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RESUMEN

En los dltimos afios la tendencia a buscar productos naturales utilizados en la
elaboracion de alimentos funcionales ha ido en aumento. En este marco se
incluye a la chia (Salvia hispanica L.), que ha demostrado poseer un alto
contenido de 4cidos grasos w, proteina y fibra en la composicion de su semilla.
El objetivo de este estudio fue caracterizar y cuantificar el perfil de acidos
grasos presentes en la chia y compararlos con aceites del mercado, para lo
cual se escogio la semilla del cantén Colta, provincia de Chimborazo. Se
realizd la extraccion del aceite con éter de petroleo por medio de la separacion
de fases en el equipo Soxhlet, posteriormente este aceite se recogid y se utilizé
para determinar la composicion de acidos grasos previo esterificacion de las
muestras y concentracion de la fase organica para su andlisis en el
cromatografo de gases para su caracterizacion. A continuacion se realizo la
comparacion con los perfiles de acidos grasos de los aceites de aguacate,
canola y palma con el fin de establecer el perfil beneficioso que podria tener la
chia. La comparacion con los aceites mencionados se realizé utilizando el
analisis multivariado tomando como variables los porcentajes de cada uno de
los &cidos grasos, los cuales hacen que en conjunto el perfil de acidos grasos
sea diferente entre los aceites evaluados. Después de la adaptacion del
método al cromatégrafo de gases que se opera en el Laboratorio de Calidad
del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y que se realiz6 evaluando los
pardmetros de linealidad, tiempos de retencion, limites de deteccion,
cuantificacion y precision del método, se obtuvo que la chia de Colta contiene
en mayores cantidades; &cido heneicosandico (56,03%), acido linoleico
(17,29%), acido palmitico (6,87%), y acido oleico (5,85%), entre otros. Se
concluy6é que existe una coincidencia entre los &cidos grasos del aceite de
palma y aguacate, ligeramente diferente el aceite de canola y totalmente
diferente el aceite de chia. Los &cidos grasos representativos fueron; acido

oleico, acido linoléico, acido palmitico y acido heneicosanoico.
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ABSTRACT

In recent years the tendency to seek natural products used in the production of
functional foods has increased. In this context it includes chia (Salvia hispanica
L.), which has demonstrated a high content of w fatty acids, protein and fiber in
the composition of the seed. The aim of this study was to characterize and
quantify the profile of fatty acids in chia and to compare it with oils on the
market, for which the seed of the canton Colta, Chimborazo province was
chosen. First, the oil extraction was performed with petroleum ether by phase
separation in the Soxhlet equipment, and then this oil was collected and used to
determine the fatty acid composition of the samples prior esterification and
concentration of the organic phase for analysis in gas chromatograph for its
characterization. Then, it takes place the comparison of the fatty acid profiles of
avocado oil, canola oil and palm oil, in order to establish the beneficial profile
chia could be performed. After adapting the method to the gas chromatograph
at the Quality Laboratory of the Instituto Ecuatoriano de Investigaciones
Agropecuarias and was evaluating the parameters of linearity, retention times,
limits of detection, quantification and precision of the method, it was found that
chia Colta contains larger amounts; heneicosanoic acid (56.03%), linoleic acid
(17.29%), palmitic (6.87%) acid, and oleic acid (5.85%) acid, among others.
Comparison with said oils was performed using multivariate analysis taking as
variables the percentages of each of the fatty acids which make together the
fatty acid profile differs from oils evaluated. It was concluded that there is a
match between the fatty acids of palm oil and avocado oil slightly different and
totally different canola oil chia. Representative fatty acids were; oleic acid,
linoleic acid, palmitic acid and heneicosanoic acid. It is recommended to
analyze the agronomic factors that can affect the composition of fatty acids in

the Ecuadorian chia.
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INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica L.) es un cultivo autéctono de Mesoamérica con una
extensa historia agricola. Existe una alta posibilidad de que haya sido originaria
de los territorios en los que en actualidad se encuentran la Republica mexicana

y Guatemala (Ayerza y Coates, 2005).

La principal caracteristica de las semillas de chia es la cantidad de acidos
grasos esenciales que tiene en su composicion. Las investigaciones revelan
que 970 g/kg del aceite de chia se compone de lipidos neutros (Bushway,
Wilson, Houston, & Bushway, 1984) y 574 g/kg de éstos, son &cido linolénico,
conocido como omega-3 (®w3), posee ademas fibra, proteinas de alto valor
biolégico y antioxidantes naturales que protegen la semilla contra ciertas
condiciones adversas. Ademas contienen otros importantes componentes
nutricionales tales como vitaminas y minerales (Ayerza y Coates, 2005). Su
consumo se relaciona con importantes beneficios en la disminucion al riesgo de
sufrir enfermedades relacionadas con la salud cardiovascular (Bemelmans, y
otros, 2002).

El consumo de aceites vegetales comestibles en la ingesta diaria es muy
importante ya que la grasa es uno de los macronutrientes que la componen. Es
asi como las autoridades sanitarias recomiendan aumentar el consumo de
acido graso poliinsaturado omega-3, en especial los de cadena larga (EPA y
DHA), cuya fuente principal es el pescado. Dichos aceites en su forma natural
poseen triglicéridos, que se constituyen de &cidos grasos insaturados,

vitaminas liposolubles y &cidos grasos esenciales (Rodriguez y Magro, 2008).

La chia se ha estudiado en otros paises como Chile, México y Cuba, pero
desde su introducciéon en Ecuador, en el afio 2005 por medio de la empresa
Corporacion Internacional Chia S.A., la cual lleva a cabo la explotacion del
cultivo en el norte y regién costa central del pais, no se han evaluado las
semillas bioquimicamente por lo que es importante establecer un perfil de
acidos grasos debido a que la grasa forma parte importante de su composicion
(PRO ECUADOR, 2014).



La cromatografia de gases es una de las principales metodologias utilizadas
para determinacion del perfil de 4cidos grasos en alimentos como la chia. En la
chia, se ha utilizado el perfil cromatografico de acidos grasos en semillas de
chia para la determinacion del contenido de &cidos grasos saturados e
insaturados. El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias goza de un
cromatografo de gases con en el cual se ha venido trabajando en
investigaciones previas, el mismo que requiere una metodologia estandarizada

para la determinacion de perfiles de acidos grasos.

Por lo antes expuesto, el presente trabajo de titulacion se plante6 como un
estudio de cuantificacién y caracterizacion de acidos grasos presentes en chia
y en tres aceites adicionales, contribuyendo de esta manera a la investigacion
de la chia en el Ecuador, ademas de adaptar una metodologia acorde a un
cromatografo de gases con detector FID con el fin de establecer el perfil de
acidos grasos y posteriormente realizar un analisis comparativo que permita
revisar los beneficios nutricionales de cada acido graso. Se evaluaron distintos
aspectos y paradmetros para el tratamiento de las muestras y de la esterificacion
de las mismas, asi como para la correcta caracterizacion y cuantificacion de los
acidos grasos. Se expusieron también los aspectos que definen la calidad

global de un aceite para aplicarlos en la obtencion de alimentos funcionales.



OBJETIVOS
Objetivo general

- Caracterizar los acidos grasos presentes en la chia (Salvia hispénica L.),
por medio de cromatografia de gases con detector FID para la

evaluacion del aceite y su comparacion con productos afines.
Objetivos especificos

- Obtener muestras de aceite de chia y su posterior preparacion para el
andlisis cromatografico mediante esterificacion de &cidos grasos.

- Adaptar la metodologia analitica para la identificacion del perfil de acidos
grasos presentes en cuatro muestras de aceites.

- Comparar el aceite de chia con aceites de otras semillas oleaginosas
mediante el analisis de acidos grasos y la condicion bromatologica de

los mismos.



1. MARCO TEORICO
1.1 Chia (Salvia Hispanica L.)

Las semillas de chia pertenecen a la familia de las Lamiaceae, en la cual
sobresalen arbustos, hierbas, enredaderas y pocas veces arboles, son plantas
con flores de color azul violaceo y sus tallos usualmente cuadrangulares,
alcanza 245 geéneros y alrededor de 7.900 especies, de los cuales 80
pertenecen al género Salvia, lo cual la convierte en uno de los grupos del reino

vegetal mas grandes (Ayerza y Coates, 2005).

Las semillas de chia denominadas cientificamente Salvia hispanica L,
provienen de una herbacea anual del mismo nombre, su cultivo requiere un
clima tropical o sub-Tropical, ademas de suelos arenosos soportando también
los suelos de moderada fertilidad, no requiere de mucha lluvia para su
desarrollo, su planta tiene hojas anchas con ramificaciones opuestas, un tallo
hueco y cuadrado que dependiendo del momento en el que sea plantada llega
a obtener una altura que varia desde el 1.20 metros a 2 metros de altura, con
un ancho de entre 0.4 a 0.6 metros. Las semillas de chia tienen forma ovalada
y cuentan con varios colores o tonalidades que van desde un tono blanco hasta
un negro moteado, destacando su tamafo relativamente pequefio de

aproximadamente 1,5 mm de ancho y 2 mm de largo (Ayerza y Coates, 2005).
1.1.2 Produccion de chia en Ecuador

La produccién de semillas de chia en el Ecuador se lleva a cabo desde el afio
2005, su introduccion fue estimulada por la empresa Corporacion Internacional
Chia S.A. que comenzd explotacion en la zona norte del pais en provincias
como Imbabura y Pichincha, también en la region costa central en las
provincias de Los Rios y Santa Elena. Ecuador tiene muy poca experiencia en
este tipo de cultivos, desde el afio 2008 se han exportado a varios paises unas
579.1 toneladas y la superficie plantada actualmente, es de 500 hectareas
reconocidas. Las empresas y personas en particular que se dedican a este
cultivo son escasas por lo cual se genera una oportunidad de ingreso para

nuevos competidores que puedan satisfacer la demanda creciente de semillas



de chia, ya que no requiere sistemas complejos de produccion y se encuentra
en pleno apogeo (PRO ECUADOR, 2014).

Actualmente, el mercado ecuatoriano de productores y exportadores de chia
esta representado principalmente por la Corporacion Internacional Chia S.A
gque mediante esta actividad obtiene alrededor de 1.678.940 millones de
ingresos, seguidos por su principal competencia, la empresa Montelia S.A con
ventas de 1.658.105 millones de dolares. Kuna Chia es otra de las empresas
que incursionan en la exportacion de chia, gracias a su alianza con La Fabril
para el 2015 cerraron su periodo con cerca de 2 millones de délares. (Gutiérrez
C., 2015).

1.1.3 Composicion bioquimicay nutricional de la chia

Las semillas de chia generalmente son fuente de compuestos lipidicos, dentro
de los cuales se encuentran los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
con 2 grupos principales; los acidos grasos o-3 y w-6 (Matthaus B. , 2003). La
chia ha sido analizada en su composicion quimica con el fin de caracterizarla
con el analisis quimico proximal. Para lo cual se ha estudiado el contenido de
cenizas, humedad, proteina, cenizas, fibra dietética, carbohidratos y grasa
(Jiménez, Masson, y Quitral, 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica de semilla de chia (g/100g)

Componente Porcentaje (%)
Humedad 6,2
Proteina 19,9
Grasa 27,9
Ceniza 4,5
Hidratos de carbono 8,6
Fibra 33,0

Adaptado de P. Jiménez; L. Masson, V. Quitral, 2013, p.2-4.

Como se puede apreciar el valor de humedad es bajo, posee un contenido
valioso de grasa y fibra, también es significativo el aporte proteico. Por otro

lado en el articulo Evaluacién nutricional y quimica de semillas de chia, el



rango de proteina se reporta de 22,1 a 33,4%, en grasa va de 19,0 al 26,5% y
fibora acido detergente se encuentra de 47,1 a 59,8% (Webber, Gentry,
Kohlhepp, y McCrohan, 1992). Ayerza y Coates también aportaron a los
estudios sobre la caracterizacion quimica de la chia reportando una cantidad
de proteinas entre el 16 y 26%, lipidos 30,0 a 35%, carbohidratos de entre 9-
41%, fibra 18 al 30% y cenizas de un 4 al 6% (Ayerza y Coates, 2011),
(Coates, 2013).

