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RESUMEN

En el presente estudio se evalud el contenido de compuestos fendlicos,
tocoferoles, acidos grasos, carotenoides, fitoesteroles y capacidad antioxidante hidro y
lipofilica, mediante tres diferentes metodologias: FRAP, TEAC y ORAC de 16
cultivares de semillas de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) procedentes del material

genético de la coleccion nacional de Sacha Inchi, otorgado por el INIA.

Se encontraron diferencias estadisticas para todos los compuestos evaluados en
los 16 cultivares de semillas de sacha inchi. En cuanto al contenido de &cidos grasos, el
a-linolénico y el linoleico fueron los predominantes, y alcanzaron un valor promedio de
14.6 y 13.3 g/100g semilla respectivamente. De otro lado el y y o-tocoferol fueron los
mas representativos, con valores promedio de 64.5 y 37.5 mg/100 g semilla
respectivamente. Respecto a los fitoesteroles, el B-sitoesterol y el estigmasterol fueron

los méas importantes, con valores de 48.8 y 24.2 mg/100 g semilla respectivamente.

El contenido de compuestos fenolicos alcanzo valores entre 64.6 y 80 mg
AGE/100g semilla. La capacidad antioxidante hidrofilica, lipofilica y total exhibida por
el método de ABTS resultd con valores entre 1.40 — 3.22 umol TE/g semilla, 7.04 —
12.86 pumol TE/100 g semilla y 8.9 — 14.9 umol TE/100 g semilla respectivamente.
Mediante el método de ORAC, se encontro el rango de valores entre 5.99, 2.01 y 8.00
pmol TE/g semilla respectivamente para la capacidad antioxidante hidrofilica, lipofilica
y total. Finalmente con el método de FRAP, se encontré un valor promedio de 1.03

pmol TE/g semilla de capacidad antioxidante hidrofilica.

El estudio realizado es importante porque muestra los diversos compuestos
bioactivos encontrados en el sacha inchi, lo que le otorga gran potencial para el uso en
nuevos productos alimentarios o farmacéuticos, para promover la salud y el bienestar,
revalorando asi su importancia tanto en la industria alimentaria y farmacéutica como de

consumo para la sociedad.

Palabras claves: semillas de sacha inchi, Plukenetia volubilis L., compuestos
bioactivos, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

In this study, the seeds of sixteen Plukenetia volubilis L. cultivars, from the
genetic material of the sacha inchi national collection given for the INIA, total phenolic
content, tocopherols, fatty acids, carotenoids, phytosterols, hydrophilic and lipophilic
antioxidant capacity were analyzed using: FRAP, TEAC and ORAC methods.

Results demonstrated of significant statistical differences between the sixteen
cultivars and the content of all the compounds studied. Fatty acids, a-linolenic and
linoleic acids were found, with average values of 14.6 and 13.3 g/100 g seed,
respectively. On the other hand, the y and o-tocopherol were the most representative
ones with average total values of 64.5 y 37.5 mg/100g seed, respectively. As for
phytosterols, B-sitosterol and stigmasterol were the most important ones with average
values of 48.8 and 24.2 mg/100 g seed, respectively, and the total carotenoid content
reached an average value of 0.08 mg B-carotene/100 g seed.

The total phenolic content, reached values between 64.6 y 80 mg AGE/100 g
seeds. The antioxidant capacity hydrophilic, lipophilic, and total exhibited for the
cultivars by ABTS assay reached values between 1.40 - 3.22 umol TE/g seed, 7.04 —
12.86 pumol TE/g seed and 8.9 - 14.91 umol TE/100 g seed respectively. Results of the
ORAC assay were found ranges of 5.99, 2.01 and 8.01 umol TE/g seeds respectively,
for the hydrophilic, lipophilic, and total capacity. Finally, the average value found by
the FRAP assay was 1.03 umol TE/g seeds for the hydrophilic capacity.

Finally, this study is important because it shows the presence of different
bioactive compounds in sacha inchi seeds, which gives them a great potential for using
in new food or pharmaceutical products to promote health and welfare, therefore it
increases the interest in and importance of the sacha inchi for the food and

pharmaceutical industry, but also for consumers.

Keywords: sacha inchi seeds, Plukenetia volubilis L., bioactive compounds, antioxidant

capacity.



l. INTRODUCCION

En los Gltimos afios el mercado de los productos naturales usados como alimentos
funcionales se ha visto incrementado significativamente. Una causa importante de ello es
la tendencia actual del consumidor por adquirir cada vez mas productos naturales que le
brinden caracteristicas nutritivas y reduzcan el riesgo del desarrollo de ciertas
enfermedades.

Las diversas investigaciones realizadas hasta el dia de hoy afirman, que las nueces y
granos enteros, son ricos en compuestos fendlicos, pigmentos, y otros antioxidantes
naturales incluyéndose a la vitamina A, C y E, y que estan asociadas con la proteccion y o
tratamiento de enfermedades cronicas tales como diabetes, hipertension, enfermedades
cardiovasculares, cancer y otras condiciones médicas (Block y Thonson, 1995, Hansen et
al., 2003, Huang et al., 2007).

Gracias a la biodiversidad nativa del Peru, existe una planta que posee semillas, cuyo
potencial, ha comenzado a estudiarse, éstas son las semillas de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.), usadas por las poblaciones de la sierra y selva, en la preparacion de diferentes
comidas y bebidas, al igual que en la cosmética y en la medicina tradicional (Hamaker et
al., 1992).

La Plukenetia volubilis L. esta captando cada vez mas la atencion de mercados
internacionales debido a la composicion que posee; principalmente por su contenido de
proteinas y su perfil aminoacidico (Hamaker, 1992), fitoesteroles (Mufioz et al., 2010;
Bondioli et al., 2006), &cidos grasos esenciales (destacando los omega-3 y -6) (Gutiérrez et
al., 2011; Follegati-Romero et al., 2009; Merino, 2009; Bondioli et al., 2006; Pascual y
Mejia, 2000 y Hamaker, 1992) y tocoferoles. (Follegati-Romero et al., 2009; Arana y
Paredes, 2008; Bondioli, 2006 y Hamaker, 1992). Segun Guillen et al. (2003) los acidos
grasos omega-3 y -6 del sacha inchi destacan por estar presentes en altas cantidades en

comparacion con otras semillas, como el mani, palma, soya, maiz, colza y girasol.



Dada la importancia de esta especie a razon de sus diversas cualidades (aunque adn
no muy difundidas en los mercados local e internacional) y por la falta de estudios
desarrollados con respecto a los componentes bioactivos mas importantes presentes en
diferentes cultivares de las semillas de sacha inchi tales como los compuestos fendlicos,
tocoferoles, acidos grasos, carotenoides, fitoesteroles, es que surge la necesidad de obtener
evidencia cientifica de los constituyentes mas importantes que corroboren su potencial

antioxidante, nutricional y posiblemente funcional.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

- Determinar el contenido de compuestos fenolicos totales, tocoferoles, &cidos grasos,
carotenos y fitoesteroles en 16 cultivares de semillas de sacha inchi.

- Determinar la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica de los 16 cultivares de
semillas de sacha inchi mediante 3 métodos analiticos: ABTS (2,2 azinobis (3-
ethylbenzothiazoline 6- sulfonate), FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) y
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.)
2.1.1. GENERALIDADES
La especie Plukenetia volubilis L. es conocida de acuerdo al idioma o lugar con los

bR AN 1Y 99 e 29 <6 99 Ges

siguientes nombres: “sacha inchi”, “sacha mani”, “mani del inca”, “mani del monte”, “inca
29 ¢ 99 ¢¢ 99 ¢¢

peanuts” , “blanca”, “amauebe”, “amui-0”, “sacha yachi”, “sacha yuchi”, “sacha yuchiqui”,

“yuchi”, “sampannankii”, “swaa” (Brack, 1999; Pariona, 2008).

Es una planta de la Amazonia peruana conocida por los nativos desde hace miles de
afios, la utilizaron los pre-incas y los incas como lo testimonian cerdmicos encontrados en
tumbas (huacos Mochica-Chimu) (Pariona, 2008). Esta oleaginosa de la familia
Euphorbiacea comprende plantas anuales de importancia ornamental, medicinal,
alimentaria e industrial, que se caracterizan principalmente por la presencia de una
sustancia lechosa, tipo latex y frutos tricapsulares. Abarca alrededor de 1,280 géneros con

8,000 especies aproximadamente (Valles, 1992).

Las semillas son ovaladas, de color marrén oscuro y miden alrededor de 1.5a 2 cm
de didmetro (Figura 1a). Asi mismo, las almendras son de forma ovalada, miden en
promedio 1.30 cm de diametro y son de color amarillo palido y tienen un peso promedio de
0.5 g (Figura 1b). Estas contienen alrededor de 54% de aceite y 27% de proteinas. Su
harina y aceite son consumidos por la poblacion nativa y son usados en la elaboracion de

diferentes comidas y bebidas (Follegati-Romero et al., 2009)

Arévalo (1996) y Valles (1992) refieren algunas caracteristicas del cultivo de sacha
inchi como: crecen a altitudes entre los 80 y 1 700 m.s.n.m., las hojas son alternas
acorazadas, planta hermafrodita con flores femeninas pequefias, en racimo y flores
masculinas en la base de cada racimo., los frutos son capsulas de 3 - 5 cm de didmetro,
dehiscentes de color verde intenso, cuando maduran son de color marrén oscuro y

usualmente presentan 4 l6bulos, pero algunos frutos presentan de 5 — 7 l6bulos. Las



semillas se encuentran dentro de los lébulos de las capsulas y miden de 15 — 20 mm de
ancho, por 7 - 8 mm de espesor. El peso de semillas varia de 0.8 a 1.4 g. Las semillas
contienen de 49 - 54% de aceite, en éstas se encuentran los cotiledones a manera de
almendras, cubiertas de una fina pelicula blanquecina que cubre a la almendra que es la
materia prima para la extraccion del aceite. La composicion de la semilla es de 33 - 35% de
cascara y 65 - 67% de almendra (Valles, 1992).

FIGURA 1: (a) Semillas y (b) almendras de sacha inchi

Segun la clasificacion del sistema de Adolph Engler (Mostacero y Mejia, 2003) el

“mani del inca” se encuentra ubicado taxondémicamente de la siguiente forma:

Divisibn  Angiospermae

Clase Dicotyledoneae
Sub-clase  Archichlamideae
Orden Geraniales

Familia Euphorbiaceae
Género Plukenetia

Especie Plukenetia volubilis L.

Doster et al. (2009) afirman que el area de distribucion de P. volubilis se extiende
desde las Antillas menores, Surinam y el sector noroeste de la cuenca amazoénica en

Venezuela y Colombia hasta Ecuador, Perd, Bolivia y Brasil. En nuestro pais se encuentra



distribuida en Madre de Dios, Amazonas, Loreto, Cuzco, Huanuco, Oxapampa, San
Martin, Cuenca del Ucayali (Pucallpa, Contamana y Requena), Putumayo y alrededores de
Iquitos y Caballococha. En San Martin se le encuentra a lo largo de la Cuenca del Huallaga
hasta Yurimaguas, en el Alto Mayo, Bajo Mayo, Sub Cuenca del Cumbaza y en areas del
sector Lamas-Shanusi (Pariona, 2008; Doster et al., 2009).

2.1.2. COMPOSICION QUIMICA
En cuanto a la composicion quimica, en un estudio realizado en Colombia por
Gutiérrez et al. (2011) se determind la composicién quimica en las semillas de sacha inchi

que se muestra en el Cuadro 1.

CUADRO 1: Composicion quimica de las semillas de sacha inchi.

Componente Valor (%, b.s)
Humedad 3.3+-0,3
Grasa 42.0+-1,1
Proteinas 24.7+-0,5
Cenizas 4.0+-0,7
Carbohidratos 30.9+-0,6

Fuente: Gutiérrez et al. (2011)

Merino (2009) realizd pruebas de analisis proximal en 10 ecotipos de sacha inchi y
encontré en promedio valores de 6.74% en humedad, 2.24% en valor de cenizas, el valor
de proteinas fue de 20.03%, el porcentaje de carbohidratos alcanzd un 49.58% y el de grasa
en promedio un 12.71%, este Gltimo valor difirié significativamente con el encontrado por
Gutiérrez et al. (2011), que fue de 42%, esto podria deberse a la diferencia entre los

lugares de procedencia de las semillas.

El sacha inchi es una de las semilla con mas alto contenido en aceite comparado con
otras semillas oleaginosas y comparable al mani y girasol. La diferencia notable entre el
aceite de sacha inchi y los otros es el nivel de acido a-linolénico existente en el mismo
(Hamaker et al., 1992). Por esta razdén se le considera dentro del grupo de aceites

linolénicos, donde se incluyen aceites que albergan cantidades sustanciales de dicho cido



como los aceites de linaza, de cafiamo y de perilla (Bernardini, 1981, citado por Angeles,
2002).

Los &cidos linoleico y el a-linolénico, presentes en el sacha inchi, son considerados
acidos grasos esenciales de suma importancia en el cumplimiento de funciones
fisiolégicas en el cuerpo humano. Por ello su deficiencia, exceso o desproporcion entre
ellos, estd involucrada en la aparicion de problemas metabdlicos relacionados con
alteraciones de la piel, arteroesclerosis, exacerbaciones de las complicaciones diabéticas,
alteraciones de la inmunidad, fendmenos inflamatorios y trombéticos, enfermedades
cardiovasculares y predisposicion al cancer, debido a las importantes funciones que
cumplen dichos &cidos grasos en el organismo (Tivizay, 1995, citado por Avellano, 2003).

Respecto al contenido en compuestos minerales Merino (2009), para 10 ecotipos de
semillas de sacha inchi, identifico la presencia de ciertos minerales, obteniéndose en
promedio las siguientes cantidades en mg/100g: 0.7 de manganeso, 796.5 de potasio, 253.9
de magnesio, 83.2 de calcio, 4.9 de hierro, 10.3 de zinc, 113.7 de sodio y 0.94 de cobre.
Gutiérrez et al. (2011) reporté los mismos minerales con excepcion del manganeso.
Ademas los mismos autores encontraron notorias diferencias en las cantidades de algunos
minerales reportados en el anterior estudio, tal como el caso del sodio con 1.54 mg/100g,

calcio con 240.6 mg/100g y potasio con 556.3 mg/100g.

De otro lado Hamaker et al. (1992) reportaron la presencia de cantidades importantes
de aminoacidos en las semillas de sacha inchi, en comparacion con las de otras
oleaginosas, siendo los aminoacidos de mayor participacion la cisteina, tirosina, treonina y

triptofano; por el contrario los niveles de leucina y lisina fueron los mas bajos.

2.1.3. POTENCIAL ECONOMICO Y USOS

La Ley N° 11367 — 2004 ha declarado a la Plukenetia volubilis L. como patrimonio
genético nacional y producto alternativo de la pobreza. En el articulo 107 de la
Constitucién Politica del Pert y en concordancia con el articulo 75 del Reglamento del
Congreso de la Republica se declara al sacha inchi como un importante recurso genético y
un valioso aporte de la Amazonia peruana a la humanidad por sus cualidades nutracedticas,

alimenticias, cosméticas, entre otras (Higuchi, 2004).



Actualmente se estd incrementando las exportaciones de sacha inchi, debido al
interés despertado en los paises a nivel mundial, gracias a las propiedades farmacéuticas,
medicinales, alimentarias y cosmetoldgicas que se le otorgan. En el afio 2009 se registrd
un volumen bruto exportado de 67,362.96 kg de los productos del sacha inchi; siendo los
principales compradores Japon, Estados Unidos y Francia, seguidos por Suiza, Espafia,
China y Alemania (PROMPERU, 2009). Ademas, Plukenetia volubilis L. es considerada
por el Programa Amazoénico Regional de Biocomercio, PROMPEX, como un producto de
aplicacion industrial con gran potencial dentro del grupo de ingredientes naturales,
cosméticos y alimenticios (INS, 2008).

De otro lado, la semilla es consumida por la poblacion nativa y mestiza de algunas
areas rurales de la poblacion de San Martin de diversas formas, tostada, cocida con sal, en
confituras, en mantequilla y como ingrediente de diversos platos tipicos como inchi cucho
(aji con mani), lechona api (mazamorra de platano con mani), inchi capi (sopa de gallina
con mani o sopa de res con mani), donde el sacha inchi reemplaza al mani. También en
algunos lugares se obtienen aceites en forma artesanal para la alimentacion y combustibles

de iluminacion (Arévalo, 1996).

Las mujeres nativas usan la mezcla del aceite y la harina de sacha inchi, agregando
aceite de ungurahui para preparar una crema que revitaliza y rejuvenece la piel.
Asimismo, es usado como frotacion para calmar dolores musculares y reumaticos
(Ferndndez, 2007). También se ha registrado el consumo de la semilla cruda como
medicina tradicional, como laxante, recomendandose no mas de dos semillas, porque
podrian causar intoxicacion (usado en lenguaje popular, cuando se provocan diarreas o
célicos) (Flores, 2010).

2.2. COMPUESTOS FENOLICOS
2.2.1. DISTRIBUCION

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, que
contribuyen al crecimiento y reproduccion de la planta. Su distribucidn en células y tejidos
vegetales no es constante, y depende del tipo de compuesto quimico del que se trate,
situandose en el interior de la célula o en la pared celular (Martinez - Velarde et al., 2000).

Protegen ademas a las plantas contra dafios oxidativos, llevando a cambio la misma



funcion que en el organismo (Vasconcellos, 2001). Actian tambien frente a la accion de
patdgenos de plantas, siendo secretados como mecanismos de defensa (Martinez - Velarde
et al., 2000).

2.2.2. CLASIFICACION

La mayoria de los compuestos fendlicos conocidos presentan una alta diversidad
molecular y pueden ser clasificados de acuerdo al nimero de atomos de carbono de su
esqueleto basico molecular y su estructura, pero también de acuerdo a su origen, a partir de
sintesis quimica y a partir de la ruta biosintética natural (Soto et al., 2011; Garcia, 2005).
Poseen un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo y sus estructuras pueden
tener un rango, desde una molécula fenélica simple (fenol, acidos fendlicos y alcoholes
fendlicos) a un polimero complejo de alto peso molecular (ligninas y taninos)
(Balasundram et al., 2006; D’Archivio et al., 2007). Pueden ser clasificados dentro de
diferentes grupos en funcion al nimero de anillos aromaticos que contienen y de los

elementos estructurales que unen estos anillos a otros (Manach et al., 2004).

