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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la eficacia del uso de una enzima (hemicelulasa al 2%,
materia prima:agua de 3:1 y tiempo de hidrolisis de 24 horas) para incrementar el
rendimiento de la extraccion del aceite de moringa con prensa-expeller y los cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas y antioxidantes del aceite, ademas de estimar la vida util del
aceite de moringa sin tratamiento enzimatico por métodos acelerados. Para la estimacién de
vida Util, muestras de aceite crudo de moringa fueron almacenadas a temperaturas de 40, 50
y 60 °C vy se realizd la medicién del indice de peroxido, grado de acidez y coeficiente de
absorbancia en el ultravioleta k232 y k270. Se registro la evolucion de los cuatro parametros
de calidad cada cinco dias durante 40 dias y se tomd como referencia las caracteristicas del
aceite de oliva virgen mencionadas por el Codex Alimentarius. Se obtuvo un mayor
rendimiento en la extraccion del aceite de moringa realizada con previo tratamiento
enzimatico y se encontrdé diferencias significativas en el indice de perdxido y grado de
acidez. Se determin6 que el &cido oleico se encuentra en mayor proporcién en el aceite de
moringa (72%) y a-tocoferol el isomero mayoritario. Ademas, se determiné que el aceite de
moringa extraido con previo tratamiento enzimatico presenté un mayor contenido de
polifenoles totales con respecto al aceite de moringa control; sin embargo, no se encontrd
diferencias significativas en la capacidad antioxidante determinada por el método ABTS.
Se estimo que el tiempo de vida del aceite de moringa a la temperatura de 20 °C fue de 280
dias para el indice de perdxido, 214 dias para el coeficiente de absorbancia en el ultravioleta
k232, 204 dias para el coeficiente de absorbancia en el ultravioleta k270 y 222 dias para el

grado de acidez.

Palabras clave: Moringa oleifera, oxidacion lipidica, &cidos grasos, polifenoles,

tocoferoles, vida util.



ABSTRACT

In the present study, the efficiency of the use of an enzyme (2% hemicellulase, raw material:
water of 3: 1 and hydrolysis time of 24 hours) was evaluated to increase the yield of the
moringa oil extraction with press expeller and the changes in the physicochemical and
antioxidant characteristics of the oil, besides estimating the shelf life of the moringa oil
without enzymatic treatment by accelerated methods. For the estimation of shelf life,
samples of raw moringa oil were stored at temperatures of 40, 50 and 60 °C and the
evaluation was made based on the peroxide index, degree of acidity and coefficient of
extinction k232 and k270. The evolution of the four quality parameters was recorded every
five days for a total time of 40 days and the characteristics of the virgin olive oil mentioned
by the Codex Alimentarius were taken as reference. It was obtained a greater yield in the
extraction of the moringa oil with previous enzymatic treatment and was found significant
differences in the peroxide index and degree of acidity. It was determined that oleic acid was
found to be higher in moringa oil (72%) and a-tocopherol being the greater isomer. In
addition, it was determined that the moringa oil extracted with previous enzymatic treatment
had a higher content of total polyphenols compared to the control moringa oil; however, no
significant differences were found in the antioxidant capacity determined by The ABTS
assay. The shelf life of the moringa oil was estimated to be 280 days for the peroxide index,
214 days for the extinction coefficient k232, 204 days for the extinction coefficient k270 and
222 days for the degree of acidity.

Keywords: Moringa oleifera, lipid oxidation, fatty acids, polyphenols, tocopherols, shelf
life.



I. INTRODUCCION

En el afio 2010, el Ministerio de Agricultura (MINAG) y el Programa Sembrando, llevaron
a cabo en Ica el lanzamiento de una campafa de cultivo de moringa, planta con enorme
potencial nutritivo originaria de la India y Africa, conocida como el “El arbol de la Vida”,

que entre todas sus propiedades puede ser usada para combatir la desnutricion infantil.

La planta moringa es un producto alimenticio importante constituido con propiedades de alto
valor nutritivo. Las diferentes partes de esta planta: raiz, corteza, goma, hoja, fruto (vainas),
flores, semilla y aceite de la semilla han sido usado para tratar a diferentes enfermedades en
las practicas de la medicina nativa del sur de Asia (Latif y Anwar, 2008). Esta planta es
utilizada en el tratamiento de inflamaciones, enfermedades infectocontagiosas,
gastrointestinal, hematoldgico, cardiovascular y hepatorrenal, siendo correlacionada estas

propiedades con la posesion de actividad antioxidante (Sanchez et al., 2015).

Los principales aportes de la moringa en términos de macro y micronutrientes, se encuentran
en las hojas, que al igual que las vainas frescas y los frutos presentan un valor considerable
de vitamina A en forma de B-carotenos, minerales (hierro, potasio y calcio) y vitamina C.
Ademas, las hojas secas y molidas contienen hasta un 30 por ciento de proteinas en base
seca, razon por la que se conoce que las hojas presentan mayores fuentes de nutrientes que
las vainas. Las semillas pueden contener hasta un 30-42 por ciento de aceite, y ademas

presenta entre 35-40 por ciento de proteinas (Alfaro; citado por Guevara et al., 2012).

Uno de los principales productos obtenidos a partir de las semillas de moringa es el aceite,
el cual es rico en &cido oleico y en tocoferoles (Anwar et al.; citado por Martin et al., 2013).
Excepto por su menor contenido de acido linoleico, dicho aceite presenta composicion
quimica y propiedades fisicas que lo asemejan al de oliva. El aceite de moringa también
puede ser empleado en la mejora de la estabilidad oxidativa de otros aceites (Martin et
al., 2013).



Por otro lado, estudios han demostrado que el empleo de enzimas como pretratamiento
previo a la extraccion ha surgido como un medio eficaz para mejorar el rendimiento de
aceite en técnicas de extraccion por prensado (Rosenthal et al.; citado por Latif, 2009).
Tomando en cuenta que el aceite de moringa aporta muchos beneficios para la salud por su
alto nivel de acidos grasos monoinsaturados (&cido oleico) y antioxidantes naturales, es que
se busca determinar la influencia del tratamiento enzimatico en el rendimiento y en las

caracteristicas que presenta este aceite.

Debido a las multiples propiedades que presenta el aceite de moringa y la necesidad de
fomentar su consumo, uno de los requisitos para su comercializacion es determinar el tiempo
de vida de este aceite. Segun Hernandez y Sastre (1999), los productos industrializados
necesitan claramente declarar su vida en anaquel, es decir, el tiempo en el cual sus
caracteristicas se mantienen en niveles aceptables; esto debido a demandas de los
consumidores y asuntos legales. Es por ello la necesidad de conocer el tiempo de vida del

aceite de moringa.

El objetivo de esta investigacion consistié en evaluar el efecto de un tratamiento enzimatico
sobre el rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas, contenido de compuestos bioactivos
(polifenoles y tocoferoles) y capacidad antioxidante del aceite de Moringa oleifera. Ademas,
se busco estimar el tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa sin tratamiento

enzimatico mediante el método de pruebas aceleradas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 MORINGA

Moringa es un género de plantas con numerosas especies distribuidas por Zonas Aridas y
Semiaridas de Asia, Africa y Madagascar. La especia mas conocida es Moringa oleifera y

su principal utilidad es de complemento alimenticio. (Magafia, 2012).

Moringa oleifera, arbol perteneciente a la familia Moringaceae, es nativo de las
estribaciones meridionales del Himalaya y en la actualidad se cultiva practicamente en todas
las regiones tropicales, subtropicales y semiaridas del mundo. Puede crecer en condiciones
de escasez de agua, pero su cultivo intensivo, con irrigacion y fertilizacion, aumenta los
rendimientos de biomasa hasta superar las 100 toneladas por hectarea (Makkar y Becker;

citado por Martin et al., 2013).

Segun Balbir (2005), el arbol de moringa se encuentra ubicado taxondémicamente de la

siguiente forma:

Division : Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida
Subclase : Dilleniidae

Orden : Capparidales
Familia : Moringaceae
Género : Moringacea
Especie : Moringa oleifera

La Moringa oleifera es un arbol de crecimiento muy rapido, en el primer afio se puede
desarrollar varios metros, hasta tres o incluso cinco en condiciones ideales de cultivo. No

alcanza gran altura, hasta unos 10-12 metros. La copa es poco densa, de forma abierta, como



una sombrilla (tipo acacia), el tronco puede ser Unico o maltiple. El sistema radicular es muy
poderoso. Las flores son de color crema y aparecen principalmente en las épocas de sequia,
cuando el arbol suele perder las hojas. El fruto es una vaina, parecida a una legumbre, pero
de seccién triangular, de unos 30-45 cm de longitud. Las semillas son negruzcas,

redondeadas y con un tejido a modo de alas (Fuglie, citado por Magafia, 2012).

2.2 IMPORTANCIA DE LA MORINGA

La Moringa ofrece una amplia variedad de productos alimenticios, ya que todas las partes
de la planta son comestibles: las vainas verdes (parecidas a las legumbres), las hojas, las
flores, las semillas, y las raices son muy nutritivas y se pueden usar para el consumo humano
por su alto contenido de proteinas, vitaminas y minerales (Berger et al.; citado por Magafia,
2012).

Las hojas tienen cualidades nutritivas sobresalientes, que estan entre las mejores de todos
los vegetales perennes. El contenido de proteina es del 27 por ciento; ademas tienen
cantidades significativas de calcio, hierro y fésforo, asi como vitamina A y C. Este valor
nutricional es particularmente importante en areas donde la seguridad alimentaria se puede
ver amenazada por periodos de sequia, pues las hojas de moringa pueden cosecharse durante

las épocas secas, cuando no hay otros vegetales frescos disponibles (Martin et al., 2013).

Las semillas se utilizan en la alimentacion, la medicina, el tratamiento de aguas y como
fertilizantes (Foidl et al.; citado por Martin et al., 2013). La semilla contiene un 40 por ciento
de aceite, que es de alta calidad, poco viscoso y dulce, con un 73 por ciento de acido oleico,

similar al aceite de oliva.

El aceite se usa en la industria de perfumeria y la de cosméticos como lubricante, en la
alimentacion humana y en la produccion de biodiesel. Las cascarillas de las semillas sirven
de materia prima para la produccion de carbon activado y de intercambiadores anionicos. La
planta también se emplea como cerca viva o cortina rompevientos, mientras que la biomasa
lignoceluldsica del tronco y de las ramas puede ser utilizada como material de construccion

y para producir pulpa celulésica y etanol (Fahey; citado por Martin et al., 2013).



Las diferentes partes de Moringa oleifera contienen mas de 40 compuestos con actividad
antioxidante. Entre los compuestos con este potencial, ya sea por actividad de captacion de
radicales libres o por capacidad de formacion de quelatos de iones metalicos identificados
en las semillas de moringa, se encuentran compuestos fendlicos como el kaempferol y los

acidos galico y elagico (Singh et al.; citado por Martin et al., 2013).

2.3 ACEITE DE MORINGA

Las semillas de moringa contienen entre 19 y 47 por ciento de aceite. El aceite de moringa
esrico en acido oleico y en tocoferoles (Anwar et al., citado por Martin et al., 2013). Excepto
por su menor contenido de acido linoleico, dicho aceite presenta composiciéon guimica y
propiedades fisicas que lo asemejan al de oliva (Martin et al., 2013). En el Cuadro 1 se
muestran algunas caracteristicas del aceite crudo de las semillas de Moringa.

Cuadro 1: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite de Moringa

oleifera
CONSTITUYENTE CONTENIDO
indice de yodo (g de 1/100 g de aceite) 68.63+1.00
indice de refraccion (40 °C) 1.4571+0.01
Densidad (g/cm?®) 24 °C 0.9032+0.03
indice de saponificacion (mg KOH/g aceite) 181.4+2.60
Materia insaponificable (%) 0.74+0.08
Acidez (% &cido oleico) 0.81+0.05

FUENTE: Anwar y Rashid (2007)

También puede ser empleado en el mejoramiento de la estabilidad oxidativa de otros aceites.
Durante la conservacion, coccion y fritura de los aceites vegetales tradicionales ocurre el
deterioro de sus cualidades nutritivas debido a reacciones colaterales de degradacion del
acido linoleico (Warner y Knowlton, citado por Martin et al., 2013). El 4cido oleico, el cual
es mas resistente a la oxidacion que el linoleico, esta contenido en grandes cantidades en el

aceite de M. oleifera por eso, la adicion de este a otros aceites permite obtener mezclas con



propiedades mejoradas para el uso culinario sin que se afecten las propiedades nutricionales
(Martin et al., 2013).

De acuerdo con Ortiz et al. (2012), el aceite de Ben es mas estable que el aceite de canola,
el aceite de soja y el aceite de utilizado en la fritura. La mezcla de aceite de Ben con aceite
de girasol y aceite de soja mejora la estabilidad oxidativa de la mezcla.

Si se compara el aceite de moringa con otros aceites vegetales, su contenido en aceite es
similar a la semilla de girasol (22-37.5%) y mayor al de la soja (18-22.63%) (Rashid et al.;
citado por Arias, 2014).

Tras el proceso de prensado de las semillas para la extraccion del aceite, se obtiene una torta
que puede tener varias aplicaciones: fertilizante para el suelo por su alto contenido en
nitrégeno, alimento para animales por su alto contenido en proteina bruta (casi el 60%), o
para el tratamiento de la turbidez del agua en los paises en vias de desarrollo gracias al

polielectrolito catidnico presente en la torta (Pérez et al.; citado por Arias, 2014).

En el Cuadro 2 se presenta el contenido de acidos grasos en la semilla de Moringa oleifera.

Cuadro 2: Contenido de &cidos grasos en la
semilla de Moringa oleifera

ACIDO GRASO CONTENIDO (%0)
Acido oleico 68.9
Acido linoléico 3.8
Acido miristica 1.5
Acido palmitico 3.6
Acido estearico 10.8
Acido behénico 6.3
Acido lignocérico 0.13

FUENTE: Alfaro, citado por Martin et al. (2013)



2.4 PROCESOS DE EXTRACCION DE ACEITE

El proceso de extraccion de aceite a partir de semillas, depende del tipo y estructura de las
mismas. Cuando presentan alto contenido de aceite (>20% base seca) el proceso a utilizar es
la aplicacion de fuerza mecénica por prensado con el fin de romper las paredes celulares del
material vegetal, obteniéndose el aceite crudo y la torta de prensado, la cual retiene aceite
residual. Con semillas que poseen bajo contenido graso (<20% base seca) se emplea
extraccion con disolventes organicos como el hexano, presentando ventajas de ser
operaciones simples con bajos costos de operacion; sin embargo, los productos son
relativamente de bajo valor y necesitan ser refinados (Grasso, 2013).

Historicamente, los tres procesos mas comunes para recuperar el aceite a partir de semillas
oleaginosas son el prensado hidraulico, el prensado expeller y la extraccion con solventes
(Grasso, 2013).

2.4.1 EXTRACCION POR PRENSADO

Se aplica a frutos y semillas oleaginosas, complementando generalmente el prensando con
la extraccion por solventes. Previamente, las semillas deben pasar por las etapas de
preparacion de limpieza y descascarillado, una vez que las semillas han sido molidas de tal
forma de desgarrar las células para dejar en libertad el aceite contenido en ellas, se las somete

al prensado (Contreras, 2011).

El material vegetal es sometido a presién, bien sea en prensas tipo batch o en forma continua,
dentro de éstos se tienen los equipos: Tornillo sin fin de alta o de baja presion, extractor
expeller, extractor centrifugo, extractor decanter y rodillos de prensa (Sanchez, 2006). Los
rendimientos de la extraccidén dependeran de la cantidad de presion aplicada, del tiempo que

se deje drenar el aceite, la temperatura y la viscosidad (Avellaneda, 2010).

2.4.2 EXTRACCION CON SOLVENTES

La extraccion por solvente, principalmente hexano, es uno de los métodos mas tradicionales
para la obtencidon de aceites de semillas oleaginosas. El principio de extraccion por solvente

es simple y se basa en el hecho de que un componente (soluto) se distribuye entre dos fases
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segun la relacién de equilibrio determinada por la naturaleza del componente y las dos fases
(Lilian, 2010).

En el sistema de extraccion por disolventes, se puede partir de las semillas oleaginosas o de
la torta proteinica obtenida por el sistema de extraccion mecanica, ya que aln contiene un
cierto porcentaje de aceite que se puede reducir al minimo. Si partimos directamente de las
semillas, estas deben ser limpiadas, descascarilladas y trituradas en unos rodillos, pasando
entonces a un acondicionador para homogeneizar, luego pasa a un molino, con lo que se
divide finamente, permitiendo asi una mejor extraccion del aceite en el extractor, donde un
disolvente de las materias grasas arrastra a estas, siendo separadas en el evaporador a la vez

que se recupera el disolvente y vuelve al extractor (Navas, 2010).

2.5 APLICACION DE ENZIMAS EN LA EXTRACCION DE ACEITES

La extraccion de aceites vegetales provenientes de semillas oleaginosas se ha caracterizado
principalmente por incluir procesos térmicos y mecénicos que facilitan la extraccion del
aceite mediante la degradacion de las paredes celulares de las semillas; sin embargo, los
procesos de extraccion de aceite pueden verse favorecidos por la hidrolisis parcial de las
paredes de las células del cotiledon haciendo permeable su estructura y facilitando la
extraccion del aceite mediante el uso de las enzimas hidroliticas apropiadas como celulasas,

hemicelulasas y pectinasas (Duran, 2010).

El rol de la mayoria de las enzimas hidroliticas como las celulasas, hemicelulasas y
pectinasas en estos procesos es romper la estructura de las membranas celulares del
cotiledon. La Figura 1 muestra el efecto del tratamiento enziméatico sobre semillas
previamente molidas. Puede verse a partir de la Figura 1 que la accién enzimatica hace a la
estructura mas permeable; la extension de este efecto depende del tamafio de particula. Las
enzimas proteoliticas principalmente hidrolizan las proteinas de las membranas celulares asi

como también las del citoplasma (Rosenthal y Col; citado por Grasso, 2013).

Considerando la especificidad de las carbohidratasas, una eleccién razonable de enzimas
para una semilla o un fruto dado sélo puede hacerse luego de comprender el arreglo complejo

de los polisacaridos en las paredes celulares. Las paredes celulares primarias de la mayoria



de las plantas superiores poseen una estructura comun que consiste en fibras de celulosa

enlazadas a cadenas de hemicelulosa (Grasso, 2013).

A: Molienda muy fina
{accidn mecdnica)
B: Molienda fina
{accidn enzimdtica)
C: Molienda gruesa
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Figura 1: Efecto de la molienda y del tratamiento enzimatico

sobre la estructura de las semillas oleaginosas.

FUENTE: Grasso (2013).

2.5.1 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimatica de una enzima se ve afectada por factores ambientales generales,
como la temperatura y el pH. También puede verse afectada por productos quimicos que

influyen especificamente en la enzima (Campbell y Reece, 2007).

a. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Cada enzima opera mejor en algunas condiciones que en otras, porque estas condiciones
Optimas favorecen la estructura mas activa para la molécula de enzima. Hasta cierto punto,
la velocidad de una reaccion enzimatica se incrementa al aumentar la temperatura, en parte

porque los sustratos colisionan con los sitios activos con mayor frecuencia cuando las



moléculas se mueven con rapidez. Sin embargo, por encima de cierta temperatura, la
velocidad de la reaccion enzimatica cae abruptamente. La agitacion térmica de la molécula
de enzima rompe los puentes de hidrogeno, los enlaces i0nicos y otras interacciones débiles
que estabilizan la estructura activa, la molécula proteica finalmente se desnaturaliza. Cada
enzima tiene una temperatura éptima a la cual la velocidad de reaccion es maxima (Campbell
y Reece, 2007).

b. EFECTODEL PH

La mayoria de las enzimas posee un pH caracteristico al cual su actividad es maxima; por
encima o por debajo de ese pH, la actividad disminuye. La relacion entre el pH y la actividad
de cualquier enzima depende del comportamiento acido-base de la enzima y del sustrato, asi
como de otros muchos factores que son por lo general dificiles de analizar cuantitativamente
(Koolman y Rohm, 2004).

2.6 PRINCIPALES ALTERACIONES QUE AFECTAN LAS GRASAS

La estabilidad oxidativa es un indicador importante en el desempefio y la vida de anaquel de
la grasa. Depende de la composicion de la muestra y de las condiciones a las que esta sujeta
(Smith et al., 2006). La exposicion al aire libre, a altas temperaturas, a la luz, a trazas de
metales (hierro y cobre) y a la humedad refuerzan la oxidacion. Igualmente, la composicion
de la grasa: contenido de acidos grasos insaturados, numero y posicion de los dobles enlaces,
tipo de isomeria (cis- y trans-) y el contenido de antioxidantes influyen en el proceso de
oxidacion (Osborn y Akoh, 2003).

El deterioro de los lipidos se relaciona en general con el término “rancidez” dandose
principalmente dos reacciones: lipolisis o rancidez hidrolitica y autooxidacion o rancidez
oxidativa (Badui, 1996).

