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“CARACTERIZACION DEL ACEITE OBTENIDO DE LA SEMILLA DE
LA ESPECIE ECUATORIANA Prosopis juliflora”

Autora: Mayra Valeria Villavicencio Velasquez

Tutora: Dra. Tatiana Zamora Zamora, PhD.

Resumen

En este trabajo de investigacion se describen los resultados obtenidos en
la caracterizacion quimica del aceite de la semilla de algarrobo (Prosopis
juliflora), especie que crece en la provincia del Guayas. La caracterizacion
del aceite se realizd por medio de un analisis cromatografico acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS), para el estudio tanto de la fraccion
saponificable como insaponificable. De acuerdo con los resultados se
identifico la presencia de acidos grasos como linoleico (44,92%), oleico
(22,79%), palmitico (12,94%), estearico (6,78%), entre otros; mientras que
para la fraccion insaponificable se detecté la presencia de esteroles como
el stigmasterol (8,30%), beta-sitosterol (18,22%), campesterol (6%),
cicloartenol (4,99%), como los mas abundantes. Asi también, los resultados
de parametros fisicoquimicos permitieron establecer caracteristicas de
calidad del aceite obtenido de la semilla de la especie estudiada.
Adicionalmente, se determind la actividad antioxidante de la semilla del
algarrobo mediante la técnica de DPPH* donde se obtuvo como resultado
0,41 mg de acido galico/g de muestra. Estos datos constituyen una linea
de base sobre la composicion quimica de la especie.

Palabras Claves: Prosopis juliflora, aceite de semilla, 4cidos grasos,
fitoesteroles GC-MS.



"CHARACTERIZATION OF THE OBTAINED OIL FROM THE SEED OF
THE ECUADORIAN SPECIES Prosopis juliflora

Author: Mayra Valeria Villavicencio Velasquez

Advisor: Dra. Tatiana Zamora Zamora, PhD.

Abstract

This research work describes the results obtained in the chemical
characterization of the oil of the carob seed (Prosopis juliflora), a species
that grows in the province of Guayas. The characterization of the oil was
carried out by means of a chromatographic analysis coupled to mass
spectrometry (GC-MS), for the study of both the saponifiable and
unsaponifiable fraction. According to the results, the presence of fatty acids
was identified as linoleic (44.92%), oleic (22.79%), palmitic (12.94%),
stearic (6.78%), among others. While for the unsaponifiable fraction the
presence of sterols such as stigmasterol (8,30%), beta-sitosterol (18,22%),
campesterol (6%), cicloartenol (4,99%), were detected, as the most
abundant. Also, the results of physicochemical parameters enabled us to
establish characteristics of quality of the oil obtained from the seed of the
species studied. Additionally, the antioxidant activity of the carob tree seed
was determined by means of the DPPH™* technique where a sample 0.41
mg of gallic acid / g was obtained as a result. These data constitute a
baseline on the chemical composition of the species.

Keywords: Prosopis juliflora, seed oil, fatty acids, phytosterols, GC-MS.



1.1 INTRODUCCION

El algarrobo (Prosopis) es un arbol cuyos frutos son vainas amarillentas
delgadas que corresponden al 56% del peso total del fruto, el endocarpio
representa un 35% mientras que las semillas un 9%. Las semillas de este
género se encuentran encerradas por un endocarpio duro o carozo, el cual
dificiimente puede ser abierto de forma manual. Segun referencias
bibliograficas consultadas, se detalla en su composicion la presencia de
aminoacidos (acido glutdmico 21,31 g, arginina 14,63 g, 4cido aspartico
8,30 g, leucina 7,51 g, prolina 7,49 g; entre otros.) y acidos grasos como el
linoleico y oleico (Aedo, 2007; Pasiecznik et al., 2001; Prokopiuk, 2004)

El género Prosopis se encuentra ampliamente distribuido en el mundo,
de manera tal que existe de alrededor de 44 especies del presente género
gue remiten importancia economica Yy ecologica para diferentes
comunidades (Bermello & Garcia, 2015; Pasiecznik et al., 2001; Prokopiuk,
2004). Particularmente en Europa es conocido como algarrobo Europeo;
en Ecuador, las especies del género Prosopis (P. pallida y P. juliflora), son
caracteristicas de la region costera del pais, encontrdndose distribuido
geograficamente en las provincias de Esmeraldas, El Oro, Galapagos,

Guayas, Loja y Manabi.

En la actualidad se comercializan en el mercado variedades de
productos elaborados del algarrobo a partir del procesamiento de la pulpa
obteniéndose formulado tipo café, jarabes para reposteria y bebidas
alcohdlicas, entre otros. Mientras que el carozo o endocarpio se utiliza
como aditivo para la elaboracion de alimentos dietéticos y como

biocombustible por su contenido en azlcares.



Por otra parte las semillas son empleadas para la produccion de gomas,
forraje y alimento proteico (Aedo, 2007; Pasiecznik et al., 2001), asi como
se le atribuyen a las mismas, efectos laxante debido a su contenido de

galactomanano y mucilago (Batista et al., 2002).

De acuerdo con la literatura reportada sobre el estudio del aceite de la
semilla del algarrobo se destaca la presencia de compuestos fendlicos,
esteroles y, acidos grasos como el linoleico (39%), oleico (29%) palmitico
(13%) y estearico (10%) en las especies P. alba, P. glandulosa y P. africans
(Pasiecznik et al., 2001). Precisamente debido a su composicién quimica,
se relaciona o justifica los posibles efectos farmacoldgicos que se asocian
a la especie. Por tal motivo nace como iniciativa el desarrollo de este trabajo
de investigacion el cual tiene como finalidad la caracterizacién de la
composicion quimica del aceite de la semilla del algarrobo ecuatoriano
(Prosopis juliflora) mediante el uso, principalmente, de técnicas avanzadas
como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
obtenido a partir de la especie que crece en la provincia del Guayas

(Prosopis juliflora).

.2 PROBLEMA

De acuerdo con los antecedentes recogidos a modo de introduccion, se

establece el planteamiento del problema de investigacion:

¢, Cudl es el rendimiento y la composicién quimica del aceite de la semilla

del algarrobo (Prosopis juliflora) cultivado en la provincia del Guayas?

1.3 HIPOTESIS

El aceite de la semilla del algarrobo ecuatoriano Prosopis juliflora
presenta en su composicion quimica metabolitos secundarios de gran

interés como compuestos fendlicos, esteroles y acidos grasos.



[.4 OBJETIVOS

[.4.1 Objetivo general

» Caracterizar la composicion quimica del aceite obtenido de la semilla
de algarrobo ecuatoriano (Prosopis juliflora).

1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer el rendimiento del aceite de la semilla de algarrobo
(Prosopis juliflora).

2. Determinar las propiedades fisicoquimicas del aceite obtenido a
partir de la semilla del algarrobo (Prosopis juliflora).

3. Identificar los metabolitos presentes en el aceite de la semilla de
algarrobo (Prosopis juliflora) mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.

.5 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La literatura cientifica hace referencia a estudios fitoquimicos de
diferentes variedades de especies del género Prosopis, lo cual incluye a la
juliflora y pallida, propiamente en especies de origen peruano. Las
referencias bibliogréaficas también detallan resultados sobre la presencia de
compuestos fendlicos, esteroles y acidos grasos en semillas o gomas de
algarrobo de las especies P. alba, P. glandulosa, P. africans, entre otras
(Pasiecznik et al., 2001). Sin embargo, no se describen estudios actuales
sobre la investigacién de la composicion quimica del aceite obtenido a partir

de las especies juliflora, e incluso pallida, de origen ecuatoriano.

La importancia de la presencia e identificacion de compuestos fendlicos,
esteroles y acidos grasos en las semillas del algarrobo radica en la

contribucion benéfica para la salud humana al ser incorporados a la dieta.



Estos compuestos quimicos se encuentran ampliamente distribuidos
dentro del reino vegetal presentando propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras; por tal motivo es de gran
interés el estudio e identificacidn de estos compuestos en el algarrobo
ecuatoriano Prosopis juliflora, que permita a futuro el aprovechamiento

de este recurso natural por el valor agregado que le otorga.



1.6 OPERACIONALIZACION

Tabla |. Operacionalizacion

TIPO | VARIABLES | CONCEPTUALIZACION INDICADORES
CG — MS (% area
Composicion quimica de pico)
del aceite obtenido de la Tamizaje
semilla del algarrobo es fitoquimico
Composicion | decir la identificacion de (reacciones
quimica compuestos de interés positivas)
como compuestos indice de
|"'_J fendlicos, acidos grasos Refraccion,
E y esteroles. saponificacion,
2 acidez y yodo.
L Porcentaje de aceite
a obtenido la semilla de
Pros.op.ls juliflora de la Porcentaje de
provincia del guayas a . .
Rendimiento partir de la extraccion acelte, obtenido en
un numero x de
por Soxhlet en las .
. o extracciones.
condiciones analiticas
experimentales
establecidas.
Semillas contenidas en
,"'_J la vaina procedente de
E Semillas del la especie del género Caracteristicas
9 algarrobo Prosopis que crece en el fisicas de la
Iél_J (Prosopis perfil costero del especie (Tamafio,
L juliflora) Ecuador, forma, peso)
2 especificamente de la

provincia del Guayas.

