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Resumen

El aceite vegetal de la semilla de Caryodendron Orinocense (mani de arbol) se extrajo
mediante prensado mecanico en frio. Se realiz6 la caraterizacion quimica mediante
cromatografia de gases acoplado a masas, identificando un total de 5 &cidos grasos, siendo
los &cidos: Linoléico (70.10%), Oléico (15.42%), Palmitico (7.81%) los mayoritarios. Ademas

de evalud la actividad antioxidante mediante el método ABTS y DPPH

Palabras clave: Caryodendron orinocense, ABTS, Mani de arbol.



Abstract

The vegetable oil from Caryodendron Orinocense (Mani de arbol) seed was extracted using
mechanical cold pressing method. Chemical characterization was performed by gas
chromatography coupled to mass, identifying a total of 5 fatty acids, the acids being: 9-
Octadecanoico Z (37.23%), 9,12-Octadecadienoico (29.20%) and Methyl stearate (20,62%)

the majority. In addition, antioxidant activity was evaluated using ABTS and DPPH methods.

Key words: Caryodendron orinocense, ABTS, Mani de arbol.



Introduccion

La especie Caryondendron orinocense es una semilla amazénica nativa del sur del
continente americano perteneciente a la familia de las Euphorbiaceae (Ledn Yénez et al.,
2011). Es esta semilla la materia de estudio en este trabajo y presenta la propiedad de ser
rica en aceite (32,45%). Las comunidades de la provincia de Morona Santiago la utilizan de

multiples maneras, la principal es como aceite de cocina.

Con lafinalidad de aportar estudios al proyecto PRO AMAZONIA en el que el presente
trabajo de titulacién se encuentra enmarcado, se inicia con un estudio sobre la extraccién del
aceite de semilla de mani de arbol obteniendo asi el rendimiento bajo prensado mecéanico en
frio a condiciones establecidas, ademas se identifica la composicion quimica del aceite
vegetal mediante cromatografia de gases y por Ultimo se procede a la determinacion de la

capacidad antioxidante.

En el primer capitulo se encuentra informacion general sobre el mani de arbol, la
descripcién de la semilla, los métodos de extraccion del aceite, los tipos de acidos grasos, el
método cromatografico utilizado para la evaluacion de acidos grasos asi como la metodologia

para el analisis de la actividad antioxidante.

En el segundo capitulo se detallan temas sobre la metodologia utilizada para la
obtencion del aceite de semilla de mani de arbol, el analisis del aceite para obtener la
determinacion de acidos grasos mediante cromatografia de gases asi como de la capacidad
antioxidante mediante DPPH y ABTS y para concluir este capitulo se la el procedimiento para

reconocer la presencia de esteroles.

Finalmente en el tercer capitulo se puede apreciar los resultados obtenidos en la
investigacion de la extraccion del aceite indicado anteriormente, el analisis del aceite con sus
respectivos acidos grasos y se discuten dichos resultados asi como las conclusiones.

Este proyecto de investigacion pretende dar cumplimiento a los objetivos planteados

y busca fomentar el conocimiento sobre el mani de arbol debido a los pocos estudios que


https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsbBraUxQLoSgF24rI_leSt58gzZSQ:1661536786951&q=Euphorbiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3SC9KtljEyutaWpCRX5SUmZicmpgKADkrwSUcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjand7viuX5AhXIkIQIHTQTCHAQmxMoAXoECE8QAw

existen de este fruto y sus posibles usos como alternativas de acidos grasos para la industria
alimentaria. Para concluir se recomiedan acciones para quienes continuen con la

investigacion.



Capitulo uno
Marco teorico

1.1 Familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae es una extensa familia que presenta en el Ecuador 46 especies
endémicas de las 244 totales encontradas en el pais (Le6n Yanez et al., 2011), generalmente
se detectan como hierbas y arbustos (Webster, 2014) aunque en zonas de mayor humedad
y temperatura como en distribuciones tropicales es comun hallarlas como arboles frondosos
(monoicos o dioicos).
1.2 Género Caryodendron

Es un género endémico de América, precisamente del sur del continente, que abarca

solamente cuatro epecies que se encuentran dispersas desde el norte de Per( y Brazil hasta
el sur de Venezuela, atravezando asi los bosques humedos de Ecuador, Panama y Colombia.
(Garcia y Basso, 2012)

El género Caryodendron expone notables particularidades como especimenes de los
cuales se puede extraer aceites u otros de uso medicinal. (Ortega, 2014)
1.3 Caryodendron orinocense h karst.

Este arbol amazénico es reconocido en la region con diferentes nombres de entre los
qgue destacan mani de arbol, cacay, inchi, tocay, taque, etc.

