuspension en
fex 35
agua milli-Q pH:3.50

Figura 7: Extraccion, purificacion e hidrolisis de galotaninos presentes en el

. extracto de tara (Caesalpinia spinosa)
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3.4.2. HIDROLISIS TERMICA DE LOS GALOTANINOS DE TARA

Los extractos fenolicos de tara purificados fueron lidrolizados a 1211 = 1°C v
105 KPa de presion en un autoclave con vapor por 60, 120 v 180 minutos; para cada
tiempo establecido se determind el grado de hidrolisis (%) alcanzado, v el contemdo en

acido galico mediante HPLC-DAD

3.43. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS HIDROLIZADOS

Los extractos hidrolizados de tara por diferentes tiempo tambien fueron
analisados respeclos a su actividad antioxidante in vitro (ABTS+), v la eficacia
antioxidante de los extractos hidrolizados contra la oxadacion del aceite de sacha inch

empleando calorimetria de barnido diferencial CBD a 120°C

3.4.4. DISENO DE MEZCLAS ANTIOXIDANTES

Se diseno mezclas de antioxidantes en funcion a su capacidad anuoxidante. Se
establecio una mezela antioxidante de la combinacion de extracto fendlico de tara con
los antioxidantes como acido citnico, palmnato de ascorbilo y a-tocoferol, considerando
los periodos de induccion evaluados sobre el aceite de sacha inchi haciendo usos de la
calorimetria de barndo diferencial (CBD). Para ello se procedio a mezelar 200 ppm del
extracto hidrolizado de tara (180 minutos a 121.1 £ | °C y 105 KPa) con 100 ppm de
geido citrico (T200 + AC100); 200 ppm del extracto hidrolizado de tara con 100 ppm de
palmitato de ascorbilo (T200 + AP100), 200 ppm del extracto hidrolizado de tara con
100 ppm de e-tocoferol (T200 + a-T100)

Adicionalmente se determind los periodos de induccion de antioxidantes
(palmitato de ascorbilo, dcido citnco e a-tocoferol) independientemente a una
concentracion de 100 ppm sobre ¢l aceite de sacha inchi Los periodos de induccion
fueron comparados con el periodo de induccion obtenido para la muestra control (sin
adicion de antioxidante) Los resultados fueron expresados en minutos y a partir de

estos fueron calculados los factores de estabilizacion y grados de proteccion

a2
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Finalmente, en funcion a los resultados se procedio a realizar mezclas binanas,
utilizando los extractos hidrolizado de tara a concentraciones de 200 ppm, 300 ppm v
400 ppm con palmitato de ascorbilo a dosis de 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm v 100 ppm,
evaluandose los periodos de induccion determinados por CBD empleando al aceite de

sacha inchi. Los resultados fueron comparados con el control (sin antioxidante)
3.4.5. PRUEBAS DE ALMACENAMIENTO ACELERADO

l.as pruebas de almacenamiento acelerado fueron realizadas a 55°C por 30 dias.
Se evaluo la estalnlidad del aceite de sacha inchi en presencia de antioxidantes como
palmitato de ascorbilo (100 ppm), BHT (200 ppm), extracto hidrolizado de tara (400
ppm), mezcla del extracto hidrolizado de tara con palmintato de ascorbilo (400 ppm +
100 ppm), los cuales fueron comparados con ¢l control (aceite de sacha inchi sin adicion
de antioxidante). Los acentes de sacha inchi, previamente mezclados v homogenizados
con los respectivos antioxidantes, fueron almacenados por 30 dias a 55 °C, bajo

distribucion homogenea de flujo de aire en la estufa
Se procedieron a retirar muestras de aceite almacenados a 35 °C cada 5 dias v

fueron almacenados en congelacion para sus posteriores andlisis respectives. Se

evaluaron como vanables de respuesta el contenido de tocoferoles v fitoesteroles
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  HIDROLISIS TERMICA DE LOS GALOTANINOS DE TARA

En la Figura 8 se muestra el incremento en el contemido de acido galico en los
extractos de tara v el grado de hidrolisis alcanzado de los galotaninos para diferentes
tiempos estudiados. El acido galico libre determinado en ¢l extracto no hidrolizado de
tara fue 1.50 mg AGE/ml, equivalente 2 2. 13 g AGE/100 g b.s de tara, estos resultados
son acorde a los reportados por Garro er al. (1997) v Chambi er al (2013) quienes
determinaron un contemido de acido galico libre entre 1.50 a 2.6 mg AGE/ml Ademas
durante la hidrolisis de los galotaninos de la tara se observo que el grado de hidrolisis y
la produccion de acido galico aumentd con el tempo. obtemeéndose a los 180 minutos
un maximo contenido de acido galico de 12.30 mg AGE/ml que correspondid a un

grado de hidralisis de 29 8%

Los bajos niveles de hidrolisis alcanzados en nuestro estudio se deben a que las
condiciones establecidas de temperatura v presion fueron insuficientes para romper los
enlaces depsidicos v éster alifaticos de la estructura de los galotaninos, que segin
estudios reportados por Kim er al. (2011) se consigue una idrolisis completa ( 100%) de
acido tanico en @aido galico a temperatura de 150 °C v una completa conversion en