1.2 Aceites y grasas en alimentos

Los alimentos deben sus caracteristicas principales a los nutrientes que los
componen (proteinas, lipidos, hidratos de carbono, sustancias minerales,
vitaminas y agua), los cuales son capaces de conservar y construir tejidos, y de
proveer la energia que se requiere diariamente (Madrid, Cenzano, y Vicente,
1997). Se pueden encontrar grasas y aceites en la mayoria de los alimentos
gue se consumen a diario por ejemplo en lacteos, aves, carnes y subproductos,

frutos secos, y semillas oleaginosas vegetales. (Bailey, 2001).

Las grasas integran un componente muy importante en la dieta humana junto
con los otros nutrientes. Las grasas son el recurso primordial de energia, al
facilitar casi 9 kcal/g mientras que los carbohidratos y las proteinas proveen 4
kcal/g cada uno. Algunos alimentos grasos son fuentes de vitaminas
liposolubles (A, D, E, y K) y la incorporacion de alimentos grasos mejora la
absorcion de las mismas. Las grasas son también componentes de esenciales
de membranas celulares y son vitales para obtener una dieta bien equilibrada
(Lawson, 1999).

Aceites y grasas estan conformados por el &tomo de carbono con una valencia
de 4, que se acopla con otros atomos de carbono para formar enlaces o
reaccionar con otros elementos y es basico en la quimica alimentaria, en la

cual se incluyen aceites y grasas. (Madrid, Cenzano, y Vicente, 1997).

Aceites y grasas son mezclas de triglicéridos. Su composicion puede

observarse en la figura 1.
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Figura 1. Molécula de glicerol

Adaptado de Manual de aceites y grasas comestibles por A. Madrid; I. Cenzano; J.M.
Vicente 1997. AMV Ediciones, Mundi Prensa.

La molécula de un triglicérido es el resultado de una molécula de glicerol con 3
atomos de carbono, 5 atomos de hidrogeno y 3 grupos OH o hidroxilo, al
combinarse con 3 acidos (Madrid, Cenzano, & Vicente, 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Molécula de triglicérido

Adaptado de Manual de aceites y grasas comestibles por A. Madrid; I. Cenzano; J.M.
Vicente 1997. AMV Ediciones, Mundi Prensa.




Los aceites y grasas de origen vegetal son cuantiosos y cumplen con un rol
muy importante en la nutricion del ser humano. Los podemos hallar en semillas
y diversos frutos como por ejemplo, el olivo, girasol, mani, soya, algodon, maiz,
canola, entre otros. Existen muchas fuentes de aceites y grasas de origen

vegetal o animal que se usan frecuentemente para la produccién de alimentos

Los acidos grasos se encuentran también en diferentes alimentos, como se

puede observar en la tabla 2.

Tabla 2. Acidos grasos en fuentes alimentarias

Atomos de | Dobles | Puntos de Mayoritariamente
Nombre - .
carbono |enlaces |fusion (°C) presentes en:
Butirico 4 0 -8 Mantequilla
Laurico 12 0 44 Aceite de coco
Miristico 14 0 54 Mantequﬂ]a, aceite de
coco, aceite de palma
Palmitico 16 0 63 Grasas animales, aceite

de palma

Sebo, manteca de
Esteéarico 18 0 69 cacao, manteca de
cerdo, mantequilla

Oliva, mani, manteca de
Oleico 18 1 14 cerdo, palma, maiz, chia,
canola, colza

Soya, cartamo, girasol,

Linoléico 18 2 -5 /
maiz

Linolénico 18 3 -11 Soya, canola

Manteca de  cerdo,
Araquidonico 20 4 -40 algunos  aceites de
pescado, sebo.

Adaptado de H. Lawson, 1999, p. 23.

1.3 Acidos grasos

Los acidos grasos son cadenas rectas alifaticas y pueden ser saturadas o
insaturadas, estan formadas de un nimero par de atomos de carbono y un

grupo carboxilo.




Cuando se trata de un acidos graso insaturado, se refiere a que existe un doble
enlace entre 2 &tomos de carbono, de esta manera, un acido graso insaturado
puede reaccionar con hidrogeno para romper el doble enlace y formar un acido

graso saturado (Lawson, 1999).

Existen acidos grasos con uno o mas dobles enlaces, entre los cuales se
encuentra el -9, con un solo doble enlace y 18 atomos de carbono de férmula
C1gH340,. El &cido oleico se encuentra en la naturaleza muy comunmente, en el
reino vegetal como por ejemplo el aceite de oliva y en el reino animal formando
parte de los triglicéridos de las grasas de reserva (Madrid, Cenzano, y Vicente,
1997).

El exponente principal de los acidos grasos -3 es el acido a-linolénico (C18:3),
que posteriormente se transforma en acido eicosapentaenoico y luego en el
acido docosahexaenoico. Por otro lado, el ejemplo principal de los acidos
grasos ®-6 es el acido linoleico (C18:2) y uno de sus derivados mas
importantes es el acido araquidonico. Los acidos grasos mencionados son
importantes componentes estructurales de los fosfolipidos de las membranas
celulares (Madrid, Cenzano, y Vicente, 1997; Graciani Constante, 2006).

1.3.1 Acidos grasos en semillas de chia

La cuantificacion y caracterizacion de acidos grasos en semillas de chia han
sido analizadas en algunas partes del mundo. El contenido de aceite presente
en la chia es de aproximadamente 33%, dentro del cual el acido linolénico va
del 62-64% (Ayerza, 1995). Existen desigualdades por la influencia de
elementos ambientales y de cultivo que se dan en cada pais. La tabla 3
muestra el contenido y estructura del aceite de semilla de chia a partir de

cultivos en diferentes paises.
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Tabla 3. Contenido y composicion de acidos grasos de aceite de semilla de
chia cultiva en diversos paises de América

Pais (g;:le(i)geg Palmitico | Esteéarico | Oleico |Linoleico | a-Linolénico
somilla) (%) @) | @ | () (%)
Argentina 34 7 3 6,7 19,5 63,1
Bolivia 32,7 7,4 2,7 7,1 18,7 63,6
Colombia 29,9 7,5 3,5 7,6 19,2 57,9
México 31 6,7 3,3 7,5 19,6 61,6
Peru 32,4 7,2 3 6,9 18,4 64,2

Nota: Adaptado de Ayerza R, Coates W, 2005, p.197.

En todos los paises el contenido de &cido a- linolénico es el més alto, seguido

del &cido linoleico y de manera similar el acido oleico. La tabla 4, revela los

datos de un estudio llevado a cabo en la Universidad de Chile en cuanto a

identificacion de acidos grasos de semilla de chia cultivada en este pais.

Tabla 4. Composicion de 4cidos grasos en aceite de semilla de chia

Acidos grasos Chia (%)

Ac. Ladrico
Ac. Miristico 0,08+0,00
Ac. Palmitico 7,29+0,17
Ac. Heptadecanoico 0,03+0,04
Ac. Esteérico 3,84+0,09
Ac. Eicosanoico 0,23+0,00
Ac. Docosanoico Trazas
Ac. Tetracosanoico Trazas

Acidos grasos saturados totales 11,47
Ac. Palmitoleico 0,06+0,00
Ac. Elaidico 1,91+0,29
Ac. Oleico 8,91+0,30
Ac. Octadecaenoico 1,31+0,05
Ac. Eicosaenoico 0,12+0,00
Acidos grasos Monoinsat. Totales 12,25
Ac. Hexadecadienoico 0,18+0,00
Ac. Octadecadienoico trans 0,89+0,12
Ac. Linoleico 19,36+0,16
Ac. Eicosadienoico 0,28+0,03
Ac. o Linolénico 0,08+0,01
Ac. Linolénico 51,82+1,49
Acidos grasos Poliinsat. Totales 72,61
No identificados 1,47

Adaptado de Jiménez, P. Masson, L. Quitral, V, 2013.
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El valor mas representativo corresponde al ®-3 con un aproximado de 51.82%,
seguido por el -6 con un 19.36%, el »-9 y el acido palmitico con un 8.91% y

un 7.29% correspondientemente.

Las semillas de chia han resurgido debido a que varios estudios revelaron su
elevado contenido de acido o-linolénico. En el estudio Caracteristicas
preliminares del aceite de semillas de Salvia hipanica L. cultivadas en Cuba se
determind la composicién de acidos grasos en lotes de aceites a partir de
semillas de chia cultivadas en Cuba, dando como resultado un elevado

porcentaje en acido a- linoleico (58%), seguido el linoleico (20,9%).
1.4 Metodologia para la identificacion de acidos grasos

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacion muy utilizada
en muchas ramas de la ciencia. Esta técnica consigue la separacion de
componentes con propiedades particulares gracias al paso de una muestra de
una fase estacionaria con la ayuda de la fase mdévil, por lo cual es importante
conocer cOmo se encuentran relacionados factores experimentales que forman
parte del mismo (Razmilic, 2015). Las sefiales que emite el detector se
registran en una serie de picos que constituyen el cromatograma. La posicion
de los picos corresponde al tiempo de retencién y se usa con fines cualitativos,
mientras que el tamafio de los mismos se relaciona con la concentracion de los

solutos en la muestra (Varcarcel y Gémez, 1988).

El cromatograma es la representacién esquematica de la sefial en funcién al
tiempo de retencion, que con la ayuda de un sistema de deteccion y registro
dibuja una serie de picos que responden la naturaleza de la solucién que

contiene la muestra en funcién del tiempo (Rubinson y Rubinson, 2001).
1.4.1 Perfil de acidos grasos

La cromatografia de gases ha sido utilizada para la mayoria de analisis y

determinacién del perfil de acidos grasos.
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Andlisis cualitativo: gracias al analisis cromatografico es posible determinar la
informacion cualitativa, de manera que, se utiliza un sistema de deteccion que
permite obtener el espectro de cada uno de los compuestos por separado y
compararlo con una base de datos de espectros y de esta manera obtener muy

precisamente la identidad de los componentes de la muestra (Harris, 2007).

Andlisis cuantitativo: su fundamento se basa en la comparacion de la altura,
area o del pico del analito con la de uno o mas patrones inyectados bajo las
mismas condiciones cromatograficas (Harris, 2007).

1.4.2. Adaptacion de la metodologia analitica

Los métodos analiticos que se emplean para la producciéon de datos que
permitan descubrir la composicién quimica de alimentos deben ser adecuados,

y es necesario el uso de técnicas analiticas exactas.

La linealidad es definida como la disposicién del método analitico para alcanzar
resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en un
rango definido. Es determinado matematicamente utilizando los resultados en
el andlisis del compuesto de interés a diversas concentraciones. Se relaciona
directamente con la aplicacion del método (Castillo Aguilar y Gonzélez
Hernandez, 1997). Simultaneamente se fija el rango lineal, el cual que se
refiere al intervalo que se encuentra entre la concentracion minima y maxima

de analito para el cual el método ha sido ensayado (Vinagre, 2015).

Para la determinacion de la linealidad es necesario preparar al menos 5
diluciones de un estandar, las mismas se inyectan minimo por 2 ocasiones, se
establece la curva de regresion sobre los puntos individuales y se grafica para
su registro (Vinagre, 2015). Comellas (1994), recomienda en la validacién de
métodos por cromatografia liquida de alta resolucién para la cuantificacién de
un principio activo en un rango de 80 hasta 120% del valor tedrico utilizando de
3 a 5 puntos experimentales. Por otro lado, Rampazoo (1990), especifica que si
el método se emplea en estudios de estabilidad se utilizard un rango mas

amplio desde 0 hasta 120%.
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Tiempo de retencién (%), corresponde al tiempo transcurrido desde que se
inyecta la muestra en el sistema, hasta la deteccion del maximo pico de
elucion, la retencion se ejerce en funcion de las caracteristicas moleculares de
cada compuesto (Razmilic, 2015). Lopez Valencia (2008), indica que los
valores de r? en las curvas de calibracién se acercan mucho al valor de 1, lo
cual indica que las curvas se correlacionan en una linea recta. Para su estudio,
propuso la metodologia basada en la derivatizacion de acidos grasos en un
metiléster utilizando H,SO4,/MeOH al 2% y el uso del estdndar comercial de
mezcla de metilesteres de acidos grasos marca RESTEK, el cual contiene 28

metilesteres de acidos grasos.