Es una planta que puede llegar a medir 40 m de altura en habitat natural y en cultivo
llega hasta los 15 m de alto. Sus frutos se presentan de manera oval con dimensiones de 2,7-
4,5 cm de diametro y 3,4 - 6,5 cm de longitud con 3 semillas de forma igualmente ovoidal en

cuya composicion se presenta aceite de manera abundante. (Avila y Diaz-Merchan, 2002).



1.3.1 Taxonomia
Tabla 1

Clasificacién taxondmica de Caryodendron Orinocence

Reino Plantae

Clase Equiseptosida
Subclase Magnoliidae
Orden Malpighiales
Superorden Rosanae
Familia Euphorbiaceae
Género Caryodendron
Especie C. Orinocence

Nota. Adaptado de Tropicos.Org (2020)
1.3.2 Usosy propiedades

Las nueces de los frutos una vez han alcanzado la maduracién son comestibles y
presentan caracteristicas gustativas similares al mani mientras que las mismas semillas al
contener una alta proporcion de aceite en su composicion son utilizadas como aceite de mesa
por las poblaciones amazdnicas llegando incluso en alguno sectores a emplearse como
medicina. (Avila, 2002)

Ademas segun Avila (2002) en cuanto a madera se refiere, es utilizada en ebanisteria
por los locales y en otros caso puede llegar a convertirse en lefia 0 como combustible para la
produccion de carbén.

1.4 Aceite vegetal

El aceite vegetal es un compuesto organico que se consigue partiendo de semillas u
otras partes energéticas de las plantas y vegetales, son utilizados con fines alimenticios,
lubricantes o energéticos. Su composicion corresponde a una mezcla de 94% de triglicéridos
y 6% de compuestos minoritarios como 4cidos grasos libres, esteroles y ceras. (Pons, 2015).

Los aceites son ésteres preparados por medio de la condensacion de acidos grasos
con glicerol. Son considerados unos de los compuestos mas estables ya que no se degradan
facilmente, son insolubles en agua y poseen menor densidad que la misma. Sin embargo,

debido al proceso oxidativo se deterioran quimicamente con el pasar del tiempo, este proceso



denominado rancidez es una de las principales causas del deterioro de calidad de los
alimentos que contienen un alto grado de lipidos. (Duran Aglero, 2015)
14.1 Extraccién por presién mecanica o compresion

La extraccidn de los aceites vegetales por la técnica de compresion es una de las mas
usadas. Este método consiste en la utilizacibn de altas presiones para colapsar las
estructuras vegetales y lograr separar el aceite de las materias en las que se encuentra
contenido.

El primer paso a seguir es la deshidratacion de la materia prima con el objetivo de
conferir a las semillas la plasticidad necesaria para que el prensado sea optimo,
posteriormente ya con la semilla lista para ser utilizada se procede a realizar la molienda de
la misma, la cual puede se puede ejecutar con molinos a matrtillos, cilindros o espolones.
(Navarrete, 2020)

Las semillas previamente molidas proceden a ser prensadas, las prensas utilizadas
para este proceso pueden ser continuas o discontinuas, siendo la primera de estas la mas
utilizada debido a los bajos costos de instalacion. Este aparato en un solo paso logra separar
la masa del aceite obteniendo una masa proteinica, la misma que posteriormente pasa a un
tamiz vibratorio para colar las impurezas. Esta masa posee aproximadamente un 8% de
aceite por lo que puede ser sometida a una segunda presién y un proceso de filtrado final con

el fin de obtener el aceite crudo. (Guala, 2012)



Figura 1
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Nota. Rafael Maldonado Y.

1.4.2 Extraccidon por solventes

También es conocida como extraccion sdlido-liquido, es un método muy usado para
separar antioxidantes partiendo de residuos sélidos. Dichos residuos necesitan la extraccion
con solventes y la posterior eliminacion de los mismos para obtener un extracto puro. Los
solventes mas comunes son metanol, etanol, isopropanol, éter etilico, éter isopropilico,
acetato de etilo, cloroformo, hexano, ciclohexano, xileno, acetona. En este caso el benceno
no es utilizado por su inseguridad a la salud.

Diversas técnicas son empleadas para este procedimiento, siendo la mas utilizada la
extraccién en Soxhlet, la misma que consiste en emplear uno o varios solventes para que
extraigan selectivamente los solutos que se encuentran contenidos en una matriz sélida. En
la actualidad existe un aumento en la demanda de técnicas de extraccion en lapsos de tiempo
reducidos, ya que esto ayuda a reducir el consumo de disolventes organicos y la

contaminacién. (Navarrete, 2020)

La extraccion en Soxhlet se basa en las siguientes etapas:



La materia prima que se desea extraer se coloca en el cartucho con papel filtro.
Colocar el solvente en el matraz.