Segun Naczk y Shahidi (2006), los fenolicos de las plantas incluyen a los: fenoles
simples, éacidos fenolicos (derivados del &cido benzoico y cindmico), cumarinas,

flavonoides, estilbenos, taninos hidrolizables y condensados, lignanos y lignina.

2.2.3. PROPIEDADES

A los compuestos fendlicos se les atribuyen propiedades biolégicas, farmacoldgicas
y medicinales, y se dice que previenen enfermedades gracias a sus efectos antibacterianos,
antioxidantes, anti-inflamatorios (bloquean la accion de enzimas especificas que causan
inflamacion), anti-alérgicos, antitrombdticos (modifican los pasos metabdlicos de las
prostaglandinas, protegiendo asi la aglomeracién de las plaquetas) y vasodilatores
(disminuyen la permeabilidad de los vasos capilares y mejoran asi la circulacion

sanguinea) (Rice-Evans et al., 1997).

Ademas, Huang et al. (2007) afirma que los compuestos fendlicos pueden ser usados
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades cronicas.
Estudios epidemiolégicos han indicado que el consumo regular de alimentos ricos en

compuestos fendlicos (frutas, vegetales, cereales de grano entero, vino tinto, té) esta



asociado con la reduccion de enfermedades cardiovasculares, enfermedades neuro-

degenerativas y ciertos tipos de cancer (Hansen et al., 2003; Huang et al., 2007).

AUn no se han reportado estudios acerca de los compuestos fendlicos presentes en las
semillas del sacha inchi, sin embargo Arana y Paredes (2008) realizaron un estudio del
contenido de compuestos fendlicos presentes en el aceite del sacha inchi procedentes del
distrito Pinto Recodo- Regi6on San Martin y reportaron una concentracién de 2.32 mg de

acido clorogénico equivalente/100 g de aceite.

2.3. TOCOFEROLES
2.3.1. DISTRIBUCION

Los tocoferoles generalmente estan presentes en las nueces y aceites vegetales
comunes (germen de trigo y girasol), en cambio los tocotrienoles se encuentran en mayor
concentracion, en cereales de granos (avena, cebada y centeno) y ciertos aceites vegetales

(aceite de palma y aceite de salvado de arroz) (Schwenke, 2002).

2.3.2. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA QUIMICA

Vitamina E es el término genérico usado para describir a una familia de 8
antioxidantes liposolubles con dos tipos de estructuras: los tocoferoles (a-tocoferol, -
tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol) y los tocotrienoles (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-
tocotrienol y &-tocotrienol), los mismos que se diferencian en la saturacion de la cadena
lateral, los primeros tienen una cadena saturada y los segundos una insaturada con tres

dobles enlaces.

Su estructura consta de dos partes primarias, un anillo complejo “cromano” con un
hidroxilo (6- hidroxicromano) y una larga cadena lateral de 16 carbonos constituidas por la
union de tres unidades de isopreno saturado. EI grupo cromano puede estar metilado en
diferentes posiciones para generar diferentes componentes con actividad vitaminica
(Bramley et al., 2000; Hai, 2007).

2.3.3. PROPIEDADES
Se ha sefialado que la funcion méas importante de la vitamina E en el cuerpo es su

actividad antioxidante y el mantenimiento de la integridad de las membranas celulares. El



grupo hidroxilo libre, contenido en el anillo aromatico, es responsable de las propiedades
antioxidantes y el &tomo de hidrégeno de su grupo puede ser donado a los radicales libres
resultando un radical de vitamina E estable. La vitamina E también ha mostrado tener un
rol en la funcién inmunolégica, en la reparacion de ADN y otros procesos metabdlicos
(Hai, 2007).

Yoshida et al. (2003) sostienen que cada uno de los tocoles que conforman esta
vitamina poseen diferente actividad antioxidante in vitro, la cual decrece en el orden o >
>y > §, al igual que su potencial biologico. Considerandose generalmente, al a-tocoferol la

forma mas importante por ejercer una mayor actividad bioldgica.

2.3.4. TOCOFEROLES Y SACHA INCHI

Estudios referidos al contenido de tocoferoles presentes en el aceite del sacha inchi
(mas no referidos a la semilla) han sido realizados, sin embargo la diversidad de técnicas
empleadas para la obtencion de aceites, los diferentes ecotipos de las semillas empleadas
para la obtencion del aceite y los lugares de recoleccion han dado resultados muy variados,
tales son los encontrados por Hamaker et al. (1992) que solo reportaron la presencia de a-
tocoferol en cantidades entre 3.8 - 6.3 mg/100g de aceite, mientras que Arana y Paredes
(2008) encontraron tocoferoles del tipo & y y. Del primero hallaron 12.5 mg/100 g aceite y
del segundo 70.5 mg/100 g aceite; estos mismos tipos de tocoferoles fueron encontrados
por Follegatti-Romero et al. (2009) sin embargo las cantidades obtenidas fueron diferentes,
se encontrd 125 mg/100 g de é-tocoferol y 114 mg/100 g de aceite de y-tocoferol. Sélo
trazas de 6-tocoferol fue encontrado por Bondioli et al. (2006), mientras que cantidades de
a-tocoferol de 143 mg/100 g de aceite fue reportado, ademas de la presencia de 83 mg de

B + y-tocoferol/100g de aceite.

2.4. ACIDOS GRASOS OMEGA-3 Y OMEGA-6
2.4.1. DISTRIBUCION

Los omega-3 se encuentran presentes en aceites vegetales como la soya y canola,
en pescados como jurel, sardina, salmén y bacalao, en las semillas de lino, nueces,
mostaza, pepas de calabaza, hortalizas de hojas verde y cereales; y los omega-6 podemos
encontrarlos en aceites vegetales de: girasol, maiz, soja, calabaza, pepita de uva y gérmen
de trigo (Pariona, 2008).
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2.4.2. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA QUIMICA

Los &acidos grasos son acidos monocarboxilicos de cadena larga. Por lo general,
contienen un numero par de atomos de carbono, mayormente entre 12 y 24. Ello se debe a
que la sintesis bioldgica tiene lugar mediante la unién sucesiva de unidades de dos atomos
de carbono. Sin embargo también existen acidos grasos con un nimero impar de a&tomos de
carbono, que probablemente derivan de la metilacion de un &cido graso de cadena par
(Holub, 2002).

Segun la naturaleza de la cadena hidrocarbonada los &cidos grasos se clasifican en
saturados e insaturados. Los acidos grasos saturados tienen un comportamiento quimico
que se caracteriza por ser muy poco reactivo. Por lo general, contienen un nimero par de
atomos de carbono, todos sus atomos estan llenos de hidrogenos. En los acidos grasos
insaturados frecuentemente aparecen insaturaciones en forma de dobles enlaces en la
misma cadena, estos no aparecen conjugados (alternados), sino cada tres atomos de
carbono (Holub, 2002).

2.4.3. IMPORTANCIA

Algunos &cidos grasos poliinsaturados no pueden ser sintetizados por los animales
superiores (incluido el hombre) y como su funcion bioldgica es fundamental, deben ser
suministrados en la dieta. Por este motivo reciben el nombre de acidos grasos esenciales y
son el &cido linoleico (omega-6) y el &cido a-linolénico (omega-3), que cumplen funciones
importantes en el organismo (Pariona, 2008). Es importante mantener un adecuado
equilibrio entre los acidos grasos omega-3 y -6, ya que ambos contribuyen en la

preservacion de la salud (Jones, 2002).

La deficiencia de &cidos grasos esenciales y la relacion en desequilibrio omega- 6/-3
estd asociada con serias condiciones de salud, tales como ataques cardiacos, cancer, asma,
lupus, esquizofrenia, depresidn, depresion post parto, envejecimiento prematuro, obesidad,
diabetes, artritis, Alzheimer entre otras (Jones, 2002). De alli que se considera importante

el suministro de las mismas en la dieta.
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2.4.4. ACIDOS GRASOS Y SACHA INCHI

En el Cuadro 2 se compara los diferentes resultados obtenidos de &cidos grasos, a
partir de aceite de sacha inchi, donde se aprecia que todos muestran un mismo perfil
cualitativo, es decir se hallaron los &cidos a-linolénico, linoleico, oleico, palmitico y
estearico, como los més representativos; sin embargo existen diferentes variaciones en los
porcentajes obtenidos, la causa de ello podrian ser las diferentes técnicas aplicadas tanto
para la cuantificacion de &cidos grasos como para la obtencién del aceite de sacha inchi, asi

como la procedencia de los ecotipos de semillas.

En cuanto al omega-3los maximos, Gutiérrez et al. (2011) encontr6é 50.8% y Pascual
y Mejia (2000), reportaron un 43.75%. En cuanto al nivel de omega-6 se han reportado
valores de 36.99 y 33.4 % (Pascual y Mejia, 2000 y Gutiérrez et al., 2011
respectivamente). También, Hamaker (1992) y Pascual y Mejia (2000) determinaron
cantidades de omega-9 de 9.6% mientras que Follegatti-Romero et al. (2009) determiné un
8.41%.

CUADRO 2: Contenido de acidos grasos reportados en el aceite de sacha inchi

- Pascual | Bondioli Aranay Follegatti- Gutiérrez
Acidos Hamaker
y Mejia et al. Paredes | Romero et al. etal.
Grasos (%) (1992)
(2000) (2006) (2008) (2009) (2011)
Acido a-
o 45.2 43.75 50.73 48.16 50.41 50.8
linolénico
Acido
) ) 36.8 36.99 33.67 34.1 34.08 33.4
linoleico
Ac. oleico 9.60 9.60 8.77 8.91 8.41 9.10
Ac. palmitico 4.50 5.61 3.79 4,71 4.24 4.40
Ac.
. 3.20 2.23 2.65 3.33 2.50 2.40
estearico
Lugar de INIA ) I-AP| i )
) Tarapoto Lima Tingo Maria | Colombia
procedencia Pucallpa Tarapoto
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2.5. CAROTENOIDES
2.5.1. DISTRIBUCION

El nombre carotenoides es derivado del hecho de que éstos son el mayor pigmento
en las zanahorias Daucus carota, y sin duda estan entre los pigmentos mas importantes y

distribuidos dentro de los organismos vivos.

Los carotenoides son los pigmentos responsables de los colores de muchas plantas,
frutas y flores. Estos son nutrientes liposolubles y clasificados en xantofilas o carotenos de
acuerdo a su composicion quimica. La mayoria de las xantéfilas se encuentran en vegetales
verdes frondosos y los carotenos en vegetales amarillos. Los carotenoides mas importantes
son los alfa y beta carotenos, beta-cryptoxantina, luteina, violaxantina, neoxantina y el
licopeno (Zeb y Mehmood, 2004).

Numerosos aceites vegetales incluyendo el de maiz, soya, linaza, oliva, cebada,
girasol, algodon, colza y cacahuate, contienen carotenoides (Zeitlin et al., 1992). La
concentracion en que se encuentran es generalmente baja, menos de 100 ppm. De los
aceites vegetales que son mayormente consumidos, el aceite de palma es el que contiene la
mas alta concentracion conocida en carotenoides (Zeb y Mehmood 2004). Hamaker (1992)
reportd un contenido de carotenoides en el aceite de sacha inchi de 0.08 mg de B-

caroteno/100 g de aceite.

2.5.2. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA QUIMICA

La estructura de los carotenoides esta basada en sistemas de enlaces conjugados
dobles dentro de cadenas largas y alifaticas. Siendo su estructura basica un tetraterpeno
simétrico y lineal de 40 carbonos, formado a partir de ocho unidades isoprenoides de 5
carbonos unidas de manera que el orden se invierte al centro. La gran mayoria de
carotenos naturales tienen dobles enlaces en la posicion trans, y s6lo unos pocos exhiben

una configuracion cis-trans; a este tipo de estructuras se les Illama carotenos.
Sin embargo otra parte del grupo de carotenos son oxigenados, con diversas

combinaciones, por ejemplo hidroxi-, epoxi-, alcohol-, aldehido-, keto-, lactona-, acido

carboxilico-, éster- o funciones fendlicas-. A estos compuestos se les denomina xantofilas.
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Los grupos funcionales que contienen oxigeno se localizan al final de las cadenas.
Ademas cerca de la mitad de carotenos naturales son quirales, conteniendo generalmente

de uno a seis centros quirales (Feltl et al., 2005).

2.5.3. IMPORTANCIA

Estos pigmentos cumplen funciones importantes en las plantas, ya que proveen la
pigmentacion esencial para la fotosintesis, reproduccion y proteccion. Acttian también
como antioxidantes en los estados lipidicos de muchos sistemas biol6gicos por medio de su
habilidad para reaccionar con radicales libres formando productos de radicales libres
menos reactivos (Hai, 2007). Tienen poderosas actividades contra el oxigeno singulete
generado a partir de la peroxidacion lipidica o radiacion. Los beta-carotenos, alfa-

carotenos y beta-cryptoxantina tienen actividad pro-vitamina A.

Resultados de numerosos estudios epidemiologicos y de laboratorio sugieren que los
carotenoides pueden ser importantes en la prevencion de diferentes tipos de cancer, y el
consumo de una dieta rica en carotenoides después de un diagnostico de cancer ha
devenido en un prognostico favorable (Rock et al,. 1996). Otro beneficio en la salud de los
carotenoides es que quizas estén relacionados a su potencial antioxidante, incluye la
mejora de la funcion del sistema inmune. EIl licopeno previene la oxidacion de las LDL o
lipoproteinas de baja densidad, reduciendo el riesgo de desarrollar ateroesclerosis y

patologias relacionadas con el corazon (Zeb y Mehmood, 2004).

2.6. FITOESTEROLES
2.6.1. DISTRIBUCION

Los esteroles y estanoles estan presentes en frutas, vegetales, nueces, semillas,
aceites de semillas, legumbres, aceites vegetales entre otros; siendo los estanoles los que se
encuentran presentes en menores cantidades que los esteroles. Existe una gran variedad de
fitoesteroles en plantas cuyos rangos van desde 800-1500 mg/100 g en aceite de maiz hasta
70-100 mg/100 g en aceite de palma (Phillips et al., 2002).

2.6.2. ESTRUCTURA QUIMICA

La palabra fitoesteroles encierra a los esteroles y estanoles de plantas, que son

similares en estructura al colesterol. Difieren solamente en los grupos de cadenas laterales
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(Hai, 2007) y se caracterizan porque poseen un grupo extra, ya sea etil (sitosterol) o metil
(campesterol), en el lado de la cadena (Jong et al., 2003). Los fitoesteroles son compuestos
fitoquimicos, con las mismas funciones basicas en plantas como el colesterol en animales.
Regulan la fluidez de células vegetales y tienen otras funciones fisioldgicas asociadas con
la biologia de las plantas (Brufau et al., 2008). Hai (2007) sefiala que los esteroles de
plantas mas comunes son: el sitosterol, campesterol y stigmasterol, y que los estanoles de
plantas mas comunes son: el sitostanol, campestanol y stigmastanol. Ambos son polvos
cristalinos de color blanco, con una limitada solubilidad en grasa y no pueden ser
sintetizados por humanos tanto los esteroles y estanoles presentes en el cuerpo humano, se
originan de la dieta.

2.6.3. PROPIEDADES

Recientemente diversos estudios han mostrado que ambos ésteres de plantas (estanol
y esterol) disminuyen las concentraciones de colesterol LDL, sin efecto en las
concentraciones del colesterol HDL o en los niveles de triglicéridos (Plat et al., 2000). Los
fitoesteroles compiten con el colesterol para formar micelas en el lumen intestinal e
inhiben la absorcion del colesterol (Nissinen et al., 2002). Bouic (2001) menciona que
ademas de la disminucion del colesterol, los esteroles de plantas tienes otros efectos
positivos como: anti-inflamatorios, anti-oxidativos (Homma et al.,, 2003) y anti-
ateroesclerotico. Los fitoesteroles también demostraron tener un efecto protector contra
Ulceras (Jayaraj et al., 2003) y ademas tener actividad anti-fangica (Li et al., 2005). Asi
mismo, Award et al. (2003) sostiene que el consumo de esteroles de plantas es benéfico
para prevenir o tratar diferentes tipos de cancer, incluyendo el de mama, prostata (Bennani
et al., 2007), pulmdn (Schabath et al., 2005), estbmago (De Stefani et al., 2000a), eséfago
(De Stefani et al., 2000b), endometrio (McCann et al., 2000), y de ovario (McCann et al.,
2003).

A pesar que los estanoles Yy esteroles de plantas son ingeridos diariamente en la
dieta, las cantidades son bastante bajas por lo que en algunos paises estan incorporando

tales componentes en productos alimenticios de consumo cotidiano.

En el aceite de sacha inchi se ha reportado la presencia de fitoesteroles, asi en un

estudio realizado por Bondioli et al. (2006), el contenido de esteroles totales llega a un
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nivel de 247.2 mg/100g de aceite, siendo los encontrados en mayor porcentaje [3-sitosterol,
estigmasterol, y campesterol; ademas, cantidades trazas fueron hallados de avenasterol y
colesterol.

2.7. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Los efectos benéficos y el rol que desempefian los antioxidantes contra varios
desordenes e infecciones inducidas por estrés oxidativo estdn generando mucha atencion.
Muchos tipos de antioxidantes con diferentes funciones realizan un rol en la cadena de
defensas en vivo. Los antioxidantes secuestradores de radicales libres son una de las clases
mas importantes de antioxidantes y la evaluacion de su capacidad ha sido el motivo de
estudios extensos y de discusion (Niki, 2010).

Muchos intentos se han realizado para cuantificar la capacidad y expresarla en
términos numéricos como ‘“capacidad antioxidante total (TAC)” (Serafini y Del Rio,
2004). TAC quiere decir la capacidad del antioxidante (contenido en la muestra) de atrapar
al radical libre. EI TAC de vegetales, frutos, bebidas, especies y otros productos
alimenticios, ha sido medido por métodos como ORAC, TEAC, TRAP y FRAP con el fin
de investigar el rol de los antioxidantes en la dieta. Frecuentemente el Trolox es usado
como un componente de referencia y la capacidad es expresada como equivalente de
Trolox (Niki, 2010).

Se ha evaluado la capacidad de los antioxidantes en numerosos estudios por
diferentes métodos en diferentes condiciones, son todos métodos de inhibicion, donde se
usa una especie generadora de radicales libres y una sustancia que detecta estas especies.
La capacidad antioxidante de la muestra afiadida inhibe la generacidon de estos radicales
(Alonso et al., 1999).