El limite de deteccion es la minima concentracion detectable de manera
confiable del método, es un término cualitativo. Por otro lado, el limite de
cuantificacion se refiere a la cantidad minima del elemento que se encuentra en
la muestra que se pondera bajo los mismos escenarios experimentales. En el
estudio de Estandarizacion de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion de metilésteres
de &cidos, los limites de deteccion y cuantificacion se relacionaron con la
sefal/ruido, el limite de cuantificacion se dedujo para la concentracion que
otorgue una sefial 10 veces mayor a la sefial producida, y el limite de deteccién
es igual a la concentracion del analito que proporcione una sefial 3 veces

superior a éste (Lopez Valencia, 2008).

La precision se establece mediante la realizacion de ensayos en una muestra
para obtener mejores resultados y a continuacién se calcula la desviacion
estandar. El objetivo es conocer la variabilidad del método y la existencia de
errores. La recomendacion para el célculo de la precision de un método
analitico es analizar minimo 6 inyecciones del estandar y puede medirse en
condiciones repetitivas o en condiciones diferentes. Es importante indicar el

intervalo de confianza alcanzado en el analisis (Vinagre, 2015).

Para la calibracién del método cromatografico en el estudio de Lopez Valencia
se utilizaron diluciones del estandar de metilesteres de acidos grasos en

diversas concentraciones.
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Cada compuesto identificado tuvo una concentracion respecto del estandar
comercial, por lo que fue preciso realizar la calibracion individual de cada
compuesto y al final se identificaron 21 acidos grasos por el método de

ionizacion quimica, escogido por el autor (LOpez Valencia, 2008).

1.4.3 Identificacion de &acidos grasos por cromatografia de gases en

semilla de chia

Ricardo Ayerza en su articulo “Oil content and fatty acid composition of chia
(Salvia hispanica L.) from five northwestern locations in Argentina” menciona la
utilizacion de un cromatégrafo gas liquido Hewlett-Packard 58402, y de igual
manera la metodologia y procedimiento especificado en el Estandar
Internacional ISO5509-1978. En ese estudio se analizaron semillas sembradas
en diferentes lugares de Argentina, los resultados mostraron variacion en el
contenido de aceite y en la concentracidon de 4cidos grasos o en comparacion a
los cultivos nativos, por lo cual se examiné la influencia de la localizacion en la

composicion de los acidos grasos en el aceite de chia (Ayerza R. , 1995).

Por otro lado, en el estudio de “Contenido de acidos grasos en semillas de chia
(Salvia hispanica L.), cultivadas en 4 estados de México”, el analisis se efectud
en un cromatografo de gases Agilent 6890N, provisto de un detector de
ionizacion de flama, para el cual se esterificaron los &cidos grasos. La
caracterizacion de los acidos grasos fue posible al comparar los tiempos de
retenciébn y areas de los picos hallados en el cromatograma con los del
estandar, en el mencionado estudio se usé un estandar de 37 acidos grasos en
forma de ésteres metilicos. Gutierrez y otros (2014), reportaron que los aceites
obtenidos a partir de semillas cultivadas en diferentes estados de México
tuvieron un perfil similar, se encontraron 9 acidos grasos en el aceite de chia,
primordialmente se encontré al &cido o-linolénico con 60,8- 63,4% vy
progresivamente a los acido linolénico con 16,6- 18,5%, &cido oleico en un
rango de 6,8- 7,6%, acido palmitico con 6,8- 7,3% y el acido estearico con 3,1-
3,6% entre los mas significativos. La variabilidad de los contenidos de aacidos
grasos presentada en los aceites de este estudio, es muy probable se deba al

factor origen. En la siguiente figura 3 se visualiza el cromatograma obtenido.
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Figura 3. Perfil cromatografico de acidos grasos en aceite de semillas de chia
(Salvia hispanica L.)
Adaptado de Gutierrez, R. Ramirez, M. Vega, S. Fontecha, J. Rodriguez, L. Escobar, A., 2014

Como se ha evidenciado en los estudios mencionados, la cromatografia de
gases ha sido utilizada para la determinacion de acidos grasos y de igual
manera se ha desarrollado una metodologia adaptada a cada caso y cada

cromatdgrafo.
1.5 Aceite de aguacate

El aguacate, perteneciente a la familia de las Lauraceas, ha desarrollado un
creciente consumo a nivel mundial, por lo cual también han aumentado las
superficies plantadas. Esta tendencia crecerd en el futuro por lo que la
fabricacion de productos asociados se considera como una opcién cada vez
mas significativa. Entre los productos con valor agregado se encuentran las

pulpas congeladas, productos de 4ta gama y aceites (Olaeta, 2003).

En cuanto a la obtencion de aceite de aguacate se destaca que segun
estudios realizados el mismo contiene aproximadamente 80% de acidos grasos
insaturados, en mayor porcentaje se encuentra el donde el acido oleico, sin

embargo, al tiempo final de maduracién esta proporcion se ve reducida (Inoue y
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Tateishi, 1995) y (Olaeta, Undurraga, & Schwartz, 1999). Entre sus
caracteristicas principales resalta su elevado punto de humo, ademas de un
agradable sabor, entre otras razones es preferido por los profesionales de

cocina.

En el estudio de Extraccion de aceite de aguacate: Un experimento industrial,
Martinez, Barranco y Moreno determinaron el perfil de acidos grasos por
cromatografia gaseosa y reportaron los datos de la tabla 5 (Martinez Nieto,
Barranco Barranco, y Moreno Romero, 1992).

Tabla 5. Composicion de &cidos grasos en aceite de aguacate

Acido graso Porcentaje (%)
Miristico 0,03
Palmitico 16,55
Palmitoleico 7,17
Heptadecanoico 0,4
Esteérico 0,11
Oleico 0,48
Linoleico 63,83
Linolénico 10,93
a Linolénico 1,01
Eicosanoico 0,02

Adaptado de Martinez, L. Barranco, R. Moreno, V., 1992,

El &cido linoleico es el mas representativo en el aceite de aguacate con un
63,83%.

1.6 Aceite de canola

La canola es una planta oleaginosa que forma parte de la familia de las
Cruciferas, tiene una proporcion importante de aceite, especialmente de una
formidable cantidad de &cidos grasos de cadena larga. El aceite de canola es
una version modificada del aceite de colza, el cual se utilizaba con fines
industriales pero no era apto para el consumo humano debido a su contenido

de acido erucico y glucosinolatos, sustancias perjudiciales para la salud.
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El problema se superé gracias a la seleccion de variedades cero las cuales no
contienen este 4cido graso dafino (Sanchez Pineda de las Infantas, 2003).

La canola, contiene alrededor del 44% de aceite, es rico en grasas
monoinsaturadas. Respecto a las grasas poliinsaturadas, el aceite de canola
contiene una proporcion equilibrada de acidos grasos »-6 y ®-3. Ademas, el
aceite de canola contiene ®»-3 en su forma vegetal, ALA (acido alfa linolénico),
gue no se puede utilizar hasta que se transforma en las formas animales EPA y
DHA (Villarias Moradillo, 1971).

En el estudio de El aceite de canola y sus efectos en la salud, Maria Isabel
Giacopini de Zambrano (2012), determin6 el perfil de acidos grasos por

cromatografia gaseosa, los datos reportados se pueden observar en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion de &cidos grasos en aceite de canola

Acido graso Porcentaje (%)
Palmitico 45
Estearico 2,0

Oleico 61
Linoleico 21
a Linolénico 9

Adaptado de Giacopini de Zambrano, M., 2012

Como se observa en la tabla, el aceite de canola presenta una alta
concentracion de monoinsaturados como el &cido oleico (61%), un contenido
elevado de &cidos grasos esenciales como por ejemplo el &cido linoleico
(C18:2n6) (21%) y a- linolenico (C18:3n3) (9 %), lo cual lo convierte en un
aceite beneficioso para el organismo. (Giacopini de Zambrano, 2012).

1.7 Aceite de palma

El aceite de palma es obtenido del fruto de la palma (Elais guineensis).
Actualmente, la palma se convirtio en la fuente principal de aceite vegetal del

planeta incluso por delante de la soya, con 37 millones de toneladas
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producidas en el 2006 lo cual significa el 31% de produccion mundial de aceites
comestibles (FAS, 2007).

La grasa del aceite de palma contiene alrededor de 50% de acidos grasos,
40% de acidos monoinsaturados y 10% de acidos grasos poli insaturados y
como la mayoria de aceites vegetales, comprenden niveles poco importantes
de colesterol. En la tabla 7, INDUPALMA reporta los siguientes datos
detallados de &cidos grasos (Indupalma, 2012).

Tabla 7. Acidos grasos en aceite de palma

Nombre de &cido Simbolo Nivel (%)
Laurico C12:0 0,4
Miristico C14:0 0,5-2
Palmitico C16:0 41-47
Palmitoleico Cl6:1 0,6
Estearico C18:0 3,5-6
Oleico C18:1 36-44
Linoleico C18:2 8-12
Linolenico C18:3 0,5
Araquidico C20:0 1

Nota: Adaptado de Indupalma, 2012.

La palma es aprovechada en su pulpa y almendra, al transformarse en
productos con valor agregados se usan mayoritariamente en la industria
agroalimentaria, alimentacion animal, la industria quimica, cosmética, y
recientemente ha cobrado notoriedad en estudios y proyectos futuros para

agrocombustibles (Esmiol, 2008).
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Servicios de Andlisis e
Investigacion en Alimentos perteneciente al Departamento de Nutricion vy
Calidad del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias Estacion Santa

Catalina.

Se trabaj6 con muestras de chia (Salvia hispanica L.) pertenecientes a la
comunidad de EI Elirio, Colta en la provincia de Chimborazo. Existe una
variedad de aceites en el mercado, las muestras de los aceites para el presente
estudio andlisis comparativo fueron; el aceite de aguacate debido a su reciente
aparicion y proyeccion de produccion en el Ecuador, el aceite de canola por sus
conocidas bondades y preferencia en la cocina de la ama de casa ecuatoriana
y por ultimo el aceite de palma, siendo el de mayor produccién a nivel nacional
y mundial. Los aceites preliminarmente mencionados han sido seleccionados
en base a la cantidad y calidad de acidos grasos presentes previamente

conocidos.
2.1 Preparacion de muestras de chia

Se prepararon las muestras para el analisis con el fin de reportar el resultado
en base seca. La muestra se tomé6 tal y como ingres6é al laboratorio. La
preparacion previa al andlisis depende de la muestra, en el caso de materia
con alto porcentaje de grasa como la chia se realiz6 a partir de la muestra
molida ya que al encontrarse la muestra en menor tamafio de particula resulta

mas facil la identificacion de sus componentes nutricionales en el analisis.
2.1.1 Equipo y material utilizado

Para la preparacion de las muestras fue necesario el siguiente equipo y

materiales:

- Molino Hamilton Beach 80350

- Balanza analitica LIBROR AEG-220

- Tamiz de 355u

- Agitador de tamices SIEVE SHAKER - 112
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- Frascos plasticos tapa rosca
2.1.2 Procedimiento de preparacion de muestras

Se acondicioné la muestra en congelacion para evitar que en la posterior
molienda se forme pasta debido al alto contenido de grasa que contiene la
semilla. Una vez congelada se procedi6 a moler la muestra en el Molino
Hamilton Beach 80350 hasta que se obtuvo la harina de chia con fibra. Se
tamizé la muestra con la ayuda de un agitador para tamices SIEVE SHAKER-
112, con la finalidad de separar la fibra de la harina, utilizando un tamiz de
355y, tal y como se observa en la figura 4. Se guardo la harina tamizada en un
frasco de plastico con tapa rosca, como ilustra la figura 5, para luego

conservarse en congelacion.