pirogalol a 200 °C
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Comparando nuestros resultados con procesos que involucran tratamientos
quimicos catalizados por una base o un acido (Lu ef al, 2008, Kim et al.. 2010), son
relativamente bajos v requicren de condiciones de temperatura v presion mas severas
para lograr una alta conversion de galotaminios de tara en acido gilico; sin embargo el
proceso empleado en nuestro estudio presenta una venlaja al no generar residuos
peligrosos que contaminen el medio ambiente v el producto final obtemido  Los tiempos
empleados en nuestro estudio también fueron menores a los empleados para procesos de
hidrolisis quimico de galotanmos de diferentes fuentes por Ossipov er al. (1997), Inoue
v Hagerman (1998), Chambi er a/ (2013). por lo tanto, el grado de hidrolisis de los
diferentes galotaninos es dependiente de la estructura, fuente vegetal de donde

provienen v del método de hidrolisis empleado
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Figura 8: Evolucion del contenido de acido gilico libre (a) ¥ grado de hidralisis (b)

durante ¢l tratamiento de hidriélisis de los extractos de tara
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E! contemdo de acido gahco (AG) obtemdo a diferentes tiempos de hidrolisis
termica (TH), fue ajustado a un modelo polinomial de segundo orden. encontrandose la
siguiente ecuacion (AG (mg EAG/mly= -6E-03*TH' + 0067*TH + 1699,
R* = 0.981), del mismo modo ¢l grado de hidrolisis (GH) también fue ajustado a un
modelo polinomial de segundo orden para describir la relacion respecto al tiempo de
hidrolisis (GH(%)=  -0.0001*TH - (.193*TH - 063
R =0982)

En la Figura 9 se presenta los cromatogramas obtemidos para extracto no
hidrolizado v extractos con grados de hidrolisis de 13.2%, 18.7% v 29.8%. En el
cromatograma correspondiente al extracto no hidrolizado se observa diversos picos,
siendo los mas representativos los picos 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10 v 13 v de acuerdo a su
espectro de absorcion corresponderian -a galotaninos de diferentes pesos moleculares.
Los cromatogramas con grados de hidrolisis de 13.2, 18.7 v 29 8%, corresponden a los
extractos de tara hidrolizados por tiempos de 60, 120 y 180 minutos, respectivamente,
donde se observan la aparicion de [os picos 16 v 17 v el incremento del drea de los picos

2. 3 v 4, asi mismo se nota una disminucion en el area de los picos 5. 7. 8,9, 10y 13

Comparando los cromatogramas obtenidos se observa un incremento en la
concentracion de acido galico (pico 16) a medida que aumenta el tiempo de hidrolisis.
Estos resultados son similares a los encontrados por Chambi er al. (2013) sobre la
hudrolisis quimica (acrdo sulfunco 2N a 100 °C) de los galotaminos de la tara, donde se
encontréd un incremento del acido gahico a medida que aumento el tiempo de hidrolisis,
Los mismos autores, también observaron en los cromatogramas obtemidos para los
extractos de tara no hudrolizados, la presencia de vanos picos que correspondian a los
galotaninos de la tara mas no se encontro la presencia de acido galico, mientras que a un
tiempo de hidrolisis de 4 horas (38 8% de hidrolisis) observaron la aparicion de acido
gilico v a las 20 horas de hidr6lisis (100% de grado de hidrolisis) solo encontraron

acido galico en el extracto

El cromatograma obtenido en nuestro estudio es acorde a lo reponado por
Gonzales er al (2010), quenes sostienen que los galotaninos de Hamamells virginiana
al ser sometidos a un proceso hidrolists a 100 °C por 6 minutos presentan
modificaciones significativas en su perfil cromatogrifico, produciéndose una

disminucion en galotamnos de alo grado de galoilacion (mayores a 6) y
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consecueniemente un incremento en galotaninos de bajos grados de galoilacion y acido
galico. Ademis, los mismo autores mencionan que un tratamiento térmico a 100 °C por
120 minutos, producen efectos mas severos a mivel estructural, dando lugar a una
extensa hidrolisis de los galotaninos los que son transformados de moléculas de 6-10

unidades de galoil a galotaninos con tres a cinco unidades de galoil
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Figura 9: Perfiles cromatogrifico de extractos de tara con diferentes grados de
hidrolisis (GH).
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Por lo tanto se puede mencionar que ¢l tratamiento térmico evaluado demostro
ser efectivo en la ludralisis de algunos galotaminos, pero fue insuficiente para hidrolizar
la totalidad de galotaminos a acido galico. Las limitaciones para una hidrolisis completa
pueden ser explicadas por temperaturas v tiempos de hidrohisis insuficientes para
romper los enlaces esténcos que son mas dificiles de romper que los enlaces depsidicos
(Mueller-Harvey, 2001), asi bajo estas condiciones se estaria liberando en mayor
cantidad una mezcla de galotaninos (penta-, tetra-, v tri-galoil glucosa) de bajo peso

molecular

4.2,  CAPACIDAD ANTIOXIDANTE in vitro

Los resultados obtemdos para la capacidad antoxidante “in wirre” de los
extracios de tara sometidos a diferentes tiempos de hidrolisis se muestran en el Cuadro
4. La capacidad antioxidante in vitro se incrementd durante el proceso de hidrolisis
termica (121.1 °C v 105 kPa), alcanzando un maximo valor de - 941 umeol TE/mI
mediante ABTS+. La capacidad antioxidante especifica también se incremento, donde
los valores mas altos se obtuvieron a los 180 minutos de hidrolisis, siendo estos de 26.3,
26 5 umol TE/mg AGE, por el método ABTS+ Nuestros resultados concuerdan con lo
reportado por otros autores como Pyvla er el (20105, Kim er al. (2010) y Chambi er af
(2013), wdos ellos sostienes que la hidrolisis de los galotaninos de tara favorece un

incremento en la actividad biologica (antimicrobiana v antioxidante)