El disolvente se evapora y empieza a ascender hacia el condensador de reflujo por
medio del proceso de ebullicion.

Lo condensado se enfria y cae gota a gota sobre un cartucho poroso que contiene la
muestra en su interior.

Cuando se alcanza un nivel de disolvente determinado se produce un reflujo por medio
del sifén que devuelve la parte soluble a el matraz de disolvente.

Este proceso se repite la cantidad de veces necesarias para que la muestre se agote

Yy el extracto puro se concentre en el matraz.

Figura 2

Componentes del sistem Soxlet
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Nota. Adaptado de Navarrete
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1.4.3 Extraccién por fluidos supercriticos

Se conoce como fluido super critico a cualquier compuesto que al ser sometido a una
presién y temperatura superior a la de su punto critico se comporta como un gas y adquiere
propiedades que no poseia cuando se encontraba en estado liquido; sin embargo, al
conservar la densidad de un liquido tiene poder disolvente. (Parzanese, 2016).

El proceso de extraccion con fluidos supercriticos ayuda a separar las sustancias
contenidas dentro de una matriz sélida, que se ejecuta por arriba del punto critico del solvente
utilizado, basada en la capacidad de ciertos compuestos en este estado de modificar sus
propiedades, de esta manera se puede ajustar selectivamente la temperatura y presion
utilizada con el fin de disolver y separar selectivamente ciertas sustancias. Por consiguiente,
la velocidad de extraccién y separacion es superior que el de los procesos tradicionales.
(Wong Paz, 2020)

Figura 3

Delimitacién teérica de fluidos supercriticos

Presidn

Fase sélida Liquido
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Temperatura
critica
Tip Ter

Temperatura

Nota. Adaptado de Parzanese (2016)
1.5 Cromatografia

En este trabajo de titulacién se ha optado por la utilizacién de la cromatografia como
metodo primordial para analisis de compuestos. Segun Legaz (2012) se pueden diferenciar
dos fases. La primera es la estacionaria y la posterior es la fase movil, esto con la finalidad
de disociar dos 0 mas compuestos que conforman una muestra. La versatilidad de este
método se debe a sus dos fases que son: gas-liquido (a vapor) y sdlido-liquido (en papel,

columna o de capa fina).
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151 Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases es necesario reconocer el término fase movil gaseosa
gue no es mas que un analito en forma de gas que es transportado a travez de la columna
por un gas portador el cual dependeréa generalmente de tres factores: el detector requerido,
la velocidad y la eficiencia en la separacién. Claro ejemplos de estos gases son Hidrogeno,
Nitrégeno o Helio.

Es necesario que la columan se encuentre a temperaturas elevadas con el fin de
producir determinada presién de vapor y a su vez el analito eluya en un tiempo adecuado. Un
punto crucial a resaltar es que el detector debe mantenerse a una temperatura superior a la

de la columna para mantener en estado gaseoso los analitos. (Harris, 2007)

Figura 4

Diagrama de un cromatografo de gases

Carrier
gasin
Silicone

rubber —__ “
septum ~— L

- Exit

Injector

port Computer

Injector " Detector
oven
Detector
oven

tColumn

Column oven

Nota. Harris (2007)

152 Espectometria de masas

Es una técnica ampliamente utilizada en la industria, generalmente la encontramos en
control de calidad, procesos rutinarios industriales y en este caso en investigacién. Su gran
campo de accion se debe a que es capaz de de realizar andlisis extremadamente completos
entre el cual destaca la informacién isotépica de moleculas especificas (Gutiérrez y Droguet,

2002).
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153 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La espectrometria de masas es fundamental para analisis en los que se requieren
informacién tanto cuantitativa como cualitativa otorgando asi una sensibilidad muy alta y
diferenciando los mismo analitos inclusive con el mismo tiempo de retencion. (Harris, 2007).

Para la ejecucién exitosa de estos dos métodos combinados que trabajan bajo base
gaseosa es necesario el acoplamiento directo lo que permite la separacion de compuestos
mas complejos mediante la eluciébn secuenciada de todos los componentes de manera
individual y posterior registro de los picos cromatograficos que mediante sus espectros son

claramente identificados. (Gutiérrez y Droguet, 2002).

154 Detector de ionizacion de flama (FID)

Detector utlizado de manera amplia ya que su principal funcién es la de analisis de
compuestos organicos, su modo de funcionamiento se basa en un quemador que enciende
una mezcla predeterminada de aire, hidrégeno y el efluente de la columna, al pasar por el
proceso de combustion los compuestos generan electrones libre e ibnes que son reconocidos

por un electrodo especializado y genera una sefial eléctrica. (Olguin y Rodriguez, 2004).