2.6.1 LIPOLISIS O ENRANCIAMIENTO HIDROLITICO

Este tipo de enranciamiento ocurre generalmente, en presencia de calor y humedad
catalizado por enzimas lipoliticas llamadas lipasas. La hidrdlisis de los triglicéridos deja en

libertad glicerol, &cidos grasos libres, monoacilglicéridos y diacilglicéridos. Las lipasas
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actlan en las intereses agua/aceite 0 grasa y por tanto, su accionar hace que se eleve la acidez
libre de los mismos (Kairuz, 2002).

En el caso de algunos aceites vegetales, los acidos grasos liberados por las lipasas son de
més de 14 atomos de carbono, poco volatiles y por tanto no se perciben por el olfato; su
presencia solo se puede advertir mediante la determinacion del indice de acidez y de otras
caracteristicas (Badui, 1996). Sin embargo, los tratamientos térmicos que se aplican a los
aceites y grasas comerciales durante el procesamiento destruyen las lipasas, por lo cual este
tipo de rancidez se presenta méas frecuentemente cuando se utilizan productos que no han
sido procesados a temperaturas suficientemente altas para destruir estas enzimas (Kairuz,
2002).

A diferencia de otras reacciones enzimaticas, la lipélisis se puede efectuar en condiciones
de actividad acuosa muy baja, debido a que, si los triglicéridos se encuentran en estado
liquido, tienen una gran movilidad y pueden favorecer el contacto con la lipasa y provocar

la reaccion (Kairuz, 2002).

2.6.2 AUTOOXIDACION O ENRANCIAMIENTO OXIDATIVO

Este tipo de enranciamiento se debe a la oxidacion atmosférica de la grasa, razén por la cual
es conocido también como autooxidacion, por ser un mecanismo que genera compuestos que

a su vez mantienen y aceleran la reaccién (Badui, 1996).

La accion del oxigeno atmosférico, sobre las cadenas alifaticas poliinsaturadas de los acidos
grasos, da lugar al sabor y olor tipicos, fuertes y desagradables de las grasas oxidadas. Sin
embargo, existen enzimas como las lipoxigenasas y ciclooxigenasas o las hidroperoxidasas,
enol isomerasa, alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, entre otras, que son
responsables de la descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos, siendo la lipoxigenasa la
enzima clave de todo el proceso (Zamora et al., 1991).

La autooxidacion es la causante de la mayor parte de los problemas de deterioro de los

productos grasos y generalmente envuelve un mecanismo en cadena de radical libre. Este El

mecanismo comprende tres fases (Daniels et al., 2006):
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e Iniciacién o de formacidn de radicales libres (hidroper6xidos).
e Propagacion o de reaccién de los radicales libres entre si
e Terminacion o de constitucion de productos no radicales (alcoholes, compuestos

carbonilicos).

2.7 METODOS EMPLEADOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE LOS
ACEITES

La industria de alimentos ha usado una serie de métodos para analizar diversos intermedios
0 productos de la oxidacion; estos varian desde las evaluaciones sensoriales sencillas, que
son poco precisas y muy subjetivas, hasta algunos analisis quimicos y fisicos que requieren
de instrumentos complejos, mas reproducibles y sensibles que cuantifican objetivamente la

intensidad de la oxidacién (Castillo, 2007).

A continuacion se hara una breve descripcion de cada uno de los métodos mas utilizados por

la industria de alimentos, los cuales miden la estabilidad oxidativa de las grasas y los aceites.

2.7.1 INDICE DE PEROXIDO

Es el método clasico para medir la oxidacion de grasas y aceite, con él se mide la
concentracion de los intermedios inestables, formados en la primera fase del proceso de
oxidacion que posteriormente se descomponen para dar los compuestos secundarios de
oxidacion (Castillo, 2007). El indice de Perdxidos se expresa como los miliequivalentes de
perdxidos presentes en 1 kg de aceite 0 grasa, y brinda informacion sobre el grado de

oxidacion de un aceite (Zumbado, 2002).

Al principio de la oxidacion de las grasas es posible que, en su mayoria, el producto de la
reaccion no sea mas que hidroperéxido. Al aumentar la cantidad de peroxidos y aparecer el
olor y el sabor caracteristicos de la rancidez, se demuestra la presencia de otros productos

resultantes de la descomposicion de los hidroperdxidos (Zumbado, 2002).
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2.7.2 INDICE DE P-ANISIDINA (AV)

Es una estimacién de los productos secundarios de oxidacion (Guillény Nerea, 2002). Se
define, por convencidn, como 100 veces la absorbancia medida a 350 nm en una celda de un
cm de espesor, de una solucion que contiene 1 g de aceite en 100 mL de una mezcla de
solvente y reactivo. La prueba del indice de p-anisidina es particularmente Util para aceites

con bajos indices de perdxidos.

El principio de ése método radica en la reaccion de condensacion entre los dienales
conjugados o 2-alquenales de la muestra y el reactivo de p-anisidina (p metoxianilina) en
solucién de iso-octano seguido por determinacion espectrofotométrica a 350 nm (Miller,
2001). La intensidad del color de los productos amarillentos formados depende no solo de
la cantidad de compuestos aldehidicos presentes sino también de su estructura: un doble
enlace en la cadena carbona, conjugado con el doble enlace del carbonilo, aumenta la

absorbancia molar (Grompone, 1991).

2.7.3 INDICE DE ACIDEZ

En general el indice de acidez es una medida de la cantidad de cadenas de acido graso que
han sido hidrolizadas desde la estructura basica del glicerol, representa el nimero de KOH
necesarios para saponificar los acidos grasos libres de una grasa y se expresa generalmente

como porcentaje de acidos grasos calculados en términos del &cidos oleico (Badui, 1996).

La medida de los acidos grasos libres permite evaluar el estado general de enranciamiento
de un alimento ya que usualmente el enranciamiento hidrolitico acompafia el enranciamiento
oxidativo (Kairuz, 2002). Los indices descritos anteriormente, pueden estar relacionados con

los tres estados de oxidacion como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2: Estados de la oxidacion lipidico.

FUENTE: Grompone (2005).

2.7.4 COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA (K232 Y K270)

Durante la autooxidacion de los acidos grasos poliinsaturados se forman hidroperdxidos que
en su estructura contienen dobles enlaces conjugados los cuales absorben radiacién en torno
a una longitud de onda de 232 nm. Estos compuestos evolucionan con el tiempo dando lugar
a otros como las diacetonas o, en el caso de los hidroperdxidos de &cidos grasos con tres o
mas dobles enlaces, a sistemas con tres dobles enlaces conjugados. Estos productos
secundarios, procedentes de la degradacion de los hidroperdxidos, tienen la caracteristica de
absorber radiacion UV entorno a los 270 nm (Navas, 2010). Por tanto, La oxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados produce trienos y dienos conjugados que estan acompariados
por un incremento en la absorcién ultravioleta a 232 y 270 nm, respectivamente (Miller,
2001).

2.8 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS ACEITES VEGETALES

La actividad antioxidante de los tocoferoles, polifenoles y otros compuestos de los aceites
vegetales, presenta un creciente interés desde que fueron relacionados con su caracter
protector frente a enfermedades degenerativas cronicas como enfermedades coronarias,

complicaciones cardiovasculares, algunos tipos de cancer y estrés oxidativo (Varela; citado
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por Navas, 2010); ademas de su contribucion a la reduccion de la peroxidacion lipidica
(Wagner et al.; citado por Navas, 2010) y actividad antihipertensiva (Perona et al.; citado
por Navas, 2010).

Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno o0 mas electrones desapareados,
por lo que son muy inestables y reaccionan rapidamente con otras moléculas. Los radicales
libres se pueden formar por la accion del ozono, los pesticidas, las reacciones fotoquimicas,
las radiaciones ionizantes o el estrés (Tur, 2004). Los antioxidantes son moléculas capaces
de bloquear el inicio de la cadena de reacciones de oxidacion causadas por los radicales
libres inhibiendo su capacidad oxidante (Young y Woodside, 2001).

Los polifenoles presentes en los aceite virgenes, especificamente los contenidos en el aceite
de oliva son los co-responsables de la reduccion de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
asociado a la composicion y efecto antioxidante del perfil lipidico, lo que constituye una

fuente de proteccion contra el dafio oxidativo (Varela, 2009).

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar relacionado con
su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales libres, aunque en
ocasiones también pueden promover reacciones de oxidacion in vitro. (Decker, citado por
Gonzélez, 2010). Ademas la capacidad antioxidante de tales compuestos polares en sistemas
lipidicos, se debe a que se localizan en la interfase lipido-aire, permitiendo una mejor
proteccion contra el oxigeno molecular del aire que los antioxidantes lipofilicos, que
permanecen en solucion en fases oleosas y que, por lo tanto, actian mejor en sistemas aceite
en agua (O/W) (Boskou; citado por Escobar, 2010).

La vitamina E esta formada por un grupo de 8 vitdmeros. Su estructura consta de dos partes
primarias: un anillo complejo cromano y una larga cadena lateral. Estos 8 vitdmeros se
dividen en dos grupos fundamentales: cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles que se
diferencian en la saturacion de la cadena lateral; los tocoferoles tienen una cadena saturada
y los tocotrienoles una insaturada con tres dobles enlaces en los carbonos 3, 7 y 11. Dentro
de cada grupo, los vitameros difieren en el nimero y posicién de los grupos metilo en el

anillo cromano, designandose como a, B, yy 6 (Nufiez, 2007).
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La actividad antioxidante de los tocoferoles aumenta en la serie a—3, lo contrario ocurre
con la actividad vitaminica y con la velocidad de reaccion con radicales perdxido. La
actividad del y-tocoferol comparada con el a-tocoferol es mas alta y se debe a la mayor
estabilidad del primero y a la aparicién de productos distintos, durante la reaccion de

antioxidacion (Belitz y Grosch; citado por Concha y Vivanco, 2006).

Los tocoferoles y tocotrienoles, actian coordinados con otras moléculas y enzimas para la
defensa de las células (especialmente glébulos rojos, células musculares y células nerviosas)
frente a los efectos nocivos producidos por los radicales libres, considerados hoy dia
importantes antioxidantes con potenciales beneficiosos a la salud (Sayago et al., 2007).

29 TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

La determinacion de la actividad antioxidante de los alimentos es importante para predecir
el potencial antioxidante in vitro de los mismos antes de ser ingeridos; asi mismo, nos
permite determinar la proteccion frente a la oxidacion y el deterioro del alimento que

disminuye su calidad y valor nutricional (Samaniego, 2006).

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos sistemas
generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionarian con la muestra y en virtud de
la capacidad antioxidante de esta se inhibiria la generacion de los primeros. Asi, lo que se
determina realmente es el efecto antioxidante ya que la actividad antioxidante no se puede
medir de forma directa. Lo ideal seria medir la actividad antioxidante de cada componente
de la muestra por separado, sin embargo, y sobre todo en el caso de muestras naturales, es
muy dificil determinar el nimero y concentracion de los compuestos antioxidantes presentes

en la muestra (Samaniego, 2006).

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacién, no existe un método
que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por tanto, es bueno
trabajar con varios métodos para facilitar la comparacion e interpretacion de los resultados.
Las caracteristicas “ideales” que debe reunir un método de determinacion de capacidad

antioxidante son: sencillez, mecanismo quimico definido y punto final fijo, reproducibilidad,
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adaptabilidad a sustancias antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas y elevado rendimiento de
andlisis (Prior et al., 2005).

Se han descritos dos mecanismos por medio de los cuales los antioxidantes pueden

desactivar a los radicales libres (Prior et al., 2005):
a. MECANISMO POR TRANSFERENCIA DE UN HIDROGENO (HAT)

La presencia de un radical libre altamente reactivo induce la ruptura homolitica de un enlace
en lamolécula del antioxidante. Por lo general esta fractura se produce en una union oxigeno
— hidrégeno, como resultado ocurre la transferencia de un H hacia el radical y la formacién
de un nuevo radical libre menos reactivo. Este mecanismo se ve en presencia de moléculas
aromaticas y de otras moléculas que posean un elevado grado de conjugacion, ya que los
dobles enlaces alternos permiten la deslocalizacion del electron no compartido y, como

resultado el radical formado es mas estable.

Fractura hamolitica

C. .
,-\|_ ¢
: e
R® - —— R**H +
LCesactivacidn del tadical
Farmacion de un nueva radical

Figura 3: Reaccion del mecanismo por transferencia de un hidrégeno.

FUENTE: Navas (2010).
b. MECANISMO POR TRANSFERENCIA SIMPLE DE UN ELECTRON (ET)

En este caso, el antioxidante cede un electron al radical libre, por lo que el potencial de
ionizacion de la molécula es muy importante para establecer la factibilidad de que el proceso
ocurra. Como resultado se neutraliza al radical y se forma una especie altamente inestable
(AOH") que cede un proton a la molécula de agua para producir un radical libre, que se
estabilizara por los efectos inductivos o resonantes asociados a su estructura molecular. La
medicion de la capacidad antioxidante se basa por lo tanto, en el poder reductor que exhiba

el compuesto.
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Cuadro 3: Clasificaciéon de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de reaccion
ET o HAT

ENSAYO CATEGORIA

Acido2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) | Ensayos basados en
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) la transferencia de
Poder de reduccidn antioxidante del hierro (FRAP) electrones (ET)
N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados en
Pardmetro antioxidante de captura de radicales (TRAP) la transferencia de
Inhibicidn de la oxidacion del acido linoleico atomos de

Inhibicion de la oxidacion de los lipidos de baja densidad hidrogeno (HAT)
(LDL)

FUENTE: Tovar (2013)

2.9.1 ENSAYO DPPH (1,1-DIFENIL-2-PICRIL-HIDRAZILO)

Consiste en determinar la capacidad de captura del radical libre DPPH por parte de los
compuestos antioxidantes. Este radical presenta un pico maximo de absorciéon a 515 nm y
tras la adicion del antioxidante se produce una disminucién de absorbancia proporcional a
la concentracion y actividad de dicho antioxidante (Brand-williams et al., 1995). En la
reaccion, la coloracién del DPPH cambia de purpura a amarillo debido a la absorcion de un

atomo de hidrogeno desde el antioxidante.
El radical libre es estable y esta disponible comercialmente, lo que reduce el tiempo de

analisis y evita su generacion por distintas vias, como ocurre con el método ABTS, que

podrian conllevar una variabilidad en los resultados obtenidos (Samaniego, 2006).
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29.2 ENSAYO ABTS (ACIDO 2,2’-AZINO-BIS-3-ETILBENZOTIAZOLIN-6-
SULFONICO)

El radical ABTS* se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). El radical catiénico obtenido es un compuesto de
color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcién en el UV-visible. El grado de
decoloracién permite conocer el porcentaje de inhibicién del catién radical ABTS™ en
funcién de la concentracion y el tiempo, y es calculado con respecto a la concentracion del

Trolox, utilizado como estandar bajo las mismas condiciones (Samaniego, 2006).

Es un radical artificial que no mimetiza bien la situacion in vivo, termodinamicamente puede
ser reducido por compuestos que tengan un potencial redox menor que el del ABTS (0.68
V), pudiendo reaccionar con el radical, muchos compuestos fendlicos con un potencial mas
bajo. El punto final de la reaccién lo marca la sustancia antioxidante empleada, fijando
tiempos cortos 0 muy elevados que pueden interferir en los resultados finales, lo cual, es un
inconveniente. La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras
hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso
(Samaniego, 2006).

2.9.3 METODO ORAC (OXIGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY)

Este método permite medir la inhibicién del antioxidante causada por el radical piroxilo que
induce oxidaciones; por lo tanto, a medida que la molécula fluorescente (fluoresceina) es
atacada y dafiada por los radicales, se va perdiendo su fluorescencia. La funcion de los
antioxidantes es la de proteger las moléculas que tienen tendencia a oxidarse, y cuanto mas
capacidad antioxidante tiene un compuesto o alimento mayor es la capacidad de mantener la
emisién de luz por parte de la molécula fluorescente. El grado de proteccién frente a la
oxidacion se cuantifica con un medidor de fluorescencia y se reporta en términos de

"equivalentes de Trolox™ (TE) (Huang et al., 2005).

En el analisis se utiliza la proteina B-ficoeritrina fluorescente como un sustrato oxidable y
AAPH (2 azobis (2 amidino-propano) dihidrocloruro) como generador de radicales peroxilo
o radicales hidroxilo. En la cuantificacion de la respuesta se utiliza la técnica de medicion

del area bajo la curva de descenso de la actividad antioxidante (AUC). Por lo tanto, en la
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medicion se combina tanto el porcentaje de inhibicion como el periodo de inhibicién a lo
largo del tiempo producido por los antioxidantes en estudio. Esta evaluacion se puede
adaptar para medir la capacidad antioxidante de materiales tanto lipofilicos como
hidrofilicos (Zuleta et al., 2009).

2.10 VIDA EN ANAQUEL DE ALIMENTOS

Para Hernandez y Sastre (1999), la vida Util es el periodo entre la elaboracion y la compra al
detalle de un producto alimenticio, durante el cual dicho producto mantiene una calidad
satisfactoria. Otra definicion del mismo autor seria el tiempo durante el almacenamiento en

el que el producto mantiene su aptitud para el uso.

Los principales mecanismos de degradacion de los alimentos que disminuyen la vida en
anaquel de los mismo son los siguientes: (a) cambios fisicos, los cuales son acusados por la
manipulacion, almacenamiento y transporte de los alimentos; (b) cambios quimicos, los
cambios ocurren en los componentes internos de los alimentos tanto por las sustancias
aplicadas al momento de su procesamiento como del medio externo al que esta sometido el
alimento. Dentro de los cambios quimicos que méas problemas presentan son la presencia de
actividad enzimatica y rancidez de los lipidos por presencia de oxigeno y (c) cambios
microbioldgicos; los microorganismos tienen la habilidad de multiplicarse a tasas de
crecimiento muy altas. Los alimentos tienen los nutrimentos necesarios para su crecimiento
(Singh, 2000).

Para predecir la vida atil de un producto es necesario en primer lugar identificar y/o
seleccionar la variable cuyo cambio es el que primero identifica el consumidor meta como
una baja en la calidad del producto (Brody; citado por Enriquez y Vilcapoma, 2012), por
ejemplo, en algunos casos esta variable puede ser la rancidez, cambios en el color, sabor o
textura, pérdida de vitamina C o inclusive la aparicion de poblaciones inaceptables de

microorganismos.
Posteriormente se analiza la cinética de la reaccion asociada a la variable seleccionada, que

depende en gran medida de las condiciones ambientales. Es importante recalcar que la vida

atil no es funcién del tiempo en si, sino de las condiciones de almacenamiento del producto
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y los limites de calidad establecidos tanto por el consumidor como por las normas que rigen
propiamente los alimentos. (Labuza; citado por Enriquez y Vilcapoma, 2012).

La vida util se determina al someter a estrés el producto, siempre y cuando las condiciones
de almacenamiento sean controladas. Se pueden realizar las predicciones de vida (til
mediante utilizacion de modelos matematicos (Util para evaluacién de crecimiento y muerte
microbiana), pruebas en tiempo real (para alimentos frescos de corta vida Util) y pruebas
aceleradas (para alimentos con mucha estabilidad) en donde el deterioro es acelerado y
posteriormente estos valores son utilizados para realizar predicciones bajo condiciones

menos severas. (Charm, 2007).

2.10.1 DETERIORO RELACIONADO CON LA TEMPERATURA

Los aceites son susceptibles a diferentes reacciones de deterioro que reducen el valor
nutritivo del alimento, y ademas, producen compuestos volatiles que imparten olor y sabor
desagradable, esto generalmente se debe a que el enlace éster de los acilglicéridos es
susceptible a la hidroélisis quimica o enzimética (rancidez hidrolitica), y a que los &cidos
grasos insaturados son sensibles a reacciones de oxidacion (rancidez oxidativa) (Ziller y

Campbell; citado por Douglas, 2007).

Generalmente el estudio de la estabilidad de un aceite comestible, o resistencia al deterioro
debido a cualquiera de los tipos de rancidez, se realiza en funcién de variables o indices que
permitan determinar si ha ocurrido reacciones con los grupos funcionales de las grasas o
aceites que pudieran provocar degradacion de los mismos o de sus componentes. Entre ellos
destacan el indice de acidez y el indice de perdxido (Ramos y Tarazona; citado por Douglas,
2007). Luego, se evalla la velocidad o rapidez de dichas reacciones de deterioro, expresados

como cambios de concentracion por unidad de tiempo.

Uno de los factores que afectan la rapidez de deterioro de las grasas y aceites es la
temperatura, observandose que un incremento de la misma aumenta la velocidad de estas
reacciones de deterioro (Ziller y Campbell; citado por Douglas, 2007). Te6ricamente la
constante de velocidad de reaccion puede obedecer a la ecuacion de Arrhenius, la cual

expresa matematicamente su dependencia con la temperatura absoluta.
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a. VELOCIDAD DE REACCION

Los alimentos pueden considerarse en general como sistemas discontinuos. La velocidad de
reaccion, es decir, la velocidad de aparicion o desaparicion de alguna sustancia, necesita ser
adaptada a cada sistema. Ademas de tratarse de medios de densidad practicamente constante,
puede admitirse que la velocidad de reaccion representa, en estos casos, el cambio de
concentracion de un reactivo en funcion del tiempo. La velocidad de reaccion
proporcionaria, por tanto, una medida de la reactividad y estabilidad del sistema (Johnson et
al., 1995).