Elaborado por: Autora, 2018




CAPITULO |

MARCO TEORICO

I.1 GENERO Prosopis

Este género, conocido por su nombre comin como algarrobo, posee una
variedad de especies, las cuales se encuentran distribuidas en los distintos
continentes como en América (40), Asia (3) y Africa (1), entre las mas
conocidas se mencionan las siguientes: Prosopis alba, nigra, flexuosa,
chilensis, dominguensis, limensis, grandulosa, africana, pallida, juliflora,
entre otras. Todas las especies de Prosopis son leguminosas arbéreas o
arbustivas, que poseen gran resistencia a la sequia y a la salinidad, ademas
de tener la capacidad de fijar nitrégeno en el suelo (Aedo, 2007; Prokopiuk,
2004).

Segun la literatura revisada, diversos estudios se han realizado en este
género para la evaluacién de su actividad antiinflamatoria, antioxidante,
potencial biofarmacéutico o como bioactivos fitoquimicos, entre otros
(Bhatia, Gupta, & Soni, 2014; Briones, Mufioz, & Maureira, 2011; Busch et
al., 2017; Busch, Kolender, Santagapita, & Buera, 2015; F. Cattaneo et al.,
2016; Florencia Cattaneo et al., 2014; Dhivya et al., 2017; Kolapo et al.,
2009; Lopez et al., 2013; Nwokocha & Williams, 2016; Patil et al., 2016;
Picariello et al., 2017; Quispe et al., 2014).

En Ecuador, de acuerdo con el reporte del Ministerio de Ambiente se
conoce la presencia de 2 especies de Prosopis, es decir la Prosopis pallida
y la Prosopis juliflora como indica (Pasiecznik et al., 2001), las cuales se
encuentran distribuidas geograficamente en mayor proporciéon en el perfil

costero del pais.



Debido a que son arboles cuyo desarrollo es tipico en suelos &ridos y
secos, este género se lo puede encontrar en las provincias de la regién
Costa de Ecuador como: Los Rios, El Oro, Santa Elena, Manabi y Guayas,
ya que estas caracteristicas de terreno son propias de estas zonas. La
literatura consultada también referencia a Loja, Santo Domingo e incluso

Galdpagos (Pasiecznik et al., 2001).

En la Figura 1 se destaca la mencionada ubicacién geografica del

género Prosopis en Ecuador.

GALAPAGOS

Figura 1. Distribucion geografica del género Prosopis en el Ecuador

Elaborado por: Autora, 2018



[.1.1 Fruto del algarrobo

Los frutos del algarrobo son vainas que presentan una coloracion entre
la gama de amarillo — pardo dependiendo de la especie. Poseen forma
delgada y larga cuya pulpa o carnosidad es rica en carbohidratos,
atribuyéndole un caracter dulce a la misma. Dentro del fruto (vaina) o
también llamado algarroba se encuentra un tipo de carozo o bolsa que tiene
la funcion de proteger a las semillas contenidas en €l, igualmente rico en el

contenido de azucares (Aedo, 2007).

En las Figuras 2 y 3 se muestran vainas o frutos de algarrobo, asi como

su composicion fisica interna (carozo y semillas).

VAINAS

Figura 2. Fruto del Prosopis y su composicién

Elaborado por: Autora, 2018



SEMILLA

Figura 3. Fruto maduro (Aspecto interno)
Elaborado por: Autora, 2018

Las semillas son de forma ovoide de color pardo y muy duras,
generalmente de 15 a 30 unidades por fruto, con dimensiones entre 6 a 7
mm de largo, 4 a5 mm de ancho, 2 mm de espesor, y con un peso promedio
de 40 a 45 mg. Estos datos corresponden a valores promedio registrados
en las especies Prosopis chilensis, pallida y juliffora (Aedo, 2007;
Pasiecznik et al., 2001; Prokopiuk, 2004).

Considerando que a partir de la semilla se obtiene la harina del cotiledén;
segun estudios realizados en la especie P. pallida reportan un alto
porcentaje de proteina y aminoacidos esenciales, que al ser comparados
con otras especies como la juliflora presentan resultados similares. A su
vez el contenido de grasa reportado por Jiménez et al. (1977) para la
especie P. pallida es del 7 %, mientras que los acidos grasos encontrados
en el aceite extraido de la misma fueron linoleico (39 %), oleico (29 %),
palmitico (13 %) y esteéarico (10 %). Dichos valores fueron reportados
Ortega et al. (1995) y Becker et al. (1980) para el mesquite (como también
se conoce al algarrobo) y para la especie P. juliflora reportado por
Marangoni y Alli (1988) (Pasiecznik et al., 2001; Prokopiuk, 2004). Al



respecto, en la Tabla Il se detalla la estructura quimica de los &cidos grasos
encontrados en el aceite obtenido de la semilla del Prosopis segun lo

reportado por la literatura consultada.

Tabla Il. Acidos grasos encontrados en el aceite de la semilla del género

Prosopis
0 ]
|| Acido
ch/\/\/\/\/\/\/\/\/\OH OIeICO
0 ;
|| Acido

e VNN NN estearico
H,C OH

H Acido

Hsc/\/\/\/\/\/\/V\OH palmitico

0 )
I ‘Acido
HSO/\/\/\/\/\/\/\/\/\OH linoleico
Fuente: (Yurkanis, 2008)

A modo de ejemplo, en la Tabla Ill se destacan los aminoacidos
esenciales reportados en la semilla del Prosopis pallida y chilensis con sus

respectivos pesos por cada 100 gramos de proteina:
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Tabla Ill. Aminoacidos esenciales presentes en Prosopis pallida y

chilensis.
Aminoacidos (g/ 100 g proteina)
Acido aspartico 8,30
Treonina 2,42
Serina 4,87
Acido glutamico 21,31
Prolina 7,49
Glicina 4,59
Alanina 4,34
Cisteina 1,31
Metionina 0,88
Valina 7,80
Isoleucina 3,09
Leucina 7,51
Tirosina 1,84
Fenilalanina 4,29
Lisina 4,09
Histidina 3,10
Arginina 14,63
Triptéfano 1,37

Fuente: (Aedo, 2007; Pasiecznik et al., 2001; Prokopiuk, 2004)

[.2 PRODUCTOS NATURALES

Dentro del reino vegetal, existe una diversidad de géneros, especies y
variedades de plantas, las mismas que a su vez generan a través de

procesos metabolicos, dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios.

Los metabolitos primarios se encuentran ampliamente distribuidos en los
vegetales, ya que cumplen funciones fundamentales y esenciales en la
fisiologia de la planta, ademéas, a partir de ellos se sintetiza a los
secundarios (Avalos & Pérez-Urria, 2009).
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Los metabolitos secundarios a diferencia de los anteriores tienen una
distribucion muy limitada dentro del reino vegetal, sin embargo, a pesar de
no ser indispensables para la vida de la planta, le confieren propiedades

farmacoldgicas a la misma (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

[.2.1 Metabolitos primarios

Entre los metabolitos primarios tenemos carbohidratos, proteinas,
aminoécidos vy lipidos, los cuales son indispensables para el desarrollo de
la planta y por ello se encuentran en todos los productos de origen vegetal
(Avalos & Pérez-Urria, 2009). Debido a la importancia de los lipidos dentro
del presente trabajo de investigacion se hace referencia de ellos a

continuacion.

[.2.1.1 Lipidos

Como es conocido, los lipidos son biomoléculas heterogéneas poco o
nada solubles en agua, altamente solubles en solventes organicos no
polares, que en su mayoria contienen o se derivan de los acidos grasos.
Se trata de moléculas de naturaleza hidrocarbonada lo cual les proporciona
su propiedad apolar (Yurkanis, 2008).

Los lipidos cumplen diversas funciones dentro del reino vegetal y animal,
entre las mas importantes se puede destacar, como fuente de energia,
regulador metabdlico o como componente estructural de las membranas

celulares, entre otros (Lieberman, et al., 2013).

En tal sentido, muchos procesos bioquimicos en el cuerpo humano
requieren de acidos grasos esenciales que no son sintetizados por el
mismo, convirtiéndose las especies vegetales en las principales fuentes de

aprovisionamiento de estos compuestos (BIONOVA, n.d.).
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A nivel industrial, los lipidos son empleados como materia prima para la
elaboracion de distintos productos como cosméticos, farmacos, lubricantes,

etc (Sanchez, n.d.).

Dentro de la clasificacion de los lipidos se exponen dos grandes grupos:
compuestos saponificables es decir aquellos que contienen acidos grasos;
e insaponificables aquellos que no contienen acidos grasos, aunque
algunos sean derivados de los mismos compuestos (Abo, 2010). En la

Figura 5 se observa la clasificacion general de los lipidos.

- Acilglicéridos
Céridos
4 Fosfoglicéridos

-~ Saponificables Esfingofosfatidos

- Esfingolipidos
Glucoesfingolipidos

Lipidos =

Terpenos

- Insaponificables Esteroides
Icosanoides
Figura 5. Clasificacion de los Lipidos

Elaborado por: Autora, 2018

En los tejidos vegetales, los lipidos se encuentran formando parte de la
estructura de la membrana celular como glicolipidos y fosfolipidos, mientras
qgue los triacilglicéridos constituyen una fuente de reserva energética
(Robinson, 1991). A modo de ejemplo, en la Tabla IV se muestra el

contenido de lipidos en algunos cereales y subproductos.