El incremento en la capacidad antioxidante en los extractos hidrolizados de tara,
pueden explicarse por la naturaleza de los taninos de la tara. En los taminos hidrolizables
con un grupo poliol (compuestos con multiples grupos lndroxilos) sustitudo con 10 a

2 residuos de acdo galico, las umones se dan través enlaces mera-depsidicos entre
residuos de acido galico, estas uniones son mas labiles que el enlace éster alifitico entre
el polial céntrico v la molécula de dcido galico (Vermerns-Nicholson, 2009, Mueller-
Harvey, 2001). Por lo tanto estos enlaces depsidicos involucran un grupo funcional
hidroxilo, que al hidrolizarse queda libre para atrapar radicales libres, esto permitié

mecrementar la capacidad antioxidante de los extractos hidrolizados de tara
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Cuadro 4: Evolucion del contenido de dcido gilico, compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante de los galotaninos de tara

hidrolizadoes a diferentes tiempos*

Capacidad antioxidante especifica
Capacidad antiovidanie

Tiempo Acido gilico Fendlicos totales  Acido galico/fenoles totales ABTS" ABTS'
{minufos) {mg EAG/ml) {mg EAG/ml) (%) ‘ . {pmol TE/mg AGE)
{pmul TE/ml)
1] |46 £0.01* 35:20 & 0.46n 4 17+ 0.06a 57573+ 13854 1637T£021"
B0 6274£027b M66+027a IR 10 £087b 808404 17 52b 2330 40 66b
120 £29+ 020 20+ 047 2423090 8503822 41c 24 87 £ 035
180 12,304 0 02d 1546+ 0 0Ra 3470 £ 0.00d 04107+ 21 50d 26504061d

*Resultados  promedio de tres repeticiones + S Letras diferentes dentro de la musma columnn indican diferencins significativas, prueba de Duncan (P<

(1.05)
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Los altos miveles de capacidad antioxidante de los extractos hidrolizados de tam
también pueden ser explicados posiblemente a la presencia de galotaninos conteniendo
entre 8 a 10 umdades galoil, seguido de galotaninos hepta-, hexa-, penta-, tri-, tetra-,
mone-, v di-galoil glucopiranosa producidos durante el tratamientos térmico, esto se ve
reforzado por los estudios realizados por Tian ef al. (2009) quienes reportaron diferentes

capacidades antioxidantes para los galotaninos fraccionados de la Galla chinensis

En la Figura 10 se muestra el modelo de ajuste de la capacidad antioxidante de
los extractos hidrolizados a 121.1 ®C en funcion de los tiempos de hidrolisis (TH). Se
ajusto los resultados a modelo polinomial de segundo orden.  El coeficientes de
determinacion fR:',I obtenido fue 0.96, obteniéndose ¢l sigwmente modelo: ABTS = -
0.009*TH® + 3687*TH + 587 7, este modelo nos permiten determinar la capacidad
antioxidante alcanzada a un determinado tiempo de hidrolisis 1érmica, dentro de los

tiempos evaluados (0- 180 minutos),
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Figura 10: Modelo de ajuste de capacidad antioxidante de extractos hidrolizados

de tara con diferentes tiempos de hidrolisis.
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43. EVALUACION DE LA EFICACIA ANTIOXIDANTE DE LOS
GALOTANINOS DE TARA HIDROLIZADOS POR DIFERENTES TIEMPOS
EN LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE SACHA INCHI

En el Cuadro 5 se presenta los resultados obtenidos de la evaluacion de la
eficacia antioxidante de los galotaninos de tara hidrolizados por diferentes tiempos a
121.1 °C sobre la estabilidad oxidativa del aceite de sacha inchi y los respectivos
termogramas obtenidos por CBD a 120 °C, se presentan en la Figura 11. De los
resultados obtenidos se puede notar que el perido de induccion (Pl) aumenta
significativamente (p < 0.05) a medida que aumenta el tiempo de hidrélisis (TH)
Resultados similares fueron observados para los valores de factor de estabilizacion (FS)
(p < 0.05). Los Valores de PI pars todos los extractos hidrolizados de tara aplicados en
el aceite de sacha inchi fueron mayores que los obtenidos para el aceite de sacha inchi
sin antioxidante (control negativo) y con acerte de sacha inchi con BHT (200 ppm)
(control positivo) Se alcanzd un Pl miximo de 6838 minulos para el exiracto
hidrolizado de tara sometido a la hidrdlisis térmica de |80 minutos, alcanzandose a esta

misma condicion la maxima proteccion del aceite de sacha inchi (18.10%)

Heat Flow Endo Up (mW) —

N
% ; ,
%
\
Y .\.
X

- b X & -] L m H:

Teempo (min)
(a) BHT (200 ppm), (b) control (sin antioxidante), (¢) extracto de tara no hidrolizado,

(d) extracto de tara hidrolizado por 60 min, (e) extracto de tara hidrolizado de tara por
120 min, (f) extracto de tara hidrolizado por 180 min
Figura 11: Termograma obtenido para el aceite de sacha inchi a 120 *C

conteniendo extractos hidrolizados de tara por diferentes tiempos.
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Los resultados concuerdan con lo mencionado por Kim er al. (2010) quienes
encontraron que el acido tinico tratado térmicamente, incrementd la estabilidad
oxidativa del aceite de soya, ello debido al dcido galico liberado luego de la hidrohisis y
a los grupos hidroxilo formados sobre los grupos galoil como resultado de la hidrélisis
térmica
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Cuadro 5: Periodos de induccion y grado de proteccion del aceite de sacha inchi en presencia de extractos de tara con diferentes grados

de hidrélisis a concentracion de 200 ppm.

Tiempo de Hidrolisis Grado de hidrolisis Periodo de Induccion Grado de Proteccion
(minutas) (%) (minutos) (%)

0 (.00 4 0.00a 5745+049a 147+ 0492

60 13.19+0.82b 6282+007b 1030+£010b

120 1873+ 06lc 6459+028¢ 1343+ 050¢

180 2976+ 021d 6858 +054d 18.10+053d
Control negativo (aceile sin antioxidanie) - S693+£006a -
BHT (control positivo) - 5582+027a -

Resultados promedio de tres repeticiones £ SD Letras dilerentes dentro de una misma columnn indican diferencins significativas (P <0.05) de ascuerdo a la

prueba de Duncan
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En la Figura 12 se observa el grado de proteccion del aceite de sacha inch
obtenido por adicion de los extractos hidrlizados por diferentes tiempos. Donde ¢l
grado de proteccion (GP) del aceite de sacha inchi respecto al tempo de hdrolisis
(TH) de los galotanminos de tara s¢ ajusto a una ecuacion polimomial (GP (%) = -
0,0001 . TH + 0.140 ¢ TH + 1.832,
R* = 0.982). Al respecto, los resultados indican que la adicion de los extractos
hidrolizados de tara (a 200 ppm) incrementa el grado de proteccion hasta en un
18.1 % respecto al control (sin annoxidante) v al BHT (200 ppm) El maximo
grado de proteccion se deberia posiblemente a la alta concentracion de galotaninas
compuestos de 5 a 9 umdades galoil, obtenidos mediante la hidrolisis termica,
mientras que los bajos niveles de proteccion abtenidos con la adicion de extractos
hidrolizados por 15 v 30 minutos se deberian a la presencia de galotaninos con 10
a 12 unidades galoil. Cuando los extractos de tara son hidrolizados por periodos
prolongados. posiblemente también se obtenga bajos miveles de proteccion debido
a una alta hidréhisis v consecuentemente alta concentracion de galotanmnos con | a

4 unidades galoil, esto acorde a estudios reportados por Tian er al (2009)

Finalmente los diferentes grados de proteccion obtenidos por adicion de
extractos hidrolizados de tara fueron comparados mediante la prueba de Duncan a
un mvel de significancia del 95%, encontrandose diferencias sigmficativas entre
todos los tratamientos
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Figura 12: Grado de proteccion del aceite de sacha inchi obtenida por efecto

de la adicion de extractos de tara hidrolizados,
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44. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE MEZCLAS DE EXTRACTOS
FENOLICOS

44.1. EXTRACTOS HIDROLIZADOS DE TARA EN COMBINACION
CON PALMITATO DE ASCORBILO. ACIDO CIiTRICO Y a-
TOCOFEROL

La eficacia antioxidante de las diversas mezclas binanas desarrolladas
sobre la estabilidad oxadativa del aceite de sacha inchi se muestran en el Cuadro 6
Los mejores resultados se obtuvieron con la mezcla del extracto de tara
hidrolizado por 180 minutos (EHT) con palmitato de ascorbilo (PA) en cantidades
de 200 y 100 ppm,. respectivamente, lo que permino obtener un periodo de
induccion de 87 8 minutos. Las mezclas conformadas por extracto de tara (200
ppm) con dcdo citrico (AC, a 100 ppm) o con e-tocoferal (o-T, a 100 ppm)
dieron lugar a bajos penodos de induccion de 736 y 630 minutos,
respectivamente, con grados de proteccion (porcentaye de inhubicion de la
oxidacion del acente de sacha inchi con adicion de la mezela antioxidante en
relacion al control (aceite de sacha mchi sin adicion de antioxidante)) de 152 y

30 4%, respectivamente

Los factores de estabilizacion mostraron diferencias sigmficativas (p
<0).03) entre todas las mezclas evaluadas El sinergismo calculado (imteraccion en
la cual ¢l efecto antoxidante de una o mas sustancias es mayor que la suma de los
efectos antioxidantes de cada elemento solo) para la mezcla EHT-200 = PA-100,

fuede 24 7%

Cuando el extracto hidrolizado de tara fue combinado con u-Tocoferol, se
observaro efectos antagonicos. Cuando se adiciond 100 ppm de a-tocoferol al
aceite de sacha inchi se alcanzo un periodo de mduccion de 56.6 minutos, no
difiriendo significativamente del encontrado para ¢l aceite de sacha inchi sin

antioxidantes (control, 56 4 minutos)
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Cuadro 6: Periodo de induccion, grado de proteccion del aceite de sacha

inchi obtenidos en presencia de antioxidantes.