Figura 5. Harina de chia almacenada
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2.2 Determinacion del contenido de materia grasa total

El contenido de grasa total en las muestras de chia se determiné por extraccion
con éter de petroleo por medio de la separacion de fases con el equipo Soxhlet,
con la finalidad de extraer en un 100% solamente la materia grasa para su

posterior analisis.
2.2.1 Reactivos

Los reactivos que se utilizaron para la determinacion del contenido de materia

grasa fueron los siguientes:

- Agua destilada

- Eter de petroleo
2.2.2 Equipo y materiales

Los materiales y el equipo que fueron usados para la determinacion del

contenido de materia grasa se listan a continuacion:

- Balanza analitica

- Balones de 250 ml con uniones esmeriladas

- Estufa a 80°C +-2°C

- Desecador

- Ndcleos de ebullicién

- Dedales de extraccion de 33 mm x 94 mm libre de grasa

- Papelfiltro de 15 cm

- Algodon libre de grasa

- Extractor Soxhlet con uniones esmeriladas, con sifon de capacidad de
100 ml

- Condensador con uniones esmeriladas

- Camisas de calentamiento
2.2.3 Procedimiento de extraccion de la materia grasa

Se sec6 un balén en la estufa a 80°C por dos horas, posteriormente se enfrié

en un desecador, luego se realizé el pesado inicial. A continuacién sobre un
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papel filtro adecuado al capuchon de celulosa se pesaron alrededor de 5g de
muestra (Figura 6). Se cubrieron los capuchones con algodon y se colocaron
dentro del extractor Soxhlet, se transfirieron alrededor de 50 ml de solvente
sobre el Soxhlet unido al balén y consecutivamente se complet6 el volumen de
solvente para llenar el nivel en el Soxhlet (Figura 7). Se colocd el equipo
completo sobre el dispositivo de calentamiento y se procedié a extraer durante

8 horas (Figura 8).

Una vez transcurrido el tiempo se retird el cartucho y se recuperé el solvente
sobrante, se seco el balon en la estufa por 2 horas, se enfrid y se peso hasta
llegar a peso constante (Figura 9). Por ultimo se transfirio el aceite a un

recipiente con tapa para posterior analisis cromatogréafico

Figura 6. Muestras de harina de chia pesada en dedales de celulosa

Figura 7. Preparacion del equipo Soxhlet
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Figura 9. Muestras de aceite de chia

2.3 ldentificacion de acidos grasos

Su principio se basa en que el aceite obtenido de la extraccién en el equipo
Soxhlet, se recogi6 y se utilizd6 para determinar la composicion de acidos
grasos. Se realiz6 mediante cromatografia de gases previo esterificacion de las
muestras, para lo cual se utiliz6 una solucién alcohdlica de hidroxido de sodio y
posteriormente una solucion alcohdlica de &cido clorhidrico sometidas a calor
con sus respectivos tiempos. Se adiciond agua y hexano para obtener dos
fases y se extrajo y concentr6 la fase organica para su analisis en el
cromatégrafo.
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2.3.1 Reactivos

Los reactivos que se utilizaron para la preparacion de la muestra fueron los

siguientes:

- Hidroxido de Sodio

- Acido Clorhidrico

- Agua bidestilada

- Hexano

- Hidroxido de Potasio en metanol 0,5 M

- Acido clorhidrico en metanol 4:1 V/V

- Metanol grado HPLC

- Sulfato de Sodio Anhidro

- Solucién estandar de &cidos grasos: Se prepard una solucion estandar
de 10000 ppm disuelta en hexano, a partir de 100mg del estandar
comercial F.A.M.E Mix C4-C24.

2.3.2 Equipos y materiales

El equipo y materiales utilizados se listan a continuacion:

- Cromatografo de gases con detector FID marca Agilent Technologies 7890A
- Micropipeta de 100 uL

- Micropipeta de 1000 uL

- Balanza analitica de precision 0.1mg Shimadzu, Modelo LIBROR AEG-220.

- Columna capilar fusionada de silica SUPELCO con espesor de pelicula de
100m x 0,25mm x 0,2um.

- Agitador de tubos

- Tubos de ensayo con tapa rosca para esterificacion de muestras.
- Vasos de precipitacion

- Pipetas Pasteur

- Pera de succién
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- Bafo de agua

- Gradilla

- Espatula

- Viales ambar capacidad 2 ml

2.3.3 Procedimiento de esterificacién de muestras

Se pesaron aproximadamente 0,05 g de muestra en tubos de ensayo con tapa
rosca para posteriormente adicionar 1 ml de solucion KOH/metanol 0,5M
(Figura 10). A continuacidn se taparon herméticamente y se ubicaron en un
bafio de agua a ebullicion por alrededor de 10 minutos, luego se sacaron los
tubos y se afiadi6 0,4 ml de HCl/metanol 4:1 v/v. Se taparon de nuevo los tubos

y se situaron en un bafio de agua a ebullicion durante 25 minutos.

Consecutivamente se sacaron los tubos del bafio de agua y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente (21°C). Luego se adicion6 2 ml de agua bidestilada. A
continuacion se afiadieron 3 ml de hexano y se agitaron los tubos durante 30
segundos, luego se colocaron en la gradilla para permitir la separacién de sus
fases. Con una pipeta Pasteur, se extrajo la fase organica para luego colocar
esta fase en otros tubos de ensayo Yy se repiti6 el proceso de extraccion de

fase organica por una ocasién mas (Figura 11).

Con una espatula se adicioné sulfato de sodio anhidro (Na,S0Q,), y se coloco la
parte etérea en otro tubo y procedié a secar con nitrégeno a temperatura
ambiente (Figura 13).

Se concentrd la muestra con 2 ml de hexano, y posterior agitacién se dispuso
en un vial. Se inyect6 en el Cromatografo de gases con detector FID, (Figura
12), utilizando la metodologia propuesta para el analisis de metil ésteres de
acidos grasos CIS/TRANS (FAMESs), se us6 una columna capilar SP™ 2560
segun el método de referencia Fatty acid analyses, The Reporter, volumen 25.4
(ALDRICH, 2006).
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Figura 10. Muestras de aceite de chia con 1 ml de solucion KOH/metano
0,5M

Figura 11. Separacion de la fase organica.

Figura 12. Muestras en el cromatografo de gases
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Figura 13. Muestras en secado con nitrégeno

2.3.4 Condiciones cromatogréficas

Las condiciones cromatogréficas utilizadas en el equipo fueron las siguientes:

- Columna: SP 2560 100m x 025ml i.D 0.20 pm.

- Horno: 140°C (5 minutos), 4°C/minuto hasta 240°C (15 minutos)
- Temperatura de inyector: 260°C

- Detector: FID 260°C

- Gas portador: Helio 20cm/s a 175°C

- Inyeccién: 2ul, Split:40:1

El cromatdgrafo de gases con detector FID marca Agilent Technologies 7890,
permite obtener el espectro o cromatograma de cada compuesto y de una
manera precisa establece la identidad de los componentes de la muestra, el
cromatografo utilizado en este estudio se puede observar a continuacion en la

figura 14.
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Figura 14. Cromatdgrafo de gases con detector FID marca Agilent
Technologies 7890A

2.4 Andlisis Cualitativo

Para identificar los componentes de la muestra se calculan los tiempos que
tarda cada sustancia en abandonar el sistema cromatografico, segun sus
caracteristicas moleculares, controlando todas las condiciones cromatograficas
ademas de los patrones que presenta el estandar para realizar las

comparaciones, en este caso, el estandar F.A.M.E Mix C4-C24.
2.5 Analisis Cuantitativo

La composicion se establece por normalizacibn de &reas, técnica mas
empleada y de mayor precision, se refiere a utilizar la altura del pico o el area
comparandolo con la del patrén inyectado bajo las mismas condiciones
cromatograficas. La comparacion de los resultados obtenidos con los datos

bibliograficos previos permitira establecer la naturaleza lipidica del aceite.
2.6 Adaptacion de la metodologia analitica
2.6.1 Linealidad

La linealidad del método se evalué relacionando la funcién de respuesta del
equipo con estandar FAME MIX SUPELCO 47885-1, para cada uno de los
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acidos grasos que presenta el estandar para su identificacion. Con los
resultados obtenidos se realizé el estudio de regresion lineal, evaluando los

siguientes parametros:

e Coeficiente de correlacion (r): El coeficiente de relacion indica el grado
de relacién entre la concentracion (x) y la respuesta (y). EI maximo valor
gue puede alcanzar es 1. Si el coeficiente de correlacion es cercano a la
unidad representa que si hay correlacion con una alta posibilidad, si por el
contrario existe un valor cero indica la ausencia de analogia lineal entre

las variables. El coeficiente de correlacion se calcula con la ecuacion 1.

r= 2y ;ZZXZy/n — (Ecuacion 1)
2 2
oo [ oy _07]
n n

Doénde:
n= Numero de mediciones
x= Concentracion (ng/mL)

y= Area

e Pendiente (m): Se trata del valor de la pendiente asociada a la

sensibilidad del método. Se calcula gracias a la ecuacion 2.

m=-— (Ecuacion 2)

Donde:

x= Concentracion

y= Respuesta

m= Valor de la pendiente

a= Término independiente

e Intercepto (L): es el valor de Y cuando X toma el valor de 0. Este es el

punto donde la linea cruza el eje Y. Se calcula con la ecuacion 3.
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L=y—mx (Ecuacion 3)

Dénde:

L= Intercepto
x= Concentracion
y= Respuesta

m= Valor de la pendiente

2.6.2 Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

e Limite de deteccidon

Utilizando el estudio de regresion lineal, se evalua el limite de deteccion con la

ecuacion 4.

LD =— (Ecuacion 4)
m

Dénde:

LD= Limite de deteccion
L = Intercepto

m = Pendiente
e Limite de cuantificacion

Utilizando el estudio de regresion lineal, se evallua el limite de cuantificacion
con la ecuacion 5.

LC = 10L/m (Ecuacion 5)
Donde:
LC = Limite de cuantificacion
L= Intercepto
m = pendiente

2.6.3 Precision
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Para determinar la precision del método, se pes6 una muestra de aceite de
chia con tres repeticiones, se calculo el promedio, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion. Se expreso la precision del método en funcién del

coeficiente de variacion.

Desviacion estandar: Se trata de la variacion esperada con respecto a la

media aritmética y se calcula gracias a la ecuacion 6.

B [ T (x1-x)2

o= (Ecuacion 6)

Dénde:
o= Desviacion estandar
N= NUmero de datos

Coeficiente de variacion: Se utiliz6 esta medida de dispersion comparar la

variabilidad de un conjunto de datos segun la ecuacion 7.

Cv = ﬁ x 100 (Ecuacion 7)
Doénde:
CV= Coeficiente de variaciéon

o= Desviacion estandar

| x| = Media aritmética del conjunto de datos

2.7 Anélisis Proximal

Previo al analisis proximal, las muestras fueron ingresadas y codificadas en los
laboratorios LSAIA del Departamento de Nutricion y Calidad del INIAP en
Quito.

2.7.1 Humedad
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La humedad de la muestra se perdié por volatilizacion gracias al calor. La
materia seca es la cantidad de material que queda al de eliminar la humedad.
La cantidad de agua liberada fue el resultado de la pérdida de peso de la
muestra sometida a secado en una estufa hasta alcanzar peso constante; el

residuo es la materia seca.
El equipo y material utilizados fueron los siguientes:

- Estufa

- Recipientes de acero inoxidable
- Balanza analitica

- Pinza metalica

- Desecador

- Espatula
2.7.1.1 Procedimiento para la determinacion de humedad

Se lavaron los recipientes y se secaron en estufa a 65°C por 2 horas.
Posteriormente, se retiraron de la estufa para su enfriamiento y pesado.
Consecutivamente se pesaron aproximadamente 2 g. de muestra y se llevaron
a la mufla a 105°C por 12 horas. Luego de este tiempo, se retiraron los

recipientes con la muestra a un desecador, se enfrié y pesé

Se utilizé la ecuacion 8 para el célculo de la humedad:

H =2 %100 (Ecuacion 8)

o Prmh XPr

Donde:

H = Porcentaje de humedad

Pr = Peso del recipiente

Prmh = Peso del recipiente mas de la muestra humeda

Prms = Peso del recipiente mas la muestra seca
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2.7.2 Determinacion de cenizas

Al llegar a una temperatura de 550°C, la materia organica se descarté por
incineracion, el residuo se denomind ceniza, la cual representa la fraccion
inorganica del alimento, o muestra de la misma que tiene diversidad de

minerales.