13



Tabla IV. Contenido de lipidos en cereales

CEREAL CONTENIDO LIPIDICO

(%)
Avena 7

Harina de avena 6,2
Trigo 1,9
Maiz 4.6
Arroz 2,3
Cebada 2,1
Germen de trigo 10,0
Harina integral de maiz 3,9
Almidon de trigo 1,1
Harina de maiz 2,6

Fuente: (Robinson, 1991)

1.2.1.1.1 Acidos grasos

Los &acidos grasos son moléculas organicas compuestas por una cadena
de carbonos e hidrogenos con un grupo metilo (CHs) en un extremo y un
grupo carboxilo (COOH) en el otro. Se conocen dos tipos de &cidos grasos,
los saturados (son aquellos que no presentan dobles enlaces entre sus
atomos de carbonos) e insaturados (cuando contienen dobles enlaces entre
los carbonos) (Lieberman, et al.,, 2013). En la Figura 6 se muestra la
estructura quimica de un acido graso saturado e insaturado y a modo de
ejemplo en la Tabla V se da a conocer el porcentaje de acidos grasos

presentes en aceite de diferentes semillas.
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\\ /OH \\ /OH

H,;C H,;C

(a) (b)

Figura 6. Estructura quimica de acidos grasos saturados (a),
e insaturados (b)

Fuente:(Abo, 2010)

Tabla V. Porcentajes de acidos grasos presentes en aceites de diferentes

semillas segun distintos autores.

Aceite Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico |Linolénico
Colza 4,5 1,4 61,2 23,0 9,9
Girasol 5,4 2,8 26,8 64,9 0,1
Lino 4.4 2,6 20,0 16,3 56,7
Girasol 15,31 65,23 0,21
Soja 21,53 51,65 8,83
Soja 9,6 5,3 26,0 50,5 55
Soja 25,0 51,0
Semilla
de 19,9 2,4 17,1 58,4 0
algodén
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Los &cidos grasos, como ya se conoce, presentan propiedades fisicas
especificas como densidad, isomeria, bipolaridad y punto de fusion; y
guimicas como esterificacion, saponificacion, las cuales van a depender de
su grupo carboxilico. Debido a la importancia de estas dos Ultimas

propiedades mencionadas se describen cada una de ellas:

Esterificacion

La reaccion de esterificacion es aquella que se da entre el grupo
carboxilo de los acidos grasos con los alcoholes dando como resultado

ésteres y agua (Sanchez, n.d.), tal como se presenta a continuacion:

R1-COOH + HOCH2-R2 = R1-COO-CH2-R2 + H20

acido organico alcohol éster agua

Saponificacion

Consiste en la reaccion de los acidos grasos con bases fuertes como
hidréxido sédico (NaOH) o de potasio (KOH), dando lugar a la formacion
sales de acidos grasos (jabones) (Sanchez, n.d.). Dicho proceso de

saponificacion se muestra de la siguiente manera:

R1-COOH + NaOH _— R1-COONa + H20

acido organico hidréxido sédico sal s6dica agua

[.2.1.1.2 Aceites y Grasas

Las grasas y aceites son compuestos formados por ésteres de glicerol y
tres acidos grasos de origen animal o vegetal cominmente llamados

triglicéridos. Los acidos grasos que conforman un triglicérido pueden ser
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iguales o diferentes segun la grasa o aceite, por tanto la naturaleza de estos
compuestos y la cantidad de ellos le confieren caracteristicas diferentes a
las moléculas a temperatura ambiente. El estado liquido de los aceites, o
sélido de las grasas es debido a que, las grasas presentan en su
composicién un mayor contenido de acidos grasos saturados, y los aceites
un alto porcentaje de &cidos grasos insaturados (Yurkanis, 2008). La

reaccion para la formacion de triglicéridos es la siguiente:

CH20H + R1-- COOH CH2-0-CO-R1

CHOH + Rz~ COOH — 3 3.9 + CH -O-CO-R2

CH20H + R3-- COOH CH2-0-CO-Rs

Glicerina Acidos grasos Agua Triglicéridos (grasa o aceite)

[.2.1.1.2.1 Calidad en los aceites y grasas

Debido a la importancia del contenido de lipidos en productos
alimenticios, se han desarrollado una serie de normativas que permiten la
determinacion, regulacién y control del valor nutricional de los productos,
es el caso de la FAO (Food and Agricultural Organization, por sus siglas en
inglés) a través de la aplicacion del Codex Alimentarius, o de la misma
AOAC (Association of Official Analytical Chemists, por sus siglas en inglés),
entre otros, para garantizar la disponibilidad de alimentos inocuos y seguros
para el consumo. En Ecuador, una de las instituciones estatales
encargadas de establecer los criterios de calidad de productos de origen

vegetal es el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN).

En el caso de aceites y grasas, los protocolos de calidad consideran tres
tipos de parametros basados en analisis sensoriales, analisis fisicos y

analisis quimicos (Soto, 2011), tal como se destaca en la Tabla VI:
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Tabla VI. Control de calidad de los aceites

ANALISIS , . ] ]
ANALISIS FISICOS | ANALISIS QUIMICOS
SENSORIAL
1. Indice de acidez
' 2. Indice de
1. Densidad o
1. Olor . . saponificacion
2. Viscosidad . i
2. Sabor . 3. Indice de éster
3. Indice de o
3. Color . 4. Indice de yodo
o refraccion o
4. Apariencia - 5. Indice de
4. Punto de fusion o
peréxidos
6. Insaponificables

Fuente: (Soto, 2011)

e Andlisis Sensorial: Se determina a través de los sentidos del gusto,
olfato, vista y tacto.

e Andlisis Fisicos: Se fundamentan en el uso de un instrumento, aparato
0 equipo como el picnémetro, viscosimetro, refractometro, fusiémetro,
entre otros.

e Andlisis Quimicos: Se fundamentan en el desarrollo de reacciones
quimicas, que pueden recurrir a la aplicacién de técnicas volumétricas

para su cuantificacion.

En la actualidad, varios analisis basados en la aplicacion de métodos
clasicos para la caracterizaciéon de aceites y grasas han sido sustituidos
debido al desarrollo de técnicas instrumentales que proporcionan datos
precisos y/o mas selectivos como por ejemplo la determinacién de perfiles

de &cidos grasos mediante cromatografia de gases.
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|.2.2 Metabolitos secundarios

Estos compuestos se producen a partir de procesos metabolicos de los
denominados “metabolitos primarios”, en donde dichos procesos
bioquimicos responden también a las diferentes condiciones ecoldgicas en
las que se desarrollan las plantas, como la climatologia del area o las
caracteristicas del terreno. De ahi que, ciertos metabolitos secundarios se
manifiestan en mayor o menor cantidad, caracterizando a los géneros y/o
especies vegetales. En esta categoria se encuentran los alcaloides,
taninos, fenoles, flavonoides, terpenoides, esteroides, cumarinas,
saponinas, etc (Avalos & Pérez-Urria, 2009). A continuacion se hace

referencia a los esteroles debido a los propdésitos de investigacion.

[.2.2.1 Esteroles

Los esteroles vegetales, también llamados fitoesteroles o fitoestanoles,
son compuestos, similares al colesterol (derivados del ciclopentano
perhidrofenantreno) que se encuentran presente de manera natural en
plantas, generalmente en aceites vegetales, legumbres, cereales y frutos
secos en bajas proporciones (Méndez, 2013; Mufoz, Alvarado-Ortiz, &
Encina, 2011; Palou et al., 2005).

Estos compuestos tienen efecto hipocolesterolémico, reduciendo
significativa y selectivamente al colesterol “malo” o HDL (High density
lipoprotein), ya que inhiben su absorcién en el intestino; ademas actuan
como precursor para la sintesis de hormonas, acidos biliares y vitamina D.
Sin embargo, el cuerpo humano no puede sintetizar estos beneficiosos
fitoesteroles, por lo cual se recomienda la ingesta de los mismos a partir del
consumo de alimentos vegetales (Méndez, 2013; Mufioz et al., 2011; Palou
et al., 2005).
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Los fitoesteroles se encuentran en mayor proporcibn que los
fitoestanoles (Palou et al., 2005) ; a modo de ejemplo, en la siguiente Tabla

VIl se muestran dichos compuestos respectivamente.

Tabla VII. Fitoesteroles y fitoestanoles mas comunes.

Fitoesteroles

Stigmasterol

j - Sitosterol

Campesterol
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Fitoestanoles

H3C

B - Sitostanol

Campestanol

Fuente: (Méndez, 2013; Mufioz et al., 2011; Palou et al., 2005)

Elaborado por: Autora, 2018

1.3 CROMATOGRAFIA

Hoy en dia la cromatografia, forma parte principal en el andlisis de
distintos compuestos, en diversas matrices y en diferentes areas de
aplicacion, entre las que podemos mencionar la industria farmacéutica,
agroquimica, alimentos, petréleo, calidad de aguas, etc. Debido a que es
una técnica altamente eficaz permite la separacién, identificacion y
cuantificacion de distintos compuestos segun las condiciones analiticas
establecidas (Saari et al., 2007; Saari et al., 2008; Fernandez-varela et al.,
2009; Saari et al., 2010; Wang, et al., 2010; Zubair et al., 2015).