Segun Taoukis et al. (2000), mediante un estudio cuidadoso de los componentes y procesos
de los alimentos, puede establecerse que las reacciones analizadas tienen un impacto
importante en la velocidad de deterioro. Basado en este andlisis y sin subestimar la
complejidad fundamental de los sistemas alimenticios, el cambio en el alimento puede
representarse por la pérdida de uno o mas indices de calidad (por ejemplo un nutriente de un
sabor caracteristico) o por la formacion de un producto desagradable (por ejemplo un sabor
desagradable o decoloracion). Generalmente, los factores de calidad son parametros
quimicos, fisicos, microbioldgicos o sensoriales cuantificables, seleccionados para describir

representativamente el deterioro de la calidad de un sistema particular de alimentos.

La velocidad de reaccion es funcion principalmente de la composicion y de la temperatura.
La influencia de ésta se representa a traves de la constante cinética o velocidad especifica.
Con muy pocas excepciones, la velocidad de las reacciones aumenta, a menudo de forma

aguda, con la temperatura. La relacion entre la constante de velocidad y la temperatura se
describe mediante la ecuacion de Arrhenius (Escardino y Berna, 2003).

b. REACCION DE ORDEN CERO (n=0)

Para reacciones de orden cero (n=0), el porcentaje de pérdida de vida en anaquel en el tiempo

es constante a una temperatura constante (Labuza y Riboh, 1982).

Se parte de la siguiente expresion (Labuza y Riboh, 1982):
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dA

8- KA™ v ()

El valor n es reemplazado por 0 en la ecuacion 2. Integrando la ecuacion tenemos:

Donde:

Ao = Valor inicial de la caracteristica de calidad.
A = Valor de la caracteristica de calidad en el tiempo 6.
K = Constante de velocidad de orden cero (unidades de tiempo elegidas -1).

6s = Vida en anaquel en dias, meses, afos.

La Figura 4 muestra el ploteo del cambio de calidad versus el tiempo de almacenamiento
para una reaccion de Orden Cero.
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Figura 4: Cambio de Calidad frente al tiempo en una reaccion de cero.

FUENTE: Fennema (2000).

Un orden de reaccion cero (n=0) es aplicable para las siguientes formas de deterioro (Labuza
y Riboh, 1982):
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e Degradacion enzimatica en frutas frescas y vegetales, algunos alimentos congelados
y algunas pastas refrigeradas.
e Pardeamiento no enzimatica en cereales secos y productos lacteos deshidratados.

e Oxidacion lipidica (desarrollo de rancidez en alimentos congelados y deshidratados).

c. REACCION DE PRIMER ORDEN (n=1)

La vida en anaquel en muchos casos no sigue una velocidad constante de degradacion. En
efecto, el valor de n puede variar para muchas reacciones desde cero hasta cualquier valor
fraccional o sobre dos. Muchos alimentos que no se deterioran por orden cero siguen un
modelo donde n=1, que resulta en un decrecimiento exponencial en la velocidad de pérdida
como calidad decreciente. Esto no significa que la vida en anaquel de alimentos que siguen
este disefio es mas larga que la de aquellos con una velocidad constante; desde que el valor

de la constante de velocidad K es diferente (Labuza y Riboh, 1982).

En este caso, si se reemplaza n=1 en la ecuacion 1 se obtiene:

dA

8" KA™ o (D)

Integrando la ecuacion tenemos:

LnA = Lndg — KOs ... cc. ccc e . (3)

Donde:

Ao = Valor inicial de la caracteristica de calidad.
A = Valor de la caracteristica de calidad en el tiempo 6.
k = Constante de velocidad de orden uno (unidades de tiempo elegidas -1).

6s = Vida en anaquel en dias, meses, afos.

La Figura 5 muestra el ploteo del cambio de calidad versus el tiempo de almacenamiento

para una reaccion de primer orden.
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Figura 5: Cambio de Calidad frente al tiempo mostrado por una

reaccion de Primer Orden.

FUENTE: Fennema (2000).

Los tipos de deterioro que siguen una reaccion de primer orden (n=1) son (Labuza y Riboh,
1982):

e Rancidez en aceites 0 vegetales secos.

e Crecimiento microbiano (carnes y ensaladas).

e Produccién microbiana de sabores indeseables y limo (carnes y pescado).
e Pérdida de vitaminas (alimentos envasados y deshidratados).

e Pérdida de calidad proteica (alimentos deshidratados).

2.10.2 LA ECUACION DE ARRHENIUS

Uno de los modelos mas utilizados en la determinacion de la vida de anaquel de un producto
es el Modelo de Arrhenius. La relacién de Arrhenius, desarrollada teéricamente para
reacciones quimicas moleculares reversibles, ha sido experimentalmente aplicada a un

namero de reacciones quimicas complejas y fendmenos fisicos (Chica y Osorio, 2003).

Las reacciones de pérdida de calidad de los alimentos han mostrado que siguen un

comportamiento de Arrhenius con la temperatura, dado por la siguiente ecuacion:
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K = K, exp (_—Ea) e e e een e e (4)

Donde:

K es la constante de velocidad de la reaccion,

Ko es la constante de la ecuacion de Arrhenius

Ea la energia de activacion que se necesita para vencer la degradacion de productos.
T = Temperatura Absoluta (K)

R=1.987 cal/mol, constante universal de los gases

Aplicandole logaritmo neperiano a la Ec. 4 quedaria que:

Eq
LnK = ~RT +InKy ... coovv e e (5)

Luego, la Ec.5 puede tomar la forma lineal, donde al graficar Ln K contra 1/T daria una linea
recta cuya pendiente seria igual a— Ea/R. Esta ecuacion (Ec. 5) permite predecir, bajo ciertas
limitaciones, el comportamiento de la constante de velocidad de una reaccion para una
temperatura estudiada y cualquier otra temperatura diferente a la del ensayo. Una de las
variantes de esta dependencia es el valor de Qo, el cual se define como el nimero de veces
que varia la velocidad de una reaccion con un cambio de 10 °C en la temperatura. Si la
velocidad de reaccion se duplica con el cambio de 10 °C con la temperatura, Q10= 2 (Toledo;

citado por Douglas, 2007).

Una pendiente excesiva significa que la reaccion es mas dependiente de la temperatura, es
decir, a mayor incremento de la temperatura, la reaccién aumenta a una velocidad mayor
(Labuza y Riboh, 1982).

Fennema (2000) sefiala que cuando se aplica la técnica de regresion, se reutiliza el analisis
estadistico para determinar el 95 por ciento de los limites de confianza de los parametros de
Arrhenius. Si solo se dispone de tres valores K, el rango de confianza normalmente es
grande. Para obtener limites de confianza estrechos y significativos en Ea y Ko, Se necesitan
velocidades a mas temperaturas. Se han propuesto que cinco o seis temperaturas

experimentales dan el cociente éptimo practico de exactitud, frente a la cantidad de trabajo
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experimental. Mientras mas temperaturas sean usadas, mayor seré la significancia estadistica
de los datos. Al limitarse a tres temperaturas experimentales debido al coste y/o dificultad
de disponer de incubadoras a seis temperaturas constantes, pueden utilizarse diversos
métodos estadisticos para aumentar la exactitud, uno de los cuales es considerar cada par de

datos (punto) como una estimacion independiente de K.

2.10.3 OTROS MODELOS

Saguy y Karel (1980) mencionan que han sido sugeridas ocasionalmente otras funciones
distintas al modelo de Arrhenius para la correlacion de la informacion de estabilidad de

alimentos, considerando los siguientes modelos de dependencia de la temperatura.

Modelo lineal: k=a+bT.........(6)
Modelo exponencial: k=aTb ...........(?)
Modelo hiperbélico: k = I%T e ere e (8)
Donde:

K: Pendiente que relaciona A (Valor de caracteristica en el tiempo 0).
a: Constantes.

T: Temperatura absoluta (K).

Debido a que existen virtualmente ilimitadas opciones de modelos matematicos para ajustar
las ecuaciones a los datos experimentales, las consideraciones en las elecciones de un

modelo seguirian a estas guias principales (Hill y Grieger, 1980):

e Simplicidad del modelo, menos coeficientes son compatibles con un error razonable.
e Lamas baja desviacidn posible entre el modelo predicho y los datos experimentales,
medidos por el cuadrado medio del error.

e Sin discontinuidad en el rango de variables
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las siguientes instalaciones de la
Universidad Nacional Agraria La Molina:

e Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico de la Facultad de Industrias Alimentarias.

e Laboratorio de Investigacion e Instrumentacién de la Facultad de Industrias
Alimentarias.

e Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias.

e Laboratorio de Fisicoquimico de la Universidad de Lima.

3.2 MATERIA PRIMA E INSUMOS

3.2.1 MATERIA PRIMA

Se utilizaron semillas de Moringa oleifera, las cuales fueron provistas por la empresa Fundo
Escondido SAC, ubicada en el departamento de Ica.

3.2.2 ENZIMAS

Hemicelulasa (Sigma Aldrich) purificada a partir de Aspergillus niger, cuya actividad -
galactasa puede ser determinada empleando goma de algarrobo como sustrato. Las

condiciones dptimas de actividad de la enzima son 37-40 °C y un pH de 4.9-5.1.



3.3 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 MATERIALES

e Balones esmerilados de 250 mL

o Balones Kjeldahl para digestion de proteinas
e Beakers de 50, 250 y 500 mL

e Buretade 25 mL

e Campana desecadora

e Cépsulas de porcelana

e Embudo Buchner

e Erlenmeyers de 250 mL

e Papel filtro rapido y Whatman # 42
e Pipetasde 5y 10 mL

e Placas Petri

e Probetas de 10, 50 y 100 mL

e TermoOmetro

e Tamices

e Frascos ambar

3.3.2 EQUIPOS

e Balanza analitica. Marca OHAUS. Mod. E12140®

e Balanza digital de precision. Marca OHAUS. Mod. TA 3001®

e Molino de discos

e Prensa-expeller KOMET®

e Espectrofotometro

e Cromatdgrafo de gases equipado con FID (Detector de lonizacion de Flama). Marca
Perkin Elmer Autosystem XL®

e Cromatdgrafo HPLC Agilent de la serie 1100 acoplado a un detector de fluorescencia
Thermo Finnigan modelo FL3000®

e Estufa de conveccion forzada. Marca BINDER. Mod. FED 53®

e Estufaal vacio. Marca LABOR MUSZERIPARI®
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Equipo de filtracion al vacio.

Equipo Soxhlet de Laboratorio.

Mufla. Marca SXHIMAGEN®

Balanza de humedad

Bafio Maria. Marca MEMMERT. Mod. WNB 14®

Centrifuga

Colorimetro

Potencidmetro. Marca HANNA INSTRUMENTS. Mod. HI 2211®
Espectrofotdmetro.

Refractometro ABBE. Marca AUS JENA®

TermoOmetro digital tipo punzén. Marca HANNA INSTRUMENTS. Mod.

145000
Computadora con software estadistico Statgraphics Centurion®

Refrigeradora

3.3.3 REACTIVOS

Acido acético glacial. Marca MERCK®

Acido clorhidrico concentrado. Marca MERCK®
Acido sulfarico concentrado. Marca FERMONT®
Acido borico. Marca MERCK®

Alcohol etilico 95%. Marca MERCK®

Hexano para andlisis. Marca MERCK®

Metanol. Marca MERCK®

Almidon en polvo. Marca MERCK®
Cloroformo. Marca MERCK®

Fenolftaleina. Marca MERCK®

P-anisidina. Marca RUICHEM®

Catalizador para proteinas. Marca MERCK®
Carbonato de sodio. Marca MERCK®

Hidroxido de sodio. Marca SIGMA-ALDRICH®
Isooctano para analisis. Marca MERCK®

Reactivo de Wijs. Marca MERCK®
30
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e Tetracloruro de carbono. Marca HI MEDIA®

e Tiosulfato de sodio. Marca MERCK®

e Yoduro de potasio. Marca SIGMA-ALDRICH®
e Reactivo de Folin. Marca MERCK®

e Acido galico. Marca MERCK®

e Persulfato de potasio. Marca MERCK®

e Cromoforo ABTS. Marca MERCK®

e Trolox. Marca MERCK®

3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA

a. HUMEDAD

Se fundamenta en la pérdida de agua hasta peso constante y se realiz6 segun el método de la

A.0.A.C (1995), para lo cual se coloca en una estufa tal como se describe a continuacion:

e Se pesd 5+0.2 g de la muestra dentro de un plato de aluminio para humedad de
capacidad de 5 cm de didmetro y 2 cm de profundidad (previamente tarado) cogiéndolo
firmemente con las pinzas.

e Se secO la muestra en una estufa a 105 °C hasta peso constante.

e Se enfrid la muestra en un desecador por 30 miny se peso la muestra.

e Se reporto el porcentaje de pérdida de peso como humedad.

Pérdida de peso
Humedad (%) = x 100
Peso de muestra

b. GRASA TOTAL (EXTRACTO ETEREO)

Se realizd segun el método de la AOAC (1995), la grasa es extraida de la muestra seca con
la ayuda de solventes organicos, para lo cual se utiliza el equipo de extraccién Soxhlet tal

como se indica a continuacion:
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e Se pesd 5 g de las muestras de semillas completamente seca y se colocaron en los
cartuchos de extraccion. Previamente se peso el balon de destilacion del evaporador
rotatorio.

e Este cartucho se colocé en el equipo Soxhlet y se vertieron 120 mL de éter de petrdleo.
Se activo el equipo y se mantuvo la extraccion durante 2 horas de arrastre por solvente.

o El extracto se recogi6 en el balon de destilacion y se procedid a evaporar hasta eliminar
todo el éter de petroleo. El baldn se coloco en una estufa durante 1.5 horas para eliminar
residuos de éter. Luego se enfrioé en un desecador.

e Su peso se cuantifico en una balanza analitica. Los diferentes pesos registrados se

reemplazaron en la siguiente ecuacion:

, C—-(B—-A4A)
Extracto etéreo (%) = — x 100

Donde:

A: Peso del balén de destilacion limpio y seco (g).
B: Peso del baldn de destilacién (g).
C: Peso de la muestra seca (Q).

c. PROTEINAS

Se realiz6 segun el método de la A.O.A.C (1995), para lo cual se siguieron los pasos que se

describen a continuacion:

e La muestra es digerida con &cido sulfarico empleando sulfato de cobre pentahidratado
como catalizador y sulfato de potasio para elevar el punto de ebullicién, para liberar el
nitrégeno a partir de la proteina y retener el nitrdgeno como sal de amonio. Se agrega
hidroxido de sodio al cincuenta por ciento para liberar el amoniaco, el cual es destilado y
recogido en una solucién de &cido bérico para luego ser titulado. Para transformarlo en
porcentaje de proteina bruta (peso/peso), se multiplica el porcentaje de nitrégeno obtenido
por 6.25. El proceso seguido es el siguiente:

e Se pesd 1 g de muestra de semillas completamente seca y se coloc6é en un tubo de
digestion.
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e Se agreg6 el catalizador (5 g de sulfato de potasio y 0.5 g de sulfato de cobre), 5 mL de
agua destilada y 15 mL de acido sulfurico concentrado. Se colocaron cinco perlas de
ebullicion.

o El equipo fue calentado hasta 230 °C, donde se conecta el tubo de digestion con el sistema
de neutralizacion en el que los gases formados son neutralizados con una solucion de
NaOH al 10 por ciento.

e Una vez evidenciada la formacion de un color verde esmeralda en el fondo de los tubos,
se deja digerir por 30 minutos.

e Apenas termino la digestion, se retiraron los tubos y se enfriaron sin desconectar del
sistema de neutralizacion.

e Luego los tubos se colocaron en un destilador que generé amoniaco, el cual es recogido
en una solucidén de &cido borico al 3 por ciento.

¢ Finalmente se titula con HCI 0.1 N y se empled la siguiente ecuacion para calcular el

porcentaje de proteinas:

(Gastoycr X Nycp X 0.014) o

2
Peso de la muestra 6.25

Proteinas (%) =

d. CENIZAS

Es la cantidad de materia incombustible que sobra luego de someterla a calcinacion en una
mufla. Se realiz6 segin el método de la AOAC (1995), este procedimiento se menciona a

continuacion:

e Se tomaron unos 30 g de muestra de semillas y se dejaron en una estufa a 105 °C hasta
peso constante. Esta muestra se dejé enfriar durante media hora en un desecador.

e Se pesaron 5 g de semillas en una balanza analitica y colocaron en un crisol previamente
tarado.

e El crisol y la muestra se colocaron en una mufla a 550 °C durante 4 horas.

e Luego de la incineracion, el crisol es enfriado durante una hora en un desecador y luego

pesado en una balanza analitica.
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Los pesos obtenidos se reemplazan en la siguiente ecuacion:

(A—-B)

x 100
C

Ceniza (%) =

Donde:

A: Peso de crisol a peso constante con la muestra seca (g).
B: Peso del crisol con cenizas (g).

C: Peso de la muestra seca (Q).

e. FIBRA CRUDA

Se realizé segun el método de la A.O.A.C (1995), para lo cual se siguieron los pasos que se

describen a continuacion:

Se lavo el residuo con agua hirviendo, con la solucion de HCI y nuevamente con agua
hirviendo, para terminar con tres lavados con éter de petroleo. Se colocd el crisol en el horno

a 105 °C por 12 horas y se enfri6 en desecador.

Se pesaron rapidamente los crisoles con el residuo y colocaron en una mufla a 550 °C por 3

horas, se dejo enfriar en un desecador y pesados nuevamente. El calculo de la fibra cruda es:

(4-B)
C

Fibra cruda (%) = x 100

Donde:
A: Peso del crisol con el residuo seco (g).

B: Peso del crisol con la ceniza (Q).

C: Peso de la muestra (g).
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3.4.2 ANALISIS DEL ACEITE CRUDO
El aceite crudo obtenido fue sometido a los siguientes analisis fisicoquimicos:
a. INDICE DE PEROXIDO

Se siguio el método recomendado por la A.O.A.C 965.33 (1995). Se pesaron 5+0.05 g de
aceite en un matraz. Se adicionaron 30 ml de una solucion de &cido acético/cloroformo (3:2
v/v) y 500 ul de yoduro de potasio saturado. Se agité manualmente durante un minuto. Luego
se afladieron 30 ml de agua destilada y un mililitro de almidon al 1 por ciento. Finalmente
se procedid a titular con tiosulfato de sodio 0.01 N, hasta la desaparicion del color azul.
También se prepard un blanco, el cual contenia agua destilada en lugar de aceite, y se realiz6

el mismo procedimiento.

El indice de peroxido se expresé6 como miliequivalentes de O2/kg de aceite y se calcul6 con

la siguiente ecuacion:

_(S—B) x N x 1000

IP
Peso de muestra (g)

Donde:

N: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio (N)
S: Gasto de tiosulfato de sodio para titular la muestra (ml)

B: Gasto de tiosulfato de sodio para titular el blanco (ml)

b. GRADO DE ACIDEZ

Se determino segln el método de la A.O.A.C. 910.28 (1995) para aceites crudos. Se pesé 5
g de aceite en un matraz de 250 ml y se agregd 50 ml de etanol neutralizado. Después de
afiadié 0.5 ml de fenolftaleina al 0.1 por ciento y se procedid a titular con solucion estandar
de KOH 0.1 N agitando continuamente hasta la aparicion de un color rosado tenue que

persista por un tiempo mayor o igual a un minuto.
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El grado de acidez o acidez libre del aceite del aceite se calcula a partir de la siguiente

expresion:

V X N X 282
10 X P

Acidos grasos libres (% como acido oleico) =

Donde

V: volumen de disolucion de KOH gastado en la valoracion (ml),
N: normalidad exacta de la disolucion de KOH

P: peso de la muestra de aceite (g).

C. INDICE DE P-ANISIDINA

Se sigui6 el método recomendado por la IUPAC (1987). Se pesé un gramo de aceite en un
tubo Falcon, o una menor cantidad segin la oxidacion del aceite iba aumentando, se
afiadieron siete mililitros de isooctano y se agitd en un vortex hasta la disolucion de la
muestra. Se tomd la medida de la absorbancia de la solucion a 350 nm (Ab). Luego se
tomaron cinco mililitros de dicha solucién en un tubo de ensayo, se afiadié un mililitro de
solucion de p-anisidina (2.5 g/l de &acido acético glacial), se agit6 en un vortex para
homogeneizar y se dejo reposar por 10 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo,
se tomo la lectura de la absorbancia a 350 nm (As). También se prepar6 un blanco, siguiendo

el mismo procedimiento pero utilizando cinco mililitros de isooctano en lugar de la muestra.