Antioxidante Pizl:iudu #l'.' Grado de proteccion
Induccion (minutos) {%a)

Control {sin anuoxidante) S646+0 143 DO0£000a
u-T-100 6630068 0H30+036a
AC-100 63.19=033b 11930850
PA-100 033+ 0564d 24562 142d
EHT-200 G6h 23+ 048 ¢ 1733+ 1.12¢

EHT-200 + o-T-100 65.07=0.0%9c 1323+045¢

EHT-200 + AC-100
EHT-200+ PA-100

Ti67T=044¢
8786=035F

30472045
3561=0261

EHT: extracto hidrolizado de tara. o-T' alfa tocoferol. AC acido citrico. PA° palmitato
uscorbilo
Resultados promedio de tres repéuciones = SD. Letras diferemtes dentro de la misma

columna indican diferencias significativas (p = 0 05)

El a-tocoferol a 100 ppm en combmnacion con el extracto hidrohizado de
tara, alcanzd un periodo de induccion de 65.0 minutos. siendo este valores
inferiores a los encontrados cuando se empleo solo el extracto de tara (a 200 ppm)
en el acente con valores de 66.2, respectivamente; esto indicaria que se produjeron
efectos antagomicos cuando el a-tocoferol fue adicionado a los diferentes extractos
fenohicos Estos resultades concuerdan con los obtemidos por Knez v Bauman e/
al (2000) quienes determinaron efectos anlagonicos para mezclas de extractos de
romero v a-tocoferol, mientras que las mezclas de extractos de romero con
palmitato de ascorhilo presentaron altos valores de sinergismo (56.0 %6) y con la
adicion de acido citnco se alcanzdé un menor efecto sinergista (261 %) Al
respecto, se puede afirmar que el a-tocoferol reduce el efecto antioxidante de
algunos extractos fenolicos como el romero, segun lo reportado por Hopia er al

(1996) v Bamas er al (1992)

Finalmente, s¢ observa que ¢l mejor grado de proteccion de la oxidacion
del aceite de sacha inchi se dio por adicion de mezclas binanas de antioxidantes,
determindndose que la mezcla de extracto hidrolizado de tara a 200 ppm
(EHT200) con palmitato de ascorbilo a 100 ppm (PA100), permite incrementar en
un 33 61% mis de proteccion respecto al control (aceite de sacha inchi sin adicion

de antioxidante)
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442. EVALUACION DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL
EXTRACTO HIDROLIZADO DE TARA Y DEL PALMITATO DE
ASCORBILO SOBRE LA EFICACIA ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
DE SACHA INCHI

De la prucba antenor se observo que los mejores resultados fueron
obtenidos con los extractos hidrolizados de la tara (EHT) v con la mezcla binana
de extracto hidrolizado de tara con palmitato de ascorbile (PA), por esta razon se
decidio evaluar la influencia de la concentracion de los mismos, sobre la eficacia
antioxidante en el aceite de sacha inchi, dichos resultados se¢ presentan en ¢l

Cuadro 7

Se observe que conforme se incrementd la concentracion del extracto
hidrolizado de tara, se obtuve mavores tiempos de induccion, factores de
estabilizacion y grados de proteccion sobre el aceite de sacha inchi, este efecto fue
mavor al mcorporar a los extractos hidrolizados de tara el palmitato de ascorbilo y
el efecto fue mas pronunciado ain cuando se incrementaron las concentraciones
de palmitato de ascorbile. El mayor tiempo de induccion alcanzado fue el
correspondiente a la mezela de 400 ppm de extracto hidrolizado de tara con 100
ppm de palmitato de ascorbilo (EHT-400 + PA-100) siendo este de 96.6 minutos,
mientras que la mezela de 400 ppm de extracto hidrolizado de tara con 23 ppm de
palmitato de ascorbilo (EHT-400 + PA-23) alcanzo 78.1 minutos. Con la adicion
de 100 ppm de palmitato de ascorbilo, se observo un incremento en el periodo de
induccion en un 18 33 minutos respecto al penodo de induccion obtenido para ¢l
extracto hidrolizado de tara a 400 ppm v un imcremento en 40.17 minutos,
respecto a la muestra control (aceite de sacha inchi sin adicion de antioxidante)
Las concentraciones de PA empleados en los ensavos fueron inferiores a la dosis
maxima permitido de 200 mg/Kg de acene establecido por ln FDA (Food and
Drug Admimstration) (Yreral, 2011)
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Cuadro 7. Periodos de induccion, factor de estabilizacion v grado de

proteccion determinados para el aceite de sacha inchi, en presencia de

mezclas antioxidantes de extracto hidrolizado de tara y palmitato de

ascorbilo.