De acuerdo con la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC, por sus siglas en inglés) la cromatografia es un método fisico de

separacion en el cual los componentes a ser separados son distribuidos
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entre dos fases, una de las cuales es estacionaria mientras la otra se mueve
en una direccion definida. Los componentes son separados por sus
diferentes tazas de migracion (Guntuzweiny, 2000). La clasificacibn mas
frecuente o general en cromatografia depende del tipo de fase mdvil, en
este sentido la cromatografia de gases emplea como fase movil un gas, es

decir el denominado gas portador (Linde, n.d).

[.3.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica analitica que permite separar
mezclas de compuestos facilmente volatilizables y térmicamente estables
en sus componentes individuales. La separacion se lleva a cabo por una
combinacion de factores que incluyen el punto de ebullicién, polaridad y
diferencias de afinidad entre los componentes de la muestra y la columna
utilizada (Wilson y Klee, 1997).

Dentro de la instrumentacidn cabe destacar sus componentes
funcionales e indispensables tales como: el inyector, columnas

cromatograficas, y detectores, ademas de la mencionada fase mavil.

1.3.2 Columnas

La fase estacionaria, uno de los factores responsable de la separacion
cromatografica, reposa sobre un tubo de silice que constituye la columna

cromatografica (Heftmann, 2004).

Para el analisis del perfil lipidico en los aceites se emplean
generalmente dos tipos de columnas: empacadas o capilares, siempre
que su fase estacionaria sea polar (polietilenglicol y cianopropilsilicona).
A pesar de que las columnas empacadas han sido ampliamente

utilizadas, se ven reemplazadas por el uso de las capilares. Estas son
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columnas mas largas y estrechas, fabricadas de silice fundida (SiO2) y
recubiertas por una poliamida capaz de resistir altas temperaturas, ademas
ademas de proporcionarle una adecuada flexibilidad. En este tipo de
columnas, por lo general, la fase estacionaria es una pelicula liquida y
delgada inmovilizada en un soporte inerte. Las propiedades que debe
cumplir la fase estacionaria son: baja volatilidad, estabilidad térmica
(elevado punto de ebullicion, al menos 100°C por encima de la temperatura
de trabajo) e inercia. Estas caracteristicas ofrecen mayor resolucién, mayor
rapidez de analisis y mayor sensibilidad que las columnas empacadas
(Heftmann, 2004).

El tiempo que tarda un compuesto en pasar a través de una columna
especifica es llamado tiempo de retencién, siendo caracteristico de un
compuesto especifico bajo pardmetros experimentales previamente
optimizados y establecidos. A medida que los componentes separados
fluyen a través de la columna, estos pueden ser detectados. En definitiva
la sefal que proporciona el detector es proporcional a la cantidad del
compuesto presente en la muestra objeto del analisis (Skoog, Holler, &
Crouch, 2008).

[.3.3 Detectores

Los detectores son dispositivos que indican y miden los solutos en la
corriente del gas portador, convirtiendo una sefial no medible directamente
en una sefial relativa a una propiedad fisica. Esta sefial es elaborada por
una comparacion entre el gas portador puro y el mismo gas llevando cada
uno de los componentes de la muestra previamente separados en la
columna, esto es traducido en una sefal eléctrica que es amplificada y

registrada al momento de salir de la columna (Jennings, 1987).
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Un buen detector es altamente sensible (sensibilidad), tiene una
respuesta lineal (linealidad) sobre un amplio rango de concentracion y
es relativamente insensible a variaciones de flujo y temperatura (rango

dinamico lineal) (Olguin & Rodriguez, 2004).

Los detectores de cromatografia en general, pueden ser clasificados
por (Dabrio, 1971):

e Grado de selectividad: universales que responden a la mayoria de
los solutos; especificos-selectivos con respuesta a un grupo
particular de sustancias.

¢ Recuperacion de la muestra: en referencia a si la muestra es
destruida o no.

e Modo de respuesta: dependientes de flujo de masa (cantidad de
soluto independientemente de la cantidad de gas portador);
dependientes de concentracion (cantidad de soluto por unidad de
volumen de gas portador).

e Proceso de deteccién: ionizacion; Optico-espectroscopico;

electroquimico.

Los detectores mas ampliamente utilizados en cromatografia de
gases son el detector de conductividad térmica (TCD?Y) y el detector de
ionizacion de flama (FID?), ambos conocidos como detectores
universales porque permiten la deteccion de la mayoria de compuestos
organicos (Dabrio, 1971). En algunos casos es preciso el uso de
detectores selectivos que confieren resultados inequivocos y altamente
sensibles, como por ejemplo, espectrometros de masas acoplados a

sistemas de separacion cromatografica.

L TCD: Thermal conductivity detector.
2 FID: Flame ionization detector.
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[.3.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Durante los Ultimos veinte afios la espectrometria de masas (MS?) y la
cromatografia de gases (GC* han demostrado repetidamente, en gran
namero de laboratorios en todo el mundo, su versatilidad como métodos
analiticos para la determinacion estructural y separacion de compuestos
organicos. Ambas técnicas han alcanzado un alto grado de desarrollo en
sus diversas facetas practicas, habiéndose convertido respectivamente e
independientemente en dos métodos analiticos en los que se conjuntan una

gran rapidez, sensibilidad y poder resolutivo (Baquero, 2006).

Aunque en la practica hasta 1957, la cromatografia de gases y la
espectrometria de masas avanzaron por caminos diferentes pero paralelos
en el campo del andlisis organico, gracias al gran potencial demostrado por
los primeros intentos de combinacion y a su rapido desarrollo, en la
actualidad la combinacion directa de ambas se reconoce como uno de los
sistemas mas eficaces a disposicion del quimico analista para el estudio e
identificacion de mezclas complejas de productos organicos (Cafada,
2011).

Tal como se ha mencionado, la cromatografia de gases es una técnica
separativa que permite la separacion de mezclas muy complejas. Pero una
vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes
individuales de una muestra problema, el Unico dato que disponemos para
la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencién de los
correspondientes picos cromatograficos generados. Este dato no es
suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando
analizamos muestras con un nimero elevado de componentes (De la Cruz,
2011; Gimeénez, 2012; Huetos, 2009; Mendieta, 2009; Olguin & Rodriguez,

2004). En ese sentido, los sistemas de espectrometria de masas

3 MS: Mass spectrometry.
4 GC: Gas chromatography.
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proporcionan una informacion adicional a partir de la generacion del
respectivo espectro de masas de cada molécula separada y detectada por
MS.

El acoplamiento de los sistemas GC-MS es factible a través de las
denominadas interfases que facilitan el ingreso de los compuestos
separados mediante cromatografia hacia el espectrometro de masas. Al
respecto, la capacidad de cada interfase en MS es fundamental para
asegurar el ingreso de la muestra y proporcionar informacioén util para la
determinacion y confirmacion de los analitos a partir de la informacion
estructural que pueden proporcionar los espectros de masas de dichos

compuestos (Zamora, 2004).

Diversas técnicas de ionizacion son utilizadas en GC-MS, en la que
destaca la ionizacion por impacto electronico como la técnica mas
frecuentemente utilizada, siendo la que permite la ionizacion vy
fragmentacién de la molécula en estudio, proporcionando ademas, iones
moleculares e iones de fragmentacién caracteristicos para cada compuesto
(Zamora, 2004).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion que se utilizo para el desarrollo de este proyecto
se basa en una investigacion experimental y descriptiva sobre la
composicion quimica del aceite de la semilla del algarrobo (Prosopis

juliflora).

1.2 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

[1.2.1 Equipos

e Balanza analitica marca OHAUS AX224/E

e Refractbmetro marca Thermo Scientific 334610

e Espectrofotbmetro marca Shimadzu

e Cromatografo de gases marca Agilent modelo 7890A 6C, con
detector de espectrometria de masas (fuente de ionizacién por
impacto electronico y analizador de simple cuadruplo) marca Agilent,
modelo 5975C MSD

1.2.2 Aparatos

e Molino marca KIMAX
e Estufa marca BIOBASE modelo BOV-V125F
e Rotaevaporador marca KIMAX

e Plato de calentamiento marca IKA
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11.2.3 Materiales

e Matraces aforados (25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml)

Pipetas volumétricas (2 ml, 5 ml, 10 ml)
e Espatula

e Tubos de ensayo

e Probetas graduadas (100 ml)

e Matraces Erlenmeyer (25 ml, 50 ml)

e Sistema soxhlet

e Embudos para filtracion

e Pipetas Pasteur

e Viales

e Dedales de celulosa

e Termdémetro

I1.2.4 Reactivos

En la Tabla VIII, se enlistan los reactivos que fueron usados para cada

uno de los ensayos respectivos:

Tabla VIII. Tabla de reactivos

ANALISIS REACTIVOS
1. Solucién alcohélica de hidréxido
INDICE DE de potasio (0.5 N)

SAPONIFICACION Acido Clorhidrico (0.5 N)
Fenolftaleina al 1 %
Cloroformo

Solucion de Wijs (Merck)*
Solucién de yoduro de potasio al
INDICE DE YODO 15 %

Agua destilada

Tiosulfato de sodio (0.1 N)
Almidon al 1 %

Alcohol

Eter

WNPwD

INDICE DE ACIDEZ

A
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Fenolftaleina al 1 %
Hidroxido de sodio (0.1 N)

INDICE DE
REFRACCION

Alcohol
Eter

EXTRACCION

Hexano

DETECCION UV-VIS
FENOLES

3.