No hay un método universal por el cual la capacidad antioxidante sea evaluada. Esto
puede resultar comprensible, ya que existen varias especies activas, las caracteristicas de la
reaccion y los mecanismos estan implicados en el estrés oxidativo en el cuerpo humano, y
por tanto es dificil encontrar un método simple y universal por el cual se puede evaluar
con precision la capacidad antioxidante y cuantificarla (Niki, 2010; Magalhaes et al.,
2008).
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Actualmente, existen diversos métodos, algunos incluyen distintos pasos para la
oxidacion y la consiguiente medida de su resultado y los elementos que intervienen son el
sustrato, el antioxidante, el iniciador, productos finales o intermedios, y ellos pueden
usarse para medir la actividad antioxidante. El término “capacidad” parece ser aplicado a
identificar la “actividad” como la medida de una o varias pruebas comunes 0 normales
como el indice de perdxido, dienos conjugados, test de Kreis, indice de p-anisidina,
formacion de hexanal, ensayo ABTS", DPPH, etc. (Antolovich et al., 2002).

2.7.1. METODOS EMPLEADOS PARA MEDIR LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE
Algunos de los métodos mas utilizados para medir la capacidad antioxidante en los

ensayos de laboratorio son:

a. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EXPRESADA EN EQUIVALENTES
TROLOX (ENSAYO TEAC) O ABTS.

El ensayo del acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfonico) (ABTS) se
basa en la captacion, por los antioxidantes, del radical cation ABTS+ generado en el medio
de reaccion (Navas, 2005). El radical cation del ABTS posee una coloracion verde-azulada
con un maximo de absorcion a 414 nm y una serie maximos secundarios de absorcion a
645, 734 y 815 nm. Sin embargo, a 734 nm se minimiza la interferencia producida por
otros compuestos o por turbidez de la muestra (Antolovich et al., 2002). Los resultados son
expresados en comparacion con un estandar como el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
croman-2-carboxilico (Trolox), un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E (Lien et
al., 1999).

Para el desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias; la inhibicion y la
decoloracion. En la primera, los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del
radical ABTS+ y lo que se determina es la inhibicién de la formacion del radical, que se
traduce en un retraso en la aparicion de la coloracién verde-azulada. En la segunda
estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez que el ABTS+ se ha formado y se determina

entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccién del radical, es decir la
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decoloracion de éste. Este ensayo presenta ademas variaciones en el modo mediante el cual

se genera el radical cation ABTS (Prior et al., 2005).

b. CAPACIDAD REDUCTORA DEL HIERRO FERRICO/PODER
ANTIOXIDANTE (ENSAYO FRAP).

A diferencia del método anterior éste no se basa en la capacidad de captacion de
radicales libres, pero si en la capacidad de reduccion del hierro. En un medio acido, el
complejo fierro-tripiridiltriazina se reduce a su forma ferrosa, formando una coloracién en
presencia del antioxidante, causando un incremento en la absorbancia a 595 nm. La
absorbancia encontrada es interpolada en una curva de calibracién de Trolox, y los
resultados son expresados como equivalentes de Trolox (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto,
2006).

El método determina la capacidad de la muestra para reducir un complejo
constituido por hierro férrico con la molécula tripiridil-5-triazina (TPTZ) a su forma
ferrosa. De este modo se genera una coloracion de intensidad proporcional a la actividad
reductora de la muestra, que puede cuantificarse por colorimetria en base a un patron de
hierro ferroso. La capacidad para reducir el hierro se considera un indice del poder

antioxidante de la muestra (Prior et al., 2005).

C. CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES OXIGENO (ENSAYO
ORAC).

Este método se basa en la medicion de la capacidad global que tienen todos los
antioxidantes presentes en una muestra para neutralizar los radicales peroxilo. Estos
radicales son generados térmicamente a partir del compuesto AAPH y reaccionan con
fluoresceina como sustrato. Como resultado de tal reaccion, la fluorescencia de este ultimo
compuesto decrece a través del tiempo, configurando un area bajo la curva (fluorescencia
versus tiempo). Cuando esta reaccion se realiza en presencia de antioxidantes, éstos
reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo inhibiendo la pérdida de intensidad de
fluorescencia y esta inhibicion es proporcional a la capacidad antioxidante (Antolovich et
al., 2002).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en los laboratorios de
Biotecnologia Industrial del Instituto de Biotecnologia (IBT) ubicado en el campus de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) y en los laboratorios del Instituto de
Ciencias de la Vida de la Facultad de Ingenieria Bioldgica, Agronémica y Ambiental de la
Universidad Cat6lica de Louvania (UCL), Bélgica.

3.2. MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada en la investigacion fueron cultivares de semillas de sacha
inchi (Plukenetia volubilis L.), procedentes de la Coleccién Nacional de Material Genético
de sacha inchi, proporcionados por la Estacion Experimental Agraria (EEA)“El Porvenir”
del Instituto Nacional de Innovacion Agraria-INIA. En total se analizaron 16 cultivares de
la coleccidon de semillas, de las cuales nueve correspondieron al Departamento de San
Martin y siete a Loreto. Los datos de procedencia e identificacion, al igual que las

imagenes de cada cultivar se detallan en el Anexo A 1.

3.3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
3.3.1. MATERIALES

Balones de 200 mL, 250 mL, matraces esmerilados de 250 mL, vasos de
precipitados de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, baguetas, probetas de 5mL, 10 mL, 50
mL, 100 ml, 500 mL y 1000 mL, tubos de ensayo, peras de decantacion de 250 mL,
frascos color &mbar de 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL y 30 mL, termémetros, (Boeco
Germany), matraz kitasato de 250mL, pipetas de 2mL, 5mL, 10 mL, fiolas de 5mL, 10mL,
25mL, 50mL, 100mL, 500mL, placas petri de 5cm de diametro, mortero, soporte universal,
pinzas, magnetos, parafilm “M” (Laboratory Film), tubos de centrifuga de 10 y 50 mL
(Falcon), gradillas, crondmetro, micropipetas de 5 -50 pL, 100 — 1000 pL y 500-5000 puL
(Hirschmann Laborgerate); 50- 250 pL (Brand); 5-20 pL (Gilson); 5-50 uL (Wheaton) y

otros materiales necesarios para los analisis.



3.3.2. REACTIVOS

Acido clorhidrico fumante al 37% (Merck), propanol grado HPLC (Tedia), alcohol
etilico comercial (Yohisa), alcohol etilico absoluto G.A (J.T Baker), hidréxido de sodio
(Mallinckrodt), hidroxido de potasio (Merck), Folin Ciocalteau 2N (Merck), carbonato de
sodio (Mallinckrodt), 2,2~ azino — bis (3 — etilbenzotiazolina — 6 — &cido sulfénico) sal de
diamonio 98% o ABTS (Sigma Aldrich), persulfato de potasio (Sigma), metanol (Sigma
Aldrich), nitrégeno gaseoso (AGA), &cido acético glacial (Merck), butil hidroxitolueno
BHT (Sigma Aldrich), alcohol metilico (Fermont), diclorometano (Merck), acetona
(Fermont), hexano (Sigma), Hexano grado HPLC (Sigma), acetato de sodio (Himedia),
2,4,6- TRIS (2-Pyridyl)-5-triazine o TPTZ (Sigma), FeCl3.6H,0 (Riedel De Haen),
K;HPO,4 (Merck), KH2P04 (Merck), 6- Hydroxy-2,3,7,8 tetramethyl-chromon-2- carboxylic
acid 97%) o TROLOX (Aldrich), AAPH (2,2-azobis (2-methylpropionamide)
dihydrochloride) (Sigma), fluoresceina (Sigma), eter de petroleo (Tedia), cloruro de sodio
(J.T.Baker), sulfato de sodio anhidro (J.T.Baker), 5-a cholestane 97% (Sigma),
acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific), 2 propanol grado HPLC (Tedia), agua
destilada, agua miliQ, heptano (Tedia), ciclodextrina (Cyclolab), estandares de a, B, 9, v,
tocoferol (Chromadex), estandares de campesterol, sistosterol, stigmasterol (Chromadex),
estandar de FAME (eéster metilico de acidos grasos, Sigma Aldrich), estandar interno C11
(Metil Undecanoato, Sigma Aldrich).

3.3.3. EQUIPOS

Equipo soxhlet, rotavapor (Laborota 4000 Heidolph), ultrasonido (Ultrasonic
Cleaners 2510 Branson), centrifuga (Hettich), espectrofotometros Genesys 20 y Genesys
10 UV (Thermo), agitador magnético (Ceramic midi Polimax 2010 Ika), vortex Mixer
(Wizard & Classic Velp), refrigeradoras (LG), congeladora horizontal (Electrolux),
congeladora -70°C (lIshin), potenciometro (410 Aplus ThermoOrion), balanza analitica
(Ohaus Adventurer), balanza electrénica (0,1 g) Sartorius, destilador de agua (G.F.L.),
cocina eléctrica (TEBA), estufa Memmert, estufa Fravill, bomba de vacio Membrand,
equipo para la purificacion de agua MilliQ Millipore, agitador de muestras Heidolph
Polymax 2040, bafio maria (G.F.L), microcentrifuga (Mikro 20_Hettick), HPLC (Waters
2695), cromatografo de gases CG-2010 Plus (Shimatzu Plus), Lector de placa de
fluorescencia Synergy 2 Biotek (Winooski, VT).
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34 METODOS DE ANALISIS

3.4.1. PESO, DIAMETRO Y ESPESOR DE LAS SEMILLAS DE SACHA INCHI
Para la caracterizacion se tomaron valores promedio de peso, diametro ecuatorial y

polar, asi como espesor, tanto de las semillas (cascara mas almendra), como de las

almendras, para ello se utiliz6 una balanza digital y un vernier (Figura 2). Ademas, se

determind el porcentaje de la cascara y almendra de la semilla.

FIGURA 2: Determinacion de medidas en semillas de sacha inchi

(a) semilla (con cascara) y (b) almendra (sin cascara).

3.4.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Se utilizé el método gravimétrico porcentual, donde un peso determinado de
semillas molidas (sin cascara) fue secado en estufa al vacio a 100 °C hasta obtener un peso
constante (7 horas) a una presion de 4 mmHg. El contenido de humedad fue el resultado de

la diferencia entre 100 y el valor de humedad fue expresado en porcentaje (AOAC, 1995).

3.4.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS
Se siguié el método de Folin-Ciocalteau recomendado por Singleton y Rossi
(1965). El procedimiento fue el siguiente, se pes6 0.5 g de torta desengrasada y se mezclo
con 10 mL de acetona al 70%; el conjunto se dejé en reposo por 20 horas a 4°C, luego se
centrifugd por 10 min a 4,000 rpm y se procedid a recuperar el sobrenadante el cual fue

almacenado a -20°C hasta el momento del analisis respectivo.
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Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se hizo reaccionar 250
uL de reactivo Folin Ciocalteu 1 N con 1250 pL de una solucion de carbonato de sodio 0.5
M y 500 uL de la muestra (extracto). La mezcla se dejo reaccionar por 30 minutos bajo
oscuridad. También se prepar6 un blanco con agua destilada en lugar de muestra. La
absorbancia fue medida a 755 nm. El contenido de compuestos fendlicos totales se estimo
a partir de una curva estandar elaborada con una solucién de &cido gélico como patron
(Anexo A 3). Los resultados se expresaron como mg acido galico equivalente (AGE)/100g
de semilla.

3.4.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TOCOFEROLES

Se sigui6 el método reportado por Amaral et al. (2005a), con algunas
modificaciones. Se procedio de la siguiente forma, se pesé 400 mg de semilla descascarada
molida (particulas < 0.5 mm) con un mortero, se agregd 75 uL de BHT (a una
concentracion de 10 mg/mL de hexano) y luego 2 mL de etanol grado analitico, se
homogenizo con la ayuda de un vortex por un minuto. En seguida se adiciono 4mL de
hexano, se homogenizd por 1 minuto, luego se agregd 2 mL de una solucidn saturada de
cloruro de sodio y nuevamente el conjunto se homogeniz6 por un minuto. Se centrifugd a
4,000 rpm a 1°C por cuatro min y luego el sobrenadante fue colectado. Se volvié a realizar
dos extracciones mas con hexano, recuperandose en cada extraccion el sobrenadante. El
conjunto de sobrenadantes fueron llevados a sequedad con la ayuda de nitrogeno y sobre
bafio maria a temperatura entre 35y 40°C. El residuo fue recuperado en 1.5 mL de hexano
y deshidratado con 0.5 g de sulfato de sodio anhidro. El conjunto fue centrifugado a 10,000
rpm. El sobrenadante fue transferido a los viales de inyeccion para su cuantificacion por
HPLC.

La cuantificacion de los tocoferoles se realiz6 en un equipo HPLC (Waters 2695) con
un mddulo de separacion Waters 2695 (Waters, Milford, MA), integrado con un inyector
automatico, un detector de fluorescencia (Waters 2475) y se utilizo el software Empower.
La separacion cromatografica fue realizada en una columna empaquetada con Silica
(Marca YMC) de 3um de dimensiones 250 x 4.6 mm (Kyoto, Japan) y un guarda columna
de 4.0 x 2.0 mm, a la temperatura de 30°C. Se utiliz6 un gradiente isocratico, donde la fase
moévil empleada fue una mezcla de n-hexano/2-propanol/acido acético (1000: 6: 5, v/v/iv).

El flujo del solvente de elucion fue 1.4 mL /min, bajo un sistema de gradiente isocratico.
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La cantidad de muestra inyectada fue de 10 uL. La deteccién y cuantificacion fue realizada
a las longitudes de onda de excitacion = 290nm y de emision = 330nm. Las muestras y fase
mavil fueron pasadas por filtros millipore de 0.22um, tipo GV (Millipore, Bedford, MA)
antes de ser inyectados al HPLC. La duracion de la corrida cromatografica fue de 13
minutos. La identificacion del «-, 8-, v -y 0 - tocoferol se realizd por comparacion de
los tiempos de retencidn de las muestras con estandares previamente inyectados. Durante
el desarrollo de toda la metodologia se mantuvo las muestras bajo condiciones de
oscuridad. Los resultados fueron expresaron como mg de tocoferol/100 g de semilla
considerando las curvas estandar para cada tofocoferol evaluado (Anexo A 5).

3.4.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS

Se utiliz6 el metodo reportado por Michotte (2009). EI método consta de tres etapas:
la metilacion, extraccion y cuantificacion por cromatografia gaseosa, las mismas que se
describen a continuacion. Para la metilacion se procedio a pesar en un tubo de 70 mL unos
500 mg de aceite de sacha inchi (obtenido previamente por extraccion soxhlet con éter de
petréleo por 6 horas a temperatura no mayor a 40°C). Al aceite se le adiciondé 10 mL de
KOH 0.1M vy el conjunto se coloco en bafio maria a 70°C por una hora. Posteriormente los
tubos fueron enfriados y se adicioné 4 mL de una solucion de HCI 1.2 N en MeOH
(metilacion), el tubo fue agitado y colocado en bafio maria a 70°C por 20 min para

posteriormente ser puestos a enfriar a 4 °C.

La extraccion se realizé adicionando 20 mL de hexano a los tubos ya enfriados, asi
como 10 mL de agua MilliQ, el conjunto se agito en un vortex. Seguidamente, la mezcla se
colocé en refrigeracion a 4°C durante una noche, luego de lo cual se observo la separacion
de dos fases. Se tom6 150 pL de la fase superior y se llevé a un volumen de 20 mL con
hexano, adicionalmente esta mezcla contenia 1 mL del estdndar interno C11 (metil
undecanoato) a la concentracion de 0.75 mg/mL. Previo al analisis cromatografico 400 puL
de la muestra fue combinada con 400 pL de hexano, se procedi6 a filtrarla y se colocé en

un vial para ser pasado por el cromatdgrafo de gases.
El analisis de acidos grasos se realizo utilizando un cromatdgrafo de gases Trace GC

de Thermo Finnigan, un detector fotométrico de Ilama (FID), un inyector automatico Pal

GC de CTC Analitico y como software se empled el programa ChromQuest 3.0. El gas
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utilizado fue el hidrégeno que trabajé a una presion constante (200 kPa). La columna
utilizada fue una RESTEK Rt-2560 compuesta de biscianopropil polisiloxano (100 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.2 um de pelicula interior). El gas portador que trabajé a
presion constante fue el helio. EI programa de gradiente de temperatura empleado fue el

siguiente:

1 Temperatura inicial : 80°C

2 Incremento de la T° (25°C/min) hasta 175°C
3 Primer nivel : 175°C durante 25 min

4 Incremento de la T° (10°C/min) hasta 205°C
5. Segundo nivel : 205°C durante 4 min

6 Incremento de la T° (10°C/min) hasta 225°C
7 Tercer nivel: 225°C durante 20 min

8 Descenso de la T° (20°C/min) hasta 80°C

La cantidad de muestra inyectada fue de 1 pL. El tiempo de corrida cromatografica
fue de 33 minutos por cada muestra. Los acidos grasos de la muestra fueron identificados
en funcién a los tiempos de retencion, por comparacion de estandares previamente
inyectados. Los resultados fueron expresados como g de acido graso/100 g de semilla,

considerandose en los calculos los rendimientos en aceite obtenido a partir de la semilla.

3.4.6. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CAROTENOIDES TOTALES

Se utilizé el método reportado por Talcott y Howard (1999). El procedimiento
seguido fue el siguiente, se pesaron 0.5 g de semilla molida y se adicioné 5 mL de una
solucion acetona-etanol (1:1) que contenia a su vez 200 mg/L de BHT. Todo se mezclé
hasta obtener una consistencia uniforme. La mezcla se filtré en papel Whatman N° 1y los
residuos del papel fueron lavados con el solvente indicado anteriormente hasta llegar a un
volumen de 5 mL. El filtrado se pasé a un tubo de 70 mL, se le adiciond 2.5 mL de hexano,
se agitd vigorosamente y se dejo en reposo por 30 min; luego se afiadié agua destilada, se
agito y se dejo en reposo por 20 min donde se observo la separacion de dos fases. Se tomo
una alicuota de la fase hexano (fase superior) y se leyo en el espectofotometro a 470 nm,

usando como blanco hexano. El contenido de carotenoides se calculé utilizando una curva
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estandar de p-caroteno. Los resultados fueron expresados como mg de B-caroteno

equivalente (BCE)/100g de semilla.