El valor de p-anisidina se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

7 X (1.2 As — Ab)
Peso de muestra (g)

Valor de p — anisidina =

Donde:

As: Absorbancia de la muestra luego de la reaccion

Ab: Absorbancia de la muestra antes de la reaccién
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d. COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA (K232 Y K27)

Se siguid el método recomendado por la AOCS Ch 5-91 (2008). El procedimiento analitico
consiste en pesar con una precision de 0.0001g 0.1 g de muestra de aceite en un matraz
aforado de 10 mL, se enrasa el matraz con isooctano de calidad espectrofotométrica y se
agita bien para homogeneizar el contenido y posterior a ello se mide la extincion a 232 nm
y 270 nm. Los valores de extincion (E;) a 270 nm deben estar comprendidos en el intervalo
que va desde 0.1 a 0.8 en el caso contrario es necesario repetir la medida utilizando
soluciones mas concentradas o mas diluidas, segun el caso. El coeficiente de absorbancia

en el ultravioleta a una longitud de onda A se calcula a partir de la siguiente expresion:

T Cxe

Ky

Donde

E,.: Extincion medida en el espectrofotdmetro a dicha longitud de onda,
C: Concentracion de la disolucion de aceite (g/100 ml)

e: Paso oOptico de la cubeta (1 cm).

e. INDICE DE REFRACCION

Mide el cambio de direccién que experimenta un haz de luz al pasar a través del material a
evaluar. Se determin6 segun el método de la AOAC (1995) realizdndose la medicién con

un refractémetro de ABBE siguiendo los siguientes pasos:

e Se colocan gotas de aceite limpio (centrifugado) a 20 °C sobre la plataforma para
muestras.
e Posteriormente se regula la intensidad de luz con el espejo.

e Se toma la medida visualizada a través del ocular del equipo.
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f. CONTENIDO DE COMPUESTO FENOLICOS

Esta determinacion, que se ha realizado siguiendo el método colorimétrico propuesto por
Vasquez et al. (1973) y Gutfinger (1981), consiste en la extraccion de los compuestos
fendlicos de la muestra con una mezcla de metanol-agua, posterior reaccion de una alicuota
del extracto con el reactivo de Folin-Ciocalteau y medida espectrofotométricamente de la
absorbancia de los complejos azulados formados. La concentracion de los polifenoles en el
aceite (mg kg ™) se calcula por interpolacion a partir de una recta de calibrado previamente

preparada en la mismas condiciones utilizando &cido galico como patron.

El procedimiento analitico consiste en pesar con precisién 10 g de la muestra de aceite a
analizar y disolverlos en 20 mL de hexano. Esta disolucion se pasa a un embudo de
decantacion y se realizan tres extracciones consecutivas, con alicuotas de 10 mL de metanol-
agua 60:40 (V/v), agitando vigorosamente durante 2 minutos. EI embudo se deja en reposo
hasta que las fases se separan, y los tres extractos metanolicos se recogen en un mismo
matraz aforado de 50 mL que se enrasa con agua destilada, obteniendo asi el extracto

fendlico.

Para la determinacion de los polifenoles totales, se toman 2.50 mL de extracto fendlico y se
Ilevan a un matraz aforado de 25 mL en el que también se afiaden 9 mL de agua destilada y
1.25 mL de extracto de reactivo de Folin- Ciocalteau. EI matraz se tapa y agita, dejandolo
finalmente en reposo por 3 minutos. Se afiaden 3.75 mL decarbonato sddico al 20 por ciento
(p/v) y se enrasa el matraz con agua destilada. Transcurridas dos horas en la oscuridad, se
centrifuga a 1500 RPM durante 10 minutos y se mide la absorbancia del sobrenadante en
una cubeta de 1 cm de paso Optico a 725 nm, frente a un blanco que se prepara que se prepara
de la misma forma pero afiadiendo, en lugar del extracto fendlico, 1.50 mL de metanol-agua
60:40 (Y/v) y 1 mL de agua.

La concentracién de compuestos fenolicos en el extracto, Cef; expresada en mg/L, se
determina interpolando en una recta de calibrado obtenida en las mismas condiciones a
partir de disoluciones de acido galico patrén de concentraciones comprendidas entre 10 y
120 mg/L. EIl contenido en polifenoles totales de la muestra de aceite, Cpt, se expresa en
mg/kg de &cido galico.
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g. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS

Se realizo6 segun el método LABS-ITP-FQ-002-98, Rev.4, 2003; validado por el laboratorio
Fisicoquimico LABS-ITP (Instituto Tecnoldgico Pesquero del Pert). Los triglicéridos y
fosfolipidos fueron saponificados y metilados y posteriormente se procediéo a la
cuantificacion delos &cidos grasos por cromatografia gaseosa, las mismas que se describen

a continuacion.

En un tubo de ensayo se pesaron 50 mg de aceite, después de agregd 3.0 mL de éter de
petréleo y se agitd en un vortex hasta que se disolvio. Luego se adicion6 0.25 mL de
hidroxido de sodio 2N en metanol. El tubo de ensayo se agitod vigorosamente en un vortex
por 10 segundos y se sumergio en bafio maria a aproximadamente 50 °C durante 30
segundos. Posteriormente se agregd 0.35 mL de acido clorhidrico 2N en metanol. Se agitd y
se centrifugd a 3000 RPM por 7 minutos. Se separ0 la fase del éter de petréleo que contiene

los acidos grasos metilados y se introdujo en un vial de vidrio.

Los ésteres metilicos de acidos grasos formados en la etapa previa fueron separados por
inyeccion de 3 pl de la solucion dentro del cromatdgrafo de gases marca Perkin Elmer
Autosystem XL acoplado al detector de ionizacion de llama (FID). La columna usada fue
una columna capilar Supelcowax-10 de silica fundida marca Supelco de 30 m de longitud,
0,25 mm de didmetro interno y 0,25 um de espesor de pelicula. La temperatura del horno
para la corrida se programé como sigue: inicialmente a 90 °C (por 2 minutos), se incrementd
la temperatura hasta 240 °C a 3 °C/min y un periodo isotérmico de 25 minutos a 240 °C.
Las temperaturas del inyector y detector se fijaron en 250 y 260 °C, respectivamente. Se
utilizé hidroégeno de alta pureza como gas portador

La identificacion y cuantificacién de los &cidos grasos metilados se realizd mediante
comparacion de sus tiempos de retencion con los estandares conocidos previamente
inyectados. Los resultados fueron expresados como porcentaje respecto al total de &cidos

grasos presentes en el aceite.
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h. CONTENIDO DE TOCOFEROLES

El contenido de tocoferoles, expresados en ppm, presentes en el aceite extraido de las
semillas de moringa se determinG por cromatografia liquida de alta precision (HPLC),
segun el método de la AOCS, Ce 8-89 (2008).

El equipo empleado para la separacion y cuantificacion de los tocoferoles fue un
cromatdgrafo HPLC Agilent de la serie 1100 acoplado a un detector de fluorescencia Thermo
Finnigan modelo FL3000 con longitud de onda de excitacién de 290 nm y longitud de onda
de emision de 330 nm. La columna utilizada (250 x 4,6 mm) es de relleno Lichrosorb Si-60,
tamafo de particula de 5 um (Sugerlabor Madrid). La fase mdvil que se emplea en la
separacion es una mezcla de n-hexano-isopropanol 98,5:1,5 (¥/v) con un flujo de 1 mL/ min,

y un volumen de inyeccién de 20 mL.

El procedimiento consiste en pesar 200 mg de aceite en un matraz aforado de 10 mL y
disolverlos en hexano para HPLC. Posteriormente 20 pl de las muestras fueron inyectadas
directamente al HPLC. La cuantificacion se realiza por interpolacion del area del pico del
tocoferol en una recta de calibrado obtenida en las mismas condiciones experimentales, a
partir de disoluciones patron de a, B, v y 6 tocoferol en hexano, preparadas inmediatamente

antes de su uso, de concentraciones que cubren el rango entre 1y 8 mg L.

i. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA Y LIPOFILICA POR EL
METODO ABTS

En primer lugar se procedio a obtener los extractos hidrofilicos y lipofilicos a partir del
aceite de moringa, para ellos se procedio a realizar extracciones sucesivas las que se
describen a continuacién. Se pes6 2 g de aceite y se disolvio en 1 mL de n-hexano. Luego
se afladié 2 mL de metanol-agua 80:20 (¥/v), agitdndose vigorosamente durante 2 minutos y
se procedid a centrifugar a 4000 RPM durante 5 minutos. Posterior a ello se separ0 la parte
lipidica (lipofilica) de la metandlica (hidrofilica). Se realizaron dos extracciones adicionales
con metanol-agua a la parte lipidica y se almacenaron los dos extractos en oscuridad (Marfil,
2008).
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Para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica se sigui6 el método
descrito por Prior et al., citado por Marfil (2008). Se toman 2 mL de la disolucion diluida
de ABTS™ y se mezclan con 100 pL de la muestra (extracto hidrofilico o lipofilico) de aceite
de moringa a ensayar. Posteriormente, la mezcla se agitd durante 30 segundos y se dejo
reaccionar por un tiempo determinado hasta cuando la medida de la absorbancia fuera
constante (30 minutos). Al finalizar este tiempo, se procedido a la lectura en el
espectrofotometro a 734 nm tanto de las muestras (extracto lipofilico e hidrofilico) como la
del blanco. Todas las medidas se han realizado por triplicado. La capacidad antioxidante

total se obtendré por suma de la capacidad antioxidante lipofilica e hidrofilica.

Para el caso de la curva de calibracidn, se prepara una disolucion madre de Trolox y a partir
de esta disolucion, se preparan distintos puntos que integraran la recta de calibrado, con
concentraciones comprendidas entre 0.08 y 0.8 pmol Trolox/mL (fraccion lipofilica) y entre
0.06 y 0.6 pumol Trolox/mL (fraccion hidrofilica). Cada punto de la recta se prepara igual
que las muestras, es decir, poniendo 100 pL de cada dilucién y 2 mL de la disolucion ABTS™,
se agita durante 30 segundos. Posteriormente, se deja en oscuridad a temperatura ambiente
y se mide la absorbancia a los 30 minutos exactos, obteniendo asi el valor de absorbancia

final.

Los resultados obtenidos se expresan en forma de un indice, el valor TEAC (Capacidad
Antioxidante Equivalente al Trolox). Dicho valor se define como los moles de Trolox que

tienen la misma capacidad antioxidante que 1 kg de la muestra a ensayar.

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo se busco comparar los rendimientos entre la extraccion con prensa-expeller
del aceite asistida y no asistida por enzima. Ademas, se busco evaluar si este tratamiento
enzimatico previo a la extraccién del aceite genera variaciones en las propiedades

fisicoquimica y antioxidantes del aceite de moringa.

Para la extraccidn del aceite de moringa se siguié la siguiente metodologia:
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Pesado

Se peso las semillas con el fin de conocer el rendimiento del aceite en funcion de la materia

prima inicial.

Limpieza y seleccion

Con este proceso se logro obtener semillas libres de materiales extrafios como tallos, piedras,
hojas, semillas secas, etc.

Triturado grosero

Se realizé luego un triturado grosero en un molino de rodillos para lograr romper la cascara

de las semillas.

Descascarillado

Esta separacion se llevd a cabo en un ciclon, que por diferencias de pesos, se obtuvo por un

lado semillas y por otro, céscaras.

Molienda y tamizado

La molienda se realizé en un molino de discos para reducir el tamafio de las semillas para

posibilitar una mejor extraccion en la prensa-expeller KOMET.

El tamizado se realiz6 con mallas nimero 10 y 20, equivalentes a una apertura de 2 y 0.85
mm de didmetro. La eleccion de las mallas se logré luego de pruebas preliminares. El
tamizado uniformizara el tamafio de las semillas, en las cuales las semillas molidas gruesas

(mayor a 2 mm) se volveran a moler y tamizar con el fin de aprovechar toda la materia prima.

Tratamiento enzimatico

Se realiz6 una hidrolisis enzimatica para aumentar el rendimiento de la extraccion del aceite.

Segun Guerrero et al. (2015), los parametros para obtener un mayor rendimiento deben ser:
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concentracion de enzima (hemicelulasa) de 2 por ciento con respecto al peso de la muestra
de semilla de moringa, relacion materia prima y agua sera de 3:1 y el tiempo de hidrdlisis
enzimatica de 24 horas. La temperatura y pH optimos de la enzima hemicelulasa indicada

en la ficha técnica son 37-40 °C y 4.9-5.1, respectivamente.

La mezcla de materia prima y agua destilada fueron colocados en beakers y expuestos a un
bafio maria a una temperatura de 40 °C, la cual es la temperatura 6ptima de actividad de la

enzima.

Inactivacion enzimatica

Para inactivar las enzimas luego de la hidrdlisis, la mezcla de materia prima, agua y enzimas

fueron expuestos a una temperatura de 80 °C por un tiempo de 5 minutos en una estufa.

Secado

Posteriormente, se acondicion0 esta mezcla para su extraccion. Fue necesario un secado a
una temperatura de 60 °C para llegar a una humedad de 6 por ciento. Este secado se realiz

en una estufa.

Extraccion

Se utilizdé 100 gramos de semillas, las cuales pasaron por la prensa-expeller KOMET para
lograr la extraccion del aceite y la obtencion de la torta. Las condiciones operacionales de la

prensa-expeller se determinaron en las pruebas preliminares.

Centrifugacion

El proceso de centrifugacion logro separar el aceite crudo de impurezas provenientes de
la torta. Se utilizardn 5000 rpm y un tiempo de 30 minutos, ya que segun Navas (2010), con
estas condiciones, se obtiene un maximo rendimiento, un aceite totalmente transparente y

libre de impurezas.

Se pesara el aceite centrifugado para obtener el rendimiento de la extraccion.
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Semillas de Moringa

PESADO
LIMPIEZA'Y SELECCION |— Impurezas
TRITURADO GROSERO
DESCASCARILLADO |——» Céscara
c MOLIENDA Y TAMIZADO { D=0.85-2 mm
N ¥ [] Enzima = 2%
Mp:agua = 3:1
: V
Hemicelulasa =T>| HIDROLISIS ENZIMATICA 0 =24 horas
N T=40°C
C 4 pH=5
S INACTIVACION ENZIMATICA T=80°C
N 0 =5 min
A ¥
A B T=60°C
SECADO —> Agual y=g
4 T=100°C
EXTRACCION { Boquilla N° 6

RPM= 20

pe

CENTRIFUGACION 6 =15 min
3 RPM= 4000

Aceite crudo

Figura 6: Flujo de operaciones para la obtencion de aceite con previo tratamiento

enzimatico a partir de semillas de moringa.



3.6 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA ESTIMACION DEL TIEMPO DE VIDA
DEL ACEITE DE MORINGA

3.6.1 ACONDICIONAMIENTO DE MUESTRAS

Para determinar la estabilidad del aceite crudo de moringa sin tratamiento enzimatico se
acondicion¢ las muestras de 35 ml de aceite en envases de vidrio de color &mbar, tapadas
con un tapon plastico a presion y cerrado con una tapa rosca, ocupando en promedio el 90
por ciento del volumen del envase, para luego ser almacenadas a las temperaturas de

evaluacion.

El aceite fue almacenado a las temperaturas de 40, 50 y 60 'C y evaluadas durante un periodo
de 40 dias a intervalos de cada 5 dias. Estas temperaturas estan apoyadas en base a trabajos
de investigacion ya realizados por Torres (2000), Torres (2003) y Angeles (2002) y en
pruebas preliminares realizadas a diversas temperaturas. La evaluaciones que se realizaron
fueron el indice de perdxido, coeficiente de absorbancia en el ultravioleta (k232 y Ko70) €
indice de acidez. Todos estos analisis se realizaron por triplicado.

Una vez obtenidos los datos se determin0 el orden de la reaccién (n) de deterioro de las
muestras de aceite segin el método planteado por Labuza (1982), se obtuvo la constante de
velocidad de reaccion (k) y se definio el modelo matematico mas apropiado que relacione la
temperatura con la velocidad de reaccién para la determinacién de vida en anaquel y luego
de ello se procedio a determinar la vida en anaquel del aceite crudo de moringa a temperatura

ambiente.

3.6.2 DETERMINACION DEL ORDENDE REACCION (n)

Se empled el método de integracion planteado por Labuza y Riboh (1982) para determinar
el orden de reaccion de deterioro del aceite de moringa, segun los descriptores criticos

elegidos. Este método consiste en elegir un orden de reaccion igual a cero (n=0) cuya

ecuacion integrada es:
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En donde se reemplazaron los valores experimentales de A (descriptor critico) y 8 (tiempo
de almacenamiento) para luego mediante una regresion lineal poder obtener el valor de la

constante K, que es igual a la pendiente de la gréfica obtenida de dicha regresion.

Posteriormente se eligio el orden de reaccién n = 1, cuya ecuacion integrada y linealizada es

la siguiente:

LnA = LnAy — KOs ... ... ... ... ... (3)

Se siguio el mismo procedimiento que en el caso anterior, para luego poder escoger el
modelo que mejor se ajuste a lo planteado, en base al coeficiente de determinacion (R?)
obtenido del andlisis de regresion lineal aplicado.

3.6.3 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE
REACCION (K)

Una vez determinado el orden de reaccion para cada grupo de valores mediante la regresion
lineal obtenida, se determind el valor de la constante de la reaccion (K) que es igual a la
pendiente de dicha regresion. Se obtuvieron los pardmetros de velocidad de reaccion para
cada factor de calidad y a las temperaturas de 40, 50 y 60 "C.

3.6.4 DETERMINACION DEL MODELO MATEMATICO APROPIADO QUE
RELACIONA LA TEMPERATURA CON LA VELOCIDAD DE REACCION

Para la determinacion del mejor modelo que relaciona la influencia de la temperatura con la
velocidad de reaccidn se utilizaron los modelos linealizados de Arrhenius y los propuestos
por Saguy y Karel (1980), los cuales se presentan a continuacion:

Eq

Modelo Arrhenius: Lnk = Lnky — — .........(5)
Modelo lineal: k=a+bT.........(6)
Modelo exponencial: Logk = Loga + bLogT ..................(9)
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Modelo hiperbdlico: =

Bl
(S S
+
QR
~3

e e (10)

Para definir el modelo matematico que se utilizo en la determinacion de la vida en anaquel
se realiz6 lo recomendado por Saguy y Karel (1980): escoger aquel modelo que presenta la
mas baja desviacion posible entre el modelo predicho y los datos experimentales, medidos

por el coeficiente de determinacion.

3.6.5 ESTIMACION DE LA VIDA UTIL

Una vez elegido el modelo matematico que describe mejor la influencia dela temperatura
sobre la constante de velocidad de reaccion, se determiné el valor de la constante (K)
considerando una temperatura ambiental de 20 °C, reemplazando en la ecuacion del modelo
matematico elegido el valor de la temperatura de almacenamiento ambiental (Fennema,
2000).

Posteriormente el valor obtenido de k, fue reemplazado en la ecuacion de pérdida de calidad
ya determinada anteriormente, segun el orden de reaccidn que mas se ajusto a los valores del
descriptor critico; y conocidos los valores experimentales iniciales del descriptor critico
evaluado (Ao) y el limite de calidad del mismo, es decir, el valor limite (A), se obtuvo el

tiempo de vida en anaquel a temperatura ambiente (20 ‘C).

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba de t de Student para dos muestras
independientes en donde se trabajé con un nivel de significancia o error estadistico del 5 por
ciento (0,05), lo que permitié determinar si los datos arrojados en la investigacion presentan
diferencias significativas en cuanto al rendimiento de la extraccion y los factores de calidad
del aceite crudo de moringa. Los datos obtenidos de la evaluacién de la vida dtil del aceite
crudo de moringa se analizaron estadisticamente aplicando el Disefio de Bloques
Completamente al Azar (DBCA), teniendo como bloques al nimero de dias de
almacenamiento y los tratamientos a las diferentes temperaturas de almacenamiento, para el
factor de calidad evaluado (indice de peroxido, indice de acidez y coeficiente de absorbancia
en el ultravioleta (k232 y k270). La ejecucion del anélisis estadistico se realizd con el apoyo

del software Statgraphics Centurion
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LA SEMILLA DE MORINGA

En el Cuadro 4 se presentan los resultados del analisis proximal de las semillas de Moringa
oleifera. Los resultados obtenidos muestran que las semillas de moringa contienen 7.8 por
ciento de humedad, 30.3 por ciento de grasa cruda, 29 por ciento de proteina cruda, 36.9 por
ciento de carbohidratos (obtenidos por diferencia), 20.5 por ciento de fibra cruda y 3.8 por

ciento de cenizas.

Cuadro 4: Anélisis proximal de las semillas de Moringa oleifera (% base seca)

CARACTERISTICA CONTENIDO (%)
Humedad (g/100 g semilla) 7.8+0.20
Cenizas totales (g/100 g semilla) 3.8+0.10
Grasa cruda (g/100 g semilla) 30.3+£0.15
Proteina cruda (g/100 g semilla) 29.0+£0.19
Fibra cruda (g/100 g semilla) 20.5+0.07
Carbohidratos” (g/100 g semilla) 36.9+0.17

*Carbohidratos obtenidos por diferencia

Anwar et al. (2003) reportaron mayores contenidos de grasa cruda (38-42%) en semillas de
Moringa oleifera cultivadas en regiones templadas de Pakistan, mientras que Compaoré et
al. (2010) obtuvieron un contenido de grasa de 43.56 por ciento. Por otro lado, Abdulkarim
et al. (2005) obtuvieron un contenido de grasa de 30.8% en semillas de Moringa oleifera
provenientes de Malasia. Todos estos valores reportados en cuanto al contenido de grasa en
la semillas de Moringa oleifera son mayores al obtenido en este estudio (30.3%), sin
embargo, las variaciones en el contenido de grasa pueden ser debido a las diferencias del

clima de cultivo, lugar de origen y tiempo de cosecha de las semillas.