Adtioiddante Periodo de Induccion Fm:lnsur de ;i:::;:i:
(minutos) estabilizacion (%)

Control 56460142 1.00=000a2 000=000 o
EHT-200 6623+ 0.48 b 1.1740.01 b 17.30 £ 0.60 b
EHT-200+PA-25 70852043¢ 125001 ¢ 2548+ 106¢
EHT-200+PA-50 73.96+0.352d 13140014d 30.99=123d
EHT-200+PA-75 78032029¢ 1.38=000e 38.19+018¢
EHT-200+PA-100 B580=033f 1524200170 5195+095¢f
EHT-300 70,09+ 1.13¢ 124=002¢ 24144 169¢
EHT-300+PA-25 7483=082¢ 1332001 g 3252+1.13¢
EHT-300+PA-50 B4 89=102f 150001 f 50341441
EHT-300+PA-75 88 90 = 0,56 h 1572001 h 57442060 h
EHT-300+PA-100 92630591 16420014 64.05= 1451
EHT-400 736520484 130001 d 043=1.164d
EHT-300+PA-235 78.10=022¢ |38+000¢ 3831x006¢
EHT400+PA-30 BBOI£D30h 157001 h 5747091 h
EHT-400+PA-T5 91684034} 1622001 6236:099;
9663040k 1712000k TLI3£029k

EHT-400+PA-100

EHT Extracto ludrolizado de tara por 180 minutas a 200, 300 v 400 ppm. PA" Palmitato

de ascorbilo & 25, 50, 75 v 100 ppm. Resultados promedio de tres repeticiones £ SD

Letrus diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p >

0.05)
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4.5, PRUEBAS DE ALMACENAMIENTO ACELERADO

45.1. CONTENIDO DE TOCOFEROLES

El comemdo de tocoferoles (a, . v v 6) en ¢l aceite de sacha inchi
sometido a pruebas de almacenamiento acelerado se presentan en el Cuadro 13,
también en el Cuadro 8 se presenta entre paréntesis resultados en porcentajes
respecto al valor inicial

El nempo cero de almacenamiento se encontrd un contenido tocoferoles
totales 194 4 mg/100 g de aceite, lo que correspondid a un 550,415, 1 7v 1.6 %
de participacion para ¢l y-, &, u- v P-tocoferol, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Follegati-Romero er al (2009), quienes
encontraron entre 574 - 68.2% de y-tocoferol, 309 - 403% de é-tocoferol,
mientras que a- v [i-tocoferol representan menos del 3% del total. L er al. (2014)
determinaron ¢l contenido de tocoferoles en aceite de sacha inchi obtenidos de
semillas provemientes de china v obtemdas mediante prensado en frio y
determinaron ¥- v é-tocoferol en concentraciones de 1052 y 56.6 mg/100 g de
aceite. no siendo detectados el a- v [ tocoferol. mientras que Fanali er al (2011)
en semillas de sacha provenientes de Perd determinaron a-, y- v é-tocoferol en
concentraciones de 0.4, 1052, 869 mg/100 de aceite, resultados cercanos a los

obtenidos en nuestro estudio

Los tocoferoles tienen efectos antioxidantes v pueden retardar el proceso
oxidativo, Se espera que los aceites con altos comtenidos de tocoferoles presenten
una mayor estabilidad oxidativa. En el aceite de sacha inchi el mas importante
isomero, tal como se¢ ha encontrado en este estudio, es ¢l y-tocoferol, mientras que
el a-tocoferol es predominante en el acerte de oliva (16 08 mg/100 g de acente) v
girasol (59.13 mg/100 g de acente). Fanali ez al (2011) sostiene que la actividad
antoxidante dismmuye en ¢l orden y > & > [ > a tocoferol. donde las mavores
cantidades de y- v d-tocoferol con respecto a a-tocoferol podrian atribuirse a su
mavor capacidad antioxidante in vifro, esto permite que ¢l aceite sea mas estable a

la oxidacion

a5
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En el Cuadro 12 se observa en el aceite de sacha inchi, sin adicion de
antioxidantes (control), una notable disminucion en el contenido de todos los
1someros de tocoferoles respecto a la muestra de aceite con adicion de la mezcla
de antioxidantes extracto hidrolizado de tara mas palmitato de ascorbilo (EHT-
400 + PA-100). Al cabo de 30 dias se observa que en la muestra control las
pérdidas de a-, -, y- v 6-tocoferol fueron 940, 941, 989 v 917 %
respectivamente; mientras que para el aceite de sacha inchi con adicion de la
mezcla de antioxidantes (EHT-400 +PA-100) disminuveron en un 87.7, 90 1, 80.9

v 72.0 %, respectivamente.
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Cuadro 8. Variacion en ¢l contenido de tocoferoles en mg/100 g de aceite de sacha inchi durante las pruchas de almacenamicenin

acelerado.

Aceite de sacha inchi

Sin
Auntioxidante

Tiempo de oxidacion
(Dias)

Alfa  tocolerol

Beta tocoferol

Gamma tocoflerol

Delta tocoferol

L]
1
20
30
u;ii

b
ni

334+ 006 (100)"
1.53 £ 0.02d (45.95)
042 L001b(1261)
020 £ 0,040 (3,99

324 +0.13d (1060
1.52 +£0.01¢(46.98)
031 £002a(969)
0.19 £ 0.04a (5 87)

107 10+ 3 59d { 100)
21 58+ 349b(20.15)
303+004a02.83)
1164023 (1 08)

1001
-2 6
{994

BOT2 4 1. 200 ( 1N
5108+ 2 BRd (63.29)
1561 £ 023b(23.05)
6.61 £0.354(826)

104}
-2 36

0979

Con
Antioxidante (EHT-400+PA-100)

i
10
20
30

d
hu-
R?