1.6 Lipidos

Los lipidos constituyen una agrupacién de moléculas cuya caracteristica particular es
su insolubilidad en agua y solubilidad en solventes organicos tales como: Cloroformo,
benceno, hexano, etc. En su estado sélido son denominados grasas y cuando se encuentran
en estado liquido a temperatura ambiente se conocen como aceites.

Los lipidos son bloques de construccion fundamentales de las células que desempefian
funciones clave en la sefalizacion, el almacenamiento de energia y la formacion de
membranas. Las especies de lipidos tienen una estructura muy diversa y su distribucién varia
entre organismos. Esta inmensa diversidad surge de la biosintesis de varias combinaciones
de estos componentes basicos y da como resultado una amplia gama de implicaciones

funcionales. (Flores, 2020)
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1.7 Acidos grasos
Existen cuatro tipos principales de acidos grasos:
1.7.1 Acidos grasos saturados

Los &cidos grasos saturados forman parte de los triglicéridos y priman en las grasas
de esqueleto lineal con longitudes de cadena que van desde C14 a C24.

Este tipo de &cidos tienen gran estabilidad ya que solo cuentan con enlaces sencillos
entre los &tomos de carbono adyacentes, ademas, tienen la cualidad de mantenerse sdlidos
a temperatura ambiente.

Los &cidos grasos saturados de peso molecular bajo, es decir aquellos con cadenas
menores a 14 carbonos se encuentran presentes Unicamente en aceite de coco, empalme y
palmiste, mientras que los de peso molecular mayor se detectan en leguminosas y en mayor
proporcion en alimentos de origen animal. (Revelou, 2021)

1.8.2 Acidos grasos insaturados

Pueden estar conformadas por uno o varios dobles enlaces pudiendo clasificarse de

esta manera en acidos grasos monoinsaturados o poliinsaturados.
Ademas, pueden clasificarse en funcion de la estructura de su molécula en “cis” o “trans”;
formando la primera de ellas la mayor parte de los acidos grasos insaturados de la dieta, sin
embargo, en menor proporcion se encuentran aquellos acidos grasos en forma trans en la
leche y carne de rumiantes. (Flores, 2020)

1.8.3 Acidos grasos monoinsaturados

Este tipo de acidos tienen un doble enlace Unico, y al ser sintetizados a partir de otros
acidos grasos o hidratos de carbono no forman parte de acidos grasos esenciales.
Se encuentran presentes en pequefias proporciones en alimentos de origen vegetal y animal,
como por ejemplo en semillas, frutos secos, lacteos, carnicos, aceites vegetales. (Cabezas-

Zabala, 2016)
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Acidos grasos insaturados
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Nombre Comun

Abreviatura delta

Principales fuentes

Palmitoléico

Oleico

Cris-Vaccenico

Gadoleico

Erlcico

Nervénico

16:1A9c (9c-16:1)

18:1A9c (9¢-18:1) (OA)

18:1A11c (11c-18:1)
20:1A9c (9c-20:1)
22:1A13c (13c-22:1)

24:1A15¢ (15¢-24:1)

Aceites con origen marino, aceite
de macadamia asi como la parte
mayoritaria de aceites de origen
animal y vegetal.
Grasas y aceites, principalmente
el aceite de oliva, canola, girasol
y cartamo (ricos en acido oleico).
La mayoria de aceites vegetales.
Origen marino
Semilla de mostaza, aceite de

colza rico en acido erucico.

Origen marino

1.8.4 Acidos grasos poliinsaturados

Este tipo de acidos estan formados por dos 0 més enlaces dobles los mismos que le

permiten reaccionar con el oxigeno incrementando la posibilidad de enranciamiento de la

grasa. Los aceites vegetales y los pescados son especialmente ricos en acidos grasos

poliinsaturados. (Cabezas-Zabala, 2016)
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Capitulo dos
Materiales y métodos
2.1 Metodologia
Para este presente trabajo de investigacion, lo referente a los analisis experimentales
fueron realizados en los laboratorios de Quimica Basica y Aplicada de la Universidad Técnica

Particula de Loja con la siguiente estructura:

Figura 5

Esquema experimental para el trabajo de investigacion

Caryodendron
Orinocence

Separacion de
la semilla

A Extraccién del

Deshidratacion [®| aceite vegetal:

- Compresion

Analisis Cualitativo Analisis Cuantitativo

:

CG-EM (HP-INNOWax) CG-EM (DB5-MS)

2.2 Material vegetal

Para empezar se debe lavar los frutos para facilitar el descarte de aquellos que esten
en fase de descomposicion y evitar asi una posible contaminacion, en este estado se registra
el peso.