El alto porcentaje de grasa cruda hace a esta semilla una fuente potencial para la industria
del aceite. Ademas, se obtuvo un alto contenido de proteinas en las semillas de Moringa
oleifera (29%). Compaoré et al. (2010) obtuvieron un 35.37 por ciento de proteina cruda,
mientras que Abdulkarim et al. (2005) obtuvieron un contenido de proteina de 38.3%.
Folkard et al. (1993) mencionan que el alto contenido en proteinas de las semillas de moringa
puede ser usado como una buena fuente de coagulantes activos y desinfectantes debido a sus
moléculas de proteina positivamente cargadas y propiedades antimicrobianas (Folkard et al.,
1993).

4.2 RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DEL ACEITE DE MORINGA

En el Cuadro 5 se presenta los resultados del rendimiento obtenido en la extraccion del aceite
de moringa con prensa-expeller. Entre las caracteristicas presentadas por el aceite de
Moringa oleifera se resalta que es un aceite de color amarillo dorado claro, liquido a

temperatura ambiente con sabor agradable.

El porcentaje de aceite de moringa extraido con el método enzimatico (28.43%) resulto ser
mas elevado que el aceite control (24.70%), obteniéndose una diferencia significativa entre
ambas extracciones. El incremento en el rendimiento del aceite puede ser atribuido a la
actividad de la enzima (hemicelulasa). Badr et al. (1992) mencionan que los aceites vegetales
dentro de las células de las plantas estan conectadas con almidén, celulosa, hemicelulosa,
proteinas y pectinas y que las celulasas y hemicelulasas ayudan a romper los vinculos entre

las moléculas de aceite incrementando el rendimiento.

Cuadro 5: Rendimiento de la extraccion del aceite de moringa con prensa-expeller

obtenido sin y con tratamiento enzimatico

SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO ENZIMATICO
Rendimiento (%) 24.70 + 0.20? 28.43 +0.29°

*El andlisis se realizo por triplicado
**|_etras diferentes significa que hay diferencia significativa
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Grasso (2013) menciona que la combinacion del tratamiento mecéanico y el enzimético
permite la eficaz demolicion de las paredes celulares y conlleva a una mayor extractibilidad
del aceite. En este estudio se us6 ambos mecanismos para aumentar el rendimiento de la

extraccion del aceite de moringa.

Grasso (2013) indica que la pared primaria de las semillas es una matriz de pectinas,
hemicelulosa y proteina con microfibrillas de celulosa, mientras que en la pared secundaria
prevalecen la celulosa y hemicelulosa, que constituyen mas del 50 por ciento del total de
polisacéridos en la mayoria de semillas. Sobre la base de esta composicion, las actividades
celuloliticas y hemiceluloliticas seran las més adecuadas para degradar la pared celular y
aumentar la extractibilidad del aceite. En esta investigacion se buscé evaluar el efecto de la
hemicelulasa en la mejora de la extractibilidad del aceite de moringa. Sin embargo, Latif y
Anwar (2008) menciona que los complejos enzimaticos son mas efectivas para la
degradacidn de las paredes celulares de semillas, debido a su accion sinérgica haciendo méas

disponible el aceite para la extraccion.

Latif y Anwar (2008) realizaron la extraccion del aceite de semillas de Moringa concanensis
utilizando enzimas comerciales y obteniendo rendimientos que oscilan entre 23.54 a 27.46
por ciento. Estos valores de rendimiento son ligeramente inferiores a los encontrados en esta
investigacion (28.43%) al realizar la extraccidn del aceite de las semillas de Moringa oleifera
con el uso de enzimas. Estas variaciones pueden deberse a la variedad de semilla usada, al
lugar de procedencia de la semilla y al método de extraccion del aceite, debido a que en la
investigacion realizada por Latif y Anwar (2008) se usé una extraccion acuosa, mientras que

en este estudio la extraccion se llevo a cabo usando la prensa-expeller.

Tsankis et al. (1999) realizaron la extraccién del aceite de las semillas de Moringa oleifera
variedad Mbololo de Kenya con prensado en frio y obtuvieron un rendimiento de 25.8 por
ciento, mientas que Lalas et al. (2001) trabajaron con semillas de Moringa oleifera variedad
Periyakulam de India, obteniendo 25.1 por ciento de rendimiento con prensado en frio. En
comparacion con este estudio, estos valores son semejantes al obtenido en el aceite de
moringa control 24.70 por ciento, posiblemente a que se trabajé con la misma variedad de

semilla y método de extraccion.
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Los valores de rendimiento obtenidos con prensa expeller en esta investigacion (24.7 y
28.43%) son menores a los obtenidos en la extraccion realizada con solvente. Tsankis et al.
(1999) realizaron la extraccion del aceite de las semillas de Moringa oleifera con n-hexano
y una mezcla de cloroformo-metanol y obtuvieron rendimientos de 35.7 y 31.2 por ciento,
respectivamente, esto debido a la capacidad del disolvente para superar las fuerzas que unen
a los lipidos dentro de la matriz de la muestra (Lalas et al., 2001).

Folkard et al. (1993) menciona que el contenido de aceite en las semillas de moringa es
comparable con el de algunas semillas comunes como cértamo, girasol, mostaza, sésamo,
lino y cacahuate. Ademas, Pritchard (1991) menciona que el contenido de aceite presente en
las semillas de moringa oleifera es bastante mayor que algunos cultivos comunes de semillas
oleaginosas tales como algodon (15.0-24.0%) y soya (17.0-21.0%) y comparable con las
semillas de cartamo (25.0-40.0%) y mostaza (24.0-40.0%).

4.3 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ACEITE DE MORINGA

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de los diferentes pardmetros de calidad evaluados
en el aceite de moringa (grado de acidez, indice de perdxidos, indice de refraccion, indice
de p-anisidina, coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ka7o y k232). Estos parametros
proporcionan informacion acerca del estado de degradacién del aceite por causas
«naturales», como consecuencia por ejemplo del empleo de una materia prima defectuosa o
de un incorrecto proceso de elaboracidn y/o conservacion. Como elemento de comparacion
se usaran los limites legales establecidos para el aceite de oliva virgen (Codex Alimentarius,

2015) debido a que el aceite de moringa presenta similar composicion de acidos grasos.
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Cuadro 6: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite de moringa obtenido sin y con

tratamiento enziméatico

SIN CON ACEITE DE
PARAMETROSDE | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO |  OLIVA
CALIDAD ) )
ENZIMATICO | ENZIMATICO | VIRGEN*
indice de refraccion (20 °C) | 1.4678 + 0.0001% | 1.4677 0.0001% | 1.4677-1.4705

indice  de  peroxido 0.86 + 0.05° 1.26 + 0.05° <20
(mEqO2/kg)

Grado de acidez (%m/m 1.23 +0.04% 1.51 + 0.04° <2
acido oleico)

indice de p-anisidina 0.31 +0.022 0.33 +£0.02? -
K232 1.25+0.012 1.26 +0.012 <2.6
K270 0.11+£0.017 0.12 £0.017 <0.2

*Segun la norma del Codex Alimentarius (2015)
**Los analisis se realizaron por triplicado
***[_etras diferentes significa que hay diferencia significativa

a. INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccién encontrado para el aceite de moringa control resulté de 1.4678,
mientras que el aceite con un previo tratamiento enzimatico tuvo un indice de 1.4677, no
encontrandose diferencias significativas entre ambas muestras. Latif et al. (2011)
encontraron valores de 1.4562-1.4574, mientras que Lalas et al. (2001) obtuvieron indices
de refraccion entre 1.459-1.460 y ademas menciona que no encontrd variaciones en este
indice al realizar la extraccion del aceite de moringa por tres métodos. Los valores hallados

en este estudio son superiores a los reportados en ambas investigaciones.

b. INDICE DE PEROXIDO

Con respecto al indice de peroxido, se obtuvo 0.86 mEqg O./kg en el aceite de moringa
control, mientras que para el aceite obtenido con previo tratamiento enzimatico result6 de
1.26 mEq O2/kg, encontrandose diferencias significativas entre ambas muestras. Este posible

incremento en este indice puede ser debido al tratamiento enzimatico. Ademas, Grompone
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(1991) menciona que la utilizacion del indice de peroxido se limita a las etapas iniciales de
la reaccién debido a que los hidroperoxidos sufren reacciones posteriores de
descomposicion, pudiéndose obtener un indice de perdxido bajo porque la materia prima es
de buena calidad o porque los hidroperéxidos se han reducido por algun proceso,
enmascarando su deterioro verdadero. En este caso, el bajo indice de peroxido obtenido en
el aceite de moringa se debe a que es un aceite estable debido a los tocoferoles presentes y a

su composicion de acidos grasos en donde predomina el acido oleico.

Ruttarattanamongkol et al. (2014) realizaron la extraccion del aceite de moringa con prensa-
expeller y obtuvo un indice de peroxido de 1.05 mEq O2/kg, mientras que Sanchez et al.
(2015) obtuvieron un valor de 1.0 mEq O2/kg en el aceite crudo de moringa. En comparacion
a los resultados obtenidos, se obtuvo valores ligeramente inferiores (0.86 mEq O2/kg) a los
reportados por estos autores, pudiendo deberse estas variaciones a la procedencia de la

semilla de moringa.

Nzikou et al. (2009) y Anwar y Rashid (2007) reportaron valores de peroxido de 1.67 y 1.27
mEq O2/kg de aceite, respectivamente; estos valores son mas altos que los obtenidos en el
presente estudio. Shahidi et al. (2005) indican que el aumento de este valor podria ser
causado por las bajas temperaturas durante la Gltima fase de maduracion en las semillas o

por el uso de altas temperaturas en el proceso de extraccion del aceite.

c. GRADO DE ACIDEZ

Se obtuvo una diferencia significativa en el grado de acidez entre el aceite de moringa control
(1.23% expresado como acido oleico) y el aceite de moringa con un previo tratamiento
enzimatico (1.51%). Shahidi (2005) menciona que la aplicacion de enzimas requiere de un
aumento de humedad del medio y de la temperatura dejando al aceite mas expuesto a la
humedad, lo que causa la hidrolisis de los triglicéridos aumentando la acidez del aceite.
Ademas, esta degradacion de la pared celular por el uso de enzimas se correlaciona también

con un mayor rendimiento.

Tsaknis et al. (1999) obtuvieron un grado de acidez de 1.01 por ciento (expresado como
acido oleico) al realizar la extraccion del aceite de moringa por prensado en frio, mientras
que Lalas et al. (2001) encontraron un valor de 1.94 por ciento. Ruttarattanamongkol et al.
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(2014) realizaron la extraccion con prensa-expeller del aceite de moringa encontrando un
valor de 1.13 por ciento. Los valores obtenidos en esta investigacion (1.23 y 1.51%) son
semejantes a los reportados por estos autores, quienes también realizaron la extraccion por

prensado.

d. INDICE DE P-ANISIDINA

El indice de p-anisidina encontrado para el aceite de moringa control resulté de 0.31,
mientras que el aceite de moringa con un previo tratamiento enzimatico tuvo un indice de
0.33, no encontrandose diferencias significativas entre ambas muestras. Sanchez et al.
(2015) mencionan que la p-anisidina reacciona con los productos secundarios de la
oxidacién, como aldehidos y cetonas, y eso sirve como un test estandar para la rapida
caracterizacion de aceites. Los bajos valores de indice de p-anisidina obtenidos en el aceite
de moringa se debe que no presentaba productos secundarios de la oxidacion, ya que el aceite
se encontraba en buen estado. Ademas, Grompone (1991) indica que los productos
secundarios de la reaccion de oxidacion de las grasas y aceites son los responsables de
proporcionar los malos olores y sabores en los aceites. El aceite de moringa obtenido no

presentaba sabor ni olores rancios.

Sanchez et al. (2015) obtuvieron un indice de p-anisidina de 0.36 en el aceite crudo de
moringa al realizar la extraccion por solvente, valores semejantes fueron obtenidos en esta
investigacion (0.31 y 0.33), aunque el método de extraccion usado (prensa-expeller) fuera
diferente. Manzoor et al. (2007) obtuvieron un valor de 1.84 para Moringa oleifera, mientras
Latif y Anwar (2008) reportaron un valor de 1.82 para Moringa concanensis. Los diferentes
valores pueden ser debido a la influencia de varios agentes o catalizadores de oxidacién

como aire y luz (UV), al estado y procedencia de las semillas de moringa.

e. COEFICIENTES DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA

Por otro lado, los coeficientes de extincion molar en el ultravioleta son indices
fisicoquimicos que se utilizan para detectar la presencia de compuestos oxidados como
hidroperdxidos (k232) 0 de productos secundarios de oxidacion (k2zo), como pueden ser los
dienos conjugados, aldehidos, cetonas, etc., que alteran la calidad de los aceite. Los

coeficientes de extincion koz y ko7o encontrados para el aceite de moringa control fueron de
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1.25 y 0.11, respectivamente; mientras que para el aceite de moringa con un previo
tratamiento enzimatico se obtuvo un ko3> de 1.27 y un ko7 de 0.12. Los valores de absorcion
de radiacion en el ultravioleta a 232 y 270 nm reflejaron bajas concentraciones, lo que

evidencia el buen estado del aceite de moringa obtenido.

Shahidi et al. (2005) mencionan que la extincion especifica a 232 nm mide el grado de la
oxidacion primaria, y que el efecto de esta oxidacion es un reordenamiento de la estructura
del doble enlace, promovida por la luz, calor, enzimas o metales. El valor de k232 en el aceite
de moringa de este estudio resultaron 1.25 (control) y 1.27 (aceite con tratamiento
enzimatico), estos valores son menores a los reportados por Tsaknis et al. (1999) para
Moringa peregrina (1.67) y Anwar et al. (2006) para Moringa oleifera (1.92), pero similar

a los de Anwar y Rashid (2007) para el aceite de las semillas de Moringa oleifera (1.38).

Tsaknis et al. (1999) obtuvieron un coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kz7o de 0.195
al realizar la extraccion del aceite de moringa por prensado en frio, mientras que Anwar et
al. (2003) reportan un valor de 0.31 al realizar la extraccion del aceite de moringa por
solvente. Los valores hallados en este estudio son menores a los reportados por estos autores,
estos bajos valores de kozo del aceite de moringa muestra que solo se han producido

cantidades menores de compuestos secundarios de la oxidacion.

El aceite de moringa cumple con la normativa del aceite de oliva virgen ya que todos los
parametros de calidad se encuentran dentro del rango establecida por el Codex Alimentarius
(2015).

4.4 PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE MORINGA

Los resultados experimentales obtenidos en nuestro estudio se muestran en el Cuadro 7,
donde se indica el porcentaje de cada &cido graso. Destacar que, el &cido graso mayoritario
en el aceite de moringa es el &cido oleico, representando aproximadamente 72 por ciento.
En otros aceites de semillas, por ejemplo girasol, oscila entre 15-85 por ciento, soja entre
20-35 por ciento y colza entre 50-65 por ciento (Lopez y Lopez, 2005). Tuberoso et al.
(2007), comparan distintos aceites vegetales comestibles y concluyen que el aceite de
cacahuete, colza y oliva estan caracterizados por una alta cantidad de acido oleico (58.3, 60.7

y 67.2%, respectivamente). En el aceite de oliva el acido oleico puede representar un 79 por
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ciento del total de acidos grasos, pudiendo esa cantidad variar ampliamente, encontrando
aceites con un porcentaje de &cido oleico, del orden del 57 por ciento y en otros puede incluso
alcanzar el 82 por ciento (Lopez y Lopez, 2005).

Los datos encontrados con respecto al contenido de &cido oleico en el aceite de moringa son
similares a los reportados por Abdulkarim et al. (2005), Tsaknis et al. (1999) y Lalas et al.
(2001) quienes obtuvieron los siguientes valores de 70, 75.39 'y 71 por ciento,
respectivamente. El elevado porcentaje de acido oleico en el aceite de moringa lo hace
deseable en términos de nutricion y alta estabilidad de coccion y fritura (Siguel y Lerman,
citado por Abdulkarim et al., 2005).

Cuadro 7: Contenido de &cidos grasos del aceite de semillas de Moringa

oleifera obtenido sin y con tratamiento enzimético

CONTENIDO (%)

) SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO

ACIDO GRASO ENZIMATICO ENZIMATICO
C 16:0 (palmitico) 5.91+0.142 5.93+0.062
C 16:1 (palmitoleico) 0.97 £0.03? 0.99+0.01°
C 18: 0 (Esteérico) 3.95+0.01% 3.96 +0.022
C 18: 1 w-9 (Oleico) 72.07 +£0.03% 71.97 +£0.30%
C 18: 1 w-7 (Vaccénico) 4.80+0.012 4.79+0.01°2
C 18: 2 w-6 (Linoleico) 0.61+0.01% 0.63+0.012
C 18: 3 w-3 (a-linolénico) 0.20+0.01% 0.21+0.012
C 20:0 (Araquidico) 2.54 +0.042 2.53+£0.042
C 20:1 w-9 (Eicosanoico) 1.83+0.022 1.82+0.01°2
C 22:0 (Behénico) 6.03+0.112 6.04+£0.212
C 24:0 (Lignocérico) 1.13+0.022 1.16 +0.092

*El anélisis se realiz6 por duplicado
**|_etras diferentes significa que hay diferencia significativa
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Aceites vegetales con alto contenido de acido oleico como el aceite de girasol, maiz y canola
han sido encontrados que tiene suficiente estabilidad oxidativa para ser utilizada en
aplicaciones exigentes como la fritura (Warner y Knowlton; citado por Abdulkarim et al.,
2005). Ademas, los acidos grasos monoinsaturados, especialmente acido oleico comparado
con acidos grasos poliinsaturados, son generalmente mas estable contra la rancidez
oxidativa, tanto a temperatura ambiente de almacenamiento como de fritura (Anwar y
Rashid, 2007); por lo tanto el aceite de moringa presenta una gran estabilidad frente a la

oxidacion.

Ademaés, aparecen otra serie de acidos grasos en inferiores proporciones, encabezados por el
acido behénico (6.04%), palmitico (5.92%), vaccénico (4.8%) y estearico (3.96%), con
pequefias cantidades de &cido palmitoleico, linoleico, linolénico y eicosanoico. No hubo
diferencias significativas en las cantidades de los principales &cidos grasos en las dos

muestras de aceite de moringa.

El aceite de moringa extraido con y sin previo tratamiento enzimatico contienen una cantidad
substancial de acido behénico (6.04%). El aceite de moringa puede, por lo tanto, ser usado
como una fuente natural de acido behénico, que ha sido usado como un agente estructurante
y solidificante en margarinas y en alimentos que contiene grasas semisolidas y sélidas,

eliminando la necesidad de hidrogenar el aceite (FDA, 2001).

Cuadro 8: Resumen del contenido de &cidos grasos del aceite de moringa

obtenido sin y con tratamiento enzimatico

CONTENIDO (%)
RESUMEN DE ACIDOS | SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO
GRASOS ENZIMATICO ENZIMATICO
Saturados 19.48 +0.03¢ 19.51 +0.30¢
Monoinsaturados 79.67 £0.044 79.57 £0.30¢°
poliinsaturados 0.87+0.01°2 0.89+£0.012
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Ademas, en el Cuadro 8 se puede apreciar que el aceite de moringa se caracteriza por
presentar principalmente &cidos grasos monoinsaturados (79.6%). Esto concuerda con
Anwar y Rashid (2007) quienes mencionan que generalmente mas del 75 por ciento de la
composicion del aceite de moringa son acidos grasos monoinsaturados (MUFA),

especialmente &cido oleico (>73%).

4.5 CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES DEL ACEITE DE MORINGA

a. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Los compuestos fenolicos contienen propiedades antioxidantes que protegen a los aceites de
la autoxidacion. La accion antioxidante consiste en retrasar o inhibir la oxidacion de lipidos
u otras moléculas mediante la inhibicién de la iniciacion o propagacion de estas reacciones.
La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se debe principalmente a sus
propiedades redox, las cuales juegan un rol importante en la adsorcién y neutralizacion de

radicales libres (Zheng y Shiow; citado por Escobar, 2010).

Ademas la capacidad antioxidante de tales compuestos polares en sistemas lipidicos, se debe
a que se localizan en la interfase lipido-aire, permitiendo una mejor proteccion contra el
oxigeno molecular del aire que los antioxidantes lipofilicos, que permanecen en solucion en
fases oleosas y que, por lo tanto, actan mejor en sistemas aceite en agua (O/W) (Fogliano

et al.; citado por Escobar, 2010).