334 £ 0.06e (100

159+ 0 18d (47 63)
(170 0 00 (20 84)
041+001b(1228)

32420 13d(100)
167 £002¢(5153)
D67+ 002612067}
0.32+ 0.02u (9 83)

10T, 10 £ 359 ( 100y
T43£920c(74.17)
SD94 4 001h(47.57)
20 36 % 0.03a (19.01)

80 72+ 1.200(100)

7287+ 509 (90 28)
4103 %2 22¢{5083)
2253 £0.30b(27.91)

L)
A) 159
(1.983

104}
.08
992

Resultados promedio de tres repeliciones £ S0

*Dilerentes letras signilican diferencias signilicativas dentro de la misma columna mediante la prueha de rangos moltiples de Duncan a 5% de mivel de

significancin

**Retencion (%) basado sobre el valor del dia

o ¥ Parametros de laregresion hineal [v=bx+a) v exponencial (v=a®(e”bx)) para la retencion de tocoferoles (%) en funcion del tempo de oxadacion (dias) sin

adicion v adicion de antioxidante, respectivamente, —=coeficiente de correlacion (EHT400 + PAT00) corresponde a 400 ppm de EHT mis 100 ppm de PA
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Se observo que la adicion de la mezcla de antioxidantes ofrecio una gran
establidad al v- y é-tocoferol, esta efectividad se ve reflejada en una disminucion de
25 8 v 9.7 % respectivamente al cabo de 10 dias de almacenamiento, mientras que en ¢l
sistema sin antioxidante s¢ registrod una disninucion de 79.8 v 36.7 % respectivamente
En cuanto a los 1someros u- v f-tocoferol mostraron una buena estabilidad v se
conservaron en mas del 30% respecto al sistema sin antioxidante Por lo tanto se
demuestra que la mezela antioxidante EHT-400 +PA-100 incrementan en 3 a 4 veces la
estabilidad de los tocoferoles del aceite de sacha inchi cuando son sometidos a prucbas

de almacenamiento acelerado a 55 °C por 30 dias

Nuestros resultados obtenidos para a-tocoferol al cabo de 10 dias presento una
estabilidad de 45.95%, mientras que y-tocoferol presento una estabilidad de 20 15%,
respecto al valor inicial, comparando estos resultados con los reportados por Koskr ef
al (2002) en aceite de oliva, presentaron una buena estabilidad en el aceite de sacha
inchi, posiblemente se debe a la alta concentracion de tocoferoles (a-, -, ¥- v &6~

tocoferol) y la naturaleza del aceite

En la Figura 13 se presenta la cimética de degradacion del (a) y- v (b) &-tocoferol,
se observo que las muestras con la mezcla de antioxidantes (EHT-400 + PA-100)
presentan una cinética de degradacion lineal, mientras que en aquellas muestras sin

antioxidante la degradacion fue exponencial
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(a)
100.00 !
20.00
80,00 T
T0.00 f v~ =2.66%9x « 100
R? - 0999
= 6000
=
‘g 50 00
-
E‘E 40.00 ¥y 100048
% 3000 R* - 0.983
20.00 i -
10,00 — —
0.00 N T—
o 5 10 15 20 25 3o
Tiempo de Almacenamiento (dias)
(b)
10000 B
90,00
80.00 '
. N vy =-2.360x+ 100
70.00 RI=0D979
5 £ c0.00
FR-
‘E. -§ 50.00 ]
g t
"g 5 40.00
30,00 ¥ * 100c= =
R* = 0.991 , =
20,00 x
10.00 — -
0.00
o 5 10 15 20 25 30
Tiempo de Almacenamiento (dias)

Figura 13. Cinética de degradacion para el y- y 5-tocoferol en el aceite de sacha

inchi con y sin adicion de antioxidantes.
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4.5.2. CONTENIDO DE FITOESTEROLES

El contenido de fitosteroles en el aceite de sacha inchi en presencia y ausencia
de antioxidantes se muestra en el Cuadro 9 De acuerdo a los resultados. el
almacenamiento a 35 °C por 30 dias no influye en el contemido fitosteroles del aceite de
sacha mchi Este acene presenta fitosteroles como el campesterol, stigmasterol y [i-
sitosterol, variando su concentracion de acuerdo al cultivar (Chininos ef al, 2013). El -
sitosterol fue el fitosterol mas importante que representa mas del 60%, segwido del
stigmasterol v finalmente el campesterol, lo que concuerda con los reportado por
Chirinos er al (2013) v Thanh er al (2006)

Coadro 9. Variacion del contenido de ftosteroles en el aceite de sacha inchi

sometidos a prucbas de almacenamiento acelerado.