3.4.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FITOESTEROLES

Se empled el método recomendado por Da Costa et al. (2010) y Ducheteau et
al.(2002). El procedimiento fue el siguiente, se pesdé 100 mg de aceite al cual se le agrego
100 pL del estandar interno (solucion de B-colestanol a una concentracion 5 mg/25 mL en
n-heptano). Luego se adicion6 1 mL de una solucién etanélica de hidroxido de potasio al
12%, el cual fue preparado minutos antes de cada ensayo; el conjunto se homogeniz6 por 5
segundos. Cada tubo fue colocado en bafio maria a 60°C por 1.5 h bajo agitacién lenta y
luego se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se procedi6 a extraer la parte insaponificable
para lo cual se agregé 1 mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano, todo se homogenizo
por 5 segundos e inmediatamente fue transferido todo el volumen en una pera de
decantacion y se dejo reposar hasta que se observé separacion de fases. Seguidamente fue
transferida la fase organica en un tubo (fase superior) para su recoleccion. Se procedié a
realizar este procedimiento dos veces mas, juntandose finalmente los sobrenandantes
obtenidos. Al conjunto se procedi6 a adicionar sulfato de sodio anhidro para deshidratar la
mezcla. El producto final obtenido fue evaporado a sequedad en un rotavapor a 40°C.
Finalmente el residuo obtenido fue recuperado en 1mL de n-heptano, para posteriormente

ser filtrado e inyectado al cromatdgrafo de gases.

El analisis de los fitoesteroles se realizo utilizando un cromatografo de gases CG-
2010 (Shimadzu Plus GC-2010-Kioto, Japon) equipado con un detector de flama de
ionizacion (FID-2010) y un autoinyector AOC - 20i. La columna capilar empleada fue una
Supelco SAC TM-5 (St. Louis, MO, USA) de dimensiones de 30 m x 0.25 mm ID y con
una pelicula interna de 0.25 um que contenia 5% phenyl/95% dimethylpolysiloxano. Las
condiciones cromatogréaficas de corrida fueron las siguientes: la temperatura del horno
inicial de 250°C por dos minutos, incrementandose rapidamente a 285°C a 25°C/min;
luego siguié un periodo isotérmico de 285 °C por 32 minutos. El tiempo total de corrida
fue de 40 min, el gas empleado como transportador fue el Helio y se inyectd un volumen

de 1 pL de muestra por corrida.
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Los fitoesteroles fueron identificados por comparacion con los tiempos de retencion
de los estandares previamente inyectados (J-sitoesterol, campesterol, estigmasterol, Anexo
2 d). El contenido de fitoesteroles en las muestras se calcul6 utilizando una curva estandar
de los tres fitoesteroles empleados como estandar de referencia (Anexo A5). Los resultados
se expresaron como mg /100g de semilla, considerandose en los célculos los rendimiento

en aceite obtenido a partir de la semilla.

3.4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
La medida de la capacidad antioxidante se realizd por tres diferentes métodos de
ensayo: el método del ABTS, FRAP y ORAC, los cuales se describen a continuacion:

a. Método de la capacidad antioxidante ABTS hidrofilica y lipofilica

En primer lugar se procedio a obtener los extractos hidrofilicos y lipofilicos a partir
de las semillas de sacha inchi, para ello se procedid a realizar extracciones sucesivas las
que se describen a continuacion. Se mezclo 1 g de semilla de sacha inchi finamente molida
con 15 mL de metanol al 80%, al conjunto se le dejo en reposo por 20 horas, bajo
oscuridad a 4 °C. Luego se centrifugd 4,000 rpm por 10 min y el sobrenadante obtenido
fue recolectado y almacenado en oscuridad a -20°C hasta su posterior analisis; este
extracto es considerado como el extracto hidrofilico. Para la obtencion del extracto
lipofilico, el pellet residual fue mezclado con 10 mL de diclorometano, la mezcla se agitd
vigorosamente por 20 min a temperatura ambiente para luego ser filtrado. El liquido

resultante fue almacenado en oscuridad a -20°C hasta su posterior analisis.

La capacidad antioxidante se determind segun el método del ABTS descrito por
Arnao (2000). Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante se hizo reaccionar 150
ML de muestra (extracto hidrofilico o lipofilico) con 2,850 pL de la solucion diluida de
ABTS" (preparada segln la recomendacion de Arnao, 2000). Un blanco fue preparado con
150 pL de etanol o diclorometano (segln el tipo de capacidad antioxidante a medir) para
obtener un factor de correccion. La mezcla se agité y se dejo reaccionar por un tiempo
determinado hasta cuando la lectura de la absorbancia fuera constante. Al concluir este
tiempo, se procedid a la lectura en el espectrofotometro a 734 nm tanto de la muestra
(extracto hidrofilico y lipofilico) como del blanco. La capacidad antioxidante ABTS

hidrofilica y lipofilica fueron estimadas a partir de las absorbancias del blanco y de las
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muestras que fueron reemplazadas en curvas estandar considerando al Trolox como
equivalente equivalente quimico (Anexo A 6) Los resultados se expresaron como pmol de
Trolox equivalente (TE) por gramo (g) de semilla.

b.  Método de la capacidad antioxidante FRAP

Para la medida de la capacidad antioxidante FRAP se trabajé con el extracto
hidrofilico obtenido de la etapa anterior. EI método empleado fue el descrito por Benzie y
Strain (1996). Se tomé una alicuota de 150 pL del extracto metandlico al 80% y se mezclo
con 2,850 mL del reactivo FRAP (reactivo preparado segun Benzie y Strain, 1996). La
mezcla fue incubada a temperatura ambiente por dos horas y media bajo agitacion
constante, para luego determinar su absorbancia a 593 nm. Un blanco fue preparado bajo
las mismas condiciones reemplazandose la muestra por metanol. Las lecturas de
absorbancia a 593 nm de la muestra y el blanco, fueron reemplazadas en una curva
estandar elaborada con Trolox como equivalente quimico (Anexo A 7). Los resultados

fueron expresados como umol Trolox equivalente (TE)/g de semilla.

c. Meétodo de la capacidad antioxidante ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) hidrofilica y lipofilica

Se utiliz6 el método recomendado por Arnao et al. (2000) con algunas
modificaciones. Un gramo de semilla de sacha inchi fue puesta en contacto con 15 mL de
metanol al 80% (para la fraccion hidrofilica) y mezclada, el sobrenadante fue recuperado y
la torta residual fue re-extraida con 10 mL de diclorometano (para la fraccion lipofilica).
Ambas fracciones fueron centrifugadas a 4,000 rpm durante 10 min a 4 °C; y los
sobrenadantes fueron luego almacenadas a -20°C hasta el momento del analisis respectivo.
Posteriormente la fraccion lipofilica se seco con nitrogeno y se redisolvioé en acetona que
contenia 7 % de RMDC (B-ciclodextrina metilada al azar). Dicha mezcla fue empleada
para la medida de la capacidad antioxidante lipofilica (CAL), mientras que la fraccion
hidrofilica fue utilizada directamente para medir la capacidad antioxidante hidrofilica
(CAH).

Para los analisis ORAC se utilizaron los procedimientos descritos por Ou et al.

2001) y Huang et al. (2002) con ligeras adaptaciones. Los ensayos de capacidad

antioxidante se realizaron en una placa lectora de fluorescencia Synergy 2 Biotek
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(Winooski, VT). EL reactivo AAPH, compuesto azo hidrosoluble fue empleado como el
generador de los radicales peroxilo. Se utiliz6 como solucion estandar al trolox, ademas de
la solucidn de fluoresceina. La solucion stock de trolox fue diluida con el buffer fosfato
(75 mM, pH 7.4) (para la CAH-ORAC) o con 7% RMCD (para la CAL-ORAC) y se
prepararon diferentes concentraciones: 4, 8, 16, 24 y 32 uM para la construccion de una
curva estandar (Anexo A 8).

Para el ensayo ORAC se procedid a reaccionar 25 pL del blanco (buffer fosfato para
el ensayo de CAH-ORAC o la solucién al 7 % RMCD para el ensayo de CAL-ORAC) o el
estandar de TROLOX o las muestras diluidas con 250 pL de fluoresceina (55 nM) e
incubadas por 10 min a 37 °C hasta la inyeccion automatica de 25 pL de solucién de
AAPH (153 nM). La fluorescencia fue medida a cada minuto durante un periodo de 50
min. Los filtros de fluorescencia fueron empleados a una longitud de onda de excitacion de
485 nm y a una longitud de onda de emision de 520 nm. Los valores de la CAH-ORAC y
CAL-ORAC final fueron calculados usando el area que se observd bajo la declinacion de

las curvas y fueron expresados como pumol de trolox equivalente (TE)/g de semilla.

3.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
A continuacion se describen a las diferentes etapas seguidas en la presente
investigacion que comprendio desde la recepcion de las muestras de estudio hasta la

realizacion de los analisis respectivos. Cada etapa es descrita a continuacion:

- Recepcion y seleccion: Las muestras fueron recibidas del INIA, bajo codificacion,
contando con la procedencia de cada cultivar. Las cantidades de cada cultivar
estuvieron comprendidas entre 500 y 1,000 g. Las muestras fueron pasadas por un
proceso de seleccion para evitar la presencia de semillas en mal estado. A las
muestras seleccionadas se les procedié a determinar las caracteristicas fisicas de
peso, diametro y grosor, asi como la humedad (segun se indica en el acapite 4.2). Los
cultivares fueron conservados a -20 °C en bolsas de polipropileno debidamente
codificadas y selladas hasta el momento de la ejecucion de los analisis de

caracterizacién guimica.
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- Descascarado: Previo a los procesos de caracterizacion fisica y quimica, se

3.6.

procedid a acondicionar la muestra para ello se abri6 cada semilla con la ayuda de un
martillo pequefio y luego se siguidé de un descascarado manual. Esta operacion se

hizo en condiciones de oscuridad.

Molienda: Las almendras, ya sin cascara, fueron molidas lo méas finamente posible
(menos de 2 mm) con la ayuda de un mortero bajo condiciones de oscuridad.

Acondicionamiento y caracterizacion quimica de las muestras: En esta etapa se
procedié a acondicionar las muestras para que sean sujetas a los analisis de
caracterizacion quimica. Asi para la evaluacion de acidos grasos y tocoferoles, se
hizo una previa extraccion del aceite mediante el método de Soxhlet utilizando como
solvente al éter de petroleo, por un periodo de 6 horas. Posterior a la extraccion se
determino el contenido de aceite por muestra. Para la evaluacion de los compuestos
fendlicos, P-caroteno, fitoesteroles, capacidad antioxidante hidrofilica por los
métodos de ABTS, FRAP y ORAC vy capacidad antioxidante lipofilica por los
métodos de ABTS Y ORAC, se usaron diferentes técnicas de extraccion las cuales

han sido descritas en los acapites anteriores.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis fueron realizados por triplicado determindndose de ellos el

promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variabilidad. Los promedios de los

resultados finales fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANVA) a un nivel de

significancia del 95% (p < 0.05) para determinar la existencia de diferencias significativas

entre las 16 unidades experimentales evaluadas. Si el ANVA resulté significativo se aplicd

la prueba de diferencias de medias de Tukey. Para establecer la relacion entre la capacidad

antioxidante hidro y lipofilica y los compuestos posiblemente responsables de dicha

capacidad en las semillas de sacha inchi, se utiliz6 la correlacién de Pearson a un nivel de

significancia de 0.01. Para la evaluacion estadistica se utilizd el programa estadistico

Statistical Package for the Social Scienses (SPSS) version 19 en entorno MS-Windows 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FiSICA

Las caracteristicas de peso, didmetro ecuatorial y polar y espesor para las semillas y
almendras de los 16 cultivares de semilla de sacha inchi fueron determinadas y los
resultados se presentan en el Cuadro 3.

CUADRO 3: Caracteristicas fisicas de los 16 cultivares de semillas de sacha inchi

Semilla* Almendra*
Peso (g) | Diametro | Didmetro | Espesor | Peso(g) | Diametro | Diametro | Espesor
Ecuatorial | Polar (mm) Ecuatorial | Polar(mm) | (mm)
Cultivar (mm) (mm) (mm)

PER000394 0.79 17.1 14.0 8.1 0.52 13.0 109 |6.8
PER000395 0.82 16.9 14.6 8.0 0.54 13.3 11.0 |7.0
PER000401 0.72 16.0 13.8 7.8 0.46 12.7 10.8 |6.8
PER000403 0.79 16.7 14.6 7.7 0.50 13.2 11.2 |6.7
PER000405 0.67 15.9 13.9 7.3 0.44 12.5 108 |6.5
PER000406-A | 0.75 17.1 13.9 7.5 0.49 13.8 11.0 |6.6
PER000406-B | 0.65 15.7 13.2 7.3 0.42 12.6 10.7 |6.2
PER000408-B | 0.74 171 14.0 7.7 0.46 13.1 106 |6.7
PER000416 0.68 15.7 13.8 7.6 0.44 12.4 10.8 |6.6
PER000417 0.70 16.4 14.0 7.4 0.45 12.8 108 |6.3
PER000418 0.76 16.7 14.3 7.6 0.49 13.3 111 |6.6
PERO000420 0.71 16.8 141 7.4 0.45 13.2 10.6 |6.3
PERO00421 0.78 17.5 15.0 7.5 0.49 13.8 10.8 |6.5
PERO000422 0.72 16.1 14.5 7.7 0.48 12.9 111 |6.7
PERO17597 0.75 16.1 14.5 7.6 0.48 12.8 10.9 |6.6
PERO017598 0.79 16.5 14.4 7.8 0.54 13.7 114 |6.9

*Todos los valores son el promedio de una muestra representativa de cada cultivar de semillas de sacha inchi

Del Cuadro 3, se observa que el peso de las semillas fue variable entre los cultivares,

el mas bajo lo tuvieron las semillas del cultivar PER000406-B (0.65 g) y el mas alto el



cultivar PER000395 (0.82 g). El peso promedio de los 16 cultivares ascendié a 0.74 g, el cual
que fue més bajo que el reportado por Pascual y Mejia (2000) que fue de 1.20 g. De otro
lado los didmetros ecuatorial y polar presentaron un valor promedio de 16.5 y 14.1 mm,
respectivamente; siendo el primero de ellos inferior al encontrado por Pascual y Mejia
(2000) que fue 18 mm. El espesor de las semillas en promedio alcanzé el valor de 7. 61
mm, a diferencia del hallado por Pascual y Mejia (2000) que fue de 10 mm. Al respecto
Pantastico (1984), citado por Pascual y Mejia (2000) sefiala que el tamafio de la semilla de
los frutos es muy variable y es caracteristico de cada variedad, clima, suelo, cultivo entre
otros. Con respecto al color y forma, las semillas tuvieron un color marrén oscuro, de
forma ovalada, ligeramente abultada en el centro y aplastada hacia el borde, lo cual
coincide con lo mencionado por Valles (1995), ademas de presentar lineas a manera de

nervaduras a nivel de la superficie.

Los pesos de las almendras para los 16 cultivares estuvieron comprendido en un
rango en 0.42 (PER000406-B) y 0.54 g (PER000395) con un peso promedio de 0.48 g,
valor notoriamente mas bajo que el de las semillas estudiadas por Pascual y Mejia (2000)
con 0.77 g. Los didmetros ecuatorial, polar y espesor promedio fueron de 13.0, 10.9 y 6.6
mm, respectivamente; al respecto Pascual y Mejia (2000) encontraron valores de 14.9 y
7.97 mm para el diametro ecuatorial y espesor de las almendras, respectivamente. El color

de las almendras para todos los cultivares fue un crema palido.

Otro aspecto importante en la caracterizacion fisica fue la determinacion porcentual
de la cascara y almendra en la semilla de sacha inchi (Cuadro 4), éstos valores
representaron en promedio un 35.9 y 64.1 %, respectivamente. El cultivar PER000401
difirié de los demas por su mayor porcentaje de cascara (42.8 %) y menor porcentaje de
contenido de almendra (57.2 %). Bada et al. (2004) determinaron un 52.3% de cascara
para la semilla de avellana, valor superior al promedio encontrado para las semillas de

sacha inchi.
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CUADRO 4: Porcentaje de cascara y almendra en las semillas de 16 cultivares de

sacha inchi.

Porcentaje (%)

Cultivar Céscara Almendra
PER000394 34.68 65.32
PER000395-A 33.84 66.16
PER000401 42.81 57.19
PER000403 35.28 64.72
PER000405 35.75 64.25
PER000406-A 35.95 64.05
PER000406-B 36.85 63.15
PER000408-B 34.22 65.78
PER000416 33.82 66.18
PER000417 36.10 63.90
PER000418 33.87 66.13
PER000420 34.38 65.62
PER000421 37.47 62.53
PER000422 35.97 64.03
PER000597 36.69 63.31
PER000598 36.52 63.48

4.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

La humedad de las semillas de sacha inchi se determind mediante el uso de una
estufa al vacio (AOAC, 1995). Segun Sierra y Morante (2007) esta técnica es recomendada
para el caso de alimentos con sustancias volatiles presentes o con compuestos que se

descomponen con el calor.

La humedad estuvo comprendida en 3.90% (PER000406-B) y 4.62% (PER000418),
llegando a un valor promedio de 4.33 %, valor muy similar al encontrado por Follegatti-
Romero et al. (2009) con 4.30%; pero resultd ser mas bajo que los determinados por
Pascual y Mejia (2000) y Merino et al. (2008) con 6.37 y 6.42%, respectivamente.
Gutiérrez et al. (2011) encontraron un valor medio de 3.3% de humedad para 9 cultivares
de sacha inchi. Se encontraron diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05).

como se muestra en el Cuadro 5.
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CUADRO 5: Contenido de humedad en 16 cultivares de semillas de sacha inchi

Cultivar Humedad (%)
PER000394 412+ 0.2%°
PER0O00395A  3.94+ 0.2
PER000401 4.27+0.1%°
PER000403 4.42+ 0.3%°
PER000405 4.24+ 0.1%°
PERO0O0406A  4.45+ 0.1%°
PER000406B  3.90+0.1°
PER000408B  4.25+ 0.1%°
PER000416 4,31+ 0.2%°
PER000417 4.40+ 0.3%°
PER000418  4.62+0.2°
PER000420 4.24+ 0.3%°
PER000421 4.56%0.3"
PER000422 4.53+0.3"
PER017597 452+ 0.1
PER017598 457+ 0.1%

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=3), las letras diferentes en una

misma columna representan diferencias estadisticamente significativas, (p< 0,05).