Los reactivos que se utilizaron para la determinacion de cenizas fueron los

siguientes:

- Acido sulfarico

- Dicromato de potasio

- Solucién sulfocrémica: Para la preparacion de ésta solucién se pesé
20 g de dicromato de potasio en un Erlenmeyer de 1000 mL, se disolvio

con 20 mL de agua y se vertieron lentamente 800 mL de &cido sulfarico.
El equipo y material utilizados fueron los siguientes:

- Balanza analitica

- Crisoles de porcelana
- Desecador

- Espétula

- Estufa

- Mufla

- Pinza metalica

- Placa calentadora o reverbero

Para la adecuacién de los crisoles fue necesario sumergirlos en solucion
sulfocrémica por dos horas y se enjuag6 con agua destilada, posteriormente se
secO a 105°C y se llevo al horno a 550°C por 2 horas, luego se retiré en un

desecador y se enfrid.
2.7.2.1 Procedimiento para la determinacién de cenizas

Se peso el crisol y se agregaron de 2 gramos de muestra, a continuacién se

calcind la muestra en la mufla a 600°C por 8 horas. Las cenizas obtenidas
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fueron blancas y no mostraron adherencias en las paredes. Se colocaron en un
desecador, luego se enfriaron y pesaron. La formula para el céalculo de las
cenizas se muestra en la ecuacion 9.

__ Pcz—Pc
Pcm—Pc

x 100 (Ecuacion 9)

Doénde:

C= Porcentaje de cenizas

Pc= Peso del crisol

Pcz=Peso del crisol mas ceniza
Pcm= Peso del crisol mas muestra
2.7.3 Determinacion de proteina

Para la determinacion de proteina se llevd a cabo la transformacion del
nitrogeno contenido en las mismas, en sulfato de amonio cuando fueron
digeridas en &cido sulfdrico mientras se encontraba en ebullicion. El residuo se
enfrid, y se diluyé con agua, consecutivamente se agregé hidréxido de sodio. El
amonio se desprendié y a la vez se destil6 para luego ser recibido en una
solucion de acido bdrico, que inmediatamente se tituld6 con acido sulfurico

estandarizado.

Los reactivos que se utilizaron para la determinacién de proteina se mencionan

a continuacion:

- Acido sulfarico 95-98% H,S0O, p.a

- Pastillas de digestion KJELTABS Cu/3.5

- Hidroxido de sodio 40%

- Acido bérico 4% p.a Kjeltec models 2100,2200 y 1026

- Acido bérico 1% Kjeltec models 2300,2400, 1030 y 1035
- Verde de bromocresol

- Rojo de metilo

- Solucién estandar acido clorhidrico 0.1000 N
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- Sulfato de amonio 99%

Para la determinacion de proteina fue necesaria la elaboracion de varias

soluciones, las cuales se detallan a continuacion:

- Acido sulfurico: Grado reactivo concentrado del 95-98%

- Hidroxido de sodio: Solucion al 40% peso/peso. Se pesaron 40g. de
hidroxido de sodio en un balén. Luego se introdujo el balén en un bafio
frio, posteriormente se afiadié agua destilada lentamente con agitacion
continua. Se disolvié completamente y se completo el aforo.

- Indicador Rojo de metilo: Se disolvi6 100 mg de rojo de metilo en 100
mL de metanol.

- Verde bromocresol: Se disolvié 100 mg verde bromocresol en 100 mL de
metanol.

- Acido boérico: Solucién al 4%. Se disolvié 400g de acido borico en 5 0 6
litros de agua destilada caliente. Luego se mezcl6 y adiciond mas agua
destilada caliente hasta un volumen de 9 L. Después se enfri6 a
temperatura ambiente y se afadi6 100 mL de la solucién de verde
bromocresol y 70 mL de la solucién de rojo de metilo. Finalmente se
aforé a un volumen de 10 litros.

- Acido borico: Solucion al 1%. Se disolvié 100 g. de acido bérico en 5 0 6
litros de agua destilada caliente. Se mezclé y adicion6 mas agua
destilada caliente hasta un volumen de 9 litros. Posteriormente se enfrid
a temperatura ambiente y se afiadieron 100 ml de la solucién de verde
bromocresol y 70 mL de la solucién de rojo de metilo. Finalmente se
aforé a un volumen de 10 L.

- Acido clorhidrico: Solucién 0.1000 N certificada para estandar.
El equipo y material utilizado para la determinacion de proteina fue el siguiente:

- Balanza analitica

- Aparato de digestion

- Tubos de digestidon

- Tecator Digestor 20 FOSS
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- Titulador automatico Kjeltec Sampler 8420

- Destilador Kjeltec Sampler 8400
2.7.3.1 Procedimiento para la determinacién de proteina

Se peso6 de 1.58 g de muestra en papel bond tarado y se hicieron pequefios
envoltorios para luego ser depositados en tubos de digestion, teniendo siempre
en cuenta el nimero de la muestra a colocar en cada tubo. Después se
colocaron en el tubo dos pastillas de digestion Kjeltabs Cu/3.5 y se afiadieron
15 ml de acido sulfurico. Posteriormente se ubicaron los tubos en el digestor
con los calentadores a temperatura de 400°C por una hora. Una vez enfriados
se adecuo el equipo Kjeltec Sampler 8400 para andlisis de proteina. Se espero
10 minutos por cada tubo para observar el resultado en la pantalla del equipo.

2.7.4 Determinacion del extracto etéreo por extraccion con hexano

Una vez pesadas las muestras y adecuadas en el equipo Soxtec 2043, el
solvente utilizado se condensé continuamente, eliminando materiales solubles
al pasar por la muestra. EIl restante se recogié en un balon que al terminar el
proceso se destilo y se recogié en otro recipiente. La sustancia que queddé en el

balén se seco y se peso.

El reactivo que se utiliz6 para la extraccion de grasa fue:
- Hexano

El equipo y material utilizado fue el siguiente:

- Balanza analitica

- Estufa

- Equipo Soxtec 2043
- Dedales de celulosa
- Ndcleos de ebullicién
- Desecador

- Espatula

- Pinza metalica



- Algododn

2.7.4.1 Procedimiento para la determinacién del extracto etéreo

Se lavaron las copas de aluminio y se llevaron a una estufa a 105°C por dos

horas para luego retirar en un desecador, con el fin de que se enfrien.

Posteriormente se pesaron y afiadié 80ml de hexano.

Se pesaron de 2 a 3 g de muestra seca que se colocaron en un dedal limpio y
se taparon con algodén. En seguida se depositaron los dedales con la muestra

en el equipo Soxtec 2043. Se operd desde el software del equipo con las

condiciones establecidas para el tipo de muestra.

Las condiciones del equipo dependen del porcentaje de grasa, al ser la chia

una semilla con alto porcentaje de grasa, las condiciones del equipo se

muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones del equipo SOXTEC 2043

Porcentaje en muestras

Condiciones Soxtec

Muestras de 30 a 60% de grasa

280°C

30 minutos en ebullicion

60 minutos de lavado

10 minutos secado de
muestra

10 minutos de recuperacion

de solvente

A continuacion se muestra la ecuacion 10, la cual se utiliza para el célculo el

extracto etéreo.

__ Phr—Ph

EE

x 100

(Ecuacién 10)
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Donde:

EE= Extracto etéreo

Ph= Peso de la copa de aluminio
Phr= Peso de la copa mas el residuo
Pm= Peso de la muestra

2.7.5 Cuantificacion de fibra cruda

Una vez que la muestra ha sido liberada de la humedad y grasa presentes en
la misma se digirié en primer lugar con una solucién acida y posteriormente
paso por la solucion alcalina; los restantes organicos se recogieron en un crisol
filtro. Posteriormente se incinerd la muestra y la fibra cruda se determiné por

pérdida de peso.

Los reactivos utilizados para la cuantificacion de fibra cruda fueron los

siguientes:

- Acido sulftrrico
- Hidroéxido de sodio
- Alcohol isoamilico

- Hexano
El equipo y material fueron los siguientes:

- Balanza analitica

- Equipo para digestion LABCONCO
- Estufa

- Mufla

- Equipo de filtracion

- Vasos de 600 ml forma larga

- Crisoles filtrantes de porcelana

- Lana de vidrio

- Pipetas volumétricas
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2.7.5.1 Procedimiento para la determinacion de fibra cruda

Se pesaron de 1,56 gramos de muestra en un vaso de 600 mL, luego se
afadieron 200mL de acido sulfurico al 0,007% por y 1mL de alcohol isoamilico.
Se digesto por 30 minutos, se agregaron 20 ml de hidroxido de sodio al 22% vy

1 mL de alcohol isoamilico y nuevamente se digestd por 30 minutos.

Se recogio la fibra en crisoles filtro que contenian una capa de lana de vidrio en
su base, se lavaron con agua caliente desmineralizada y 100 mL de &cido
sulfarico al 0,007% y 20 mL de hexano, los lavados de la fibra culminaron con
agua bidestilada. Se secé en una estufa a 105°C por 8 horas y se retir6 en un

desecador y posteriormente se enfrid y peso.

Segun la ecuaciéon 11:

__ Pcf-Pcc

Fc X 100 (Ecuacion 11)

Doénde:

Fc= Porcentaje de la fibra cruda

Pcf= Peso del crisol secado a 105°C
Pcc=Peso del crisol después de la incineracion
Pm= Peso de la muestra.

El analisis proximal permite conocer la cantidad especifica de cada nutriente
mediante el analisis quimico y sirve de referencia para comparar la informacion

obtenida con la reportada con otros autores.
2.8 Comparaciéon con otros aceites
Los aceites escogidos para el presente estudio fueron los siguientes.

- Aceite de aguacate
- Aceite de canola

- Aceite de palma
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La comparacién se realizé analizando los aceites en el cromatografo de gases
para obtener los perfiles de los &cidos grasos correspondientes en relacion al
aceite de chia. Posteriormente se utilizé el andlisis multivariado y la técnica de
componentes principales con el fin de estudiar simultdneamente el conjunto de

datos que se lograron.
2.8.1 Analisis multivariado

Las variables (acidos grasos encontrados), se determinaron gracias al analisis
cromatografico de cada aceite estudiado. Al tratarse de un analisis de
componentes principales las variables estan correlacionadas. La matriz de
datos se compone de cada &cido graso y los porcentajes encontrados en los

aceites analizados.

Una vez ingresados los porcentajes de cada uno de los acidos grasos de los
aceites en el programa STATISTICA, se procedi6é a realizar la comparacion,
para la demostracidén grafica se utilizd6 una proyecciéon doble de las variables.
De esta manera se visualizaron los acidos grasos que marcan una diferencia

en cuanto a su porcentaje en cada aceite.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Estandarizacion de la metodologia

Una vez escogida la metodologia se procedido a realizar pruebas en el
laboratorio, estableciéndose las condiciones del proceso de andlisis. La
estandarizacion del método para la determinacién de &cidos grasos utilizando
cromatografia de gases con detector FID se realiz6 con un estandar F.A.M.E
Mix C4-C24. Para la estandarizacion de la metodologia se realizaron las

correspondientes pruebas en 4 muestras de chia.

Para establecer las condiciones del sistema cromatografico se realizaron
pruebas en el equipo, se utilizé la metodologia propuesta para el analisis de
metil ésteres de acidos grasos CIS/TRANS (FAMES) se us6 una columna
capilar SP™ 2560 segun el método de referencia Fatty acid analyses, The
Reporter, volumen 25.4. Sigma-Aldrich (ALDRICH, 2006).

3.2 Linealidad y rango lineal

Para elaborar la curva de calibracién se preparé un estandar de 1 mg de la
mezcla de acidos grasos por mililitro, a partir de esta solucion se realizaron
diluciones para obtener los diferentes niveles de la curva, como se observa en
la tabla 9.

Tabla 9. Preparacién de estandares para curvas de calibracion de cromatégrafo
en acidos grasos.