Variacion en el nivel de Nitosteroles en aceite de

Tiempo de
P sacha inchi
Aceite de sacha inchi oxidacion - -
) Cumpesternl  Estigmasterol -Sitosterol
{diax)
(%) (%) (%)

{ 100.00 £ 0.00a 100.00 £ 0.004 ﬁ.'lﬂ.{“.:l = (] lﬁ

EHT (400 ppm) + PA (100 10 983321323 100002 B9a 98,00 = §.000

ppm) 20 04 00=223 100.33£4.77a 9933 = 10.46*

30 96,33+ 16.60a 99 .67 = 3 E5a 9967 1.01*

0 100,00 =000a 10000 =0.00a 100.00 <= (.00a

Sin antinxidante 0 0267115 8967 =115 097 3153= 744"

20 QR 6TxS5.1T° 9o 002 10.62a 90 6T+ 4 6H6*

30 Wi 33+ |1550 96332092 QO AT 4 458"

Resultados promedio de tres repeticiones = SD. Letras 1guales dentro de la misma columna

indica que no hay diferencias significativas (p <0.05)
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Segun los resultados los fitosteroles, presentes en el acente de sacha inch,
muestran una gran estabilidad cuando son almacenados durante 30 dias a 55 °C. Estos
resultados son avalados por los estudios realizados por Thanh er al (2006) quienes
evaluaron la estabilidad de los fiosteroles mediante pruebas aceleradas a 55 °C por 5
semanas, en aceites vegetales de girasol, oliva v una mezcla de aceites (aceite de
airasol ennguecido con acido oleico. aceite de colza: aceite de pepas de uva, 755.20),
los autores encontraron que el campesterol, stigmasterol v f-sitosterol permanecieron
cstubles Los fitoesieroles presentes en los aceites de oliva v girasol sometidos a
calentamiento a 100 °C por | hora no vieron afectada su concentracion (Thanh er al.
2006), es mas cuoando estandares de fitosteroles (campesterol, stigmasterol v f-
sitosterol) fueron sometidos a 100 °C por 1 hora tampoco sufrieron modificacion
alguna: Sin embargo cuando fueron sometidos a 200 “C por | hora, la concentracion
disminuyo en 600, 611 v 58 3% para el campesterol, stigmasterol v f-sitosterol,
respectivamente. Por lo tanto los fitosteroles presentan una gran estabilidad a la

temperatura

Los fitosteroles v los ésteres de dcidos grasos son compuestos muy estables 4
sufren solo una limitada degradacion durante el procesamiento del acete v solamente en
condiciones muy duras. tales como temperaturas muy altas (>100 °C) en presencra de
oxigeno pueden ocasionar oxidacion. Los fitosteroles son compuestos mono-insaturados
(doble enlace en el anille B). que son mucho mas estables que 105 acidos grasos mono-
insaturados (acido oleico). Se indica que bajo condiciones de fritura (160 a 200 °C, por
5-10 minutos) la formacion de productos de oxidacion de esteroles es lenta (Cantrill,

2008)
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V. CONCLUSIONES

- Los galotaninos presentes en las vainas de tara (Caesalpinia spinosa) fueron
hidrolizados a acido gilico v galotaninos de bajo peso molecular mediante tratamiento
termico a 1211 °C y 105 kPa, alcanzandose en un tiempo de 180 minutos de
tratamiento térmico un grado de hidrolisis de 29.8% v un incremento en la capacidad

anuoxidante in viero mediante metodologias ABTS+ de hasta 941 umol TE/ml

- El empleo de galotaninos de tara hidrolizados por tratamuento termico por 180
minutos con un grado de hidrolisis de 29 8%, tiene potencial efecto protector en ¢l
aceite de sacha inchi frente a la oxidacion, permitiendo un incremento en la estabihdad
oxidativa en un 20% respecto al control (aceite de sacha inchi sin adicion de
antioxidante) cuando la evaluacion fue realizado por calorimetria de barndo diferencial

al20°C

- El extracto hidrolizado de tara en combinacion con palmitato de ascorbilo
mostro un efecto antioxidante sinergista en la conservacion del acene de sacha inchi

determmado mediante calorimetria de barrido diferencial a 120 °C

- El aimacenaje del acene de sacha inchi (Plukenetia volubilisy a 55 °C por 30
dias, con o sin adicion de antioxidantes, establecid perdidas importantes eén y- y o-
tocoferol. observandose principalmente en el caso de las muestras almacenadas sin
antioxidantes. Respecto al contenido de fitosteroles durante el almacenaje no fueron

significativamente afectados.
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V. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar estudios de fraccionamiento e identificacion de los
diferentes galotaninos obtenidos producto de la hidrolisis térmica a 121.1 °C por 180

minutos.
- Estudiar el efecto antioxidante de los extractos hidrolizados de tara por
tratamienio térmico en diferentes aceites vegetales empleando pruebas de

almacenamiento acelerado

- Realizar hidrolisis termica de los galotaninos de tara a temperaturas superiores a

121.1°C para lograr una hidrolisis completa en acido galico.
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Vill. ANEXOS

L Curva estdndar para determinacion de dcido gélico
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2, Curva estdndar para la determinacién de compuestos fendlicos
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3. Curva estdndar para la determinacion de la capacidad antioxidante in vitro
a) Método ABTS+
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4. Curva estindar para la cuantificacion de tocoferoles en aceite de sacha
inchi
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Alfa-Tocoferol:
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¥ = 1.94x10°(¥) - 350x10* R2-pogg
Gama-Tocoferal:

¥ =232x10°(X) - 1.01x10* p2.ggag

Delta-Tocoferol: V= Z.Sixll’m" 1.97x 1“‘ Hzﬂ'ggg
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5. Cromatograma correspondiente a los estindares de fitosteroles
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