4.3. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

En el Cuadro 6, se muestra el promedio de los resultados obtenidos del contenido de
compuestos fendlicos totales (CFT) por 100 g de semilla para cada cultivar de sacha inchi
y en el Anexo B 2 se presentan los resultados estadisticos.

El cultivar que tuvo el mayor contenido de CFT fue el PER000422 con 80 mg
AGE/100g de semilla, mientras que el contenido mas bajo fue de 64.6 mg AGE/100g de
semilla para el cultivar PER000406B, llegando a un contenido promedio de 69.9 mg
AGE/100g entre los 16 cultivares. Al realizar los andlisis estadisticos (Anexo B 2)

diferencias significativas entre los cultivares (p < 0.05) fueron encontradas.
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CUADRO 6: Contenido de compuestos fendlicos en 16 cultivares de semillas de sacha

inchi
Compuestos
fendlicos
Cultivar totales
(mgAGE/100 g
semilla)
PER000394  66.7 +0.7"
PER0O00395A 68.4+0.2%
PER000401  73.8 +0.6°™
PER000403  72.2+1.6%
PER000405  66.9 +0.2%"
PER000406A 65.9 +0.3%
PER000406B 64.6 +0.5"
PER000408B 66.9 + 0.5
PER000416  67.0 0.0
PER000417  69.6 + 0.1
PER000418  67.5+1.07
PER000420  68.1+0.27
PER000421  75.2%2.3°
PER000422  80.0 +1.8°
PER017597  74.6+4.4"
PER017598  71.3+0.7*

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=3), las letras diferentes en una
misma columna representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05).

En el aceite de sacha inchi se han analizado a los CFT (Mufioz et al., 2010; Arana y
Paredes, 2008) méas no en sus almendras. Diversos estudios han evaluado las cantidades de
CFT en semillas oleaginosas; como el realizado por Yang et al. (2009) quienes encontraron
en almendras, nueces de Brasil, castafia, avellanas, nueces de macadamia, mani, pecanas,
pifiones, pistachos y nueces contenidos de CFT de 212.9, 169.2, 316.4, 314.8, 497.8, 645.9,
1,463.9, 152.9, 571.8 y 1,580.5 mg AGE/100 g de producto respectivamente; también se
tiene el trabajo de Wu et al. (2004) quienes al evaluar almendras, nueces de Brasil,
castafias, avellanas, macadamias, mani, pecanas, pistachos y nueces, encontraron valores
en el rango entre 156 y 2,016 mg AGE/100g bs, rango mayor al compararlo con el valor
promedio obtenido en este estudio (74.4 mg AGE/100 g bs). Mientras que en linaza de
origen egipcio y finlandés se han determinado valores entre 80 y 290.2 mg AGE/100 g (bs)
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(Kahkonen et al., 1999 y El-Beltagi et al., 2007, respectivamente). En funcion a los datos
presentados se observa que las almendras de sacha inchi presentan contenidos menores de
CFT en comparacion a productos oleaginosos similares.

4.4, DETERMINACION DE TOCOFEROLES

Los contenidos de a, B, y y o-tocoferol por 100 g de semilla fueron determinados
para los 16 cultivares de sacha inchi, los resultados se presentan en el Cuadro 7 y en el
Anexo B 3 diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) se presentaron en el contenido
de los diferentes tocoferoles, asi como, en el total de tocoferoles entre los 16 cultivares de
sacha inchi. Bondioli et al. (2006) en un estudio realizado en aceite de sacha inchi encontr
los mismos tocoferoles. Concentraciones de a, y y o-tocoferol han sido reportados en el
mismo aceite por Fanali et al. (2011), mientras que Follegatti-Romero et al. (2009) y
Arana y Paredes (2008) s6lo encontraron y y 8- tocoferol y Hamaker et al. (1992) reporto
solo la presencia de a-tocoferol. Esta variacion a nivel de la presencia de los diversos tipos
de tocoferoles en el sacha inchi estaria influenciada por la procedencia de la semilla
(entorno medio ambiental donde se desarrollan) asi como a los diferentes procedimientos

de cuantificacion empleados.

De los cuatro tocoferoles hallados: a, B, y y 6, los 2 Gltimos se encontraron en mayor
cantidad para todos los cultivares de sacha inchi; asi el y-tocoferol estuvo presente en un
contenido promedio de 64.5 mg/100g y el &-tocoferol en 37.5 mg/100g. Cantidades
promedios de 1.19 y 0.82 mg/100g fueron encontradas para el a y p-tocoferol,
respectivamente. El y-tocoferol represent6 méas del 50% del total de tocoferoles de las
semillas, lo que coincide con lo reportado por Fanali et al. (2011) para el aceite de sacha
inchi. Ademas este autor menciona que el y y d&-tocoferol son los tocoferoles de mayor
presencia en aceites altamente insaturados como en el caso del aceite de soya y girasol.
Adicionalmente, Follegati-Romero et al. (2009) y Fanali et al. (2011), mencionan que la
actividad antioxidante in vitro tomando en cuenta al tipo de tocoferol decrece en el
siguiente orden y > & > B > a, ello indicaria que la capacidad antioxidante lipofilica en el
sachi inchi se explicaria en gran medida por la presencia de los tocoferoles y y 8y, que los

mismos podrian contribuir a la estabilidad oxidativa del producto.
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CUADRO 7: Contenido de tocoferoles (mg/100g semilla) en 16 cultivares de semillas

de sacha inchi

Cultivar & - " ° Total
Tocoferol Tocoferol Tocoferol Tocoferol Tocoferol
PER000394 1.17 + 0.02%" 0.81 + 0.08% 65.1 + 1.6* 34.2+0.8 100.2+2.%
PERO00395A  1.17 + 0.08°®" 0.77 £ 0.02% 65.4 + 1.8 38.2+0.7 1045+ 2.¢f
PER000401  1.17 +0.08°%" 0.77 + 0.058 60.6+3.2" 39.0+1.9% 100.4+51%
PER000403  1.19 + 0.03°*®" 0.91 + 0.04° 66.6 +3.2% 41.0+2.1°® 108.6 + 5.3
PER000405 1.26 + 0.0®  0.82+0.02* 685+1.8 327+0.8% 102.1+26%
PERO00406A 1.27£0.02 0.77+0.09° 64.3+3.1° 292+1.4 943+4F
PER000406B  1.20 + 0.0%**" 0.75+0.03 60.8+3.9 381+18 99.8+5.1
PER000408B  1.19 + 0.05°®"® 0.67 +0.02 56.8+1.8 30.2+ 1.9 87.8+3.0
PER000416 1.25 + 0.0%° 0.78+0.0f% 60.5+ 1.7 33.4+1.09 94.8+ 2.8
PER000417 1.13+0.08" 079+0.02°® 49.0+4.8° 287+27" 78.6+7.5°
PER000418 1.16 + 0.09%" 0.79+0.0f% 57.8+21 202+18 878=+41
PER000420 1.20 + 0.08°%" 0.92+0.09 81.4+21° 546+13 137.0+35
PER000421 1.22 + 0.08°% 0.87 + 0.0 69.6+1.2° 47.6+22° 1181+35°
PER000422 1.14 + 0.08" 0.86 + 0.08 61.0+ 4.0 443+24° 106.3+ 6.5
PER017597 1.24 + 0.08" 0.82+0.0%" 748+75 37.8+42 1135+ 11.F
PER017598 1.13+0.08  0.95+0.0% 70.1+0% 422+04% 1133+14

*L_os valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=3), las letras diferentes en

una misma columna representan diferencias estadisticamente significativas, (p< 0,05).

Del Cuadro 7, también se observa que el cultivar PER000420 alcanzo6 el més alto
valor de tocoferoles totales con 137 mg/100g de semilla y el de menor contenido fue para
el cultivar PER0O0417 con un contenido de 78.6 mg/100g de semilla; llegdndose a un valor
promedio de tocoferoles totales para los 16 cultivares de sacha inchi de 102.9 mg/100g de
semilla. Este ultimo valor, contrasta con lo hallado por Sotero et al. (2009) en una
investigacion realizada con semillas seleccionadas de sacha inchi, donde se obtuvo una
concentracion promedio de 41.23 mg/100g. El contenido de tocoferoles totales promedio
de la semilla de sacha inchi es mas alto comparado con el contenido de otras semillas,
como figura en el estudio realizado por Da Costa et al. (2010) donde encontraron en
nueces de Brasil tan s6lo un promedio de 15.28 mg/100g (152.8 ug.g™); mientras que
Amaral et al. (2005b) reportaron valores promedio de 15.87 mg/100g (158.72 ug.g*) en 6
cultivares de avellanas. Ademas El-Beltagi et al. (2007), Oomah et al. (1997) y Budin et al.
(1995) han encontrado valores de 7.9, 9.3 y 12.74 mg/100g en semillas de linaza,
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respectivamente. Las diferencias encontradas en el nivel de tocoferoles entre las semillas
de sacha inchi y entre éstas y otras semillas de otro origen podria deberse a que la
presencia y cantidad de ellos se ve afectada por la especie, estado de madurez o edad de la
planta, condiciones en su crecimiento (el clima, estacion, intensidad de la radiacion solar y
suelo), tiempo y forma de cosecha (Chun et al., 2006). Amaral et al. (2006) afiaden a lo
mencionado anteriormente, que las variaciones podrian ser causadas ademas por el tiempo
y condiciones de almacenamiento de las muestras, procedimientos del proceso, las

diferentes metodologias usadas para la identificacion y separacion de los compuestos.

Haciendo una evaluacion respecto al contenido individual de cada tocoferol se tiene
que el cultivar con mayor cantidad de a-tocoferol fue el PER000406-A con 1.27mg/100 g
y el méas bajo se encontro en los cultivares PER000417 y PER017598 con 1.13 mg/100 g
semilla. El rango de valores citados se encuentra dentro de los valores encontrados en la
nuez para tres afios de cosecha (1.36, 1.16 y 1.05 mg /100 g ; Amaral et al., 2005b), es
mayor al encontrado en semillas de linaza por Oomah et al. (1997) y Budin et al. (1995) de
0.06 y 0.88 mg /100 g respectivamente; sin embargo es inferior a las presentadas en
avellana 14.97 mg /100 g (149.66 ug/g), almendra 15.18 mg/100g (151.8 pg/g) y nuez de
Brasil de 7.26 mg /100 g (72.55 pg/g) (Amaral et al. 2005a; Savage, 2000 citado por
Nufiez, 2007 y Da Costa et al., 2010). Al respecto, hoy en dia existe gran interés por
investigar el contenido de tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E) en los alimentos, pues
hasta hace poco, se consideraba al o -tocoferol como el tocol més importante por su
potencial biolégico, sin embargo hallazgos recientes sefialan que los deméas tocoles
contribuyen también al total de bioactividad de esta vitamina ademas, de ser importantes
por el rol que podrian cumplir frente al desarrollo de distintas enfermedades (Theriault et
al., 1999).

El B-tocoferol, fluctuo en valores entre 0.95 mg/100 g (PER017598) y 0.67 mg/100
g (PER000408-B); estos valores fueron mayores que los hallados en semillas de avellana
con 0.63 mg/100 g (6.25 ug.g™), en nueces con 0.12, 0.09 y 0.10 mg /100g para tres afios
consecutivos de cosecha, almendras con 0.31 mg/100 g (3.1 mg/kg), no encontrandose este
tipo de tocoferol en nueces de Brasil (Amaral et al., 2005a, Amaral et al., 2005b; Savage,
2000, citado por Nufiez, 2007 y Da Costa et al., 2010), ni en semillas de linaza (Oomah et
al., 1997 y Budin et al., 1995)
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Con respecto al y-tocoferol, el cultivar con mayor contenido fue el PER000420
donde se hall6 81.4 mg/100 g y el menor fue para el cultivar PER000417 con 49.0 mg/100
g y tal como ya se indicé anteriormente éste fue el principal tocoferol encontrado en todos
los cultivares de sacha inchi. Al respecto Wagner et al. (2004) mencionan que dicho
tocoferol es la forma mas prevalente de vitamina E en semillas de plantas, especialmente
en las semillas tipo nuez. El rango de valores citados resultd bastante mayor con la
encontrada en la avellana: 0.22 mg/100g (2.19 ug.g™), segtin lo reportado por Amaral et al.
(2005a). También fue mayor que el contenido determinado en 6 cultivares de nueces
cosechadas en tres afios consecutivos con 24.55, 22.79 y 20.60 mg de y-tocoferol/100 g
(245.49; 227.86; 205.96 mg/kg) (Amaral et al., 2005b); igualmente que en el estudio
realizado por Savage (2000), citado por Nufiez (2007) en almendras, donde reporté 6.03
mg/100g (60.3 mg/kg), en el contenido de nueces de Brasil con 7.44mg/100g (74.35ug.g™)
(Da Costa et al., 2010) y en el de semillas de linaza con 9.0-9.4 mg/100g semilla (Oomah
etal., 1997 y Budin et al., 1995).

Finalmente, el rango de valores encontrados del &-tocoferol se situd entre 54.6
mg/100g (cultivar PER000420) y 28.7 mg/100g (cultivar PER000417). Al igual que en
casos anteriores el rango encontrado en las semillas de sacha inchi fueron mucho mayores
a los determinadas en semillas como la avellana 0.06 mg/100g (0.62 ug.g™) (Amaral et al.;
2005a), en las nueces de Brasil con 0.59mg/100g (5.9 ug.g™) (Da Costa et al., 2010) y en
semillas de linaza con 0.2 mg/100g (Oomah et al., 1997 y Budin et al., 1995); mientras que
en almendras no se encontrd presente este tipo de tocoferol (Savage, 2000, citado por
Nufiez, 2007).

En funcion a los resultados encontrados, se tiene que las semillas de sacha inchi son
una fuente importante de tocoferoles y que podrian aportar a éstos compuestos de ser

consideradas dentro de la dieta humana.

45. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
Los resultados de la composicion de acidos grasos, acidos grasos saturados (AGS),
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y acidos grasos poli-insaturados (AGPI) de los 16

cultivares en estudio expresados en g por 100 g de semilla se muestran en el Cuadro 8. La
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evaluacion estadistica (Anexo B 4) indicé diferencias significativas entre los diferentes
cultivares (p < 0.05) para las diferentes determinaciones de acido grasos evaluadas.

De acuerdo a los resultados, aproximadamente el 92% del total de acidos grasos esta
representado por los &cidos grasos insaturados, cantidad muy cercana (93%) a la
encontrada (93%) por Fanali et al. (2011) en el aceite obtenido a partir de las semillas de
sacha inchi. El bajo contenido de AGS vy el considerable alto contenido encontrado de
AGPI (aproximadamente 79%) indicaria que las semillas de sachi inchi son propensas a la
oxidacion una vez procesadas. Para los 16 cultivares los acidos grasos méas abundantes en
orden descendiente fueron el acido a-linolénico, el acido linoleico y el &cido oleico
(promedio de 14.6, 13.3 y 4.1 ¢g/100g semilla, respectivamente) y entre los menos
importantes en cantidad se encontro al &cido palmitico, estearico y vaccénico (promedio de
1.9, 1.2 y 0.3 g/100g semilla, respectivamente). Al respecto Fanali et al. (2011) mencionan
que los aceites de plantas comestibles contienen diferentes porcentajes de los cinco
primeros acidos grasos mencionados anteriormente y que para el caso del sacha inchi ellos
representaron aproximadamente el 99.6% del total de acidos grasos encontrados en las

semillas.

Los AGPI alcanzaron en promedio el 79% del total de acidos grasos, en las semillas
de sacha inchi, estando conformados por el &cido linoleico (omega-6) y el a-linolénico
(omega-3), esta caracteristica ubica a la semilla del sacha inchi como una fuente de gran
interés para la formulacion de dietas balanceadas y representa una buena alternativa ante
los alimentos basados en pescado y suplementos que hasta hoy han representado la
principal fuente de omega-3 (Fanali et al., 2011). En los ultimos afios se ha visto
incrementado dramaticamente el interés por los AGPI como nutrientes promotores de la
salud asi como la amplia gama de literatura que ilustra sus beneficios asociados a la mejora
de enfermedades cardiovasculares, condiciones inflamatorias, enfermedades del corazon,
ateroesclerosis, desordenes autoinmunes, diabetes y otras enfermedades (Ramadan et al.,
2006).

El alto grado de insaturacion de los &cidos grasos haria suponer que las semillas se

oxiden con mayor facilidad sobre todo si son expuestas a altas temperaturas (ejm. tostado)

y/o que presentan una pobre vida de anaquel (Bada et al., 2004). Se ha encontrado que el
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acido linoleico se oxida 50 veces mas rapido que el acido oleico (Brinkamnn, 2000). Sin
embargo en estudios anteriores mostraron que el sacha inchi parece ser estable,
especulando que podria deberse a la presencia de otros compuestos que actuarian
protegiéndolo frente a la oxidacién (Follegatti- Romero et al., 2009), entre los cuales
podrian estar los tocoferoles.

Evaluando la participacion individual de cada uno de los acidos grasos, se tiene que
el a- linolénico represent6 en promedio mas del 40% de los &cidos grasos totales (AGT),
lo que indica que este aceite es una fuente importante de omega-3 y podria ser considerado
como materia prima potencial de diversos productos dentro de la industria de alimentos y
nutracetticos. El promedio obtenido del a- linolénico fue 14.7 g/100g semilla donde el
mayor valor fue obtenido por el cultivar PER00401 con 16 g/100g y el menor por el
cultivar PER000401con 12.8 g/100 g. Mientras que Gutiérrez et al. (2011) determinaron en
semillas procedentes de Colombia un contenido de 21.33g/100 g semilla. Valores similares
se determinaron en las semillas de linaza, en un rango de 16.0 y 26.9 g/100 g (Ciftci et al.,
2012, Ostojich y Sangronis, 2012, Popa et al., 2012, y El-Beltagi et al. 2007), también en
las semillas de chia (20.9 g/100 g de semilla, Ciftci et al., 2012).

De otro lado, el &cido linoleico representd aproximadamente el 38% de los AGT, con
un promedio de 13.3 g/100 g semilla; el mayor contenido fue encontrado en los cultivares
PER000403 y PER000597 con 14.1 g/100 g semilla y en el cultivar PER000420 fue donde
se hallé en un 12.4 g/100 g semilla, dichos valores fueron cercanos al encontrado por
Gutiérrez et al. (2011) con 14 g/100 g semilla de sacha inchi y mayores a los encontrado en
semillas de linaza cuyo contenido varia entre 5.2 y 7.2 g/100 g semilla (Ciftci et al., 2012,
Ostojich y Sangronis, 2012, Popa et al., 2012, y El-Beltagi et al. 2007), y de chia (7.1
g/100 g semilla, Ciftci et al., 2012). El a-linolénico y el linoleico son importantes ya que
se les atribuye efectos nutricionales favorables y beneficios fisioldgicos como el efecto
positivo sobre el perfil lipidico en pacientes con hiperlipoproteinemia (Bays et al., 2008 y
Garmendia et al., 2011) al igual que en la prevencidn de enfermedades coronarias y cancer
(Oomah et al., 2000).