En el Cuadro 9 se presentan los resultados de polifenoles totales de las muestras de aceite de
moringa analizadas. Se encontré diferencias significativas en la concentracion de polifenoles
totales entre el aceite de moringa control (53.4 mg/kg expresado en acido galico) y el aceite
de moringa extraido con previo tratamiento enzimatico (65.7 mg/kg expresado en &cido
galico). Los valores en esta investigacion son superiores a los reportados por Ogbunugafor
etal. (2011) quienes obtuvieron un valor de 40.17 mg/kg de polifenoles totales presentes en

el aceite de moringa, con la diferencia que el método de extraccion fue por solvente.
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Cuadro 9: Contenido de polifenoles totales del aceite de moringa obtenido sin y con

tratamiento enziméatico

SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO ENZIMATICO

Polifenoles totales (mg
53.4+2.26° 65.7 +2.79°

acido gélico/kg)

*El analisis se realiz6 por triplicado
**|_etras diferentes significa que hay diferencia significativa

Los meétodos tradicionales para la determinacion del contenido total de compuestos
fenolicos, como el de Folin-Ciocalteau, se basan en técnicas espectrofotometricas, sin
embargo, la gran variedad de compuestos fendlicos que existen hace que el grado de
selectividad de estas técnicas no sea del todo adecuado pues es dificil encontrar una longitud
de onda que vaya bien para todos los fenoles. Ademas, estas técnicas son muy sensibles a
interferencias lo que puede llevar a una sobreestimacion de los resultados (Antolovich et al.,
2000).

Al comparar los resultados del contenido de compuestos fendlicos totales del aceite de
moringa obtenidos con y sin tratamiento enzimético (65.7 y 53.4 mg &cido géalico/kg,
respectivamente), se observa un mayor valor en el primero. Meyer et al. (1998) mencionan
que las enzimas hidroliticas acttan sobre las paredes celulares de las semillas pudiendo
provocar una mejora en la extraccién de compuestos con actividad antioxidante en el aceite,
es por ello que probablemente el contenido de polifenoles aumenté tras la aplicacion de
dicho tratamiento. Por otro lado, Capannesi et al. (2000) mencionan que durante la hidrolisis
enzimatica ocurre reacciones de degradacion, asi que esto pudo haber ocasionado el
fraccionamiento de las moléculas de fenoles méas grandes con la formacién de componentes
mas pequefias que pueden reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteau, generando por
consiguiente un mayor valor de polifenoles totales en el aceite extraido con previo

tratamiento enzimatico.

Valavanidis et al. (2004) determinaron el contenido en polifenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteau en distintos aceites vegetales comestibles, encontrando valores de 170-210
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mg/kg en aceite de oliva virgen extra, 60-80 mg/kg en aceite de soja, 3-4 mg/kg en aceite de

girasol y menos de 1 mg/kg en aceite de maiz (datos expresados en &cido galico).

Se ha observado que los valores obtenidos en aceite de oliva virgen son bastante dispares,
asi pueden variar desde 50 a 800 mg/kg, expresados como acido cafeico (Ramirez y Quiles,
2005); mientras que Pellegrini et al. (2001) encontr6 valores comprendidos entre 73-265
mg/kg en aceites de oliva virgen extra, entre 14-24 mg/kg en aceites de oliva y de 4 mg/kg
en aceite de oliva refinado (datos expresados en &cido galico). Al comparar el contenido de
polifenoles del aceite de moringa con los valores reportados por cada tipo de aceite de oliva,
se concluye que el aceite de moringa presenta una contenido de polifenoles totales semejante

al aceite de oliva virgen.

El correspondiente andlisis por HPLC muestra que los compuestos fendlicos maés
importantes como antioxidantes (tirosol, hidroxitirosol, oleoeuropeina) estan practicamente
ausentes en aceites de girasol y maiz, y en cantidades traza en aceite de soja. En el caso del
aceite de moringa, no se encontro investigaciones donde se realice la identificacion de los
compuestos fendlicos presentes en este aceite; sin embargo, Govardhan et al. (2013),
identificaron al &cido gélico, &cido cafeico, catequina, epicatequina y al acido p-cumarico en
la semilla de moringa, asi que posiblemente estos compuestos fendlicos pueden encontrarse

en el aceite de moringa.

b. CONTENIDO DE TOCOFEROLES

Los tocoferoles actian como antioxidantes atrapando los hidroperéxidos y deteniendo la
reaccion en cadena del proceso de autooxidacion en grasas y aceites. En concreto, el y-
tocoferol muestra una fuerte actividad antioxidante protegiendo otros compuestos del aceite,
como los &cidos grasos y el a-tocoferol actia sobre aspectos de la nutricion humana y la
salud (Tuberoso et al., 2007). En este estudio se determind que en el aceite de moringa el
isbmero mayoritario es el a-tocoferol, ademas de presentar una cantidad elevada de y-

tocoferol. Los resultados del contenido de tocoferoles se muestran en el Cuadro 10.
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Cuadro 10: Contenido de tocoferoles del aceite de moringa (mg/kg de aceite)

obtenido sin y con tratamiento enzimatico

SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO
TOCOFEROL ENZIMATICO ENZIMATICO
a-Tocoferol 274,65 +0.18° 252,98 +0.17°
B-Tocoferol 19.26 £ 0.172 19.02 £0.302
y-Tocoferol 42.87 +1.42° 48.71 +£1.442
d-Tocoferol 8.07+£0.30° 8.34+£0.37°
Tocoferoles totales 34485+1.47% 329.05 +2.30°

*El analisis se realiz6 por duplicado
**|_etras diferentes significa que hay diferencia significativa

Los niveles de tocoferoles totales en el aceite de moringa fue de 344.85 mg/kg y de 329.05
mg/kg para el aceite de moringa extraido con previo tratamiento enzimatico, encontrandose
diferencias significativas solo en el contenido de a-tocoferoles. Estos datos resultan
superiores a los niveles de tocoferoles totales reportados por Latif y Anwar (2008) quienes
obtuvieron 120.39 mg/kg, sin embargo, en ese estudio se extrajo el aceite por solvente y la
variedad de moringa usada fue Moringa concanensis, no Moringa oleifera. Ademas,
Ruttarattanamongkol et al. (2014) obtuvieron una concentracion de 198.5 mg/kg de
tocoferoles totales, en donde solo identificaron el a-tocoferol (137.8 mg/kg) y y-tocoferol
(60.7 mg/kg); siendo los valores obtenidos en esta investigacion superiores a los reportados

por estos autores.

En este estudio, el isomero mayoritario es a -tocoferol, representando un 80 por ciento,
comparado con el y -tocoferol (12%), el B -tocoferol (6%) y el d-tocoferol (2%). Sin
embargo, en el estudio llevado a cabo por Latif y Anwar (2008) el a-tocoferol es la forma
predominante pero con una menor proporcion (66%); el segundo tocoferol que se encuentra
en mayor proporcion es el 3-tocoferol con 25 por ciento y el y-tocoferol se encuentran como
componente minoritario (9%), mientras que el B-tocoferol no fue identificado. Estas
diferencias en las proporciones de los diferentes isbmeros se deben principalmente al método

de extraccion empleado y a la variedad de semilla de moringa usada.

61



Fennema (2000) indica que el aceite vegetal comestible con mayor proporcién en a-tocoferol
es el de girasol (564 mg/kg); los aceites donde predomina el y-tocoferol son el de soja y de
maiz (604 y 566 mg/kg, respectivamente); otros aceites presentan similar proporcion de
ambos isémeros: el aceite de cacahuete, 141 mg/kg de a-tocoferol y 131 mg/kg de v-

tocoferol; el aceite de algodon, 403 y 383 mg/kg de a y y-tocoferol, respectivamente.

En aceites de oliva virgenes espafioles, se han cuantificado niveles de 86.6 mg/kg (Gimeno
etal., 2000), 121 mg/kg (Ruiz et al., 1995), 55-324 mg/kg (Salvador et al., 2003). Pellegrini
et al. (2001) en un estudio realizado en aceites italianos, aportan valores comprendidos entre
251-369 mg/kg de a-tocoferol en aceite de oliva virgen extra, entre 146-194 mg/kg en aceite
de oliva y de 138 mg/kg en aceite de oliva refinado. El contenido de tocoferoles totales
recomendado por la Consejo Oleicola Internacional (COI) para aceites de oliva virgenes de
calidad oscila entre 100 y 250 mg/Kkg, y en este caso el aceite de moringa supera este rango,
por lo que se puede afirmar que los valores obtenidos de tocoferoles totales y concretamente,
de y tocoferol en los aceite de moringa analizados (42.87 y 48.71 mg/kg), van a ejercer una
influencia muy positiva sobre la estabilidad comercial y resistencia a tratamientos térmicos

de este aceite.

Espin et al. (2000) y Valavanidis et al. (2004) recuerdan que los tocoferoles presentan
diferente estabilidad a elevadas temperaturas, que disminuye en el orden a< B<y=é.
Gutiérrez y Fernandez (2002) sefialan que el a-tocoferol es uno de los antioxidantes naturales
que se destruye mas facilmente durante el proceso oxidativo. Esta puede ser una de las causas
en la diferencia de a-tocoferol determinado entre el aceite de moringa control (274.65
mg/kg) vy el aceite extraido con tratamiento enzimatico previo (252.98 mg/kg), ya que en
este ultimo se utiliza altas temperaturas (80 °C) para la inactivacion enzimatica y podria

haber causado la destruccion del a-tocoferol.

Ryan et al. (1998) mencionan que las cantidades mas bajas de tocoferoles totales aparecen
en muestras que presentan por lo general una acidez y un indice de perdxidos elevados. En
nuestro caso, el aceite de moringa extraido con un tratamiento enzimatico previo presentd
valores de acidez e indice de peroxido mas elevados que el aceite de moringa control,
mostrando esta correlacion ya que el aceite de moringa extraido con un tratamiento

enzimatico previo presentd un contenido menor de tocoferoles.
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c. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En el Cuadro 11 se muestra los resultados de la capacidad antioxidante hidrofilica, lipofilica
y total del aceite de moringa extraido con y sin tratamiento enzimatico. No hubo diferencias
significativas entre la capacidad antioxidante lipofilica, hidrofilica y total de las 2 muestras

de aceite.

Cuadro 11: Capacidad antioxidante por el método de ABTS del aceite de moringa

(mmol Trolox/kg aceite) obtenido sin y con tratamiento enzimatico

SIN TRATAMIENTO | CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO ENZIMATICO
Capacidad antioxidante hidrofilica 0.58 £0.012 0.61+0.012
Capacidad antioxidante lipofilica 1.12£0.10° 1.15+0.112
Capacidad antioxidante total 1.70+0.11°2 1.76 £0.122

*El analisis se realizo por triplicado
**Letras diferentes significa que hay diferencia significativa

En el método ABTS, se recomienda segun algunos autores, realizar las medidas a los 30
minutos (Pellegrini et al., citado por Samaniego, 2006) o a los 15 minutos (Cano et al., citado
por Samaniego, 2006) para que dé tiempo a reaccionar a todos los compuestos. En este
estudio el tiempo de reaccién elegido fue cuando la lectura de la absorbancia de las muestras

permanecia constante, siendo este tiempo igual a 30 minutos.

Segln Pérez y Saura (2006), los compuestos antioxidantes de los alimentos se extraen con
disolventes de diferentes polaridades de acuerdo con el caracter hidrofilico o lipofilico de
los compuestos que se desean evaluar. El disolvente mas comunmente utilizado en la
obtencidn de extractos lipofilicos es el hexano. También se han utilizado el eter dietilico y
cloruro de metileno entre otros. Para la extraccion de compuestos con caracter hidrofilico se
han utilizado metanol, etanol, mezclas de etanol/agua, acetona/agua y metanol/agua.
Recientemente se ha observado que el tipo de disolvente y la polaridad puede afectar a la
transferencia del electron singlete y a la del &tomo de hidrogeno, los cuales son esenciales
en la medida de la capacidad antioxidante. Para esta investigacion se uso hexano para la

obtencion del extracto lipofilico y una mezcla de metanol agua para el extracto hidrofilico.
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Con respecto a la capacidad antioxidante hidrofilica, el aceite de moringa control presentd
un valor de 0.58 mmol Trolox/kg de aceite, mientras que para el aceite de moringa asistido
con un previo tratamiento enzimatico resulté de 0.61 mmol Trolox/kg de aceite. Gorinstein
et al., citado por Marfil (2008) aportan valores TEAC en aceites de oliva virgen que oscilan
entre 0.78-2.64 mmol Trolox/kg. Espin et al. (2000) resaltan que en la fraccion hidrofilica o
polar de los aceites vegetales se extraen principalmente los compuestos fendlicos. Brenes et
al. (1999), Valavanidis et al. (2004) y Franconi et al. (2006) citado por Marfil (2008)
puntualizan que esta fraccion contiene la mayoria de los compuestos fenolicos presentes en

el aceite de oliva virgen, lignanos y oleoeuropeina, entre otros compuestos.

En este estudio se observa una correlacion entre el contenido polifendlico total del aceite con
la capacidad antioxidante, observandose que el aceite de moringa asistido con un previo
tratamiento enzimatico presentd un mayor contenido fendlico y a la vez una mayor capacidad
antioxidante que el aceite control. Marfil (2008) encuentra esta misma correlacion entre el
contenido fendlico total y la capacidad antioxidante en el aceite de argan, mientras que otros
autores como Velioglu et al. (1998), también comprueban esta correlacion en distintos

productos como verduras, hortalizas, frutas y semillas.

La capacidad antioxidante lipofilica del aceite de moringa control fue de 1.12 mmol
Trolox/kg de aceite, mientras que para el aceite de moringa asistido con un previo
tratamiento enzimatico resultd de 1.15 mmol Trolox/kg de aceite. Se obtuvo una mayor
capacidad antioxidante lipofilica e hidrofilica en el aceite con un tratamiento enzimatico
previo, estos mismos resultados son obtenidos por Wiesman (2009) quien reporta un
aumento considerable de compuestos antioxidantes en el aceite de oliva cuya extraccion fue
previamente asistida por enzimas, esto debido a que las enzimas hidroliticas actan sobre las
paredes celulares de las semillas pudiendo provocar una mejora en la extraccion de

compuestos con actividad antioxidante en el aceite.

Con respecto a la capacidad antioxidante lipofilica realizado con el método ABTS, Pellegrini
et al. (2001) en un estudio llevado a cabo en Italia, obtienen valores TEAC comprendidos
entre 1.53-2.69 mmol Trolox/kg en aceite de oliva virgen extra y entre 0.72-1.06 mmol
Trolox/kg en aceite de oliva. Los valores encontrados en este estudio para el aceite de
moringa (1.12 y 1.15 mmol Trolox/kg de aceite) se asemejan a la capacidad antioxidante
reportada para el aceite de oliva.
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Tuberoso et al. (2007) realizaron la determinacion de capacidad antioxidante lipofilica e
hidrofilica en diferentes aceites vegetales y encontr6 que la razén entre la capacidad
antioxidante lipofilica e hidrofilica (LF/HF) muestra que la parte lipofilica predomina sobre
la parte hidrofilica encontrandose valores de LF/HF entre 1.83 (aceite de oliva) y 7.38 (aceite
de girasol). Esto significa que la contribucion de la parte lipofilica es muy fuerte y que esta
conectada con el contenido de tocoferoles. La razdn de capacidad antioxidante LF/HF para
el aceite de moringa (1.90) es muy similar al reportado para el aceite de oliva, por lo que se
puede indicar que hay un predominio de compuestos antioxidantes lipofilicos como los

tocoferoles.

Pellegrini et al. (2001) reporta valores de capacidad antioxidante total por el método ABTS
entre 1.53 a 2.69 mmol Trolox/kg de aceite para aceites de oliva extra virgen y de 0.72 a
1.06 mmol Trolox/kg de aceite para aceites de oliva, indicando que la diferencia se debe a
diferentes procesos de manufactura. Ademas, menciona que la capacidad antioxidante total

del aceite de oliva se debe a su contenido de polifenoles y tocoferoles.

En un estudio realizado por Pellegrini et al. (2003) utilizando el método ABTS se reportan
valores de capacidad antioxidante total de 1.79 mmol Trolox/kg en aceite de oliva virgen
extra, de 0.63 mmol Trolox/kg en aceite de oliva, de 1.29 mmol Trolox/kg en aceite de maiz,
de 2.20 mmol Trolox/kg en aceite de soja, de 1.17 mmol Trolox/kg en aceite de girasol y de
0.61 mmol Trolox/kg en aceite de cacahuete. Los valores de capacidad antioxidante total del
aceite de moringa (1.70 y 1.76 mmol Trolox/kg aceite) son similares al de aceite de oliva

extra virgen

4.6 DETERMINACION DE LA VIDA UTIL DEL ACEITE DE MORINGA

Se realiz6 la determinacion de tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa extraido sin
tratamiento enzimatico debido que a pesar de que se obtuvo un menor rendimiento en
comparacion al aceite extraido con el uso de enzimas, esta diferencia no fue tan elevada que
justifique el uso de la enzima; ademas, se encontré un mayor indice de perdxido y grado de
acidez en el aceite de moringa extraido con el uso de enzimas ocasionando un mayor

deterioro del aceite, mientras que el aceite control presentd indices de deterioro mas bajos.
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4.6.1 DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION

Para determinar el orden de reaccion de deterioro del aceite de moringa se empleo el método
de integracion planteado por Labuza y Riboh (1982), seglin la ecuacién 1. Los valores
experimentales del indice de peroxido, grado de acidez, coeficiente de absorbancia en el
ultravioleta k2> y ko7o y el tiempo, fueron reemplazados en el método de integracion

planteado por Labuza y Riboh (1982) segun la ecuacion 2 y 3.

Los resultados del estudio demuestran que se da una oxidacion progresiva del aceite de
moringa durante el almacenamiento, lo que se traduce en un incremento del indice de

peroxidos, grado de acidez y coeficiente de absorbancia en el ultravioleta k2z. y k27o.

Cabe resaltar que la tendencia de la curva del tratamiento 60 °C muestra una pendiente mas
pronunciada en comparacion a los tratamientos de 50 y 40 °C, repitiéndose este
comportamiento en los cuatro factores de calidad evaluados. Esto puede deberse a que la
temperatura ejerce una gran influencia en la constante de velocidad de reaccion, por lo que

a una mayor temperatura se aceleraran las reacciones de deterioro.

Debido a que no existen limites establecidos por organismos internacionales y nacionales
para el aceite de moringa se tomaron como referencia los limites para el aceite de oliva
virgen pues presentan similar perfil de &cidos grasos; esto mismo es mencionado por Martin
et al. (2013) y Tsankis et al. (1999).

Los datos experimentales de las determinaciones del indice de peréxido con respecto al

tiempo se presentan en el Cuadro 12 y Figura 7.
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Cuadro 12: Variacion del indice de perdxido en el tiempo por temperatura de

almacenamiento

TIEMPO INDICE DE PEROXIDO (meq O2/kg)
(DIAS) 40 °C 50 °C 60 °C
0 1.17 1.17 1.17
5 1.36 1.72 1.93
10 1.58 2.09 1.76
15 1.82 2.55 3.09
20 2.09 2.92 3.94
25 2.42 3.62 4.71
30 2.55 4,01 5.54
35 2.77 4.15 8.08
40 3.03 5.69 11.33
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Los valores reportados en el Cuadro 12 a los tratamientos con las temperaturas analizadas,
40, 50 y 60 °C no llegaron a alcanzar el valor maximo permitido por el Codex Alimentarius
(2015) (<20 meq O2/kg. aceite), siendo el valor mas alto reportado de 11.33 (meq O2/kg.
aceite) a la temperatura de 60 °C, esto se puede deber a la gran estabilidad que presenta el

aceite de moringa y a la presencia de compuestos antioxidantes que contiene.

Los peroxidos se consideran como los primeros productos de la oxidacion de los aceites y
su formacion sigue, al menos durante las primeras etapas, una marcha paralela a la cantidad
de oxigeno absorbido (Marfil, 2008).

Por su parte, Bailey (2001) afirma que durante las primeras fases de la oxidacion los
peroxidos formados parecen ser relativamente estables, de tal forma que su concentracion
aumenta paralelamente a la absorcion de oxigeno por la grasa. En las dltimas fases, sin
embargo, comienzan a descomponerse y forman compuestos causantes de la rancidez con
modificacion del olor y del sabor. Angeles (2002) agrega que los olores y sabores a rancios
que se han producido en el aceite se deben a la descomposicion de los hidroperdxidos y la
formacion de productos secundarios como aldehidos, cetonas y &cidos de bajo peso
molecular. Al realizar las evaluaciones del indice de peroxido en los Gltimos dias de
almacenamiento se evidencia un olor a rancio, principalmente el aceite de moringa

almacenada a 60 °C, evidenciandose la oxidacion del aceite.

Los peroxidos son radicales inestables formados a partir de los triglicéridos; un indice de
peréxido elevado es un indicador de que el producto tiene un gran potencial de rancidez y
que puede fallar cuando se encuentre en el anaquel (Navas, 2010). El indice de perdxido
inicial del aceite de moringa resulté de 1.17 meq O2/kg aceite, este bajo valor del indice

podria significar que este aceite no tiene un gran potencial a enranciarse.

Debido a la formacion de los radicales libres los cuales se pueden apreciar por el aumento
de acidez, estos radicales son rapidamente susceptibles al ataque del oxigeno atmosférico,

resultando en la formacion de perédxidos e hidroperoxidos (Marfil, 2008).