Ejerciendo presion sobre la corteza es posible segmentarla y deshecharla para
encontrar la semilla, nuevamente se realiza uma inspeccion visual para separar y eliminar las
gue se encuentren en un estado que no sea el Optimo, pesar la corteza, semilla y el
desperdicio y registrar los valores. En este punto del proceso es posible congelar el produto

para su posterior procesamiento (deshidratacion).
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2.3 Obtencion del aceite vegetal

Se realizé la extraccion por prensado mecanico en frio, para lo cual una vez la semilla
se encuentra limpia (Figura 5) se procede a deshidratar durante 36 horas a 55° Centigrados
para dar paso a la reduccién del tamafio de particula (Figura 6), posteriormente se realizo un
segundo proceso de deshidratado a 45°C durante 50 horas y se dio paso igualmente a
reduccion de particula mediante molturado en molino, con ayuda de gasas se forman
cartuchos de 300g de muestra (Figura 7) y se coloca bajo presién de 15 toneladas, cada
proceso de extraccion se realizo durante 20 minutos (Figura 8). Posteriormente se filtra
obteniendo asi el aceite vegetal de mani de arbol, el mismo que fue almacenado en frasco
boeco cubierto con papel aluminio prtegiendolo asi del paso de luz y fue almacenado en
congelacion a temperatura de -5° centigrados.

Figura 6 Figura 7

Limpieza de semilla de mani de arbol Tamafio de particula previo extraccién

Nota. Rafael Maldonado Y. Nota. Rafael Maldonado Y.
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Figura 8 Figura 9

Cartuchos de muestra Extraccion de aceite de mani de arbol

i B

Nota. Rafael Maldonado Y. Nota. Rafael Maldonado Y.

2.4 Determinacion de acidos grasos
2.4.1 Preparacion de los estandares
Se realiza una solucién madre (SM) de los estandares FAME a 40.000 ppm con
hexano, a partir de esta se procede a la siguiente dilucion:
Estandar 1: 20.000 ppm (500 ul SM + 500 ul hexano)
Estandar 2: 15.000 ppm (250 ul SM + 750 ul hexano)
Estandar 3: 10.000 ppm (125 ul SM + 875 ul hexano)
Estandar 4: 5.000 ppm (500 ul solucién estandar 3 + 500 ul hexano)

Estandar 5: 2.500 ppm (500 ul solucion estdndar 4 + 500 ul hexano)



18

Figura 10

Preparacién de estandares

Nota. Rafael Maldonado Y.

2.4.2 Metilesterificacion de las muestras

Se debe pesar 100mg de muestra a la cual se afiade 2mL de hexano y se lleva a
vortex durante 15 segundos, se agrega 200uL de solucién KOH/metanol 2M y se lleva
nuevamente a vortex, esta vez durante 30 segundos para passar a centrifugar a 2000 rpm
durante 10 minutos. Con cuidado tomar 100uL del sobrenadante (fase hexanica) y pasarla a
un vial ambar al cual se debe aforar a 1ml con 900uL de hexano.

Se empled la técnica conocida como cromatografia de gases, en el equipo marca
Agilent Technologies 6890N-Network CG System, serial US10347010, el cual fue acoplado
al detector de ionizacion de llama (FID) para analizar los cromatogramas con tiempos de
elucién. La columna utilizada fue la DB-23 de marca Agilent, especifica para estudiar FAMES
de aceites y grasas.en este caso FAME Mix, C4-C24 certified reference material, wt. %
(varied) de marca Sulpeco. Para la integracion se utilizé un programa MSD ChemStation.
2.5 Determinacién de capacidad antioxidante del aceite

Para realizar la determinacién de la actividad antioxidante se opté por el método ABTS
y DPPH con un microlector Epoch 2 de placas.

2.5.1 Proceso de determinaciéon de capacidade antioxidante mediante método ABTS

A continuacion se detalla el procedimento del método ABTS que fue realizado en los

laboratorios del departamento de quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.
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Figura 11

Diagrama de la preparacion de soluciones ABTS o+

Solucion A: solucion
ABTS+ (7.4mM)

|

Pesar 40.6mg de
reactivo ABTS-+
(A1888-SIGMA) y
diluir en 10 mL de
agua destilada

Solucidn B: Solucién
de Peraxodisulfato
de potasio (2.6mM)

—-

Pesar 7.03mg de
peroxodisulfato de
potasio (105091,
MERCK]) y diluir en
10mL de agua
destilada

Solucién C: Solucion
madre ABTS+

Mezclar en partes
iguales la solucién A
y la B, dejar reposar
durante 16 horas en

oscuridad

Solucién D:

Mezclar 11ul de
solucién C + 1mL de
metanol y ajustar
absorbanciaa 1.12 a
longitud de onda de
734nm