La participacion del acido oleico (omega-9) en las semillas de los 16 cultivares

alcanzé en promedio aproximadamente el 12% de los AGT, con una concentracion
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promedio de 4.1 g/100 g de semilla; siendo el cultivar PEROO0395A con mayor contenido
de &cido oleico (4.7 g/100 g) y el de menor contenido el PER000408B con 3.5 g/100 g.
Estas cantidades fueron similares a las encontradas en semillas de sacha inchi de
procedencia colombiana por Gutiérrez et al. (2011) de 3.89/100 g semilla y en semillas de
chia (3.7 g/100 g) por Ciftci et al. (2012). Sin embargo valores mayores fueron
encontrados en semillas de linaza (5.5 — 8.3 g/100 g) por Ciftci et al. (2012), Ostojich y
Sangronis (2012), Popa et al. (2012) y El-Beltagi et al. (2007). Los é&cidos grasos
palmitico, estearico y vaccénico representaron el 5.4, 3.4y 0.7% de los AGT, con valores
promedio de 1.85, 1.18 y 0.26 g/100 g de semilla respectivamente.

El perfil de &cidos grasos encontrado guarda estrecha relacion con diversos estudios
realizados sobre el perfil de &cidos grasos del aceite de sacha inchi donde se determino el
siguiente grado de participacion en orden decreciente: a-linolénico> linoleico> oleico>
palmitico > estearico y la existencia de otros encontrados en niveles de trazas (Sanchez,
2012; Gutiérrez et al., 2011; Fanali et al., 2011; Follegatti- Romero et al., 2009; Merino
et al., 2008; Arana y Paredes, 2008; Bondioli et al., 2006; Pascual y Mejia, 2000 y
Hamaker et al., 1992). Sin embargo, existen variaciones cuantitativas en la participacion de

cada acido grasos de un estudio al otro.

Algunos autores mencionan que el perfil en acidos grasos puede depender a factores
climaticos, caracteristicas del suelo, factores genéticos y ambientales en el desarrollo de
estos frutos (Cai et al., 2012) al igual que de las condiciones ambientales, del cultivar,
edad y madurez de la planta y de las préacticas de horticultura (Grauke et al., 2001; citados
por Villarreal et al., 2007) y de la especie de cada cultivar (Bada et al., 2004). Asi se
indica que al incrementar la cantidad de nitrégeno durante la fertilizacion, se incrementara
la saturacién de 4&cidos grasos monoinsaturados al igual que la proporcion de
poliinsaturados, debido a la disminucion de los &cidos grasos monoinsaturados (Heaton,
1969, citado por Villarreal et al., 2007).

De forma general los resultados indican que las semillas de sacha inchi son una

fuente importante de acidos grasos de omega-3 y omega-6, por lo que su consumo

(tostado), seria apropiado para contribuir a las necesidades de consumo de estos nutrientes.
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CUADRO 8: Contenido acidos grasos (g/100g de semilla) en 16 cultivares de semillas de sacha inchi

. Palmitico Estearico Oleico Vaccénico Linoleico a-Linolénico
Cultivar AGS AGMI AGPI AGT
(C16:0) (C18:0) (C18:1 n-9) (C18:1 n-11) (C18:2) (C18:3)

PER000394  1.7+0.0f 1.2 +0.01 3.9+0.0" 024+002% 13.4+00° 150+0.1° 28+00° 41+00" 283+0.1° 352+0.19
PER000395A 1.8 + 0.0 1.3+ 0.0 47+00* 0.25+0.01° 13.8+0.0° 156+0.1* 3.2+0.0" 50+00° 293+01* 37.4+0.1°
PER000401  1.9+0.0° 1.2+0.0° 40+01" 026+0.01" 13.0+0.0" 16.0+0.6° 3.1+00° 42+0.0° 28.0+05° 354+0.4°
PER000403  2.0+0.0° 1.2+0.0% 41+00%" 028+0.02° 14.1+0.1° 128+0.0° 3.1+00° 43+007 27.0+019 34.9+0.2¢
PER000405 1.8+ 0.0% 1.1+00% 4.0+0.1% 028+0.03 13.2+0.0° 14.8+0.1% 3.0+0.0 43+0.09 279+0.1° 359+0.10
PER0O00406A 2.0+0.0° 1.2+0.0°" 44+00" 0.28+0.02° 13.9+0.0° 13.7+01"  32+00° 46+0.0° 276+01" 354+0.1°
PER000406B 1.9+ 0.0° 1.2 +0.01 41+01% 026+0.01° 128+0.0" 144+01%0 31+01% 44+0.1°% 272+019 346+0.1"
PER000408B 1.8 + 0.0° 1.1+0.0" 35+01 026+001° 129+0.0° 157+01° 2.8+0.19 38+01 284+01° 350+0.0"
PER000416 1.8+0.0% 1.2+0.0%  42+0.0° 026+0.02° 126+0.1' 14.6+0.1%® 3.0+01" 44+0.1%® 27.3+0.1" 34.8+0.1"
PER000417 1.8+0.0% 1.2+0.0°® 43+0.0° 024+002" 13.2+0.0° 142+009 3.1+0.0® 4.6+0.0° 275+0.1% 351+0.0%"
PER000418 1.8+0.0°° 1.2+0.0" 42+00% 025+002° 13.7+0.0° 14.6+0.0%® 3.0+00%" 44+00" 283+0.1" 358+0.1°
PER000420  1.9+0.0° 1.1+0.0° 42+00% 026+002° 124+00 144+0.1% 30+00°% 44+00% 269+0.0" 34.3%0.0
PER000421  2.1+0.0° 1.2+0.0°® 44+00° 0.29 +0.0° 140+0.0° 150+0.1° 32+0.1* 47+01° 291+0.1* 37.1+0.0°
PER000422 1.6+ 0.0¢ 1.1+0.0" 3.8+0.0  0.23+0.02° 12.6 £ 0.0' 142+0.0° 26+00" 4.0+00 26.8+0.1" 33.4+0.0"
PER017597 1.8+0.0° 12+0.0" 42+00%® 0.28+0.02*° 14.1+0.0% 152+0.0° 3.1+0.0° 44+00" 292+01*® 36.8+0.1°
PER017598 1.9+0.0° 1.3 +0.0% 38+01" 026+003 13.4+0.0° 150+0.1° 32+00* 40+00" 284+01° 356+0.1%

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estdndar (n=3), las letras diferentes en una misma columna representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05).
AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: &cidos grasos monoinsaturados, AGPI: &cidos grasos poliinsaturados, AGT: &cidos grasos total.
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4.6. DETERMINACION DE CAROTENOIDES TOTALES

En el Cuadro 9, se presentan los contenidos de B-caroteno de los 16 cultivares de
semillas de sacha inchi. Se obtuvo una cantidad no mayor de 0.091 mg/100g semilla y una
minima cantidad de 0.063 mg/100g, perteneciente a los cultivares PER000403 y
PERO000420, respectivamente. En tanto que el promedio obtenido de p-caroteno fue de
0.077 mg/100 g de semilla. A pesar que este compuesto se obtuvo sdlo en cantidades
trazas, se hallo diferencias significativas entre los cultivares (Anexo B 5). Rodriguez-
Bernaldo y Costa (2006) indican que el contenido de carotenoides en frutos y vegetales
depende de diferentes factores como variedad genética, estado de madurez,

almacenamiento post cosecha.

CUADRO 9: Contenido de p-caroteno (mg/100g semilla) en 16 cultivares de sacha

inchi

Cultivar p-caroteno
PER000394 0.079 + 0.00%"
PER000395A  0.079 +0.00%%"
PER000401 0.087 +0.009"
PER000403 0.091 + 0.00"
PER000405 0.080 + 0.00""
PER000406A  0.078 +0.00%"
PER000406B  0.081 +0.01°"¢
PER000408B  0.082 +0.00%%"
PER000416 0.065 + 0.00*"
PER000417 0.076 + 0.00%°
PER000418 0.077 +0.00°"¢
PER000420 0.063 + 0.00°
PER000421 0.073 +0.00 "¢
PER000422 0.074 + 0.00%¢
PER017597 0.067 + 0.00%"°
PER017598 0.076 + 0.00%¢

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=3), las letras diferentes en una misma
columna representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05).
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De manera similar que en este estudio, aunque con resultados expresados en base al
aceite, se encontraron pequefias cantidades de carotenoides totales en una muestra de
aceite de sacha inchi procedente de Tarapoto (San Martin) (Hamaker et al., 1992). A
excepcion de este estudio, no existe informacion concerniente al contenido de carotenoides
en semillas de sacha inchi en la literatura. Warner y Frankel (1987), mencionan que los
componentes nutricionalmente importantes como los carotenos (provitamina A) y los
tocoferoles son importantes ya que contribuyen con la estabilidad y valor nutricional del

aceite; ademas de impartir el color al aceite.

4.7. DETERMINACION DE FITOSTEROLES

El contenido y composicion de los fitoesteroles determinados en las semillas de
sacha inchi se muestra en el Cuadro 10. En todos los cultivares se encontraron en orden de
participacion decreciente al p-sitosterol > estigmasterol > campesterol con variaciones
significativas (p < 0.05) entre los cultivares (Anexo B 6). La presencia mayoritaria de estos
tres fitoesteroles en el aceite de sacha inchi ha sido reportada previamente por Bondioli et
al. (2006) ademas de otros presentes en cantidades menores. Kamm et al. (2001) afirman
que la distribucion de los esteroles es tipica segun la familia a la que pertenece la planta.
En un estudio realizado por Mufioz et al. (2010) en aceite de sacha inchi, no se evidencio
la presencia del campesterol. Ningin dato adicional ha sido hallado en la literatura

relacionado con la presencia de estos compuestos en semillas de sacha inchi.

El total de los tres fitoesteroles alcanzé un rango promedio entre 75.8 (PER000394)
y 86.3 mg/100 g de semilla (PER000408B). El p-sitoesterol fue el fitoesterol
predominante, alcanzando un aproximado del 60% del contenido total de los tres
fitoesteroles, seguido por estigmasterol con un 30% Yy el campesterol con 10%. EI mayor
contenido de PB-sitoesterol se encontrd en el cultivar PER000408B con 53.2 mg/100g
semilla, mientras el minimo contenido fue hallado en el cultivar PER000597 con 45.2
mg/100. Al respecto Fierro (2004) citado por Mufioz (2010) afirman que el sacha inchi
presenta mayor contenido de B-sitoesterol en relacion con otros alimentos como los frejoles
y arvejas, y que otros aceites en el mercado (Aparicio, 1999, citado por Mufioz, 2010). El
nivel de B-sitoesterol promedio para los 16 cultivares alcanzo un 48.8 mg/100g de semilla,
valor que se sitGa por debajo del reportado en nuez de Brasil (65.5 mg/100 g semilla),
linaza (83.6 mg/100 g semilla) y nuez (88.9 mg/100g producto). Mayores cantidades han

sido encontradas en otras semillas como la pecana (116.5 mg/100 g semilla), avellana
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(102.2 mg/100 g semilla), castafia (112.6 mg/100 g semilla), linaza molida (83.6 mg/100 g
semilla), almendra (143.4 mg/100 g semilla), pistacho (209.8 mg/100 g semilla) y en
ajonjoli (231.7 mg/100 g semilla) (Phillips et al., 2005).

CUADRO 10: Contenido de los principales fitoesteroles (mg/100g semilla) hallados

en 16 cultivares de sacha inchi

Cult p-sitosterol Estigmasterol ~ Campesterol
ultivar

PER000394  46.6 + 0.4% 21.9+0.59 7.4 +0.3%%
PERO00395A 49.2 +1.2°%® 254+ 1,1%° 8.5 +0.5%
PER000401  45.4 +1.0f 23.4 + 0.4 71+0.4°
PER000403  49.8+1.7°  255+3.6%® 7.8 + 0.3%cce
PER000405  50.1+£2.1% 252 +0.5% 8.3 +0.7%¢
PER0O00406A  45.9 + 1.6°f 26.9+0.7° 8.8+0.72
PER000406B 48.2 +1.9%"  21.2+1.3 8.0 + 1,p%cde
PER000408B 53.2 +2.0° 24.8 +1.1% 8.2 + 0.5%
PER000416  48.0 £ 0.2°®f  24.9 +0.4% 7.6 + 0.2
PER000417  46.7 +0.7% 23.5 +0.4%%" 7.4 +0.4%
PER000418  49.4 + 0.5 22.9 + 0.8 7.2 +0.6%
PER000420  48.9+0.7%% 237 +0.7%%" 7.6 +0.4™%
PER000421  50.8 + 2.0%° 24.2 +1.10 7.7 + 0.5
PER000422  50.7 + 3.9%¢ 25.8 +2.2% 7.9 + 0,3%cc
PER017597 452 +3.1 25.5 + 1.4%¢ 7.4 + 0.5
PER017598 52.2 +0.3® 22.5 + 0.6 8.4 + 0.4

*Los valores presentados son el promedio + desviacién estdndar (n=3), las letras diferentes en una misma columna

representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05)

Referente al contenido de estigmasterol, se observd que este representd, en

contenido, la mitad del presente en B- sitoesterol. Esta misma proporcion fue obtenida por

Bondioli et al. (2006) en aceite sacha inchi, pero resultados diferentes han sido reportados

por Mufioz et al. (2010) ya que encontraron al estigmasterol como componente principal

del perfil de fitoesteroles y con valores cercanos de B-sitoesterol. El estigmasterol no

alcanzé cantidades mayores a 25.8 mg/100g de semilla (PER000406B), siendo el menor

contenido de 21.2 mg/100g de semilla PER000422. El valor promedio de estigmasterol

obtenido de los 16 cultivares de sacha inchi fue de 24.2 mg/100g; siendo éste mayor al
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encontrado por Da Costa et al. (2010) en nuez de Brasil (11.33 mg/100g de semilla), y con
los valores mostrados por Phillips et al. (2005) en pecana (2.6 mg/100g de semilla),
avellana (<2.5 mg/100g de semilla), castafias (< 1.2 mg/100g de semilla), linaza molida
(8.6 mg/100g de semilla) almendras (5.0 mg/100g de semilla), pistacho (2.3 mg/100g de
semilla) y ajonjoli (22.2 mg/100g de semilla).

El campesterol, estuvo presente en una cantidad promedio de 7.8 mg/100g de
semilla, y fue en los cultivares PERO00406A (8.8 mg/100 g semilla) y el PER000401 (7.1
mg/100 g semilla) donde se hall6 el maximo y minimo contenido respectivamente.
Bondioli et al. (2006) también determin6 este compuesto como el tercero de los principales
fitoesteroles en aceite de sacha inchi. El contenido promedio de campesterol determinado
fue mayor comparado al de otras semillas como la nuez de Brasil (4 mg/100 g semilla, Da
Costa et al., 2010), al de la almendra (4.9 mg/100 g semilla), pecana (5.9 mg/100 g
semilla) y nuez inglesa (4.9 mg/100 g semilla); sin embargo fue menor al de ajonjoli (53.1
mg/100 g semilla), linaza molida (40.2 mg/100 g semilla), pistacho (10.1 mg/100 g
semilla), y castafia (8.9 mg/100 g semilla) (Phillips et al., 2005).

La variacion en la participacion de cada uno de los fitoesteroles encontrados entre los
cultivares podria deberse a la variedad de semilla, las préacticas culturales, geografia u otras
como almacenamiento, etc. Aunque, Ramadan et al. (2007) mencionan que la

concentracion de fitoesteroles se ve menos afectada por factores ambientales y de cultivo.

Debido a los posibles mecanismos de accidn de los fitoesteroles sobre los procesos
que afectan el metabolismo del colesterol, carcinogénesis y otras actividades bidlogicas
que se les ha atribuido. Se hace importante estudiar a los fitoesteroles que estan presentes
en los alimentos (Phillips et al., 2005). Los aceites de plantas y los productos derivados de
ellos son considerados como importantes fuentes de fitoesteroles, ya que contienen mas

altas cantidades que en las frutas y vegetales (Phillips et al.; 2002).

4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
De acuerdo con Ou et al. (2002) existen diversos métodos para evaluar la capacidad
antioxidante (CAOX) en un producto. De forma general esta determinacion ha sido

dividida en funcion a su mecanismo de reaccion en dos grupos: aquellas que estan basadas
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en la reaccion de transferencia de electrones, donde estan incluidos los métodos FRAP,
DPPH y TEAC (ABTS), y los métodos basados en la transferencia de atomos de
hidrégeno, que miden la capacidad del antioxidante para atrapar radicales peroxil, como es
el caso del método ORAC y del TRAP (Pardmetro antioxidante de captacion del radical).
Teniendo en cuenta las caracteristicas funcionales de los fitoquimicos y los resultados
obtenidos por los ensayos cominmente mas usados en la literatura cientifica, ademas de
considerar las diferentes condiciones oxidativas existentes, los sistemas de composicién y
los mecanismos antioxidantes (Prior et al., 2005), es que se considero6 evaluar la capacidad
antioxidante de las semillas de sacha inchi, mediante los métodos de FRAP, ABTS y

ORAC, los resultados obtenidos se presentan a continuacion.

4.8.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
HIDROFILICA POR EL METODO DE FRAP

Este método permite determinar solo la capacidad antioxidante hidrofilica, ya que
el FRAP es basicamente un ensayo de medida de la accion de los antioxidantes hidrofilicos
y que no responde bien a antioxidantes lipofilicos. Ademas de estar asociado con el
croméforo divalente [Fe (TPTZ),]*" que tiene una gran afinidad hacia la fase acuosa,
debido a las interacciones ion-dipolo de los croméforos con las moléculas solventes en
agua (Apak et al., 2007). Los resultados obtenidos de la CAOX hidrofilica mediante el

método de FRAP son mostrados en el Cuadro 11.