Concentracién estandar Volumen de estandar Volumen de
(mg/ml) (ml) hexano (ml)
Po 0 1
P1 0,2 0,8
P2 0,4 0,6
P3 0,6 0,4
P4 0,8 0,2
Ps 1 0




42

Al realizar el analisis de la linealidad y rango lineal del método se obtuvieron
resultados directamente proporcionales a la concentracion del estdndar en un
rango definido entre 0 y 1, corroborandose con la informacion reportada por
Castillo y Gonzalez (1997).

3.3 Tiempo de retencion

Una vez preparados los estandares se realizaron las curvas de calibracion,
para cada uno de los acidos grasos, se inyecto el estandar para la deteccion de
los mismos segun su tiempo de retencion, los resultados de las curvas de
calibracion se muestran en las figuras 15 16, 17, 18, 19, 20 y 21. La
presentacion de las graficas se ha dividido de acuerdo al tiempo de retencion

en comun que tienen cada uno de los acidos grasos.

La figura 15 muestra las graficas lineales para acido butirico (C4), acido
caproico (C6), acido caprilico (C8), acido caprico (C10), &cido laurico (C12),

acido miristico (C14).

10000000 -
8000000 - *C4
mco
6000000 -
c8
4000000 - % €10
2000000 - xC12
' c14
D T T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
Figura 15. Gréfica del tiempo de retencion para C4, C6, C8, C10, C12,
C14.

La figura 16 muestra las graficas lineales para el acido estearico (C18:0), acido
oléico (C18:1N9C), acido araquidico (C20:0), acido behénico (C22:0), acido
lignocérico (C24:0).
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9000000 -
8000000 -
7000000 -
6000000 - ¢ C18:0
5000000 - W C18:1N9C
4000000 - €20:0
3000000 - % C22:0
2000000 - % €24:0
1000000 -
D T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Figura 16. Gréfica del tiempo de retencion para C18:0, C18:1n9c, C20:0,
C22:0y C24:0

La figura 17 muestra la grafica lineal para acido palmitico.

C16

15000000 -

10000000 -

5000000 - ¢Cl6

O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 17. Gréfica del tiempo de retencion para C16

La figura 18 muestra las gréficas lineales para acido undecandico (C11), acido
tridecandico (C13), acido miristoléico (C14:1), acido pentadecandico (C15:1),

acido cis-10-pentadecandico (C15:1), y acido palmitoléico (C16:1).
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5000000 -
4000000 - &C11
mC13
3000000 -
ACl4:1
2000000 - X C15:0
X C15:1
1000000 -
@Cle:l
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Figura 18. Grafica del tiempo de retencion para C11, C13, C14:1, C15:1,y
Cl6:1

La figura 19 muestra las gréficas lineales para acido heptadecandico (C17:0),
acido cis-10-heptadecandico (C17:1), &acido elaidico (C18:1n9t), acido
linolelaidico (C18:2n6t), acido linoléico (C18:2n6c), acido ¥-linoléico (C18:3n6).

4500000 -
4000000 -
3500000 - ¢C17:0
3000000 - mC17:1
2500000 - AC18:1n9t
2000000 -
1500000 4 X C18:2n6t
1000000 - ¥ C18:2n6¢c
500000 - ®C18:3n6
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Figura 19. Grafica del tiempo de retencion para C17:0, C17:1, C18:1n9t,
C18:2n6t, C18:2n6¢c, C18:3n6

La figura 20 muestra las graficas lineales para acido cis-11-eicosenoico
(C20:1), acido linolénico (C18:3n3), acido heneicosanoico (C21:0), acido cis-
11-14-eicosadienoico (C20:2), &cido cis-8-11-14- eicosatrienoico (C20:3n6), y

acido erdcico (C22:1n9).
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3500000 -
3000000 -
2500000 - #C20:3n3
mC23:0
2000000 - A C20:4n6
1500000 - X C22:2
*C20:5n3
1000000 - ®C24:1
C22:6n3
500000 -
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Figura 20. Grafica del tiempo de retencion para C20:3n3, C23:0, C20:4n6c,
C22:2, C20:5n3, C24:1, C22:6n3

La figura 21 muestra las gréficas lineales para &cido cis-1, 14,17-
eicosatriendico (C20:3n3), acido tricosandico (C23:0), acido metilcis-5, 8, 11,
14-eicosatetraendico (C20:4n6), acido cis-13,16- docosadiendico (C22:2), acido
cis-5, 8, 11, 14,17-eicosapentaendico (C20:5n3), acido nervonico (C24:1) y
acido cis-4-7-10-13-16-19-docosahexaendico (C22:6n3).

3500000 -
3000000 -
2500000 - C20:3n3
mC23:0
2000000 1 A C20:4n6
1500000 - K C22:2
K C20:5n3
1000000 - ®C24:1
C22:6n3
500000 -
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Figura 21. Gréfica del tiempo de retencién para C20:3n3, C23:0, C20:4n6,
C22:2, C20:5n3, C24:1y C22:6n3
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En la tabla 10 se detallan las ecuaciones lineales obtenidas y el R? que es el

coeficiente de determinacién y demuestra el ajuste del modelo a los datos

obtenidos.

Tabla 10. Ecuaciones lineales y R? de los &cidos grasos encontrados

Ecuacion del acido

Nombre Simbolo graso R2

Acido Butirico C4 y = 1E+07x + 237030 0,98
Acido Caproico C6 y = 2E+07x + 501322 0,98
Acido Caprilico C8 y = 2E+07x + 600390 0,98
Acido Caprico C10 y = 2E+07x + 572817 0,97
Acido Laurico C12 y = 2E+07x + 445437 0,97
Acido Miristico Cl14 y = 2E+07x + 601552 0,97
Acido Esteéarico C18:0 y = 2E+07x + 566793 0,99
Acido Oléico C18:1n9c |y = 2E+07x + 566147 0,99
Acido Araquidico C20:0 y = 2E+07x + 509453 1,00
Acido Behénico C22:.0 y = 2E+07x + 490656 0,99
Acido Lignocérico C24:.0 y = 1E+07x + 559894 0,98
Acido Palmitico C16:0 y = 2E+07x + 871522 0,99
Acido Undecanoico Cl1 y = 2E+07x + 299269 0,97
Acido Tridecandico C13 y = 2E+07x + 304627 0,97
Acido Miristoléico Cl4:1 y = 2E+07x + 262395 0,98
Acido Pentadecandico C15:0 y = 2E+07x + 298922 0,98
Acido Cis-10-pentadecandico C15:1 y = 2E+07x + 242051 0,98
Acido Palmitoléico Cl6:1 y = 2E+07x + 289604 0,98
Acido Heptadecandico C17.0 y = 2E+07x + 253526 0,99
Acido Cis-10-heptadecanoico Ci7:a y = 2E+07x + 282840 0,99
Acido Elaidico C18:1n9t |y = 2E+07x + 292017 0,99
Acido Linolelaidico C18:2n6t |y = 2E+07x + 247536 0,99
Acido Linoléico C18:2n6¢c |y = 2E+07x + 268685 0,99
Acido ¥-Linoléico C18:3n6 |y = 2E+07x + 248287 0,99
Acido Cis-11-eicosenoico C20:1 y = 2E+07x + 269395 0,99
Acido Linolenico C18:3n3 |y = 2E+07x + 238666 0,99
Acido Heneicosanoico C21:0 y = 2E+07x + 240487 1,00
Acido Cis-11-14-eicosadienoico C20:2 y = 2E+07x + 254147 0,99
Acido is-8,11,14-eicosatrienoico C20:3n6 |y =1E+07x + 238565 0,99
Acido Erdcico C22:1n9 |y =2E+07x + 281931 0,99
Acido Cis-11,14,17-eicosatrienoico | C20:3n3 |y = 1E+07x + 194572 1,00
Acido Tricosanoico C23:0 y = 2E+07x + 245259 0,99
Acido Metilcis-5,8,11,14- 0.99
eicosatetraenoico C20:4n6 |y = 1E+07x + 216027 '

Acido Cis-13,16-docosadienoico C22:2 y = 1E+07x + 234234 0,99
Acido Cis-5,8,11,14,17- 0.99
eicosapentaenoico C20:5n3 |y =1E+07x + 192236 '

Acido Nervonico C24:1 y = 2E+07x + 244619 0,99
Acido Cis-4,7,10,13,16,19- 0.99
docosahexaenoico C22:6n3 |y =1E+07x + 163976 '
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Las curvas de calibracion generadas en relacion al estdndar inyectado
revelaron la deteccién de 37 &cidos grasos para la metodologia propuesta.
Estos resultados difieren de los obtenidos en el estudio de Lopez Valencia
(2008), en el cual se detectaron 28 acidos grasos para la metodologia utilizada
en su estudio, la diferencia radica en la esterificacion de la muestra, en el

estandar utilizado, la condiciones cromatograficas y en el equipo utilizado.

La metodologia de esterificacion que se realizé en este estudio, los reactivos
utilizados como el hidréxido de sodio, acido clorhidrico y el hidroxido de
potasio, ademas de la solucion estandar F.A.M.E Mix C4-C24 ayud6 a que
fueran 37 &cidos grasos detectados, mientras que Lopez Valencia utiliz6 una
mezcla de hidroxido sulfarico con metanol al 2% y su estandar de mezcla de
metitlésteres de acidos grasos RESTEK. Lo cual evidencia que existié una
mayor efectividad en la deteccién de &cidos grasos por la metodologia aplicada

en la presente investigacion.

Se observé que las ecuaciones indican valores de r* en las curvas de
calibracion que se acercan mucho al valor de 1, lo cual revela que las curvas se
correlacionan en una linea recta tal cual lo expresa Lopez Valencia (2008), en
su estudio Estandarizacion de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion de metilésteres

de acidos.

Los r? resultantes en este estudio se encuentran entre valores desde 0,97 a 1
lo cual indica que el modelo ejecutado es el adecuado ya que mientras mas se
acerca los valores a 1, los puntos explican la variable dependiente casi sin error

al ser analiticamente exactas.

3.4 Limite de deteccidén y limite de cuantificacion

Se realiz6 la estimacién del limite de deteccion y de cuantificacion en base a
los resultados establecidos en el estudio de linealidad, esto se realizo utilizando
el valor del intercepto y de la pendiente. Para la determinacion del limite de
deteccién se aplica la ecuacion 4 y para el calculo del limite de cuantificacién

se aplica la ecuacion 5. De esta manera se puede deducir que el método,



presenta un limite de deteccién y de cuantificacion cuyos resultados se

observan en la tabla 11.

Tabla 11. Limites minimos de deteccion y cuantificacién para los acidos grasos

Nombre del &cido graso

Simbolo

Limite de deteccion

Limite de

cuantificaciéon

(mg/ml) (mg/ml)

Acido Butirico c4 0,07 0,14
Acido Caproico C6 0,07 0,13
Acido Caprilico C8 0,08 0,15
Acido Caprico C10 0,09 0,17
Acido Laurico C12 0,09 0,18
Acido Miristico Cl14 0,09 0,18
Acido Estearico C18:0 0,09 0,17
Acido Oléico C18:1n9c 0,08 0,17
Acido Araquidico C20:0 0,08 0,15
Acido Behénico C22:0 0,07 0,15
Acido Lignocérico C24:0 0,08 0,17
Acido Palmitico C16:0 0,13 0,26
Acido Undecanéico C11 0,04 0,09
Acido Tridecanoico C13 0,05 0,09
Acido Miristoléico Cl4:1 0,04 0,08
Acido Pentadecandico C15:0 0,04 0,09
Acido Cis-10-pentadecanoico Ci15:1 0,04 0,07
Acido Palmitoléico C16:1 0,04 0,09
Acido Heptadecanoico C17:0 0,04 0,08
Acido Cis-10-Heptadecanoico Cl7:1 0,04 0,08
Acido Elaidico C18:1n9t 0,04 0,09
Acido Linolelaidico C18:2n6t 0,04 0,07
Acido Linoléico C18:2n6¢c 0,04 0,08
Acido y-Linoléico C18:3n6 0,04 0,07
Acido Cis-11-eicosendico C20:1 0,04 0,08
Acido Linolénico C18:3n3 0,04 0,07
Acido Heneicosandico C21:.0 0,04 0,07
Acido Cis-11-14-eicosadiendico C20:2 0,04 0,08
Acido Cis-8,11,14-eicosatriendico | C20:3n6 0,04 0,07
Acido Erdcico C22:1n9 0,04 0,08
Acido Cis-11,14,17-eicosatriendico | C20:3n3 0,06 0,12
Acido Tricosanoico C23:.0 0,04 0,07
A_C|do met|IC|s-5,8,11,14- C20-4n6 0,06 0.13
eicosatetraenoico

Acido cis-13,16-docosadienoico C22:2 0,07 0,14
A_C|do C|s-5,8,11_,14,17- C20:5n3 0.06 0.12
eicosapentaenoico

Acido nervonico C24:1 0,04 0,07
Acido cis-4,7,10,13,16,19- C22:6n3 0.05 0.10

docosahexaenoico
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En el presente estudio, el limite de deteccion revela la minima concentracion
mostrada de manera confiable por el método utilizado con valores desde 0,04 a
0,13 mg/ml lo cual revela que la esterificacion de la muestra fue la adecuada
para detectar valores muy pequefios. De igual manera los valores para el limite
de cuantificacion van desde 0,07 a 0,18 mg/ml, los cuales son valores
totalmente aceptables ya que los acidos grasos se encuentran en el aceite
como componentes mayoritarios. Con estos valores tan bajos de cuantificacion

se evitan falsos positivos.
3.5 Precision del método

Se realizé el analisis de la precision del método, para lo cual se preparé dos
muestras de chia siguiendo la metodologia citada anteriormente y se inyectod en
el equipo. Se calcul6 la desviacion estandar y el coeficiente de variacion por
medio de las ecuaciones 6 y 7 respectivamente, los resultados se expresan en

la tabla 12.