Si la absorbancia es
mayor a 1.20
agregar metanol, si
es menor a 1.20
agregar solucién
madre ABTS-+

Soalucidn E: Solucién
madre Trolox

-

Pesar 2.50mg de
reactivo tralox
(238813-SIGMA) y

(1000uM) diluir en 10mL de
metanol
A
Construir ua curva Los estandares son
preparados con una
Solucion F: estandar de reactivo mezcla de la solucién

Estandares Trolox

-

Trolox, utilizando
concentraciones de
1.25uM a 40uM

-

madre (Solucién E) y
metanol en diferentes
proporciones

Nota. Investigacion Experimental UTPL

Se debe construir la curva de calibracion al graficar la concentracion de Trolox de cada uno
de los estandares que sera expressado em el eje de las X mientras que em el eje de las Y se
encuentra la absorbancia em cuyo coeficiente de corelacion (R?) debera ser 20.995. Es
necessario preparar microplacas para la lectura de dicha absorbancia colocando: Blanco
(metanol), control de absorbancia de la solucién D (30uL de metanol + 270 uL de solucién D),
estas lecturas se realizan por triplicado y durante 1 hora se deja reposar en un ambiente con
temperatura de 25° Centigrados en oscuridad,a una longitud de onda de 734 nm, con la ayuda

de estos resultados se grafica la curva de calibracion.
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Fue necesario preparar microplacas para realizar la lectura de la absorbancia de la
muestra por triplicado: Blanco 300uL (metanol), control de la absorbancia solucién D (270uL
de la solucién D + 30uL de metanol), control del estandar Trolox (270uL de la solucion D y
30uL de la solucion correspondiente), muestra (270ul de la solucién D y 30ul de aceite de
mani de arbol) este processo se realiza por triplicado y se debe dejar en reposo a oscuras

durante 1 hora a 25° centigrados, la lectura se realiza a 734 nm.

2.5.2 Proceso de determinacidon de capacidade antioxidante mediante método DPPH
A continuacion se describe la metodologia DPPH el cual fue realizado en los

laboratorios de quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Figura 12
Diagrama de preparacion de soluciones DPPHe
. ) Pesar 2.469 de reactivo
S?Dﬁ’uﬁ’;"?nz (fré DPPH- (D9132-SIGMA)
’ y diluir en 10mL de
DPPH-
metanol
Tomar 180uL de Si la absorbancia de la
SOLUCION B: Soi:.l:r:’ILOSeAni’e?:.l:\glen soluciondfltrabajo es
” : ) mayor a 1.1 agregar
Solucu[))r;;l::l‘i'tlrabalo ’ ajustar la absorbancia metanol, si es menor
al.l aunalongiud de agregar solucién madre
onda 515mn DPPH:-
) Pesar 2.42mg de
SOLUCION C: reactivo Trolox
Solucion madre  [—m{ (238813-SIGMA) y
Trolox diluir en 10mL de
metanol
Construir una curva
P . estandar del reactivo Los estandares e
Esstg)nL dl:\?;gﬁr([))lbx =  Trolox, utilizando ~ — preparan con la
concentraciones de solucién D y metanol
2.5 a 50um.

Nota. Investigacién Experimental UTPL

Igualmente es necesario realizar una curva de calibracidn representando en el eje de
las X la concentracion de Trolox, en cambio en el eje de las Y se representa la absorbancia,
el coeficiente de correlacion (R?) debe ser 20.995, es necesario preparar microplacas para la

lectura de la absorbancia, en las cuales se debe colocar por triplicado, Blanco (300ul
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metanol), control de la absorbancia de la solucion B (30uL de metanol y 270uL de solucion
B), la lectura de estandares (de la solucibn B colocar 270uL y 30uL del estandar
correspondiente), igualmente las lecturas se realizan por triplicado, a continuacién se debe
dejar reaccionar en oscuridad durante 1 hora a 21° Centigrados y la lectura se da a 515 nm.

Es necesario preparar placas para la lectura de la absorbancia de la muestra y los
reactivos ingresados se deben realizar igualmente por triplicado blanco (300uL metanol).
Control de la absorbancia B (30uL de metanol y 270uL de la solucién B), control de la
absorbancia de un estandar de Trolox utilizado en la curva calibrada (270uL de la soluciéon B
y 30 uL del estandar que corresponda), se realiza entonces la lectura de la muestra (270uL d
la solucién B y 30uL de la aceite de la chonta a analizar). Nuevamente se debe dejar
reaccionar a 20° Centigrados durante 1 hora en oscuridad y la lectura de la absorbancia se
ejecuta a 515 nm.

2.6 Determinacion de presencia de esteroles

Para realizar el procedimiento es necesario obtener los siguientes reactivos: Estandar
Estigmasterol 95% Sigma Aldrich, estandar B-Sitosterol 70% Sigma Aldrich, hexano grado
HPLC y acetona grado HPLC.