Variaciones en la CAOX FRAP entre los diferentes cultivares fueron observadas, lo
cual fue corroborado en el andlisis estadistico al presentarse diferencias significativas (p <
0.05, Anexo B 7). El valor promedio de la CAOX FRAP fue de 1.03 umol TE/g semilla,
con rangos entre 0.70 y 1.54 umol TE/g semilla, perteneciente a los cultivares PER000394
y PER000422 respectivamente. Al respecto Ou et al. (2002) mencionan que la
variabilidad de los resultados obtenidos entre los cultivares puede ser explicado por el
efecto de la influencia de las diferentes variedades, zona de origen, condiciones en el
crecimiento, cambios estacionales durante su crecimiento, temporada de cosecha,
diferencias genéticas, condiciones de almacenamiento, entre otras, lo que en su conjunto
podria afectar a la concentracién de los antioxidantes presentes en cada cultivar y por

tanto en su capacidad antioxidante.
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CUADRO 11: Capacidad antioxidante hidrofilica FRAP (umol TE/g) en 16 cultivares

de sacha inchi

Capacidad
Cultivar antioxidante

FRAP
PER000394  0.70+ 0.01°
PER0O00395A  0.99 + 0.01%*
PER000401 1.19 +0.01"
PER000403 1.09 + 0.04°
PER000405 0.86 +0.01°
PERO00406A  1.22 +0.00"
PER000406B  0.88 +0.02°
PER000408B  1.00 + 0.02%
PER000416 1.02 +0.03%"
PER000417 1.05 + 0.03%"
PER000418 0.90 +0.01°
PER000420 1.08 +0.03"
PER000421 0.98 +0.01*
PER000422 1.54 +0.04'
PER017597 0.93 +0.01™
PER017598 1.10 +0.02¢

*Los valores presentados son el promedio + desviacidn estdndar (n=3), las letras diferentes en una misma columna
representan diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).

Hasta el momento no se han reportado investigaciones que hayan utilizado este
método para medir la capacidad antioxidante en semillas de sacha inchi; sin embargo
diversos estudios se han realizado en otras fuentes de alimentos como por ejemplo en
cuatro variedades de guayaba donde se encontro un promedio de 52.28 umol TE/g (Rojas-
Barquera y Narvdez- Cuenca, 2009) también se ha reportado para 15 cultivares de
arandano cantidades promedio de 12.14 umol TE/g (Rodrigues et al., 2011); del mismo
modo Ou et al. (2002) determinaron la capacidad antioxidante por el método de FRAP de
diferentes especies vegetales y encontraron el valor mas alto en pimiento rojo (183 pmol
TE/g, b.s), seqguido de la beterraga, coliflor, espinaca, tomate, pimiento verde, brocoli,
repollo blanco, cebolla pdrpura, zanahoria, cebolla blanca, frejol, y finalmente garbanzo

donde hallaron el valor mas bajo de 5 umol TE/g (b.s). Todos los valores hallados son mas
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altos que los de las semillas de sacha inchi, ello podria deberse a que los productos citados
arriba poseen una alta concentracion de antioxidantes hidrofilicos en comparacion a los
que estarian presentes en las semillas del sacha inchi o a que los antioxidantes hidrofilicos
de la semilla del sacha inchi no reaccionan eficientemente frente al ensayo FRAP 0 a que
tienen una baja actividad aun cuando tienen una estructura potencialmente oxidable de

grupos hidroxilo (Halvorsen y Blomhoff, 2011).

4.8.2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA
Y LIPOFILICA POR EL METODO DEL ABTS

Tanto los fitoquimicos hidrofilicos como los lipofilicos pueden atrapar con
efectividad a los radicales libres, por tanto son importantes en la prevencion del estrés
oxidativo. Debido a que los frutos consumidos son mayormente pobres en antioxidantes
lipofilicos es también importante determinar mas fuentes ricas en estos antioxidantes, asi
como evaluar la contribucion de dicha fraccion lipofilica hacia la capacidad antioxidante
total. Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 12 donde se observa la variacion
encontrada entre los diferentes cultivares para la capacidad antioxidante hidrofilica (CAH),
lipofilica (CAL) y total (CAT). Estadisticamente se encontraron diferencias significativas

entre los cultivares (p < 0.05, Anexo B 8).

La CAH ABTS fluctuo6 entre 1.4 y 3.2 umol TE/g de semilla, perteneciente a los
cultivares PER000420 y PER000406-B, respectivamente. El valor promedio entre los 16
cultivares fue 2.20 pumol TE/g. Existen resultados hallados en otras frutos tipo nuez, como
los que se reportaron por Arcan y Yemenicioglu (2009), quienes determinaron la CAH
ABTS de las avellanas, nueces y pistachos con valores de 12.8, 33.6 y 16.3 umol TE/g,
siendo estos valores entre seis a dieciséis veces mas que los encontrados en el presente
estudio. Valores ABTS mas altos han sido encontrados en frutos y vegetales como en la
guaba (31.1 umol TE/g; Thaipong et al., 2006) y col rizada (58.7 umol TE/g, Zhou y Lu,
2006). Valores méas proximos al del sacha inchi han sido reportados para la manzana,
durazno, tomate, lechuga y papa (1.6, 1.2, 2.6, 1.7 y 2.3 umol TE/g; Scalzo et al., 2005,
Proteggente et al., 2002 y Zhou y Lu, 2006).
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CUADRO 12: Capacidad antioxidante ABTS hidrofilica, lipofilica y total (umel TE/g)

en 16 cultivares de sacha inchi.

Capacidad Capacidad Capacidad
Cul antioxidante antioxidantes antioxidante
ultivar
hidrofilica lipofilica total
PER000394  1.72+0.1%® 8.5+ 0.3°™ 10.17 + 0.3
PER0O00395A 1.91 +0.1* 10.3+0.2% 12.19 + 0.3
PER000401 2.21+0.1% 8.5+ 0.4% 10.72 + 0.4%
PER000403  2.05+0.1°® 129+0.4% 14.91+ 0.4°
PER000405 1.88 +0.1™ 12.0+0.32 13.91+ 0.3%
PERO00406A 1.86 +0.1* 7.0+ 0.4 8.90 + 0.4
PER000406B  1.40 +0.1° 11.1+0.10 12.49 + 0.1%¢
PER000408B 2.97 + 0.1 7.1+02% 10.12 + 0.5°
PER000416 1.91+0.1% 8.8 + 0.5® 10.71 +0.2%
PER000417 2.00+0.1% 7.7 £0.1%° 9.73+ 0.4
PER000418  2.39 +0.2% 7.7 £0.1%° 10.10 + 0.6°
PER000420  3.22+0.1 8.7+ 0.6% 11.95 + 0.4%¢
PER000421  2.24+0.0°®  7.5+0.5® 9.69+0.5°
PER000422  2.50+0.1° 11.6 £ 0.7 14.09 +0.3°
PER017597  2.02+0.1"  11.8+0.5" 13.82 +0.5°
PER017598  2.94+0.1f 9.4 +0.9% 12.37 + 0.4°

*Los valores presentados son el promedio + desviacidn estdndar (n=3), las letras diferentes en una misma columna
representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05).

De otro lado, el rango en el que estuvo comprendida la CAL ABTS para los 16
cultivares de semillas de sacha inchi estuvo comprendida entre 7.04 (PER000406-A) y
12.86 umol TE/g (PER000403). Mientras que el promedio alcanzado fue de 9.42 pmol
TE/g. Al respecto Thaipong et al. (2006), en un estudio realizado en 4 cultivares de frutos
de guaba determinaron que la CAL fue en promedio 0.44 pmol TE/g, lo que representa un

valor bajo en comparacién con lo hallado en las semillas de sacha inchi.

De acuerdo a los resultados, los compuestos lipofilicos mostraron mayor capacidad
antioxidante con el método ABTS, lo cual estaria influenciado por los diversos
componentes antioxidantes lipofilicos presentes en la matriz de la semillas de sacha inchi,

que podrian estar en mayor cantidad o tener mayor potencia que los componentes
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hidrofilicos. Del mismo modo, podria haber mayor capacidad de reaccion entre los
compuestos antioxidantes del extracto lipofilico y la especie radical no bioldgica empleada
en este método de ensayo.

Finalmente la CAT ABTS mas alta se encontré en el cultivar PER000403 con 14.91
umol TE/g mientras que el cultivar PER000406-A fue en el que se observd la méas baja con
8.90 umol TE/g; siendo el promedio obtenido para los 16 cultivares de sacha inchi de
11.62 umol TE/g. Este valor fue mayor o similar al reportado por Acar et al. (2009) en
algunos frutos y semillas como el mani (14.3 umol Trolox/g), castana (8.1 pmol Trolox/g),
lentejas verdes (10.9 pmol Trolox/g), semillas de ajonjoli (12 umol Trolox/g), semillas de
calabaza (6.6 pmol Trolox/g); pero fue menor al presentado por las nueces (224 pmol
Trolox/g), frejol negro (55.6 umol Trolox/g), soya amarilla (36 umol Trolox/g), pistachos
(48.7 umol Trolox/g), avellanas (41.4 pumol Trolox/g), almendras (27.8 umol Trolox/g)
semillas de girasol (48.6 pmol Trolox/g).

4.8.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA
Y LIPOFILICA POR EL METODO ORAC

El ensayo ORAC es el método mas ampliamente utilizado por los investigadores, asi
como por las industria de suplementos y alimentos (Huang et al., 2005) y es muy aceptado
por que mide la capacidad antioxidante de plantas, hierbas, nutraceuticos (Madhujitch y
Shahidi, 2007) y de diferentes frutas (Wu et al., 2004). Ademas de usar al radical peroxilo,
una fuente de radicales importante biologicamente, combina el tiempo y grado de

inhibicion en la determinacion (Davalos et al., 2004).

Los resultados encontrados de CAH, CAL y CAT para los 16 cultivares de semillas
de sacha inchi se presentan en el Cuadro 13. Se observé variabilidad de resultados en
funcion al cultivar, lo cual fue estadisticamente comprobado (p < 0.05; Anexo B9). La
mayor CAH fue encontrada en el cultivar PER000417 con 7.3 umol TE/g de semilla,
mientras que el cultivar PER017598 mostro la méas baja capacidad antioxidante con 4.3

umol TE/g semilla. El promedio obtenido de los 16 cultivares fue 6.0 umol TE/g.

Los valores de CAH ORAC promedio encontrado para los cultivares de sacha inchi
(6.0 umol TE/g y 6.3 umol TE/g en base seca) fueron bastante cercanos al de los pifiones y

nueces de Brasil con 4.4 umol TE/g y 8.6 umol TE/g respectivamente; mientras que en el
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caso de las pecanas, nuez, avellana, pistacho, almendra, mani, castafia y macadamia los
valores de CAH ORAC fueron mas altos (entre 14.4 y 175.2 pmol TE/g, Wu et al. 2004).
También valores mayores de CAH ORAC han sido encontrados (entre 19 y 154 umol TE/g
bs) para los siguientes productos: pimiento verde, espinaca, cebolla morada, brdécoli,
remolacha, col, pimiento rojo, cebolla blanca, tomate y zanahoria (Ou et al., 2002);
mientras que valores cercanos de la CAH ORAC del sacha inchi se determinaron para la
pifia, platano, col, cebolla dulce, pimiento verde, y el maiz (entre 5.4 y 8.1 umol TE/g, Wu
et al. 2004).

La CAL estuvo comprendida en un rango entre 1.0 y 2.8 pmol TE/g semilla,
pertenecientes a los cultivares PER000405 y PER000408-B, respectivamente, llegando a
un valor promedio para los 16 cultivares de 2.0 umol TE/g semilla. En un estudio realizado
en diferentes tipos de nueces por Wu et al. (2004) se determino la CAL que fue mayor en
las nueces de Brasil (5.6 umol TE/g), ademas en las nueces, castafias, pistacho, pecana,
avellana, pifiones, mani, macadamia y almendras se obtuvo valores comprendidos entre 1.7
y 4.8 umol TE/g. Los ultimos cuatro productos mencionados alcanzaron una CAL similar a

la hallada en las semillas de sacha inchi en el presente estudio.

De otro lado los valores obtenidos de CAH de los cultivares de sacha inchi resultaron
ser en promedio casi 5 veces mas que la CAL, es decir las primeras representaron el 75%
de la CAT. Segun Rautenbach y Venter (2010) y Prior (2003) la CAH para la mayor parte
de productos vegetales contribuye en un 85 y 95% de la CAT, respectivamente. Es de
destacar que para dos cultivares de sacha inchi la CAH no fue un componente
predominante de la CAT como lo fue para la mayoria; asi se tuvo a los cultivares
PER017598 y PERO000406-B cuyas CAH alcanzaron el 54 y 61% de CAT,
respectivamente. Similar tendencia fue observada por Wu et al. (2004) en un estudio en
pifiones y nueces de Brasil donde las CAH alcanzaron sélo el 62 y 61% de la CAT. En
funcion a los resultados obtenidos se podria indicar que las semillas de sacha inchi

presentan compuestos lipofilicos que contribuyen de forma importante a la CAT.
En cuanto a la capacidad antioxidante total, el promedio obtenido para los 16

cultivares de sacha inchi fue de 8.0 pmol TE/g semillas, con un rango entre 6.5 y 9.8 pumol

TE/g perteneciente a los cultivares PER000405 y PER000422, respectivamente.
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CUADRO 13: Capacidad antioxidante ORAC hidrofilica, lipofilica y total en 16
cultivares de sacha inchi

Capacidad Capacidad Capacidad
antioxidante antioxidantes antioxidante
Cultivar hidrofilica lipofilica total
(nmol TE/g)  (pmol TE/g)  (pmol TE/g)

PER000394 5.8 + 0.49 1.6+0.1' 7.4 +0.5™
PER0O00395A 5.7 + 0.5% 1.8 +0.0" 7.4+ 0.49
PER000401 5.8 +0.3% 1.8+0.1° 7.6 +0.29
PER000403 6.1 +0.5% 1.6+ 0.1" 7.7+ 0.6°™
PER000405 5.5+ 0.0 1.0+ 0.0/ 6.5+0.0%

PER000406A 5.6 +0.2° 1.6+ 0.0™ 7.2+02"
PER000406B 4.9+04° 1.7 +0.0" 6.6 + 0.4

PER000408B 6.4+ 0.0° 2.8+ 0.0% 9.2+0.0°
PER000416 6.3+0.1° 22+0.1° 8.5+0.1%
PER000417 7.3+0.3% 1.7+0.2" 9.0+0.1°

PER000418 6.4+0.1° 25+0.0° 8.9+0.1"
PER000420 6.9+0.1% 2.4+0.0° 9.3+0.1°
PER000421 5.8+ 0.1 2.1+0.0° 7.9+0.1%
PER000422 7.2+0.1° 2.6+0.0° 9.8+0.1°

PER017597 6.1+ 0.0™ 2.0+0.1° 8.1+0.1%
PER017598 43+0.2 2.6+0.0° 6.9 +0.3%

*Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar (n=3), las letras diferentes en una misma
columna representan diferencias estadisticamente significativas,(p< 0,05). CAH: Capacidad antioxidante
hidrofilica, CAL: Capacidad antioxidante lipofilica y CAT: capacidad antioxidante total.

En un estudio realizado en diversos frutos por Wu et al. (2004) encontraron que las
pecanas tenian la mayor CAT (179.4 umol TE/g), seguidas por las nueces (135.4 pumol
TE/g); mientras que los pifiones fueron los méas pobres en cuanto a la CAT (7.19 umol
TE/g). Estos valores son mayores que los encontrados para el promedio de los 16

cultivares de semillas de sacha inchi (8.0 umol TE/g)

Diferencias estadisticas (p < 0.05) fueron encontradas para los valores de CAH, CAL
y CAT para los 16 cultivares de sacha inchi (Anexo B 9). Al respecto Wu et al. (2004)
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mencionan que el contenido antioxidante de vegetales puede verse afectado por el cultivar,
el nivel de madurez, asi como por las condiciones durante el crecimiento como la
ubicacion geogréfica, radiacion solar, clima y las practicas de agricultura. El resultado de
cualquiera de esos factores podria provocar una variacion en el contenido de antioxidantes
en las mismas especies vegetales, como lo demostrado por Stewart et al. (2000), que
encontraron que la procedencia de tomates de climas més calidos y soleados aumentaba el
contenido de los flavonoides antioxidantes.

La capacidad antioxidante ABTS de las semillas de sacha inchi mostré una menor
CAH en comparacion al método ORAC, donde hubo mayor presencia de la CAH. Esta
diferencia podria estar basada en que en ambos ensayos consideran distintos tipos de
radicales libres sobre el cual los antioxidantes van a actuar y dependiendo de la naturaleza
y afinidad del antioxidante hacia la especie radical se medira la CAOX. Ademas se debe
considerar que cada técnica posee diferentes condiciones de reaccion donde los
antioxidantes son dependientes de factores como la polaridad del medio, la temperatura, las
condiciones de oxidacion, el estado fisico del sistema, y finalmente el hecho de la
presencia de otros compuestos, que puedan ejercer relaciones contrarias o sinérgicas con

las moléculas evaluadas (Espin et al., 2000; Ramadan et al., 2003).

48.4. CORRELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
HIDROFILICA Y LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Debido a la existencia de extensa bibliografia a nivel mundial que indica a los
compuestos fendlicos como importantes antioxidantes en vegetales, el contenido de
fendlicos fue correlacionado con la capacidad antioxidante hidrofilica medida con los
métodos FRAP, ABTS y ORAC.

De acuerdo al Cuadro 14 existe una correlacion media entre la capacidad
antioxidante hidrofilica y los compuestos fendlicos (r=0.61). Una correlacién baja fue
observada con los métodos de ABTS y ORAC, lo que indicaria que los compuestos
fendlicos no son los Unicos y/o mayores contribuyentes a la capacidad antioxidante de las
semillas de sacha inchi. Vasco et al. (2008) hall6 correlaciones medias entre los
compuestos fendlicos totales y los métodos FRAP y ABTS (r=0.62 y 0.56
respectivamente), en su estudio realizado en frutos de Ecuador como la zarzamora, capuli,

guaba, ciruela, chirimoya, zapote, granadilla, maracuya entre otros. También se ha
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establecido una correlacion similar o0 mas baja entre estas dos variables (CFT y FRAP) por
Kwee y Niemeyer (2011) para quince cultivares de albahaca (r=0.74). Al respecto
Thaipong et al. (2006) indican que las variacion en las correlaciones establecidas entre los
compuestos fendlicos y las diferentes capacidades antioxidantes puede ser atribuida al
solvente empleado en la extraccion de los antioxidantes (afinidad que tienen hacia el
solvente), la hidrofilicidad de los componentes, la muestra y al tipo de compuestos
fendlicos presentes, lo cual significa que dichos compuestos fendlicos reaccionan en
diferentes formas en los ensayos. Por tanto cada método provee solo un estimado de
capacidad antioxidante que es subjetivo a sus condiciones y reactivos (Vasco et al., 2008).
Considerando que la respuesta antioxidante de los compuestos fendlicos varia
notablemente dependiendo de su estructura quimica, a ellos se podria atribuir la falta de
correlacion entre fendlicos totales y la capacidad antioxidante (Sreeramulu y Raghunath,
2010). Pietta (2000) afade que la presencia de compuestos que no son fenolicos y que son
cuantificados por el metodo de Folin Ciocalteau y que la presencia de algunos fenolicos
que son mas efectivos que otros en una reaccion antioxidante también puede contribuir a

bajas correlaciones (Pietta, 2000).