Choe y Min (2006) sefialan que la velocidad de formacion de radicales peroxidos e
hidroperdxidos depende solamente de la disponibilidad de oxigeno y la temperatura. A la
temperatura de 40 y 50 °C hubo un incremento en el contenido de peréxidos, mientras que
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a la temperatura de 60 °C se obtuvo un mayor incremento de este indice. Esto puede deberse
a que la formacion de productos de la autooxidacion en el periodo de induccion es lenta a

bajas temperaturas. (Choe y Min, 2006)

Las reacciones de autooxidacion habitualmente presentan un periodo de induccion, durante
el cual se producen cambios muy pequefios en los lipidos. Tras el periodo de induccion, el
deterioro oxidativo de los lipidos se produce mucho mas rapidamente; los flavores
inadecuados son mas notables al final del proceso de induccion (Pokorny et al., citado por
Landeo, 2009). Esta tendencia puede observarse en la Figura 7, en la que se muestra que
durante los primeros dias de almacenamiento hay un ligero incremento del indice de
perdxido, sin embargo, conforme aumenta el tiempo de almacenamiento se presenta un

cambio exponencial en el indice de peroxidos del aceite de moringa.

Existen una serie de factores que influyen sobre la velocidad de oxidacion; unos
retardandola, como son ciertas sustancias denominadas ‘“antioxidantes”, y otras
acelerandola. Dentro de estos ultimos, los principales son: luz, calor (elevada temperatura o
cambios bruscos de temperatura), trazas metalicas, catalizadores organicos, humedad, restos
de materia organica, etc. (Marfil, 2008). En este estudio se uso elevadas temperaturas para

acelerar la oxidacion del aceite de moringa.

La autooxidacién o rancidez oxidativa es la principal causa de la pérdida de calidad en los
aceites crudo y refinados durante su almacenamiento. La estabilidad oxidativa y deterioro
de los aceites dependen de su composicién inicial, concentracion de compuestos menores
como los antioxidantes, grado de procesamiento y las condiciones de su almacenamiento
(Taylor, 2005). En concordancia con esto, el contenido de polifenoles y tocoferoles y el
contenido de acidos grasos que presente el aceite de moringa seran esenciales para minimizar

el deterioro del aceite.

Gutiérrez y Fernandez (2002) y Romani et al. (2007) inciden en las condiciones de
almacenamiento y conservacién del aceite, como punto critico para preservar su contenido
tanto en polifenoles como en tocoferoles, con gran influencia de la temperatura y exposicién
ala luz. Es bien conocido, que el contenido en polifenoles y tocoferoles resulta un pardmetro

importante en la vida media de los aceites, a fin de preservar su composicion quimica y
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caracteristicas organolépticas. Ambos aspectos presentan gran relevancia en el aceite de

moringa, ya que son de gran interés por su valor nutricional.

Espin et al. (2000) y Valavanidis et al. (2004) recuerdan que los tocoferoles presentan
diferente estabilidad a elevadas temperaturas, que disminuye en el orden a<p<y=d. Gutiérrez
y Fernandez (2002) sefialan que el a-tocoferol es uno de los antioxidantes naturales que se
destruye mas facilmente durante el proceso oxidativo. En este sentido, se concluye que los
valores obtenidos de tocoferoles totales y concretamente, de y-tocoferol en los aceites de
moringa analizados, van a ejercer una influencia positiva sobre la estabilidad comercial y

resistencia a tratamientos térmicos de este aceite.

Los datos experimentales de las determinaciones del coeficiente de absorbancia en el
ultravioleta ko3, con respecto al tiempo se presentan en el Cuadro 13 y Figura 8.

Cuadro 13: Variaciéon del coeficiente de absorbancia en el ultravioleta k232 en el

tiempo por temperatura de almacenamiento

TIEMPO | COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA
(DIAS) K232

40 °C 50°C 60 °C
0 1.27 1.27 1.27
5 1.49 1.60 1.71
10 1.55 1.66 1.84
15 1.66 1.82 2.02
20 1.70 1.88 2.18
25 1.74 1.92 2.34
30 1.83 1.99 2.49
35 1.91 2.20 2.58
40 1.92 2.36 2.63
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Figura 8: Variacion del coeficiente de absorbancia en el ultravioleta

k232 en funcion al tiempo de almacenamiento.

Los datos experimentales de las determinaciones del coeficiente de absorbancia en el

ultravioleta ko7o con respecto al tiempo se presentan en el Cuadro 14 y Figura 9.

Cuadro 14: Variacion del coeficiente de absorbancia en el ultravioleta k270 en el tiempo

por temperatura de almacenamiento

TIEMPO | COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA
(DIAS) K270

40 °C 50°C 60 °C
0 0.114 0.114 0.114
5 0.130 0.138 0.147
10 0.138 0.147 0.152
15 0.146 0.155 0.161
20 0.150 0.160 0.168
25 0.153 0.165 0.177
30 0.157 0.170 0.186
35 0.163 0.178 0.197
40 0.169 0.189 0.207
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Figura 9: Variacion del coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ka7o

en funcién al tiempo de almacenamiento.

Luego de 40 dias de almacenado el aceite de moringa a 40, 50 y 60 °C, se observa que los
valores reportados en los Cuadros 13 y 14 para el coeficiente de absorbancia en el
ultravioleta a 232 y 270 nm, respectivamente, se encuentran en los limites de los valores
reportados por el Codex Alimentarius (2015) para el aceite de oliva virgen (2.6 y 0.2 para

los coeficientes de extincion a 232 y 270 nm, respectivamente).

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta puede proporcionar indicaciones sobre la
calidad de una materia grasa, su estado de conservacion y las modificaciones inducidas por

los procesos tecnoldgicos (Marfil, 2008).

El estudio de la zona de absorcion ultravioleta que va desde 220-300 nm es indispensable
para conocer no sélo el estado de oxidacion de un aceite, sino también modificaciones

inducidas por los procesos tecnoldgicos o bien, una posible adulteraciéon (Marfil, 2008).

Los acidos grasos insaturados son sensibles a las oxidaciones autocataliticas, induciendo la

extension de este proceso a otros acidos grasos. En primer lugar aparecen hidroperdxidos,
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poco estables, que absorben cerca de una longitud de onda de 232 nm. A continuacion, son
las dicetonas y las cetonas insaturadas las que absorben cerca de los 270 nm. También
pueden formarse hidroxilos y carbonilos, que incrementan la absorbancia de la radiacion
ultravioleta entre 260 y 280 nm, con un maximo alrededor de 270 nm. El coeficiente de
absorbancia en el ultravioleta especifica aumenta conforme la alteracion oxidativa es mayor,
hasta fases muy avanzadas (Marfil, 2008). Estos indices son usados en este estudio de vida
atil del aceite de moringa para complementar la informacion obtenida mediante el indice de

peroxido.

La temperatura de almacenamiento jugo un papel importante en la velocidad de oxidacion.
La formacién de dienos conjugados, medidos a una absorbancia de 232 nm, producto de la
oxidacion primaria del aceite fue mas rapida a la temperatura de 60 °C. Paralelamente, la
velocidad de formacion de compuestos secundarios de la oxidacion siguié esta misma

tendencia, siendo mayor a la temperatura de 60 °C que a las temperaturas de 50 y 40 °C.

En la Figura 8 y 9 se puede apreciar que la velocidad de reaccion para las tres temperaturas
de trabajo a una absorbancia de 232 nm se da mucho mas répido que a una absorbancia de
270 nm, esto se debe a que hay una mayor formacién de hidroperoxidos que productos

secundarios (aldehidos, cetonas y alcoholes) en todo el proceso de oxidacion.

Durante la fase inicial y de propagacion de la oxidacion, la formacion de dienos conjugados
medidos a una absorbancia de 232 nm muestran un comportamiento similar con el indice de
perdxido para las tres temperaturas de trabajo; ademas, en estas temperaturas parte de los
hidroperdxidos se descomponen en productos secundarios, produciendo aldehidos durante
el proceso de induccién, siendo el de mayor porcentaje los productos primarios (Pokorny et
al.; citado por Landeo, 2009).

Los datos experimentales de las determinaciones del porcentaje de acidos grasos con

respecto al tiempo se presentan en el Cuadro 15 y Figura 10.
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Cuadro 15: Variacion de la acidez libre en el tiempo por temperatura de

almacenamiento

TIEMPO ACIDOS GRASOS LIBRES (% ACIDO OLEICO)
(DIAS) 40 °C 50 °C 60 °C
0 1.30 1.30 1.30
5 1.33 1.34 1.34
10 1.43 141 1.47
15 1.46 1.50 1.48
20 1.53 1.54 1.57
25 1.45 1.60 1.72
30 1.48 1.61 1.76
35 1.57 1.62 1.77
40 1.63 1.84 2.12
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Figura 10: Variacion del porcentaje de acidos grasos libres en funcion al tiempo

de almacenamiento.



Se analiz6 el incremento del porcentaje de acidos grasos libres en funcion de la temperatura
en un tiempo determinado para los cuales se emplearon como variables tres temperaturas de
almacenamiento (40, 50 y 60 °C), como se puede observar en el Cuadro 15 y Figura 10. En
términos generales la calidad del aceite disminuye al aumentar la temperatura con el

transcurso del tiempo.

El tiempo de evaluacion del aceite de moringa fue de 40 dias en el cual los valores
experimentales al final del tiempo de estudio para la temperatura de 60 °C superaron los
limites establecidos por el Codex Alimentarius (2015), (<2.0% expresado como &cido

oleico), mientras que para las temperaturas de 40 y 50 °C no se llegd a superar este limite.

Segun los resultados mostrados en el Cuadro 16, observamos que existe una relacion directa
entre el incremento de las constantes de velocidad de reaccion al aumentar la temperatura de
almacenamiento. El factor en estudio (% de é&cidos grasos libres) de las muestras
almacenadas se incrementa mas rapidamente a temperatura de 60 °C que a temperaturas de
50y 40 °C y luego de 40 dias observamos el porcentaje de acidos grasos llegd a 2.12, 1.84
y 1.63, respectivamente. Esto mismo es sefialado por Choe y Lee (2006) quienes mencionan
que la autooxidacién se desarrolla lentamente a bajas temperaturas y que la velocidad se

incrementa cuando la temperatura se incrementa.

Gracian, citado por Landeo (2009) menciona que la acidez por su sola presencia no tiene
efecto despreciativo sobre la grasa, son las laceraciones que van asociadas a la acidificacion
las responsables directamente de la disminucion en la calidad del producto. Es por ello que
la acidez por si sola no basta para definir la calidad de un aceite; por lo tanto, es necesario
buscar otros criterios complementarios que ayuden a la calificacion delos aceites (coeficiente

de absorbancia en el ultravioleta, indice de peroxidos, etc.).

Las oxidaciones se realizan en los acidos grasos no saturados que, cuando estan libres, se
oxidan por lo general mas rapidamente que cuando son parte de moléculas de triglicéridos o
fosfolipidos. Pero es sobre todo el grado de instauracién el que influye en la velocidad de
oxidacion. Los acidos grasos saturados sélo se oxidan a temperaturas superiores a 60 °C,
mientras que los poliinsaturados se oxidan incluso durante el almacenamiento de los

alimentos en estado congelado (Martinez, 2010). En el caso del aceite de moringa, debido
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a que este aceite esta formado principalmente por acidos grasos saturados y monoinsaturados

es menos propenso a la oxidacion.

Se ha encontrado que los aceites vegetales con alto contenido en acido oleico tienen
suficiente estabilidad oxidativa para ser utilizados en aplicaciones exigentes tales como la
fritura (Corbett; citado por Abdulkarim et al., 2005). Los estudios llevados a cabo sobre el
efecto de la fritura de alimentos sobre las propiedades del aceite de M. oleifera han
demostrado que este aceite es estable a la oxidacion. Tsaknis et al. (1999) y Lalas et al.
(2001) informaron que el aceite prensado en frio tenia una mejor estabilidad a la fritura en
comparacion con el aceite extraido con hexano y que el aceite de oliva virgen tenia la mayor

resistencia a la degradacion térmica.

Cabe destacar que un elevado contenido de acido oleico (en torno al 80%) y relativamente
bajo en &cido linoleico se traduce en un elevado coeficiente de insaturacion lo que
proporciona gran estabilidad oxidativa a los aceites (Angeles et al., 2005). El acido oleico
en el aceite de moringa representa el 72 por ciento y el &cido linoleico 0.6 por ciento lo cual

se traduciria en una gran estabilidad en este aceite.

El aceite de moringa contiene aproximadamente 13-18 por ciento de &cidos grasos saturados
y 82-87 por ciento de acidos grasos insaturados, por lo que puede soportar rancidez oxidativa
(Anwar y Rashid, 2007) y puede tener una vida Gtil de cinco afios debido a su excepcional
estabilidad oxidativa (Ramachandran et al., 1980). El aceite extraido de las semillas de
Moringa oleifera se compone de un 82 por ciento de &cidos grasos insaturados, 70 por ciento
de los cuales son &cido oleico. Este aceite contiene el mismo perfil de acidos grasos que el
aceite de oliva, excepto por el acido linoleico (Tsaknis et al., 1999). Sin embargo,
actualmente las semillas de Moringa oleifera no son utilizadas ampliamente para la

extraccion, el procesamiento y la comercializacion de aceite.

Se determind que el indice de peroxido y la acidez libre se ajusta mejor a un orden de
reaccion igual a uno (n=1), al presentar mayores valores del coeficiente de determinacion
(r?), comparados con los de orden cero (Anexo 3 y 9); mientas que los coeficientes de
extincion kasz y kozo Se ajustan mejor a un orden de reaccion igual a cero (n=0), al presentar
mayores valores del coeficiente de determinacion (r?), comparados con los de primer orden
(Anexo 5y 7).
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4.6.2 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE
REACCION

Los resultados de analisis de regresion lineal al que fueron sometidos los datos
experimentales para la variacion del indice de perdxido, coeficientes de extincion k2s2 y ko7o
y acidez libre se muestran en el Cuadro 16; a partir de este cuadro podemos afirmar que
existe una relacion directa entre el incremento de las constantes de velocidad de reaccion

conforme se incrementa la temperatura de almacenamiento.

Cuadro 16: Constantes experimentales de la velocidad de reaccion (k) en funcién de

la temperatura
CONSTANTES DE LA TEMPERATURA (°C)

VELOCIDAD DE REACCION (K) 40°C 50°C 60 °C
indice de perdxido (meq 0.0240 0.0354 0.0536
Oo/dias/kg. aceite)

Coeficiente de absorbancia en el 0.0150 0.0232 0.0324
ultravioleta kzs2 (nm/dias)

Coeficiente de absorbancia en el 0.0012 0.0016 0.0020
ultravioleta ka7o (nm/dias)

Acidez libre (%A.G.L./dias) 0.0049 0.0077 0.0111

En el Cuadro 16 se muestra que a medida que aumenta la temperatura de almacenamiento
se obtiene mayores valores de constantes de velocidad de reaccion (k), esto significa que
conforme se incrementa la temperatura de almacenamiento, el aceite se degrada mas rapido.
Este comportamiento es similar al presentado por Torres (2000), quién sometié aceite de
oliva virgen a elevadas temperatura para determinar su tiempo de vida en anaquel,
concluyendo que existe una relacion directa entre el valor k y la temperatura de

almacenamiento.

4.6.3 DETERMINACION DEL MODELO MATEMATICO

Los resultados del analisis de regresion lineal que se aplico a los modelos matematicos

linealizados (ecuaciones 5, 6, 9 y 10) se muestran en los Anexos 4, 6, 8y 10.
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A partir del anélisis de regresion se seleccion6 el Modelo Exponencial para el incremento
del indice de perdxido, el Modelo Lineal para el incremento de los coeficientes de extincidn
k232 y k270 yel Modelo de Arrhenius para el incremento del porcentaje de acidos grasos libres

por tener los coeficientes de determinacion( r?) mas cercano a la unidad.
4.6.4 DETERMINACION DE LA VIDA UTIL

a. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA UTIL EN FUNCION AL INDICE
DE PEROXIDO

Para determinar la vida en anaquel se obtiene por extrapolacién del modelo matematico

elegido (modelo exponencial) la constante de velocidad de reaccion k a 20 °C:

K20 =0.01013 dias™

Finalmente para obtener el tiempo de vida en anaquel (0s) a temperatura ambiente promedio

(20 °C) se utilizo la ecuacion 3, la cual al reemplazar los valores resulto:

LnA = Lndg — K6 ... . . ..(3)

Donde:

A: Indice de peréxido al final de la vida en anaquel para el aceite de moringa tomando como
referencia al aceite de oliva virgen, siendo este valor igual a 20 meq O2/kg de aceite (Codex
Alimentarius, 2015).

Ao: Indice de peroxido inicial del aceite de moringa, siendo este igual a 1.17 meq Oz/kg de
aceite

0s: Tiempo de vida en anaquel (dias) a temperatura de 20 °C.

Kz0: Constante de velocidad de reaccion a 20 °C.

Reemplazando en la ecuacion 3:

Ln20 = Lnl1.17 —0.01013 x 05
0s = 280 dias = 9.34 meses
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El tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa en funcién al indice de perdxido para
una temperatura de almacenamiento de 20 °C fue de 280 dias (9.34 meses).

b. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA UTIL EN FUNCION AL
COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA K232

Para determinar el tiempo de vida en anaquel obtenemos por extrapolacion del modelo

matematico elegido (modelo lineal) la constante de velocidad de reacciéon k a 20 °C:

K20 =0.0062 dias™

Finalmente para obtener el tiempo de vida en anaquel (0s) a temperatura ambiente promedio

(20 °C) se utilizo la ecuacion 2, la cual al reemplazar los valores resulto:

Donde:

A: Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ko3 al final de la vida en anaquel para el
aceite de moringa tomando como referencia al aceite de oliva virgen, siendo este valor igual
a 2.6 (Codex Alimentarius, 2015).

Ao: Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ko3, inicial del aceite de moringa, siendo
este igual a 1.27.

0s: Tiempo de vida en anaquel (dias) a temperatura de 20 °C.

K20: Constante de velocidad de reaccion a 20 °C.

Reemplazando en la ecuacion 2:

2.6=1.27-0.0062 x 0s
0s= 214 dias = 7.15 meses

El tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa en funcion al coeficiente de absorbancia
en el ultravioleta k232 para una temperatura de almacenamiento de 20 °C fue de 214 dias
(7.15 meses).
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c. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA UTIL EN FUNCION AL
COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA Ka7o

Para determinar el tiempo de vida en anaquel obtenemos por extrapolacion del modelo
matematico elegido (modelo lineal) la constante de velocidad de reaccién k a 20 °C la cual

resulto:

Koo = 0.00042 dias™

Finalmente para obtener el tiempo de vida en anaquel (8s) a temperatura ambiente promedio

(20 °C) se utilizo la ecuacion 2, la cual al reemplazar los valores resulto:

Donde:

A: Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ko7 al final de la vida en anaquel para el
aceite de moringa tomando como referencia al aceite de oliva virgen, siendo este valor igual
a 0.2 (Codex Alimentarius, 2015).

Ao: Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta ko7 inicial del aceite de moringa, siendo
este igual a 0.114.

0s: Tiempo de vida en anaquel (dias) a temperatura de 20 °C.

Ko0: Constante de velocidad de reaccién a 20 °C.

Reemplazando en la ecuacion 3:

0.2=0.114 - 0.00042 x 05
0s = 204 dias = 6.82 meses

El tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa en funcion al coeficiente de absorbancia

en el ultravioleta k270 para una temperatura de almacenamiento de 20 °C fue de 204 dias
(6.82 meses).
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d. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA UTIL EN FUNCION A LA
ACIDEZ LIBRE

Para determinar el tiempo de vida en anaquel obtenemos por extrapolacion del modelo
matematico elegido (modelo de Arrhenius) la constante de velocidad de reaccion k a 20 °C

la cual resulto:

Koo =0.001953 dias™

Finalmente para obtener el tiempo de vida en anaquel (8s) a temperatura ambiente promedio

(20 °C) se utilizo la ecuacion 3, la cual al reemplazar los valores resulto:

LnA = Lndg — K6 ... . . ..(3)

Donde:

A: Acidez libre al final de la vida en anaquel para el aceite de moringa tomando como
referencia al aceite de oliva virgen, siendo este valor igual a 2 por ciento (expresado como
acido oleico) (Codex Alimentarius, 2015).

Ao: Acidez libre inicial del aceite de moringa, siendo este igual a 1.3 por ciento (como &cido
oleico).

0s: Tiempo de vida en anaquel (dias) a temperatura de 20 °C.

Ko0: Constante de velocidad de reaccién a 20 °C.

Reemplazando en la ecuacion 3:

Ln2 = Ln1.30 — 0.001953 x 0Os
0s= 222 dias = 7.42 meses

El tiempo de vida en anaquel del aceite de moringa en funcidn al porcentaje de acidos grasos

libres para una temperatura de almacenamiento de 20 °C fue de 222 dias (7.42 meses).

Se obtuvo 4 tiempos de vida del aceite de moringa, siendo estos: 280, 222, 214 y 204 dias

en funcién del indice de perdxido, grados de acidez, coeficiente de absorbancia en el
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ultravioleta k232 y Ko7o, respectivamente, eligiéndose como vida atil final del aceite de
moringa 204 dias por ser la de menor valor de los cuatro factores evaluados y asi poder

asegurar la calidad del aceite consumido.