N EIRIN R W

Acido Gélico (Sigma)*
DPPH (Sigma)*
Etanol

PERFIL LIPIDICO

Fraccion saponificable

1.
2.
3.

Hexano
Metanol
Hidréxido de sodio

Fraccion insaponificable

1.

2.

Solucién alcohdlica de hidréxido

de potasio (0.5 N)
Eter de petroleo

*Se colocd como referencia la marca de ciertos reactivos caracteristicos en

los distintos ensayos, con el objetivo de que sirva como base para estudios

gue necesiten replicar los distintos analisis.

1.3 MUESTRAS

Este estudio se realizé en las semillas de algarrobo ecuatoriano, especie
Prosopis juliflora, recolectadas en la provincia del Guayas en los meses de
octubre y noviembre de 2017, en la zona préxima al Estero Salado en la

Universidad de Guayaquil.

Para el correspondiente estudio del aceite obtenido a partir de la semilla
del algarrobo se procedié conforme a la siguiente secuencia de ensayos,

prevista en el disefio experimental de este trabajo de titulacion; vy

procurando el andlisis integral de la semilla:
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Medicién de las semillas
Determinacion de Humedad (harina del cotiledén)
Preparacion de las Muestras (secado Y trituracion)

Tamizaje Fitoquimico

ok~ w0 e

Determinacion antioxidante: Determinacion de polifenoles
(UV-VIS)

Obtencion del aceite (Extraccion soxhlet)

o

Ensayos Fisicoquimicos del aceite

8. Analisis cromatografico del aceite

11.3.1 Medicién de las semillas

Las semillas fueron separadas del carozo y luego se procedio a
medir el largo y ancho de 50 unidades, asi como también se determiné el

peso de cada una de ellas para obtener un valor promedio (Anexo I).

11.3.2 Determinacién del contenido de humedad

El método que se utilizé para esta determinacion fue el gravimétrico el
cual consisti6 en pesar 1 g de la muestra triturada en una capsula de
porcelana secay previamente tarada, posteriormente se coloco en la estufa
a 50 °C durante 5 h, luego de que haya transcurrido el tiempo establecido,
la capsula se transfiri6 a un desecador para el debido enfriamiento y
posterior pesado. Se volvioé a colocar la capsula nuevamente en la estufa
por otra hora adicional, se coloco en el desecador y se volvio a pesar, este
procedimiento se realiz6 hasta obtener peso constante (Anexo Il). Se

calcul6 el contenido de humedad con la siguiente férmula:

(yH_(Pl—PO)—(PZ—PO)XwO
on T P1— PO
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Dénde:

% H: Porcentaje de Humedad por desecacion (%)
Po: Peso de la Capsula vacia (g)
P1: Peso de la Capsula + Muestra (g)

P2: Peso de la Capsula + Muestra (luego de la desecacion)

[1.3.3 Preparacion de las muestras

Para la obtencion del aceite (Anexo Ill) se preciso la preparacion de las

muestras una vez recolectadas, como se detalla a continuacion:

v Limpiar las vainas del algarrobo recolectadas.

v' Secar las vainas en la estufa de calentamiento a una
temperatura de 40 °C.

v Triturar las vainas secas de manera controlada para
facilitar la separacion de las semillas y carozo de la vaina.

v' Secar las semillas hasta peso constante a temperatura de
40 °C

v' Triturar las semillas secas.

[1.3.4 Tamizaje Fitoquimico

Para tener un conocimiento preliminar cualitativo de los metabolitos
presentes en la semilla del algarrobo, se procedi6 a realizar un tamizaje
fitoquimico en extractos obtenidos de la maceracion individual con
diferentes solventes. Los ensayos del screening fitoquimico aplicado en
este caso se basé en la metodologia propuesta por Miranda y Cuellar
(Vidaurre et al., 2006).

Preparacion de extractos: Se peso 25 g de la muestra (seca y triturada)

se le agreg6 75 ml de éter y se dejé macerar por 48 horas a temperatura
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ambiente, luego de transcurrido el tiempo establecido se procedio a filtrar
obteniendo el extracto etéreo, posteriormente a la muestra ya filtrada se le
coloca 75 ml de etanol y se la deja macerar nuevamente en las mismas
condiciones (48 horas y a temperatura ambiente), se volvié a filtrar
obteniendo el extracto etandlico y por ultimo a la muestra que ya se filtré se
le coloca 75 ml de agua y se la dejo macerar por 24 horas a temperatura
ambiente, se filtro y se obtuvo el extracto acuoso, luego de que se obtuvo
los tres extractos se procedié a realizar cada una de las pruebas
correspondientes a cada extracto como se muestra a continuacion en la
Tabla IX y los resultados obtenidos en cada ensayo se evidencian en el

Anexo V.

Tabla IX. Ensayos fitoquimicos en diferentes extractos de semilla de
Prosopis juliflora.

Extracto Etéreo Extracto Etanolico Extracto Acuoso
1. Dragendorff 1. Dragendorff

2. Mayer 2. Mayer

1. Dragendorff 3. Wagner 3. Wagner

2. Mayer 4. Liebermann- 4. Fehlling

3. Wagner Burchard 5. Shinoda

4. Liebermann- 5. Fehlling 6. Cloruro

Burchard 6. Shinoda Férrico

5. Baljet 7. Cloruro Férrico 7. Espuma
8. Espuma 8. Borntrager

[1.3.5 Determinacion de la capacidad antioxidante “in vitro” por el
método de DPPH (a, a-DiPhenyl-B-PicrylHydrazyl).

Curva de calibrado

Procedimiento: Se pes6 2,5 mg de acido galico y se lo llevé a un
volumen de 50 mL con etanol en un matraz volumeétrico, luego se realizaron
5 diluciones a diferentes concentraciones y se las llevo a un volumen de 10
mL con etanol, después se pes6 3 mg de DPPH* y se lo llevé a un volumen

de 50 mL con etanol en un matraz volumétrico. Se realizaron las
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respectivas lecturas a 517 nm en el espectrofotometro UV, siendo el etanol
el blanco, y posteriormente se realiz6 la curva de calibracion del &cido

galico.

Muestra

Procedimiento: Se evapord, mediante rotaevaporador, el extracto
alcoholico de la muestra obtenido a partir de la maceracion de la misma
con etanol (25 g en 75 ml), luego se pes6 10 mg de muestra y se la diluy6
con etanol a un volumen de 10 mL en matraz volumétrico y se realizo la
lectura a 517 nm en espectrofotometro UV (Cruzado, Pastor, Castro, &
Cedrén, 2013).

Soluciones patron

Se preparé una solucion stock de acido galico equivalente a 50 mg/L y
de la cual se realizaron 5 diluciones para la curva, esto es 5, 10, 15, 20, 25

mg/L, ademas del blanco con una concentracion equivalente a 0 mg/L.

[1.3.6 Obtencion del aceite
— Extraccion Soxhlet: Se pesaron 80 g de las semillas y se colocaron
en un dedal de celulosa. En un balén volumétrico se adicion6 150
mL de hexano, se monto el equipo de Soxhlet, conectando el sifén
al balén y al condensador. Se aplicé calentamiento sobre los 60 °C
para favorecer el reflujo, manteniéndose el sistema por 5 horas
(Anexo V).

Se calculo el rendimiento del extracto obtenido con respecto al material
vegetal empleado, considerando el peso seco de muestra y aplicando la

siguiente formula:
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Cantidad de extracto obtenido

% Rendimiento — 100
70 Rendimiento Cantidad de material vegetal empleado i

[1.3.7 Analisis de las propiedades fisicoquimicas del aceite

[11.3.7.1 indice de refraccion — NTE INEN 42

Segun la Norma INEN 0042 el indice de refraccion es la relacion entre la
velocidad de la luz a una longitud de onda definida en el vacio y la velocidad
de la luz en el medio (INEN, 2013).

Procedimiento: En primer lugar se limpié la lente (prisma) con etanol,
luego se colocaron 2 gotas sobre el prisma y se realizaron las respectivas

mediciones a 28 °C. Se realizaron 3 mediciones en el refractémetro.

11.3.7.2 indice de saponificacion (indice de Koettstorfer) — NTE INEN 40

Segun la Norma INEN 0040 el indice de saponificacion es la cantidad de
hidroxido potasico, en miligramos, necesario para saponificar 1 g de grasa
(INEN, 2013).

Procedimiento: Se pes6 1 g de aceite en un tubo de ensayo, luego se
adicionaron 10 mL de KOH 0.5 N y se llevo a ebullicion por 30 minutos.
Posteriormente se dejé enfriar el sistema, se agregd 1 mL del indicador
fenolftaleina y se titul6 con HCI 0.5 N. Este procedimiento se realizé por
triplicado. Finalmente, se calculé el indice de saponificacion con la siguiente

formula:

561 (Vi - V)N
b= m
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Dénde:

i: indice de saponificacion

V1: Volumen consumido por el blanco
V2: Volumen consumido por la muestra
N: Normalidad del HCI

m: masa de la muestra

1.3.7.3 indice de yodo (método de Wijs) — NTE INEN ISO 37

Segun la Norma INEN 0037 el indice de yodo es una medida del grado
medio de insaturacion de ciertas sustancias organicas, expresado como
centigramos de yodo absorbidos, bajo condiciones determinadas, por cada

gramo de sustancia.