CUADRO 14: Correlacion entre la capacidad antioxidante hidrofilica y los

compuestos fenolicos totales

Correlacion Pearson r
Fendlicos totales y capacidad
antioxidante FRAP 0.61
Fendlicos totales y capacidad
antioxidante ABTS 0.26
Fendlicos totales y capacidad
antioxidante hidrofilica ORAC 0.29

Correlacion de Pearson (r) es significativa al nivel 0.01.

Los compuestos fendlicos aportan la mayor porcién de la capacidad antioxidante en
muchas plantas (Duthie y Crozier, 2000), sin embargo existen otros antioxidantes
presentes en los vegetales como la vitamina C, compuestos tioles, etc. (Ou et al., 2002). En
la matriz de la semilla de sacha inchi posiblemente exista otros componentes antioxidantes

que puedan actuar de manera aislada o sinérgica influyendo en los resultados encontrados.
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En general, los resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante de un
producto dependen de la metodologia usada, quien es el sustrato oxidante y el oxidable
utilizado. Ademéas es importante comparar diferentes métodos analiticos variando al
iniciador de la oxidacion y el blanco con el fin de entender la actividad biol6gica de un

antioxidante (Cao y Prior, 1998).

4.8.5. CORRELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE LIPOFILICA
Y LOS TOCOFEROLES Y CAROTENOIDES

De acuerdo al Cuadro 15 existe una correlacion baja entre la capacidad antioxidante
lipofilica y el contenido total de tocoferoles, medida por los método del ABTS y ORAC, lo
mismo se observd entre CAL y el contenido de fitoesteroles, medida por el método de
ABTS; sin embargo una mayor relacion fue observada entre la CAL ORAC vy el contenido
de fitoesteroles. Los resultados indicarian que no sélo los tocoferoles y fitoesteroles de
forma aislada juegan un papel importante en la capacidad antioxidante de las semillas de
sacha inchi, también otros compuestos y/o antioxidantes, como los carotenoides, podrian
estar actuando sinérgicamente, éstos ultimos alcanzaron una mayor correlacion con
respecto a la CAL ORAC.

CUADRO 15: Correlacion entre la capacidad antioxidante lipofilica (CAL) y

tocoferoles, fitoesteroles y carotenoides

Correlacion Pearson r
Tocoferoles totales y CAL ABTS 0.31
Tocoferoles totales y CAL ORAC 0.10
Fitoesteroles y CAL ABTS 0.13
Fitoesteroles y CAL ORAC 0.33
Carotenoides y CAL ABTS 0.18
Carotenoides y CAL ORAC 0.65

Correlacion de Pearson (r) es significativa al nivel 0.01.

Ya que en la mayoria de frutos y vegetales la CAH constituye mas del 90% de la
CAT (Wu et al., 2004) es poco comln encontrar en la literatura correlaciones que se

establecen con la CAL. El contenido de tocoferoles totales relacionado con el método de la
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CAL ABTS alcanzé un r = 0.31, que fue relativamente mayor al hallado con la CAL
ORAC (r = 0.10). Konczac y Roulle (2011) determinaron un nivel de correlacion (r= 0.60)
entre el contenido total de compuestos lipofilicos identificados, (entre ellos los tocoferoles
y la luteina), y la CAL ORAC, en un estudio realizado en ocho frutos australianos.

Evidencias recientes han mostrado que los tocoles pueden contribuir al total de
bioactividad de la vitamina E, ademas de otorgar diferentes beneficios contra diferentes
enfermedades (Theriault et al., 1999).

Yoshida et al. (2003) mencionan que tanto los tocoferoles y los tocotrienoles tienen
la misma reactividad hacia radicales libres y que ejercen la misma actividad antioxidante
contra peroxidacion de lipidos, ademéas que ambos poseen movilidad similar dentro de las
membranas celulares, sin embargo los tocotrienoles serian transferidos e incorporados mas
facilmente que los tocoferoles. También se ha mencionado en la literatura que los
tocotrienoles son mejores antioxidantes que los correspondientes tocoferoles, debido a sus
dobles enlaces en el lado de la cadena y que el y—tocotrienol, el cual posee la mayor
capacidad antioxidante (Theriault et al., 1999), seria el encargado de conservar a los
tocoferoles homoélogos en especial al a-tocoferol, el cual se asocia a la mayor actividad
biologica de la vitamina E (Rossi et al., 2007). Los tocotrienoles han mostrado tener
propiedades funcionales en contraste con el a -tocoferol. Estudios han demostrado que
dichos tocotrienoles pueden reducir niveles de colesterol en el plasma, asi como algunos
factores de riesgo, lipidico o no, relacionados con enfermedades cardiovasculares
(Theriault et al., 1999).

Segun lo mencionado anteriormente y ya que el potencial de actividad antioxidante
también estaria dado por los tocotrienoles, cuyo estudio no fue realizado, seria importante
obtener informacion del contenido de dichos compuestos para conocer su aporte a la
capacidad antioxidante, lo que podria explicar el bajo valor obtenido del indice de

correlacion.
De otro lado la variacion de los r obtenidos con el método de ABTS y el de ORAC,

podria deberse a las diferentes respuestas de los diversos compuestos que se forman en los

distintos sistemas de ensayo empleados (Sreeramulu y Raghunath, 2010).
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Con respecto a la CAL y el contenido de fitoesteroles se encontrd una correlacion (r)
de 0.13 y 0.33 con los métodos de ABTS y ORAC respectivamente. El valor del indice de
Pearson obtenido por el método de ORAC infiere una pequefia a mediana influencia de los
fitoesteroles en la capacidad antioxidante. Ramadan y Mdorsel (2000), mencionan que
generalmente es dificil encontrar una correlacion entre el perfil lipidico de diferentes
aceites y la actividad antioxidante, sin embargo los autores encontraron una correlacion
positiva de acuerdo al contenido de fitoesteroles y de insaponificables y la CAL medida
por el método de DPPH.

En cuénto a la correlacidn hallada entre el contenido de carotenoides y la CAL, se
encontrd un r=0.18 y 0.65 de acuerdo a los métodos de ABTS y ORAC respectivamente.
El mayor valor obtenido indica un aporte positivo de los carotenoides en la CAL.

Segun los resultados obtenidos los carotenoides y los fitoesteroles estarian
involucrados en mayor proporcion frente a otros compuestos en la CAL de las semillas de

sacha inchi.

Finalmente las propiedades antioxidantes se relacionan tanto con la cantidad total de
los antioxidantes presentes en la matriz de un alimento, como con la presencia de
especificos compuestos, es decir la capacidad antioxidante podria deberse a la accion
combinada de diferentes antioxidantes enddgenos, asi como por la presencia de
compuestos bioactivos que pueden actuar individual o sinérgicamente con otros bioactivos

o con los antioxidantes (Ramadan y Mdrsel, 2000) otorgando la actividad antioxidante.
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V. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de
fendlicos totales, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles, acidos grasos y capacidad
antioxidante para los 16 cultivares de semillas de sacha inchi.

El contenido de compuestos fendlicos totales, carotenoides totales, fitoesteroles
(estigmasterol, campesterol y B-sitosterol) y tocoferoles (a-, B-, y- y o-tocoferol)
estuvieron en un rango entre 64.6 y 80 mg AGE/100g semilla; 0.06 y 0.09 mg -
caroteno/100 g semilla; 75.7 y 86.2 mg/100 g y 78.6 y 137.0 mg/100 g semilla,

respectivamente.

De los tres fitoesteroles evaluados en las semillas de sacha inchi el fitoesterol mas
representativo fue el B-sitosterol, seguido por el estigmaterol y el campesterol con

valores promedio de 48.7, 24.2 'y 7.8 mg/100 g de semilla.

En funcidn al grado de participacion dentro de los 16 cultivares de semillas de sacha
inchi el y-tocoferol fue el mas importante seguido por el 8-, a- y B-tocoferol, con

valores medios de 64.5, 37.5, 1.19 y 0.82 mg/100 g de semilla, respectivamente.

Los &cidos grasos mayoritarios en las semilas de sacha inchi fueron el &cido -
linolénico y el linoleico participando en cantidades promedio de 14.6 y 13.3 g/100 g
de semilla, respectivamente. Los &cidos grasos oleico, palmitico, estearico y
vaccénico estuvieron presentes en un 4.1, 1.8, 1.1 y 0.26 ¢/100 g de semilla,

respectivamente.

La capacidad antioxidante hidrofilica medida por el método de FRAP, ABTS y
ORAC alcanzé valores promedio de 1.03, 2.2 y 5.99 pumol TE/g semilla; mientras



que la capacidad antioxidante lipofilica ABTS y ORAC presentd valores de 9.4 y
2.01 umol TE/g semilla. La capacidad antioxidante total ABTS y ORAC fue en
promedio de 11.62 umol TE/g y 8.0 umol TE/g semilla, respectivamente.

Cada cultivar evaluado presentdé una importante composicién y contenido de
fendlicos, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles, acidos grasos poliinsaturados,
compuestos que otorgan propiedades benéficas al sacha inchi y por ende podria

constituir una fuente de beneficios potenciales para la salud.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizarse estudios en relacion a los diversos factores, durante el desarrollo de sacha
inchi, que podrian influir o afectar la composicioén y contenido de los compuestos

estudiados.

Futuros estudios sobre el perfil y composicion quimica de los compuestos fendlicos
son necesarios para determinar su influencia y relacion con la capacidad

antioxidante.

Realizarse estudios sobre el contenido de tocotrienoles en las semillas de sacha inchi,
ya que segun fuentes bibliograficas estarian asociados notoriamente con la capacidad

antioxidante.

Deberian continuarse los estudios sobre el contenido de compuestos bioactivos del
sacha inchi ya que es un producto nativo que por su alto contenido en proteina, y la
gamma de fitoquimicos que ofrece, podria ofrecer potenciales beneficios para la

salud.
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ANEXO A

Ficha de datos del material genético de la coleccion nacional de Sacha Inchi:

procedente de la Estacion Experimental Agraria « EI Porvenir » del INIA.

Campafa 2010-2011
CODIGO IDENTIFICACION | DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO
PER000394 Shilcayo San Martin Maynas Banda de Shilcayo
PERO000395-A Pinto Recodo San Martin Lamas Pinto recodo
PER000401 Caballococha Loreto Mariscal R. Castilla| Ramon Castilla
PER000403 Santa Clara Alto Loreto Maynas Alto Nanay
PERO000405 Muyuy Loreto Requena Capelo
PER000406-A Pacaya Loreto Requena Puinahua
PER000406-B Pacaya Loreto Requena Puinahua
PER000408-B Rio Mamoén Loreto Maynas Punchana
PER000416 Chazuta San Martin San Martin chazuta
PER000417 Saposoa San Martin Huallaga Saposoa
PER000418 Moyobamba San Martin Moyobamba Moyobamba
PER000420 Rio “Palmira Loreto Maynas Alto Nanay
PER000421 Alto Shamboyacu San Martin Lamas Lamas
PER000422 Alto pucayacu San Martin Lamas Zapatero
PER000597 Chirapa San Martin El Dorado Santa Rosa
PER000598 Shapaja San Martin San Martin Shapaja
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Galeria de fotografias de las semillas y de las almendras de los 16

cultivares de sacha inchi

. e SACHA INCHI
Cadigo/ldentificacion/

Departamento SEMILLAS ALMENDRAS
PER000394
Shilcayo
San Martin

CODIGO: PER00039S-A
IDENTIFICACION: PINTO RECODO |
| DEPARTAMENTO: SAN MARTIN

PER000395- A
Pinto Recodo

San Martin

PER000401
Caballococha

Loreto
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PER000403
Santa Clara Alto
Loreto

)DIGO! 000403
IDENTIFICACION: SANTA CLARA ALTO
PARTA

PERO000405
Muyuy
Loreto

CODIGO: PER00O4OS
IDENTIFICACION: MUYUY
DEPARTAMENTO: LORETO

PER000406-A
Pacaya
Loreto

CODIGO: PERO0O40E-A
IDENTIFICACION: PACAYA
LORETO

PERO000406-B
Pacaya

Loreto

CODIGO: PERO004OS-B
IDENTIFICACION: PACAYA
DEPARTAMENTO: LORETO

)
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PER000408-B
Rio Mamon
Loreto

IDENTIFICA
| DEPARTAME

PER000416
Chazuta
San Martin

PERO000417
Saposoa

San Martin

CODIGO: PER0GO41S
DENTIFICACION: MOYOBAMBA
DEPARTAMENTO: SAN MARTIN

PER000418
Moyobamba

San Martin
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CODIGO: PER00D420
IDENTIFICACION: RIO PALMIRA
DEPARTAMENTO: LORETO

PER000420
Rio Palmira
Loreto
PER000421

Alto Shamboyacu
San Martin

PER000422
Alto Pucayacu
San Martin

PER017597
Chirapa

San Martin

IDENTIFICAC

017597
ON: CHIRAPA

DEPARTAMENTO: SAN MARTIN
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PER017598
Shapaja
San Martin

CODIGO: PERD17590
IDENTIFICACION; SHAPAJA
DEPARTAMENTO: SAN MARTIN
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7.

Curva estandar usada en el método de capacidad antioxidante con

FRAP
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10. Cromatograma HPLC de Tocoferoles
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ANEXO B

Anélisis estadistico para evaluar el contenido de humedad de las almendras de
sacha inchi

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,155 15 ,144 3,247 ,003
Intra-grupos 1,416 32 ,044
Total 3,572 47

Analisis estadistico para evaluar el contenido de compuestos fenolicos

ANOVA
FENOLICOS
Media
Suma de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 790,519 15 52,701 25,202 ,000
Intra-grupos 66,916 32 2,001
Total 857,434 47

Analisis estadistico para evaluar el contenido de tocoferoles

alfa tocoferol

ANOVA
ALFATOCOFEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,085 15 ,006 4,398 ,000
Intra-grupos ,041 32 ,001
Total ,126 47
beta-tocoferol
ANOVA
BETATOCOFEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,239 15 ,016 20,245 ,000
Intra-grupos ,025 32 ,001
Total ,264 47
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gamma-tocoferol

ANOVA
GAMMATOCOFEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2618,550 15 174,570 17,868 ,000
Intra-grupos 312,632 32 9,770
Total 2931,182 47
delta-tocoferol
ANOVA
DELTATOCOFEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2393,764 15 159,584 42,991 ,000
Intra-grupos 118,784 32 3,712
Total 2512,549 47

Andlisis estadistico para evaluar el contenido de Acidos grasos

Acido Palmitico

ANOVA

AC.PALMITICO

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,618 15 ,041 35,564 ,000
Intra-grupos ,037 32 ,001
Total ,655 47

Acido Estearico
ANOVA

AC. ESTEARICO

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 271 15 ,018 25,555 ,000
Intra-grupos ,023 32 ,001

Total ,293 a7
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Acido Oleico

ANOVA
AC. OLEICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3,953 15 ,264 118,877 ,000
Intra-grupos ,071 32 ,002
Total 4,024 47
Acido Vaccénico
ANOVA
AC. VACCENICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,012 15 ,001 1,930 ,058
Intra-grupos ,013 32 ,000
Total ,026 47
Ac.Linoleico
ANOVA
AC.LINOLEICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 14,506 15 ,967 698,017 ,000
Intra-grupos ,044 32 ,001
Total 14,550 47
Ac. a-linolénico
ANOVA
AC a.-LINOLENICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 20,167 15 1,344 60,233 ,000
Intra-grupos , 714 32 ,022
Total 20,881 47
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Andlisis estadistico para evaluar el contenido de carotenoides

ANOVA
CAROTENOIDES
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,002 15 ,000 13,944 ,000
Intra-grupos ,000 32 ,000
Total ,003 47
Andlisis estadistico para evaluar el contenido de fitoesteroles
Campesterol
ANOVA
CAMPESTEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 11,220 15 , 748 2,549 ,000
Intra-grupos 9,389 32 ,293
Total 20,609 47
Estigmasterol
ANOVA
ESTIGMASTEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 109,634 15 7,309 4,181 ,000
Intra-grupos 55,945 32 1,748
Total 165,579 47
Sitosterol
ANOVA
SITOSTEROL
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 258,714 15 17,248 5,557 ,000
Intra-grupos 99,321 32 3,104
Total 358,035 47
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7. Analisis estadistico para evaluar la capacidad antioxidante por el

método FRAP

ANOVA
FRAP
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,573 15 ,105 195,684 ,000
Intra-grupos ,017 32 ,001
Total 1,590 47
8. Analisis estadistico para evaluar la capacidad antioxidante por el
método ABTS
ANOVA
CAT- ABTS
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 844,102 15 56,273 35,443 ,000
Intra-grupos 50,807 32 1,588
Total 894,910 47
ANOVA
ABTS-HIDROFILICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 11,013 15 , 734 46,447 ,000
Intra-grupos ,506 32 ,016
Total 11,519 47
ANOVA
ABTS-LIPOFILICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 8286,790 15 552,453 4,281 ,000
Intra-grupos 4129,218 32 129,038
Total 12416,008 47
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9.  Andlisis estadistico para evaluar la capacidad antioxidante por el
método ORAC

ANOVA
CAT-ORAC
Suma de
cuadrados gl Media cuadréatica F Sig.
Inter-grupos 46,733 15 3,116 | 45,096 ,000
Intra-grupos 2,211 32 ,069
Total 48,943 47
ANOVA
ORAC-HIDROFILICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 27,262 15 1,817 26,164 ,000
Intra-grupos 2,223 32 ,069
Total 29,484 47
ANOVA
ORAC-LIPOFILICO
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 11,312 15 , 754 161,599 ,000
Intra-grupos ,149 32 ,005
Total 11,461 47
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