Tabla 12. Analisis de la precision del método segun el coeficiente de variacion
en dos muestras de chia.

glroarggre del acido Simbolo %Acido graso Promedio Dgst\gr?gifrn %CV
Acido Miristico Cl4 0,05 0,05 0,05 0,00 1,9
Acido Esteérico C18:0 2,93 3,15 3,04 0,16 5,21
Acido Oléico C18:1n9c 5,82 5,88 5,85 0,04 0,68
Acido Araquidico C20:0 0,27 0,27 0,27 0,00 0,36
Acido Behénico C22:0 0,08 0,08 0,08 0,00 4,31
Acido Lignocérico C24:0 0,11 0,11 0,11 0,00 1,11
Acido Palmitico C16:0 6,76 6,97 6,87 0,15 2,11
Acido Palmitoléico C16:1 0,18 0,18 0,18 0,00 1,18
Acido Linolelaidico C18:2n6t 0,09 0,09 0,09 0,00 0,74
Acido Linoleico C18:2n6¢c 17,19 17,39 17,29 0,14 0,8
Acido y-Linoleico C18:3n6 1,36 1,38 1,37 0,01 0,96
Acido Linolénico C18:3n3 1,36 1,36 1,36 0,00 0,18
Acido Heneicosanoico C21:0 55,74 56,32 56,03 0,41 0,74
gilggag:gnlollccl)4 C20:2 0,05 0,04 0,05 000 |379
Acido Erdcico C22:1n9 0,02 0,02 0,02 0,00 5,95
Acido Nervonico C24:1 0,03 0,03 0,03 0,00 5,77
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El error maximo que se permite entre dos repeticiones es el 3%, debido a que
el criterio técnico evalla ésta proporcion maxima de confianza, lo cual hace
aceptable el porcentaje en precision del método utilizado. Se puede apreciar
que en los acidos; estearico, behénico, cis-11-14-eicosadiendico, erucico y
nervénico, el coeficiente de variacion es superior al 3%, esto se debe a la
escasa cantidad de éstos acidos en la muestra, por lo cual su resultado no es
notable. Vinagre (2015) sugiere 6 inyecciones del estandar en condiciones
repetitivas en su estudio Calidad de métodos analiticos, pero la metodologia
propuesta en el presente estudio sugiere la inyeccion del estandar por cada
muestra de aceite. La investigacibn expuesta coincide con la metodologia
propuesta por Lopez Valencia (2008) quién hizo una calibracion individual para

cada compuesto.

3.6 Identificacion y cuantificacidén de acidos grasos del aceite de chia por

cromatografia de gases

Con el método previamente optimizado se procedi6 al andlisis de dos muestras
de chia para identificar los &cidos grasos que componen la grasa existente,
como se puede observar en la tabla 13.

Tabla 13. Acidos grasos detectados en el aceite de chia segun el tiempo de
retencion.

Nombre Simbolo RT
Acido Miristico Cl14 19,83
Acido Esteéarico C18:0 26,21
Acido Oléico C18:1n9c 27,30
Acido Araquidico C20:0 29,20
Acido Behénico C22:0 31,98
Acido Lignocérico C24:0 34,83
Acido Palmitico C16:0 23,11
Acido Palmitoléico C16:1 24,34
Acido Linolelaidico C18:2n6t 28,09
Acido Linoléico C18:2n6¢c 28,80
Acido y-Linoléico C18:3n6 29,91
Acido Linolénico C18:3n3 30,41
Acido Heneicosandico C21:.0 30,59
Acido Cis-11-14-eicosadiendico C20:2 31,61
Acido Er(cico C22:1n9 32,96
Acido Nervonico C24:1 35,89
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Cémo se puede observar en la precedente tabla, se identificaron 16 &cidos
grasos en la chia, de los 37 que fueron inyectados mediante la comparacion del
tiempo de retencidn de cada pico en la muestra con respecto al tiempo de
retencién de cada pico del estandar y el orden de elucién de los acidos grasos

presentes en el aceite de chia.

El cromatograma obtenido en el andlisis se muestra en la figura 23, las

muestras ingresaron por duplicado.
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Figura 22. Acidos grasos presentes en la semilla de chia
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El cromatograma indica en sus picos, los &cidos grasos detectados por el
cromatografo de gases.Posteriormente se realizd la cuantificacion de los acidos
grasos en la muestra utilizando el método de estandar externo, en el cual se
relaciona el area de la muestra con respecto al area del estandar por la
concentracion y se obtuvo el contenido de cada acido graso de la chia,
resultados que se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Porcentaje de &cidos grasos presentes en chia

Nombre del acido graso Simbolo Amdg)/o%raso
Acido Miristico Cl14 0,05
Acido Esteérico C18:0 3,04
Acido Oleico C18:1n9c 5,85
Acido Araquidico C20:0 0,27
Acido Behénico C22:0 0,08
Acido Lignocérico C24:0 0,11
Acido Palmitico C16:0 6,87
Acido Palmitoléico Ci16:1 0,18
Acido Linolelaidico C18:2n6t 0,09
Acido Linoléico C18:2n6¢c 17,29
Acido ¥-Linoléico C18:3n6 1,37
Acido Linolénico C18:3n3 1,36
Acido Heneicosanéico C21:0 56,03
cicosadientico c202 | 005
Acido Ertcico C22:1n9 0,02
Acido Nervonico C24:1 0,03

Como se puede observar en la tabla 14, los acidos grasos mas representativos
son; acido heneicosandico (56,03%), acido linoleico (17,29%), acido palmitico
(6.87%), acido oleico (5,85%), acido estearico (3,04%), v-linoléico (1,37%),
linolénico (1,36%).

El aceite de chia analizado mostr60 porcentajes similares en los acidos
palmitico, estearico, oleico y linoleico, reportados por Ayerza y Coates (2005),
esto podria deberse a la coincidencia en suelos areno-limosos los cuales

favorecen su crecimiento aunque también puede desarrollarse en suelos
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arcillo-limosos con buen drenaje como los existentes en Argentina, Bolivia,
Colombia, México y Peru y que coinciden con la textura arenosa a franco-
arenosa de la localidad de Colta a 3000 a 3500 m.s.n.m (Gobierno Autébnomo
Descentralizado del cantén Colta, 2014). La semilla de chia del cantén Colta es
la clasica mezcla entre semillas blancas y negras cultivadas a 3180 m.s.n.m. en
un suelo negro andino, con alto valor bioldgico y porcentajes importantes en

fibra, proteina y extracto etéreo (Vintimilla y Reinoso, 2015).

Sin embargo, no concuerda con el resultado del acido ¥-linoléico (1,37%) y el
elevado contenido del 4cido heneicosanoico presentado en esta investigacion
lo cual podria deberse que la temperatura, la luz, el tipo de suelo y la nutricion
de las plantas afectan tanto la cantidad como la calidad del aceite contenido en
la semilla de chia. Se ha encontrado una correlacién negativa entre las
temperaturas medias y el contenido del acido graso a-linolénico de la semilla
de chia formada a principios de abril y a fines de mayo (Ayerza, 1995). Es
probable que las altas temperaturas reduzcan la formacién de este &cido graso
esencial, tal como ocurre en otras oleaginosas, segun lo informado por Howell
& Collins (1957).

La variabilidad de los contenidos de acidos grasos presentada en los aceites
estudiados, es muy probable se deba al factor origen, ya que algunos
investigadores han demostrado el efecto de factores como la calidad del suelo
y condiciones climaticas sobre la composicién quimica del aceite de chia. Esto
ha sido verificado en aceites de maiz, jojoba y chia, observando que un
incremento en la temperatura se relaciona con una disminucién en el contenido
de aceite y, la composicion de acidos grasos saturados aumenta, mientras que
los insaturados disminuyen (Ayerza R. , 2011).

Las diferencias encontradas en el contenido total e individual de acidos grasos
de un aceite de chia del estudio realizado en Cuba con respecto al presente
estudio, pudieran estar influenciadas por diferentes factores como son las
condiciones climaticas, forma de cultivo, tipo de suelo, altitud del terreno, tipo
de semilla, entre otras variables propias de las materias primas, el aceite

conseguido a partir de semillas de S. hispanica L. (Vicente, y otros, 2013).
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3.7 Analisis Proximal y composicion quimica de la semilla de chia

El andlisis proximal de la semilla de chia se realizé en el laboratorio de analisis
de alimentos del Instituto Nacional de Investigaciones agropecuarias siguiendo
las metodologias detalladas en el capitulo 2. En la tabla 15 se pueden observar

los resultados obtenidos.

Tabla 15. Andlisis proximal para la semilla de chia (INIAP)

Analisis Porcentaje (%)
Humedad 5,86
Cenizas 4.7
Extracto etéreo 31,48
Proteina 24,64
Fibra Cruda 19,48
Elementos libres de nitrégeno 19,69

En el presente trabajo de titulacion se analizé semillas de chia con el fin de
conocer su composicion quimica y el aporte de nutrientes que ofrece, las
semillas analizadas se caracterizaron por su bajo contenido de humedad y de
igual manera de cenizas con valores de 5,86% y 4,7% respectivamente. Por
otro lado, el contenido de grasa, de 31,48%, es el mas alto en relaciéon a los
demdas nutrientes y también posee un contenido proteico importante que

equivale al 24,64% y su valor de fibra que corresponde al 19,48%.

En el articulo sobre la evaluacion nutricional y quimica de semillas de chia, se
revelan resultados de entre 22,1% a 33,4%, en proteina, en grasa de 19% al
26,5% vy fibra &cido detergente se encuentra de 47,1% a 59,8% (Webber,
Gentry, Kohlhepp, y McCrohan, 1992). Por otro lado Ayerza y Coates (2011),
presentaron un contenido de proteinas que varié entre y 16 a 26 g/100g
respectivamente, respecto al contenido de materia grasa, los valores
reportados oscilan entre 30 y 35%, ademas de un rango amplio en el contenido
de fibra que va desde 18 al 30%.

Las muestras analizadas en este estudio revelan resultados de proteina, grasa

y fibra dentro rangos en los que se encuentran los reportados por otros autores,
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la variacion mayor que existio en el porcentaje de grasa y proteina de la semilla
del sector Colta pudo deberse a los requerimientos nutricionales del cultivo y
del suelo, el ciclo del cultivo tiende a ser mas largo en condiciones frias a
mayores alturas, aproximadamente de 5 meses, por consiguiente existe una
mayor capacidad de generar proteinas. La fertilizacion rica en nitrégeno es una
variante importante para tener un cultivo con los nutrientes de interés para su

evaluacion (Aguilera, 2013).