Para estimar la vida util potencial con pruebas aceleradas, Barrionuevo (2015) recomienda
el koz2 y k270 como los mejores indices para evaluar la evolucion de la oxidacion debido a
(1) son buenos indicadores de productos de oxidacion primaria y secundaria, (2) presentan
una gran linealidad en su evolucion haciendo posible calcular facilmente el grado de
oxidacion y a partir de éste, el tiempo de vida util, (3) se ha observado en estudios previos
realizados por otros autores que el k232 se correlacionan significativamente con la pérdida de
acidos grasos insaturado y finalmente (4) son parametros de facil determinacion. En este
estudio se tomd como vida Util final del aceite de moringa el tiempo estimado en funcion del
k a 232 mn (204 dias).

Segun los datos de vida util obtenidos en el aceite de moringa, se puede observar que éste es
diferente segun el criterio de calidad que empleemos para su determinacién. Barrionuevo
(2015) realiz6 la determinacion de la vida atil del aceite de oliva virgen extra de diferentes
variedades por métodos acelerados, encontrado tiempos muy diferentes segun el criterio de
calidad usado. Por ejemplo, para la variedad Picual obtuvo 20 meses en funcion de la acidez
libre, 2 meses en funcion del indice de peroxido y 19 y 37 dias en funcidn de los coeficientes

de extincion koz2 y koo, respectivamente, tomando como temperatura ambiente 25 °C.

Por otro lado Torres (2000) determind el tiempo de vida en anaquel del aceite de oliva virgen
en funcion al indice de perdxido y acidez libre por métodos acelerados, obteniendo 12.5y
13.2 meses, respectivamente, para una temperatura de almacenamiento de 20 °C.
Comparando los valores de vida util del aceite de moringa en funcion al indice de peroxido
y acidez libre (9.34 y 7.42 meses) con los del aceite de oliva virgen reportados por Torres
(2000), se puede observar que se obtuvo tiempos de vida atil menores, sin embargo, las
diferencias se puede deber a las condiciones del experimento, orden de reaccién elegido,
modelo matematico empleado y que se ha tomado como referencia los limites establecidos
por el Codex Alimentarius (2015) para el aceite de oliva virgen debido a que aun no hay

una reglamentacion establecida para el aceite de moringa.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Segun el Anexo 26, 27, 28 y 29 se puede afirmar que a un nivel de significancia del 5 por
ciento existen diferencias significativas entre las tres temperaturas de trabajo (40, 50 y 60
°C) al evaluar los cuatro factores de calidad medidos (% acidos grasos libres, indice de
peroxido, k232 y k270 en un tiempo determinado), debido a que el valor de P (0.000) es
menor al nivel de significacion 0.005 y en forma simultanea mediante la prueba de t-Student
se pudo determinar que existen diferencias significativas entre los promedio de las tres

temperaturas de trabajo correspondientes para cada factor de calidad evaluado
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo una diferencia significativa en el rendimiento al usar un tratamiento
enzimatico previo en la extraccion del aceite de moringa con prensa-expeller (28.43%)
comparado con el tratamiento control (24.7%), comprobandose que el uso de enzimas

mejora el rendimiento de la extraccion.

En la caracterizacion del aceite de moringa, no se encontré diferencias significativas
con respecto al indice de refraccion, indice de p-anisidina, coeficiente de absorbancia
en el ultravioleta kos» y ko7o al comparar el aceite extraido con previo tratamiento
enzimatico y el aceite control; sin embargo, se obtuvo menores indices de peroxido y
acidez en la muestra control, evidenciandose un deterioro del aceite extraido con el

uso de enzimas.

Se determin6 mediante el perfil de &cidos grasos que en el aceite de moringa
predomina el acido oleico (72%) seguido por &cidos grasos saturados como el acido
palmitico (6%), behénico (6%), estearico (4%) y araquidico (2.5%).

Se obtuvo un mayor contenido de polifenoles totales en el aceite de moringa extraido
con previo tratamiento enzimatico (65.7 mg acido galico/kg) comparado con el aceite
control (53.4 mg é&cido galico/kg). Sin embargo, no se encontré diferencias
significativas en la capacidad antioxidante lipofilica e hidrofilica del aceite de moringa

determinada por el método ABTS.

Se obtuvo elevadas concentraciones de tocoferoles en el aceite de moringa (275 y 253
mg/kg), encontrandose un mayor contenido de a-tocoferol y tocoferoles totales en el

aceite de moringa extraido con el uso de enzimas. Ademas, se determino que el a-



tocoferol es el isbmero mayoritario (aproximadamente un 80% del total) en el aceite

de moringa.

Se determino el tiempo de vida del aceite de moringa a 20 °C por métodos acelerados
en funcion del indice de peroxido (280 dias), grados de acidez (222 dias), coeficiente
de absorbancia en el ultravioleta k232 (214 dias) y k270 (204 dias), siendo 204 dias la
vida util estimada del aceite de moringa por ser la de menor valor de los cuatro factores

evaluados.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en el
aceite de moringa para determinar su influencia y relacion con la capacidad

antioxidante.

Realizar la determinacion de la capacidad antioxidante por métodos con diferentes

mecanismos de reaccion como ORAC o TRAP.

Realizar futuros estudios sobre el contenido de tocotrienoles presentes en el aceite de
moringa debido a que son compuestos antioxidantes que también pueden encontrarse

presente en este aceite.

Realizar el estudio de vida util del aceite de moringa con cuatro o cinco temperaturas
de almacenamiento para tener una mayor confiabilidad al momento de realizar el

analisis de regresion y poder obtener tiempos de vida Gtil ain méas exactos.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO 1: CURVA ESTANDAR DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES

1.8
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0.8

0.6 Pt y = 0.0119x + 0.0005
. R?=0.9982

Absorbancia a 725 nm
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Donde:
x = Concentracion de acido galico (mg/L)

y = Absorbancia leida a 725 nm



ANEXO 2: CURVA ESTANDAR DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
LIPOFILICA
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CURVA ESTANDAR DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA
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ANEXO 3: CORRELACION DE LA REGRESION LINEAL PARA DIFERENTES
ORDENES DE REACCION PARA EL INDICE DE PEROXIDO A LAS
TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO

R2
Orden de reaccién (n) 40 °C 50 °C 60 °C
0 0.9958 0.9617 0.8831
! 0.9808 0.9658 0.9762

ANEXO 4: ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE LOS MODELOS
MATEMATICOS QUE RELACIONAN LA VELOCIDAD DE REACCION CON LA
TEMPERATURA PARA EL INDICE DE PEROXIDO

MODELO PARAMETRO VALORES

Ln ko 9.6315

Arrhenius Ed/R -4184.6
r’ 0.9987

A -0.4404

B 0.0015

Lineal r’ 0.9827
Log a -33.987

B 12.969

Exponencial r’ 0.9992
A 401.13

B -1.1505

Hiperbélico r’ 0.9909
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ANEXO 5: CORRELACION DE LA REGRESION LINEAL PARA DIFERENTES
ORDENES DE REACCION PARA EL COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL
ULTRAVIOLETA K232 A LAS TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO

R2
Orden de reaccién (n) 40 °C 50 °C 60 °C
0 0.9427 0.9469 0.9516
1 0.9108 0.9177 0.8955

ANEXO 6: ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE LOS MODELOS
MATEMATICOS QUE RELACIONAN LA VELOCIDAD DE REACCION CON LA
TEMPERATURA PARA EL COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL
ULTRAVIOLETA K232

MODELO PARAMETRO VALORES

Ln ko 8.6487
Arrhenius Eo/R -4017.6
r’ 0.9966

A -0.2575

B 0.0009

Lineal r’ 0.9989
Log a -32.864

B 12.441

Exponencial r’ 0.9955
A 625.09

B -1.7901

Hiperbolico r’ 0.9677

105




ANEXO 7: CORRELACION DE LA REGRESION LINEAL PARA DIFERENTES
ORDENES DE REACCION PARA EL COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL
ULTRAVIOLETA K270 A LAS TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO

R2
Orden de reaccién (n) 40 °C 50 °C 60 °C
0 0.9473 0.9433 0.9525
! 0.9184 0.9048 0.9088

ANEXO 8: ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE LOS MODELOS
MATEMATICOS QUE RELACIONAN LA VELOCIDAD DE REACCION CON LA
TEMPERATURA PARA EL COEFICIENTE DE ABSORBANCIA EN EL
ULTRAVIOLETA K270

MODELO PARAMETRO VALORES
Ln Ko 1.76
Arrhenius Ea/R -2664.8
r? 0.997
A -0.0113
B 0.00004
Lineal r’ 1
Log a -23.51
B 8.2519
Exponencial r’ 0.9959
A 6036.1
B -16.667
Hiperbélico r’ 0.9796
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ANEXO 9: CORRELACION DE LA REGRESION LINEAL PARA DIFERENTES
ORDENES DE REACCION PARA LA ACIDEZ LIBRE A LAS TEMPERATURAS
DE ALMACENAMIENTO

RZ
Orden de reaccién (n) 40 °C 50 °C 60 °C
0 0.8440 0.9314 0.9215
! 0.8421 0.9429 0.9487

ANEXO 10: ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE LOS MODELOS
MATEMATICOS QUE RELACIONAN LA VELOCIDAD DE REACCION CON LA

TEMPERATURA PARA LA ACIDEZ LIBRE

MODELO PARAMETRO VALORES

Ln ko 8.3167

Arrhenius Ed/R -4264.7
r’ 0.9982

A -0.0922

B 0.0003

Lineal r’ 0.9969
Log a -35.266

B 13.028

Exponencial r’ 0.9973
A 1982.3

B -5.6996

Hiperbélico r’ 0.9705
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ANEXO 11: CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE MORINGA

£29 =
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ANEXO 12: CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE MORINGA EXTRAIDO CON
PREVIO TRATAMIENTO ENZIMATICO

LABS-ITP 2886
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ANEXO 13: CROMATOGRAMA DEL CONTENIDO DE TOCOFEROLES DEL ACEITE DE MORINGA
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ANEXO 14: CROMATOGRAMA DEL CONTENIDO DE TOCOFEROLES DEL ACEITE DE MORINGA
EXTRAIDO CON PREVIO TRATAMIENTO ENZIMATICO
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ANEXO 15: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL RENDIMIENTO
CON PRENSA-EXPELLER EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mdltiple Rangos para el Rendimiento

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup’os
Homogéeneos
Sin tratamiento enzimatico 3 247 [X
Con tratamiento enzimatico 3 28.4333| X

ANEXO 16: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR LA ACIDEZ LIBRE EN
EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mdltiple Rangos para la Acidez Libre

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 3 1.23 (X
Con tratamiento enzimatico 3 151 X

ANEXO 17: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL INDICE DE
REFRACCION EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mltiple Rangos para el indice de Refraccion

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

., . Grupos
Extraccion Casos | Media Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 3 1.4678 (X
Con tratamiento enzimatico 3 1.4677 |X
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ANEXO 18: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL
PEROXIDO EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mltiple Rangos para el Indice de Perdxido

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

INDICE DE

Extraccién Casos | Media Grup,os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 3 0.86 (X
Con tratamiento enzimatico 3 1.26 X

ANEXO 19: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL INDICE DE P-
ANISIDINA EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Multiple Rangos para el Indice de p-Anisidina

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 3 031 (X
Con tratamiento enzimatico 3 0.33 (X

ANEXO 20: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL COEFICIENTE DE
ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA K232 EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Multiple Rangos para el Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kzs;

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogeéneos
Sin tratamiento enzimatico 3 1.25 |X
Con tratamiento enzimatico 3 1.26 [X
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ANEXO 21: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL COEFICIENTE DE
ABSORBANCIA EN EL ULTRAVIOLETA K270 EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Multiple Rangos para el Coeficiente de absorbancia en el ultravioleta k7o

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media GrUp,OS
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 3 0.11 |X
Con tratamiento enzimatico 3 0.12 |X

ANEXO 22: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL CONTENIDO DE
ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mltiple Rangos para el &cido palmitico (C 16:0)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 591 |X
Con tratamiento enzimatico 2 5.92 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el &cido palmitoleico (C 16:1)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

., . Grupos
Extraccion Casos | Media Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 097 |X
Con tratamiento enzimatico 2 099 (X

Pruebas de Mdltiple Rangos para el acido estearico (C 18:0)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup/os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 3.95 |X
Con tratamiento enzimatico 2 396 |X
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Pruebas de Mdltiple Rangos para el &cido oleico (C 18:1 w-9)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup’os
Homogéeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 72.07 |X
Con tratamiento enzimatico 2 71.97 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el acido vaccénico (C 18:1 w-7)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media GrUp,OS
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 480 |X
Con tratamiento enzimatico 2 479 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el acido linoleico (C 18:2 w-6)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 0.61 (X
Con tratamiento enzimatico 2 0.63 (X

Pruebas de Multiple Rangos para el acido a-linolénico (18:3 w-2)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media GrUp,OS
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 0.20 (X
Con tratamiento enzimatico 2 0.21 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el acido araquidico (C 20:0)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grupos
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 254 |X
Con tratamiento enzimatico 253 |X
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Pruebas de Mdltiple Rangos para el &cido eicosaenoico (20:1 w-9)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup’os
Homogéeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 1.83 |X
Con tratamiento enzimatico 2 1.82 |X

Pruebas de Mdltiple Rangos para el &cido behénico (C 22:0)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media Grup,os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 6.03 |X
Con tratamiento enzimatico 2 6.04 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el &cido lignocérico (C 24:0)

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 1.13 |X
Con tratamiento enzimatico 2 1.16 |X

Pruebas de Multiple Rangos para acidos grasos saturados

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media GrUp,OS
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 19.54 (X
Con tratamiento enzimatico 2 19.60 |X

Pruebas de Mdltiple Rangos para &cidos grasos monoinsaturados

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup/os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 79.67 |X
Con tratamiento enzimatico 2 79.57 |X

116




Pruebas de Mdltiple Rangos para acidos grasos poliinsaturados

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup’os
Homogéeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 081 (X
Con tratamiento enzimatico 2 0.83 (X

ANEXO 23: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL CONTENIDO DE
POLIFENOLES TOTALES EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Multiple Rangos para el Contenido de Polifenoles Totales

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media Grup’os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 3 534 |X
Con tratamiento enzimatico 3 65.7 X

ANEXO 24: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR EL CONTENIDO DE
TOCOFEROLES EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Mdltiple Rangos para el Contenido de a-tocoferol

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup’os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 274.64 | X
Con tratamiento enzimatico 2 25298 | X

Pruebas de Multiple Rangos para el Contenido de B-tocoferol

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 19.26 (X
Con tratamiento enzimatico 2 19.02 (X
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Pruebas de Multiple Rangos para el Contenido de y-tocoferol

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccién Casos | Media GrUp,OS
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 4287 (X
Con tratamiento enzimatico 2 48,71 |X

Pruebas de Mdltiple Rangos para el Contenido de é-tocoferol

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 2 8.08 |X
Con tratamiento enzimatico 2 8.34 |X

Pruebas de Multiple Rangos para el Contenido Total de Tocoferoles

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 2 344.85 | X
Con tratamiento enzimatico 2 329.05 | X

ANEXO 25: ANALISIS ESTADISTICO PARA EVALUAR LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE POR EL METODO ABTS EN EL ACEITE DE MORINGA

Pruebas de Multiple Rangos para la Capacidad Antioxidante Lipofilica por el Método ABTS

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogéneos
Sin tratamiento enzimatico 3 1.12 (X
Con tratamiento enzimatico 3 1.15 (X
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Pruebas de Mdltiple Rangos para la Capacidad Antioxidante Hidrofilica por el Método
ABTS

Método: 95.0 porcentaje Student-Newman-Keuls

Extraccion Casos | Media Grup,os
Homogeneos
Sin tratamiento enzimatico 3 0.61 (X
Con tratamiento enzimatico 3 058 |X

ANEXO 26: ANALISIS DE VARIANZA Y DE COMPARACION DE LOS
RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL INDICE DE PEROXIDO

Cuadro ANVA
Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura (TRATAMIENTO) 87.7177 2 43.8588 32.03 0.0000

B: Tiempo (BLOQUE) 225.86 8 28.2326 20.62 0.0000
RESIDUQOS 95.8637 70 1.36948

TOTAL (CORREGIDO) 409.442 80

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el indice de perdxidos con un 95.0% de nivel de
confianza.

Pruebas simultanea t- Student

Hp: Los promedios entre las temperaturas de 40, 50 y 60 °C son iguales.
Ha: Los promedios son diferentes.

Temperatura | Casos | MedialLS | SigmalLS | Grupos Homogéneos
40 27 2.08593 0.225214 X
50 27 3.10185 0.225214 X
60 27 4.61852 0.225214 X
Contraste | Sig. | Diferencia

40 - 50 * -1.01593

40 - 60 * -2.53259

50 - 60 * -1.51667

* indica una diferencia significativa.

Conclusion:

Existen evidencias estadisticas con un nivel del 95% de confianza para afirmar que hay diferencias significativas entre
los promedios de las temperaturas de 40 °C y 50 °C, 40 °C y 60 °C, 50 °C y 60 °C al evaluar como factor de calidad al
indice de peroxido.
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ANEXO 27: ANALISIS DE VARIANZA Y DE COMPARACION DE LOS
RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL COEFICIENTE DE EXTINCION K232

Cuadro ANVA
Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura (TRATAMIENTO) 2.66108 2 1.33054 116.97 0.0000

B: Tiempo (BLOQUE) 7.78155 8 0.972694 85.51 0.0000
RESIDUOS 0.796272 70 0.0113753

TOTAL (CORREGIDO) 11.2389 80

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kzz2

con un 95.0% de nivel de confianza.

Prueba simultanea t-Student

Hp: Los promedios entre las temperaturas de 40, 50 y 60 °C son iguales.
Ha: Los promedios son diferentes.

Temperatura | Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
40 27 1.67407 0.0205258 |X
50 27 1.85741 0.0205258 X
60 27 2.11593 0.0205258 X
Contraste | Sig. | Diferencia

40 - 50 * -0.183333

40 - 60 * -0.441852

50 - 60 * -0.258519

* indica una diferencia significativa.
Conclusion:
Existen evidencias estadisticas con un nivel del 95% de confianza para afirmar que hay diferencias significativas entre

los promedios de las temperaturas de 40 °C y 50 °C, 40 °C y 60 °C, 50 °C y 60 °C al evaluar como factor de calidad al
coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kzsz.
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ANEXO 28: ANALISIS DE VARIANZA Y DE COMPARACION DE LOS
RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL COEFICIENTE DE EXTINCION K270

Cuadro ANVA
Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura (TRATAMIENTO) 0.00587008 2 0.00293504 109.10 0.0000

B: Tiempo (BLOQUE) 0.0368059 8 0.00460074 | 171.01 0.0000
RESIDUOS 0.00188324 70 0.0000269034

TOTAL (CORREGIDO) 0.0445592 80

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kz7o

con un 95.0% de nivel de confianza.

Prueba simultanea t-Student

Hp: Los promedios entre las temperaturas de 40, 50 y 60 °C son iguales.
Ha: Los promedios son diferentes.

Temperatura | Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
40 27 0.146704  |0.00099821 |X
50 27 0.157256  10.00099821 X
60 27 0.167556  |0.00099821 X
Contraste | Sig. Diferencia

40 - 50 * -0.0105519

40 - 60 * -0.0208519

50 - 60 * -0.0103

* indica una diferencia significativa.

Conclusion:

Existen evidencias estadisticas con un nivel del 95% de confianza para afirmar que hay diferencias significativas entre
los promedios de las temperaturas de 40 °C y 50 °C, 40 °C y 60 °C, 50 °C y 60 °C al evaluar como factor de calidad al
coeficiente de absorbancia en el ultravioleta kzzo.
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ANEXO 29: ANALISIS DE VARIANZA Y DE COMPARACION DE LOS

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA ACIDEZ LIBRE

Cuadro ANVA
Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura (TRATAMIENTO) 0.429186 2 0.214593 6.41 0.0028

B: Tiempo (BLOQUE) 2.01275 8 0.251593 7.52 0.0000
RESIDUOS 2.34345 70 0.0334778

TOTAL (CORREGIDO) 4,78538 80

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la acidez libre con un 95.0% de nivel de
confianza.

Prueba simultanea t-Student

Hp: Los promedios entre las temperaturas de 40, 50 y 60 °C son iguales.
Ha: Los promedios son diferentes.

Temperatura | Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
40 27 1.44852 0.0352125 |X
50 27 1.47907 0.0352125 |X
60 27 1.61593 0.0352125 X
Contraste | Sig. Diferencia

40 - 50 -0.0305556

40 - 60 * -0.167407

50 - 60 * -0.136852

* indica una diferencia significativa.

Conclusion:
Existen evidencias estadisticas con un nivel del 95% de confianza para afirmar que no hay diferencias significativas

entre los promedios de las temperaturas de 40 °C y 50 °C, mientras que para los promedios de las temperaturas de 40 °C
y 60 °C, 50 °C y 60 °C si hay diferencias significativas al evaluar como factor de calidad a la acidez libre.
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