Procedimiento: Se peso 0.25 g de aceite en una fiola, se le agregaron 10
mL de cloroformo para disolver la grasa, posteriormente se le agrego 10 ml
de la solucion de Wijs y se dejé reposar por 30 minutos (sin luz), agitando
ocasionalmente, luego se afadi6 5 ml de Kl al 15% y se agito
vigorosamente, se agregaron 100 mL de agua destilada, se agregd 1 mL
del indicador de almidon al 1%, y se procedio a titular con tiosulfato de sodio
0.1 N hasta perdida del color azul. Este procedimiento se realizé por

triplicado. A efectos del célculo respectivo se utilizo la siguiente formula:

12,69 (V = V)N
1 =

m

Dénde:

i indice de yodo

V: Volumen consumido por el blanco
V1: Volumen consumido por la muestra
N: Normalidad del HCI

m: masa de la muestra
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[1.3.7.4 Indice de acidez — NTE INEN 38

Segun la Norma INEN 0038 el indice de acidez es el nimero de miligramos
de hidroxido de potasio requeridos para neutralizar los acidos grasos libres

contenidos en 1 g de grasa o aceite.

Procedimiento: Se peso6 1 g de aceite en un matraz Erlenmeyer, se agrego
20 mL de una mezcla neutralizada de alcohol — éter (1:1), posteriormente
se adicion6 1 mL de fenolftaleina y se procedio a titular con una solucion
0,1 N de hidroxido de sodio hasta coloracion rosada. Este procedimiento se
efectud por triplicado; y para el célculo respectivo se utilizd la siguiente

formula:

561 XV XN
=

m

Doénde:

i indice de acidez

V: Volumen consumido por la muestra
N: Normalidad del NaOH

m: masa de la muestra

[1.3.8 Determinacion cromatogréfica

Para el analisis de la composicion quimica de los extractos
insaponificable y saponificable, se realizé la respectiva determinacion
cromatografica mediante un cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas con fuente de ionizacién por impacto electrénico
(70 eV), y analizador de simple cuadrupolo, en modo de trabajo full-scan.
Para el analisis de la fraccion saponificable se llevo a cabo, de manera
preliminar, la metilacion del aceite; ello para facilitar la identificacion de los

acidos grasos metilados.
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[1.3.8.1 Fraccion saponificable

Preparacion de la muestra para analisis de 4cidos grasos

A una alicuota de 150 uL del aceite, se agregd 2 mL de hexano y se
procedio a agitar vigorosamente. Luego se adicioné 1 mL de una solucion
de metanol — hidréxido de sodio (2 M) y se agitd nuevamente mediante
vortex. Se agrego 1 mL de hexanoy se llevé a calentamiento en bafio maria
por 6 min, observandose la separacion de dos fases. La fase hexanica fue
traspasada a un vial para su posterior inyeccion y analisis en el sistema
GC-MS.

Condiciones cromatograficas

e Gas de arrastre: He

e Flujo: 1 mL/min

e Volumen de inyeccion: 1 pL

¢ Inyeccion en Modo: Split (50:1)

e Temperatura del inyector: 250 °C

e Columna DB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

e Temperatura del horno: 150 °C (4 min), 2 °C/min hasta 250 °C (4 min)
e Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C

e Detector: Espectrofotometro de Masas

¢ Fuente de ionizacion por impacto electronico: 70 eV, 230 °C
e Analizador de simple cuadrupolo: 150 °C

e Adquisicion de masas en full-scan: 50 — 550 m/z

e Fotomultiplicador: 1682 V
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[1.3.8.2 Fraccion insaponificable

Preparacion de la muestra

Se peso 1 g de la muestra en un tubo de ensayo y se agregé 10 mL de
solucién alcohdlica de KOH (0,5 N) y se colocd en un bafio maria por 30
min, se dejo enfriar. El extracto se llevé a un embudo de decantacion para
realizar 3 lavados con éter, y posteriormente suficiente numero de lavados
con etanol a la fraccion etérea hasta comprobacion de decoloracién del

extracto al adicionar una gota de fenolftaleina.

Condiciones cromatograficas

e Gas de arrastre: He

e Flujo: 1,2 mL/min

e Volumen de inyeccion: 2 uL

e Inyeccién en Modo: Splitless

e Temperatura del inyector: 250 °C

e Columna DB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

e Temperatura del horno: 70 °C (2 min), 5 °C/min hasta 300 °C (6 min)
e Temperatura de la linea de transferencia: 300 °C

e Detector: Espectrofotdmetro de Masas

e [Fuente de ionizacion por impacto electrénico: 70 eV, 230 °C
e Analizador de simple cuadrupolo: 150 °C

e Adquisicion de masas en full-scan: 50 — 550 m/z

e Fotomultiplicador: 2012 V
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

[11.1 MEDICIONES DE LAS SEMILLAS

De acuerdo a las caracteristicas fisicas medidas, los valores obtenidos de
longitud, anchura y peso de las semillas de algarrobo se describen en el
Anexo |. En la Tabla X se da a conocer el valor promedio de la medicién de
las 50 unidades analizadas; siendo 0,66 cm de largo, 0,39 cm de ancho y
0,05 g de Peso. Estos datos se asemejan a los reportados por Pasiecznik
et al., (2001), Prokopiuk (2004) y Aedo (2007) en las especies pallida,
juliflora'y chilensis.

Tabla X. Caracteristicas fisicas (largo, ancho y peso) de las semillas de
Prosopis juliflora

Largo (cm) Ancho (cm) Peso (g)
Promedio | 0,66 0,39 0,05
CV 1 0,8% 1,25 % 1%

Elaborado por: Autora, 2018

l11.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

El porcentaje de contenido de humedad determinado por el método
gravimétrico fue de 5,69 % con un coeficiente de variacion de 0,01, tal como
se indica en la Tabla Xl. Estos datos son superiores a los reportado por
Aedo (2007) en semillas de la especie P. chiilensis con un valor promedio
del 3,1%. Podemos considerar que los valores obtenidos estan asociados
con las condiciones ambientales de la zona y la época de recoleccién en la

gue fueron tomadas las muestras.
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Tabla XI. Porcentaje de humedad de las semillas de Prosopis juliflora

# PesodelaMuestra(g) % Humedad

1 1,0014 5,74
2 1,0013 5,62
3 1,0009 571
Promedio 5,69

CV % 0,01

Elaborado por: Autora, 2018

111.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico en los diferentes
extractos se describen en la Tabla Xll, destacandose la presencia de
metabolitos como alcaloides en el extracto acuoso con resultados positivos

en las tres reacciones caracteristicas ensayadas para estos compuestos.

En el extracto etéreo se evidenciaron resultados positivos para la
identificacion de esteroles, debido a la coloracion verde oscura obtenida en

la reaccidn tipica Lieberman-Buchard.

Asi también, la reaccion positiva de Sudan confirmo la presencia de acidos

grasos, caracteristicamente en los extractos etéreo y alcohdlico.

De acuerdo con los resultados alcanzados, se confirmo cualitativamente, el
contenido de estos compuestos en correspondencia con lo registrado en
las referencias bibliograficas revisadas (Aedo, 2007; Pasiecznik et al.,
2001; Prokopiuk, 2004), sin especificar en este punto las moléculas
especificas dentro del grupo de compuestos reportados.
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Tabla XIlI. Resultados del tamizaje fitoquimico en semillas de Prosopis

juliflora
EXTRACTOS
ENSAYOS METABOLITOS  “c1¢REO ALCOHOLICO ACUOSO
Dragendorff + - ++
Mayer Alcaloides - - ++
Wagner - - ++
Baljet Lactonas - - N/A
Borntrager Paraqumonas y - - N/A
antraquinonas
Lieberman- Esteroles
burchard triterpenog * i A
Fehlling Azucares N/A - -
Espuma Saponinas N/A - -
Cloruro férrico | Fenoles y taninos N/A - -
Sudan Acidos grasos + + +
Shinoda Flavonoides N/A - -

N/A: No aplica al extracto
Reacciones positivas:(+) 6 (+) Opalescencia (++) Turbidez (+++) Precipitado
Reaccion negativa: (-)