2.6.1 Procedimiento para elaborar curva de calibracion

El primer lugar se debe llevar cada estandar a 100ppm con hexano grado HPLC y
tomar una alicuota de 5ml de cada uno de ellos, llevarlo a un vaso de precipitacion y evaporar
a sequedad.

Este residuo se debe disolver con 3mL de acetona grado HPLC, aforar en balon de
5mL para conseguir asi el mix de estandares de 100ppm, tomar de aqui las alicuotas para
preparar los estandares de 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppmy 100 ppm.

Se debe llevar al cromatografo de gases marca Thermo Scientific Trace 1310
acoplado a espectro de masas marca Thermo Scientific ISQ 7000 para realizar las mediciones
utilizando las condiciones de inyeccion mediante el método split con una relacion de 1:10
siendo la temperatura del inyector 280°C y la del detector 200°C, el volumen de dicha

inyeccion fue de 0,5 uL de la muestra preparada.
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La separacion cromatografica se realizo inicialmente en una columna HP-INNOWax
de marca Agilent y como ga sportador se utilizo Helio 99,99% de pureza, con un flujo de 0,8
mL/mL, la temperatura inicial del horno se programo 120°C durante 10 minutos con un
aumento de temperatura de una velocidad de 10°C/minuto hasta los 200 grados y una
segunda rampa con aumento de temperatura de 5°C/minuto hasta los 250°C, temperatura
que permanecié durante 35 minutos. La deteccién se realizo en modo de barrido desde 35
hasta 500 m/z.

Ademas cabe recalcar que el método antes descrito fue con el cuarto en realizarse y

gue con el que se obtuvo los mejores resultados.
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Capitulo tres

Resultados y discusion

3.1 Rendimiento de aceite de las semillas de mani de arbol
En la tabla 3, para la especie Caryodendron orinocense, se presenta el rendimiento
de la extraccion con el peso de cada cartucho colocado en prensa.

Tabla 3

Coryodendron orinocense. Extraccion: 3 h. Molido: fino

Muestra Materia prima (g) Aceite (g) Rendimiento (%)
1 304,55 99,33 32,61
2 301,43 99,98 33,16
3 182,42 58,12 31,86

Nota. Rafael Maldonado Y

Este es el primer reporte sobre el rendimiento de la semilla de Coryodendron
Orinocense mediante prensado mecanico en frio obteniendo un rendimiento promedio de
32,54% con base a la semilla seca y molida.

En el estudio realizado por Cisneros (2006) en la ciudad de Bogota demuestra que la
semilla de mani de arbol presenta un rendimiento del 29,76% de aceite con respecto al peso
total de la semilla usando el método de prensado mecanico en frio.

Resultado la inquitud de la variabilidad del rendimietno y se sugiere que la razon es la
presion a la cual se encontraba sometida la semilla para su extraccion, otra posible razon de
este desfase de 2,78% en el rendimiento es la variabilidad propia de la semilla en el Ecuador
con respecto a la colombiana de acuerdo al sustrato o terroir de la planta generando asi este
rendimiento superior. Ademas diversos autores registran un rendimiento muy superior de

hasta un 49% mediante el metodo de extraccion Soxhlet.
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3.2 Identificacion de acidos grasos

El acido linoléico es considerado un acido graso esencial nutricionalmente hablando y
por lo tanto de vital importancia en especial para el cuidado de la piel seguin Perez (1999) asi
como ayuda en la prevencion en los procesos naturales del cuerpo como la el de la pérdida
de agua a través de la epidermis a la atmdsfera. Ademas segun Jakobsen (2009) este mismo
acido se presenta como un agente activo como prevencién de anomalias cardiovasulares.

Los acidos grasos mayaoritarios presentes en el aceite de mani de arbol (Caryodendron
orinocense) fueron: Acido linoléico (70.10%), Acido oléico (15.42%), Acido palmitico (7.81%),
Acido estearico (3,67%), Acido alfa linoléico (2.85%), Acido miristico (0.08%) y Acido latrico
(0.06%).

Los resultado reportados por Ortega (2014) para el aceite de semilla de mani de arbol
fueron: Acido linoléico (85.59%), Acido palmitico (10.15%) y Acido esteérico (3.38%) como
aceites mayoritarios.

En la siguiente tabla se expresan los resultados comparativos entre el trabajo
realizado por Ortega (2014) de la semilla de mani de arbol asi como los estudios presentado
por Perez et al (1999) sobre el olivo (Olea Europaea) la especie europea referente en lo que
a produccion de aceie se refiere.