Elaborado por: Autora, 2018

1.4 DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para la determinacion de la capacidad antioxidante (in vitro),
preliminarmente, se realiz6 una curva de calibrado de la solucién patron de
acido galico en funcion de la concentracién del radical (DPPH) como se
indica en el Gréafico 1. En este caso, se obtuvo una linealidad del orden de
0,9995 por su coeficiente de correlacion (R), y la respectiva ecuacion de la
recta, a partir de la cual se obtuvo como concentracién en la muestra real,
un valor de 4,14 % de acido galico/100 g de muestra 6 0,414 mg de acido
géalico/g de muestra. Este resultado representa un porcentaje de inhibicién
con respecto al DPPH™* del 5,35 % descrito en la Tabla Xlll. Cabe destacar
gue esta informacién no pudo ser contrastada con valores obtenidos por

otros investigadores en especies del género Prosopis.
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Tabla XIll. Resultados de la determinacién de la capacidad antioxidante

del extracto alcohdlico de la semilla de Prosopis juliflora

% DE % DE ACIDO
. (Y p
MUESTRA  CONCENTRACION , GALICO/100 G
INHIBICION
DE MUESTRA
ALGARROBO 1,00 mg/ml 5,35 % 4,14

Elaborado por: Autora, 2018
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Gréfico 1. Curva de calibrado de acido galico en funcion de la
concentracion de DPPH™* y la respectiva interpolacion de la concentraciéon

de la muestra

A partir de los datos obtenidos se evidencia un bajo contenido de
polifenoles en las semillas del algarrobo; estos datos respaldan los
resultados del andlisis cualitativo realizado mediante el tamizaje
fitoquimico, en donde se observo una reaccién negativa para este tipo de

compuestos.
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1.5 RENDIMIENTO DE ACEITE

El rendimiento obtenido del aceite de la semilla de la Prosopis juliflora
estudiado da como resultado un valor promedio de 2,60% con un
coeficiente de variacion de 3,87 %, en base al numero de réplicas
ensayadas (8); estos datos se detallan en la Tabla XIV. Cabe destacar que
no se encontraron referencias bibliograficas que describan el rendimiento
en alguna de las especies del género Prosopis. A modo de ejemplo, se
puede mencionar valores obtenidos en otro tipo de semillas como es el
caso de semilla de girasol con un rendimiento de 0,7 % y semillas de soja
con 0,5 %.

Tabla XIV. Rendimiento del aceite de la semilla de Prosopis juliflora

# PesodelaMuestra(g) % Rendimiento
1 80 2,56
2 90 2,76
3 80 2,55
4 80 2,55
5 80 2,55
6 73 2,56
7 90 2,76
8 82 2,50
Promedio 2,60
CV % 3,87

Elaborado por: Autora, 2018
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1.6 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

[11.6.1 indice de refraccion

Los resultados para el indice de refraccion del aceite de algarrobo, se
muestran en la Tabla XV, habiendo obtenido un valor promedio de 1,472
con un CV de 0,1 %. Al no existir antecedentes registrados por parte de
otros autores sobre valores del indice de refraccion en aceite de algarrobo
de ninguna especie de este género, se hace referencia a valores reportados
para otro tipo de semillas, como por ejemplo: aceite de mani (1,460 -1,465);
aceite de coco (1,448 —1,450); aceite de palma (1,454 -1,456) (Soto, 2011).
Los valores encontrados pueden constituir un patron de referencia que

denota la pureza del aceite de semilla de algarrobo.

Tabla XV. Resultados de indice de refraccidon en aceite de semillas de

Prosopis juliflora

Lecturas indice de refraccion

1 | 1,471

2 | 1,474

3 | 1,472

Promedio | 1,472
CV% | 0,1

Elaborado por: Autora, 2018

111.6.2 indice de saponificacion

En la Tabla XVI, se describen los resultados obtenidos en los ensayos
de indice de saponificacion para el aceite de algarrobo, obteniendo como
resultado para un total de 3 réplicas un promedio de 524,45 mg con un CV
de 0,32%; mientras que para otros aceites vegetales como el aceite de coco
se reportan valores de 248-265 mg de hidréxido por cada gramo de aceite;

0 244-255 mg para la estearina de almendra de palma.
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Tabla XVI. Resultados de indice de saponificacion en aceite de semillas
de Prosopis juliflora

# Peso de la muestra indice de
(9) saponificacion (mg
KOH/g aceite)

1 | 1,01 522,56
2 | 1,00 525,04
3 | 1,03 525,76

| Promedio 524,45

| CV % 0,32

Elaborado por: Autora, 2018

111.6.3 indice de yodo

Los resultados para el ensayo de indice de yodo para el aceite de
algarrobo se describen en la Tabla XVII, habiéndose obtenido un promedio
de 35,36 con un CV de 1,65%, mientras que para otros aceites vegetales
como el girasol se reporta un indice de yodo de 118 a 141; y el aceite de
coco de 6,3 a 10,6.

Considerando que este parametro hace referencia al grado de insaturacion
del aceite debido a su contenido de compuestos insaturados, a modo de
comparacion se hace referencia con el aceite de coco, el cual presenta un
indice de yodo bajo frente a otros aceites de origen vegetal, producto de
una mayor cantidad de acidos grasos saturados que insaturados. Sin
embargo, por lo general los aceites vegetales tienen un indice de yodo que
varia entre 30 — 60 (Valverde, 2016), estando el aceite de algarrobo dentro

de este rango y denotando su bajo contenido de compuestos insaturados.
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Tabla XVII. Resultados de indice de yodo en aceite de semillas de

Prosopis juliflora

# Peso de la muestra indice de yodo
(9)
1 | 0,24 36,03
2 | 0,25 35,02
3 | 0,25 35,02
| Promedio 35,36
| CV % 1,65

Elaborado por: Autora, 2018

I11.6.4 indice de acidez

En la Tabla XVIII, se detallan los resultados obtenidos para el ensayo de
acidez, donde se obtuvo un promedio de 5,03 con un CV de 1,66 %,
mientras que para aceites comestibles como el aceite de oliva se reporta
un indice de acidez de 1,5 ((Panreac Quimica, 1999); es decir los valores
obtenidos para el aceite de algarrobo sobrepasan a los reportados para
otros aceites. Adicional al andlisis de indice de acidez, se realizé la
determinacién de pH por potenciometria, dando como resultado un pH
equivalente a 5,48, este valor se asemeja al resultado de este parametro
comprobando la veracidad de los resultados. En este caso, cabe indicar
que debido al bajo rendimiento de la semilla se debi6 realizar varias
extracciones para obtener el volumen de aceite necesario que permita
llevar a cabo la determinacion del indice de acidez; razon por la cual el
presente andlisis se realiz6 con varios dias de diferencia desde la obtencion
de las diferentes fracciones de aceite. Es preciso considerar este detalle
puesto que los valores de acidez, que corresponden a la neutralizacion de
los acidos grasos libres presentes en el aceite, varian incrementandose
conforme transcurre el tiempo de almacenamiento del producto extraido.
Ello, es posible asociarlo con los valores de acidez registrados en este
estudio, ademas cabe mencionar que el contenido de esteroles presentes
en el aceite, como se muestra en el analisis cromatografico podria influir en

el valor de acidez obtenido.
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Tabla XVIII. Resultados de indice de acidez en aceite de semillas de

Prosopis juliflora

# Peso de la muestra indice de acidez
(9)
1 | 1,10 5,10
2 | 1,00 5,05
3 | 1,25 4,94
| Promedio 5,03
| CV % 1,66

Elaborado por: Autora, 2018

[11.7 DETERMINACION CROMATOGRAFICA

La determinacion de la composicion quimica del aceite de Prosopis
julifiora, fue posible mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, y a través de la inyeccion de dos fracciones del
aceite: un extracto insaponificable y un extracto saponificable. En el Anexo
VI, VII, VIl y IX se muestran los cromatogramas correspondientes a la
fraccion saponificable e insaponificable, respectivamente; asi como los

espectros de los picos mas caracteristicos.

[11.7.1 Fraccion saponificable

El objeto del analisis de la fraccion saponificable fue determinar la

composicién de acidos grasos presente en el aceite de algarrobo.

La técnica aplicada permitié separar e identificar los diferentes acidos
grasos presentes en la muestra, tal como se indica en la Tabla XIX;
evidenciando una mayor abundancia de los compuestos insaturados con
un valor de 71 % con respecto al total del aceite. Este caracter del aceite
se debe a la presencia del acido linoleico con 44,92 %, seguido del acido

oleico con 22,79 %.
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También se identific6 la presencia de compuestos saturados en
siguiente orden de abundancia: acido palmitico con un 12,94 %, y el acido
estérico con un 6,78 %. Cabe indicar que estos datos se corresponden con
resultados similares a los reportados por la bibliografia consultada
(Pasiecznik et al., 2001). Adicionalmente, se destaca en este trabajo de
investigacion la deteccion de otros acidos grasos (saturados e insaturados)
presentes en el aceite de algarrobo, lo cuales también se incluyen en la
Tabla XIX, y de los cuales no hay mayor informacién en los antecedentes
de este trabajo.

Tabla XIX. Acidos grasos presentes en el aceite de Prosopis juliflora

Tiempo de o
retencion Compuestos oo
. Abundancia
(min.)
Acido cis,cis-9,12-Octadecadienoico
26288 | hinoleico) 44,92
26,561 Acido cis-9-octadecenoico (oleico) 22,79
19,258 acido hexadecanoico (palmitico) 12,94
27,630 Acido octadecanoico (esteérico) 6,78
35,838 Acido Eicosanoico (araquidico) 2,86
43,675 Acido docosanoico (behénico) 2,51
Acido hexanodioico bis 2-etilhexil

38,040 | adipico) 2,26
26,681 Acido 11 -octadecenoico 1,39
51,017 Acido tetracosanoico (lignocérico) 1,26
34,622 Acido cis — 13— Eicosadienoico 0,46
47,400 Acido tricosanoico 0,46
39,802 Acido heneicosanoico 0,24
18,094 Acido 9-hexadecenoico 0,18
54,522 Acido pentacosanoico 0,18
23,330 Acido heptadecanoico 0,17
34,335 Acido cis — 11,14 — Eicosadienoico 0,16
15,153 Acido pentadecanoico 0,12
27,064 Acido 12 -octadecenoico 0,11
11,503 Acido tetradecanoico (miristico) 0,07
22,227 Acido cis-10-heptadecenoico 0,05
31,732 Acido nonadecanoico 0,05
17,676 Acido hexadecadienoico 0,04

Elaborado por: Autora, 2018
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En los espectros de masas incluidos en el apartado de anexos, se puede
apreciar la correspondencia de dichos espectros de los compuestos
detectados en las muestras analizadas con respecto a lo reportado por la
biblioteca de m/z. Se puede observar ademas la presencia de iones
fragmentos caracteristicos que se generan a partir de este tipo de
moléculas. Estos aspectos favorecen la identificacion inequivoca de los
diferentes acidos grasos, siendo relevante para los picos de menor

abundancia.

[11.7.2 Fraccion insaponificable

El estudio de la fraccion insaponificable, permitié la identificacion de
esteroles en el aceite de algarrobo, siendo los de mayor abundancia el
gamma-sitosterol con un 18,22% y el campesterol con un 6%, como se
muestran en la Tabla XX. La bibliografia consultada reporta la presencia
de fitosteroles en muestras de semilla de algarrobo (Pasiecznik et al., 2001)

y en hojas (Valderrama, 1997) de otras especies de Prosopis.

La identificacion de los compuestos reportados en la tabla anterior fue
posible gracias al espectro de masas obtenido para los correspondientes
picos detectados en la muestra. A modo de ejemplo en el Anexo IX se
presentan los espectros de los compuestos mas abundantes frente a los
respectivos obtenidos de la biblioteca de espectros NIST. La similitud del
patron de fragmentacion entre dichos espectros ha permitido la
identificacion de fitosteroles, generando de esta manera una linea de base
sobre la composicion de los esteroles presentes en el aceite de semilla de
la especie Prosopis juliflora. Los compuestos identificados corresponden a
un 60% del total de picos detectados durante el analisis de esta fraccion; a

pesar que algunos otros compuestos de menor abundancia también fueron
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detectados, sin embargo no fue posible su identificacion ya que no
presentaban espectros de masas adecuadamente definidos.

Tabla XX. Esteroles presentes en el aceite de Prosopis juliflora

Tiempo de. retencion Compuestos % Abundancia

(min.)

48,81 beta-Sitosterol 18,22
47,91 Stigmasterol 8,30
47,52 Campesterol 6,00
49,74 Cicloartenol 4,99
31,05 Fitol 4,08
30,09 gama-Sitosterol 3,24
38,77 Lanosterol 3,12
46,08 Colesterol 2,44
32,28 trans-Geranilgeraniol 1,69
48,14 beta-Amirin 1,46
50,96 Tirucallol 1,45
41,66 Erucamida 1,43
50,51 metilen-Cicloartanol 1,25
50,37 Estigmast-4-en-3-ona 0,84
42,11 Escualeno 0,82
45,03 beta-Tocoferol 0,46
45,25 gamma-Tocoferol 0,37

Elaborado por: Autora, 2018
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CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que:

¢ Enlaextraccion por Soxhlet se obtuvo un rendimiento promedio de 2,60
% para el aceite de las semillas de algarrobo de la especie estudiada.

e Se determinaron las propiedades fisicoquimicas del aceite fijo de las
semillas del algarrobo que determina la calidad del mismo, donde los
resultados obtenidos denotan cumplimientos con los criterios de
calidad establecidos por el INEN, en la mayoria de los casos.
Unicamente los valores de indice de acidez (5,1) superaron lo
recomendado por el Instituto de Normalizacién. Los demas parametros
fueron: indice de refraccion (35,36), indice de saponificacion (524,45
mg), indice de refraccion (1,472); asi como la capacidad antioxidante
“in vitro” de la semilla del algarrobo por el método de DPPH, equivale a
0,414 mg de &cido de gélico por cada gramo de muestra.

e Se caracterizé el aceite de la semilla del algarrobo tanto de la fraccion
saponificable como insaponificable, identificando en mayor proporcion
los acidos grasos linoleico (44,92%), oleico (22,79%), palmitico
(12,94%) y estearico (6,78%) y la presencia de esteroles en mayor
proporcibn como el beta-sitosterol (18,22%), stigmasterol (8,30) y
campesterol (6,00) y cicloartenol (4,99), pudiendo destacar que
Prosopis juliflora tiene mayor porcentaje de &cido linoleico en
comparacién con otras especies reportadas.

¢ El estudio realizado ha permitido establecer una linea de base sobre la
composicion quimica del aceite de semilla de algarrobo de la especie
Prosopis juliflora ecuatoriana, con la debida correspondencia entre los
datos cualitativos y cuantitativos, y confirmacién por deteccion

mediante espectrometria de masas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el aislamiento de la fraccion insaponificable para
llevar a cabo estudios ampliados sobre la composicion de esteroles
presentes en la muestra, y su correlacion entre el contenido de la

semilla, y de la vaina de algarrobo.

Se recomienda la optimizacion de condiciones de extraccion del
aceite de algarrobo, mediante la realizacion de multiples ensayos

que permitan la obtencion del mismo en mayor cantidad.

Se recomienda la extraccion del aceite de algarrobo a mayor escala
para ampliar los estudios de indice de acidez, establecer procesos
de purificacion del producto y evaluar su capacidad de

aprovechamiento en la industria.

Se recomienda el aislamiento del acido linoleico para la realizacion
de estudios que permitan conocer o verificar sus potenciales usos

biofarmacéuticos.
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ANEXOS

Anexo |. Medicion de las semillas de Prosopis juliflora

Largo | Ancho| Peso Largo | Ancho| Peso
# (cm) | (cm) | (9) # (cm) | (cm) | (9)
1 0,7 0,4 0,035 27 0,6 0,3 0,024
2 0,7 0,4 0,042 28 0,6 0,4 | 0,033
3 0,7 0,4 0,037 29 0,6 0,4 | 0,028
4 0,7 0,3 0,038 30 0,7 0,4 | 0,033
5 0,7 0,4 0,034 31 0,7 0,4 | 0,040
6 0,6 0,4 0,040 32 0,7 0,4 | 0,029
7 0,6 0,3 0,034 33 0,6 0,4 | 0,033
8 0,6 0,5 0,033 34 0,7 0,4 | 0,028
9 0,6 0,45 | 0,033 35 0,6 0,4 | 0,032
10 0,6 0,4 0,035 36 0,7 0,4 | 0,036
11 0,7 0,4 0,038 37 0,7 0,4 | 0,030
12 0,7 0,4 0,306 38 0,65 0,4 | 0,040
13 0,7 0,3 0,039 39 0,7 0,4 | 0,035
14 0,7 0,4 0,039 40 0,7 0,4 | 0,034
15 0,6 0,4 0,034 41 0,6 0,4 | 0,036
16 0,7 0,35 | 0,034 42 0,7 0,4 | 0,032
17 0,7 0,4 0,028 43 0,7 0,4 | 0,037
18 0,7 0,4 0,038 44 0,7 0,4 | 0,032
19 0,6 0,35 | 0,030 45 0,7 0,4 | 0,037
20 0,6 0,5 0,040 46 0,6 0,4 | 0,043
21 0,6 0,4 0,033 47 0,6 0,4 | 0,038
22 0,7 0,4 0,032 48 0,7 0,3 0,032
23 0,6 0,4 0,032 49 0,7 0,3 0,033
24 0,7 0,3 0,033 50 0,6 0,4 | 0,033
25 0,7 0,4 0,036 Promedio| 0,66 | 0,391 | 0,040
26 0,7 0,5 0,039 DE 0,05 | 0,046 | 0,039
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Anexo Il. Muestras de las semillas de Prosopis juliflora

Anexo lll. Determinacion de humedad de la harina de la semilla de

Prosopis juliflora
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Anexo IV. Resultados del Tamizaje fitoquimico en los diferentes extractos
de la semilla de Prosopis juliflora
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Anexo V. Obtencion del aceite de la semilla de Prosopis juliflora
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Anexo VI. Cromatogramas de fraccion saponificable
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Anexo VII. Espectros de los picos mas caracteristicos de la fraccion

saponificable

A: Picos pertenecientes a la muestra

B: Picos pertenecientes a la libreria de espectros (NIST)

ANEXO VII.1 Espectro correspondiente al acido linoleico
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ANEXO VII.3 Espectro correspondiente al acido oleico
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ANEXO VII.5 Espectro correspondiente al acido 11 — octadecenoico
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Anexo VIII. Cromatogramas de la fraccion insaponificable
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Anexo IX. Espectros de los picos mas caracteristicos de la fraccion
insaponificable

A: Picos pertenecientes a la muestra

B: Picos pertenecientes a la libreria de espectros (NIST)

ANEXO IX.1 Espectro correspondiente al beta - sitosterol
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ANEXO 1X.2 Espectro correspondiente al stigmasterol.
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ANEXO 1X.3 Espectro correspondiente al campesterol.
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