Tabla 4

Tabla comparativa: Coryodendron orinocense y Olea Europaea

Acidos grasos Namero lipidico Ortega (2014) Perez (1999) Datos de anédlisis
Acido miristico C 14:00 0.04 % - 0,08%
Acido palmitico C 16:00 10.15% 9.52% 7,81%
Acido estearico C 18:00 3.38% 2.17% 3.38%
Acido oléico Cc18:01 - 11.80% 15.42%
Acido linoléico C 18:02 85.59% 75.13% 70.10%

En la tabla comparativa se contrasta el contenido de diferentes acidos grasos, sobre
todo en la similitud en el porcentaje obtenido por Ortega en acidos como el estearico o el

miriistico que se presentan de manera minoritaria. En el caso del acido linoleico se encuentra



25

una diferencia representativa del 15.49%, porcentaje similar de &cido oléico reportado en los

analisis por GC-MS en el presente trabajo de titulacion.

3.3 Actividad antioxidante de las semillas de mani de arbol

En el presente trabajo de investigacion tanto en el método DPPH asi como en el ABTS
no han registrado actividad antioxidante en la dosis maxima recomendada de analisis de 4000
ug de muestra/ml, este resultado contrasta con los obtenidos por Ortega (2014) en el que
detalla una actividad antioxiante superior incluso a la del aceite de oliva sugiriendo una
oportunidad para la implementacién en productos de uso cosmético.

El posible resultado opuesto al encontrado en bibliografia puede estar dado por la
temperatura de dehidrataciéon de las semillas en el proceso de obtencion del aceite vegetal,
destruyendo asi los componentes antioxidantes, si bien no se ha registrado la temperatura
utilizada en el trabajo de Ortega queda registro que le proceso de secado de las semillas en
los laboratorios de la Universidad Técnica Particular de Loja fue de 55°C durante 36 horas en
la primera extraccion y de 45°C durante 50 horas en la segunda extraccion.

Se opto por los métodos ABTS y DPPH debido a que presentan buena estabilidad y
aungue tambien presentan diferencias entre si, estas son necesarias para poder evidenciar

asi de mejor manera la actividad antioxidante que presneta la grasa del mani de arbol.
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Conclusiones
El rendimiento de la semilla de mani de arbol al utilizar el método de extraccion por
prensado mecanico en frio es del 32,54% y difiere del metodo soxhlet en la eficiencia de

extraccion con referencia en bibliografia de hasta un 49%.

La caracterizaciéon quimica del aceite vegetal de mani de arbol (Caryodendron
orinocense) obtenido a partir de las semillas, se identificaron Acido linoléico (70.10%), Acido

oléico (15.42%), Acido palmitico (7.81%) como &cidos grasos maypritarios.

La actividad antioxidante del aceite de Caryodendron orinocense resulta negativa en este

estudio y contrasta con la elevada actividad presente en aceite de oliva.
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Recomendaciones

Se sugiere continuar con el analisis de los esteroles mediante otras metodologias por cuanto
la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas requiere el uso de
temperaturas relativamente limitadas, y los métodos para determinacion de esteroles exigen
temperaturas no inferiores a 320°C. Actualmente las columnas con las que se trabajan en la
universidad estan acondicionadas a una tempratura maxima de 250°C, se recomineda
entonces utilizar por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o realizar la purificacién
de esteroles con la posterior identificacon mediante técnicas espectroscépicas como
resonancia magnetica nuclear.

Se recomienda en cuanto a la extraccién del aceite utilizar una temperatura aunmenor a los
45°C propuestos en la segunda extraccion de aceite por cuanto destruye los compuestos

antioxidantes presentes en el aceite de mani de arbol.
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Apéndice

Apendice A: Extraccion del aceite de mani de arbol
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Semilla de mani de arbol
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Parametros de deshidratacion
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Aceite recolectado
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Apendice B: Determinacion de &cidos grasos

Preparacion de los estandares Cromatégrafo Thermo Scientific | Momento de Inyeccion de

Trace 1310 esandares

Apéndice C: Cromatograma

9.0e8 7 AE 2022 #45 [manually integrated] mani_arbol{ TICTIC

6-31.423

Intensity [counts]

2568

13-25.424
1368 4
14112094 17-32695

11-15.176 12-20512
T T

I T T

20" 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300 35 350 75 400 25 450 475
Time [min]




33

Apéndice D: Capacidad antioxidante

Peso inicial del aceite de mani | Microplacas para determinar
de arbol actividad antioxidante mediante

método DPPH

Microplacas para determinar
actividad antioxidante

mediante método ABTS
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Apendice E: Esteroles

Preparacion de | Parametros del equipo Rampas programadas para la inyeccion

estandares para la

inyeccion
Apendice F: Cromatograma de inyeccion de esteroles
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