A pesar de que los valores no difieren en gran cantidad entre si, las diferencias
encontradas en la composicion quimica de los estudios previamente
mencionados con la investigacion realizada en este trabajo de titulacion, se
pueden atribuir a distintos factores, entre los cuales se puede mencionar a la
especie, variedad, altura de cultivo, condiciones climaticas, geografia y
factores agronomicos. En general, estd documentado que la elevacion de la
tierra se asocia con la disminucion de la temperatura ambiental, asi como una
fuerte relacion entre la creciente temperatura estacional y el ndmero del
procesos metabdlicos y fisioldégicos basicos de las plantas, lo cual pudo tener
una influencia positiva en los porcentajes obtenidos de cada nutriente en la

semilla de chia para el presente estudio (Ayerza R., 2011).

Debido a que es una planta sensible al fotoperiodo, la estacion de crecimiento
depende de la latitud a la cual se realice el cultivo. Los suelos areno-limosos
como los encontrados en Colta, favorecen su crecimiento aunque también
puede desarrollarse en suelos arcillo-limosos con buen drenaje. Las
observaciones de campo indican un buen crecimiento de este cultivo en suelos

con un amplio nivel de variacién de nutrientes (Ayerza y Coates, 2005).

3.8 Comparacion de la calidad del aceite de la chia con otros aceites

comestibles

Con la finalidad de comparar la calidad de la grasa que se encuentra en la chia

con otros aceites, se realiz6 el analisis del aceite de aguacate, canola y palma.

Los resultados en cuanto a su identificacion y cuantificacion de acidos grasos

de igual manera que en el aceite de chia se realiz6 mediante la relacion del
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area de la muestra con respecto al area del estandar por la concentracion de
la misma, lo cual dio como resultado el contenido de cada acido graso presente
en cada uno de los aceites escogidos para el presente trabajo, la tabla 16

muestra los resultados conseguidos en este analisis.

Tabla 16. Acidos grasos presentes en aceites estudiados

Chia Aguacate | Canola | Palma
i Nombre Simbolo (%) (%) (%) (%)
Acido Laurico Ci12 0,01
Acido Miristico Cl4 0,05 0,04 0,04 0,28
Acido Estearico C18:0 3,04 0,53 1,17 2,61
Acido Oléico C18:1n9c 5,85 45,25 38,57 35,72
Acido Araquidico C20:0 0,27 0,06 0,37 0,18
Acido Behénico C22:0 0,08 0,08 0,21 0,03
Acido Lignocérico C24:0 0,11 0,05 0,09 0,06
Acido Palmitico C16:0 6,87 17,57 3,12 31,63
Acido Pentadecandico C15:0 0,07 0,01 0,07
Acido Palmitoleico Cl6:1 0,18 8,52 0,15 0,29
Acido Heptadecanoico C17:0 0,02 0,04 0,09
Acido Cis-10-
heptadecandico Ci17:1 0,07 0,04 0,03
Acido Linolelaidico C18:2n6t | 0,09
Acido Linoleico Cl18:2n6c | 17,29 11,16 14,41 12,91
Acido ¥-Linoleico C18:3n6 | 1,37 0,28
Acido Cis-11-eicosenoico C20:1 0,15 1,07 0,08
Acido Linolénico C18:3n3 1,36 0,85 0,49
Acido Heneicosanéico C21:0 56,03 0,02 6,59
Acido Cis-11-14-
eicosadiendico C20:2 0,05 0,02 0,06 0,02
Acido Erucico C22:1n9 0,02 0,29
Acido Tricosandico C23:0 0,01 0,03
Acido Nervonico C24:1 0,03 0,02 0,14
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Se puede observar que no todos los acidos grasos estan presentes en los
aceites analizados, como se puede apreciar en los espacios en blanco, no
existio identificacion debido a que las cantidades detectadas en el estudio
cromatografico no fueron representativas, éste hecho marcé la diferencia en el
momento de comparar la calidad y sus beneficios nutricionales. De igual
manera algunos acidos grasos son significativos en cada aceite y otros son

comunes entre si.

El aguacate es un alimento rico en nutrientes que contiene una alta proporcion
de &cidos grasos monoinsaturados que llega al 60%, acidos grasos
poliinsaturados con un 20%, nada de colesterol y los restantes son acidos

grasos saturados (Pérez, Villanueva, y Cosio, 2005).

El analisis se realizé con muestras por duplicado, los resultados obtenidos en el
mismo expresé que en el aceite de aguacate los acidos grasos con mayor
presencia son; acido oleico (45,25%), acido palmitico (17,57%), acido linoleico
(11,16%) y el acido palmitoleico (8,52%). Los precedentes resultados difieren
por los reportados en bibliografia ya que segun los autores; Martinez, Nieto y
Moreno (1992), en el perfil de acidos grasos el aceite de aguacate presenta un
porcentaje de acido oleico de 0,48%. En el acido palmitico y palmitoleico los
resultados son similares, presentando un 16,55% y 7,17% respectivamente y
el acido graso mas notable es el linoleico con un 63,83%. La variacion en los
resultados puede deberse a que en el presente estudio se tomd la muestra del

aceite procesado y comercial.

El aceite de canola, es uno de los més utilizados para la cocina y la fabricacion
de comida en Europa y la tendencia de consumo ha incrementado
notablemente en los Ultimos afios en el Ecuador. Es por ésta razon que fue

tomado en cuenta para la comparacion de acidos grasos.

Con muestras por duplicado, los resultados obtenidos en la identificacion y
cuantificacion de &acidos grasos detalla que los &acidos; oleico (38,57%),
linoleico (14,41%), heneicosandico (6,56%), palmitico (3,12%), estearico

(1,17%), y cis-11-eicosendico (1,07%), se encuentran en mayor porcentaje en
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relacion a los demas. En referencia a los resultados citados por otros autores,
tan solo difiere en la cantidad de &cido oleico, ya que Giacopini de Zambrano
(2012), presenta un valor de 61%, y en &cido linoleico con 21%. La variacion en
los resultados puede deberse a que en el presente estudio se tomo la muestra
del aceite procesado y comercial, ademéas de las técnicas de extraccion de

aceite y proceso de refinamiento utilizado.

EL incremento en la demanda del consumo mundial del aceite de palma
acrecento su produccion, Ecuador es uno de los mayores productores de aceite
de palma y su uso culinario es comun en la cocina ecuatoriana. Se ha
escogido este aceite para el andlisis comparativo de calidad de acidos grasos

debido a la popularidad del mismo en el mercado nacional (Indupalma, 2012).

El analisis se efectu6 con muestras por duplicado, la informacion arrojé que los
acidos que mayor importancia debido a su mayor porcentaje son; acido oléico
(35,72%), palmitico (31,63%), y el acido linolénico (12,91%). De acuerdo al
analisis descrito por Indupalma (2012), los resultados solamente difieren en
cuanto a la cantidad de &cido linolénico (0,5%) y en mayor cantidad para el
acido palmitico con 47%. La variacion en los resultados puede deberse a que
en el presente estudio se tomé la muestra del aceite procesado y comercial,
ademas de las técnicas de extracciéon de aceite y proceso de refinamiento

usado en el mismo.
3.9 Andlisis multivariado en la composicion de aceites

Se realiz6 el analisis multivariado debido a que la asociacion entre los aceites
es alta. Un andlisis multivariado permite estudiar simultaneamente un conjunto
de datos cuando existen algunas variables medidas para cada muestra. Es
importante entender el fenbmeno en conjunto para realizar una correcta
comparacion y conclusién éptima teniendo en cuenta la informacién disponible
en el conjunto de datos que se analizaron. El analisis multivariante es de gran
ayuda para estudiar relaciones simultaneas entre tres o mas variables con el
objetivo de tomar decisiones éptimas en el contexto en que se encuentre la

informacion que contribuye el conjunto de datos analizado (Kachigan, 1991).
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La proyeccion de doble proyecciéon de las variables, muestra que los acidos
grasos se concentraron en un solo sector debido a su similitud y concentracion,

los &cidos grasos que se destacaron se pueden ver en otros sectores del plano.

La figura proyecta la matriz de datos que son los porcentajes de cada acido
grasos de cada aceite estudiado que se ingresaron en el programa para una

proyeccién doble de variables.

C21:0
u]

C18:2n6c
0

Fact. 2: 24 57%

o
S)

C oy
P=1
(q]

C18:1n9¢

Fact. 1:69,59%

Figura 23. Proyeccion de las variables en el plano factorial de aceites de
chia, aguacate, canola y palma

La proyeccion de datos en el analisis multivariado arrojé la diferencia entre los

siguientes acidos grasos:

- Acido Oleico (C18:1n9c)
- Acido Linoléico (C18: 2n6c)



60

- Acido Palmitico (C16:0)

- Acido Heneicosanoico (C21:0)

Como se observa en la figura 23, la mayoria de acidos grasos se agrupan en
un sector, demostrando las coincidencias y su repetitividad en los 4 tipos de
aceites analizados. Sin embargo, los &acidos grasos que se mostraron
diferentes, deben esta condicién a la cantidad del mismo que se encuentra en

cada aceite.
3.9.1 Acidos grasos representativos en el estudio multivariado

El analisis estadistico arroj6 que existen 4 acidos grasos representativos, la
importancia radica en los porcentajes de cada uno de ellos detectados por el

estudio cromatografico en cada uno de los aceites analizados.
3.9.1.1 Acido Oleico

El 4cido oleico es uno de los acidos grasos destacados segun la proyeccion
plana. La cantidad de acido oleico que se encontré en cada uno de los aceites
estudiados se pueden observar en la tabla 17.

Tabla 17. Cantidad de acido oleico en cada uno de los aceites estudiados

Aceite Contenido de 4cido oleico (%)
Chia 5,85
Aguacate 45,25
Canola 38,57
Palma 35,72

El acido oleico (C18:1n-9) es el representante de los &cidos grasos
monoinsaturados. Del &cido oleico se derivan eicosanoides, los cuales
contribuyen a la actividad vasodilatadora. Produce una reduccion de
triglicéridos, del colesterol total y LDL, asi como de la oxidacion del mismo,
entre los beneficios mas importantes se encuentra el de ser capaz de inducir la

prominencia de la fraccion de alta densidad (HDL).

En el presente estudio la mayor cantidad de acido oleico la contiene el aceite

de aguacate e igualmente en elevadas proporciones los aceites de canola y
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palma. Por otro lado la chia contiene apenas 5,85% de &cido linoleico en su

composicion.

Los &cidos grasos insaturados, en especial los de la familia omega, contribuyen
con multiples beneficios a la salud. Su aporte a la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancer de colon y enfermedades inmunolégicas es

significativo (Castro-Gonzélez, 2002).
3.9.1.2 Acido Linoleico

El acido linoleico es otro de los acidos grasos destacados segun la proyeccion
plana. La cantidad de acido linoleico que se encontr6 en cada uno de los

aceites estudiados se pueden observar en la tabla 18.

Tabla 18. Cantidad de acido linoleico en cada uno de los aceites estudiados

Aceite | Contenido de &cido linoleico (%)
Chia 17,29
Aguacate 11,16
Canola 14,41
Palma 12,91

El &cido linoleico, es un acido graso esencial ®-3 cuantioso en el reino vegetal
y animal. La gran mayoria de los aceites vegetales colaboran con cantidades
significativas de acido linoleico. Una de las mejores fuentes de aporte de acido
linoleico son los aceites de girasol, cartamo, maiz, soja. También son fuente de
acido linoleico las verduras, frutos secos, los cereales, las semillas, huevos y
pescados (Roberts, O' Brien, y Subak-Sharpe, 2003).

En el presente estudio, la comparacion de acidos grasos arrojéo que la mayor
cantidad de acido linoleico la contiene el aceite de chia y en cantidades

menores los aceites de aguacate, canola y palma.

El consumo de alimentos con elevado contenido de &cido linoleico, presenta
varios beneficios entre los que se encuentran; eleva las defensas, reduce los
niveles de grasa corporal, y la presion arterial, ademas controla el aumento de

las lipoproteinas y los triglicéridos para que se mantengan en niveles
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aceptables y de esta manera disminuir el riesgo de enfermedades en el sistema
circulatorio (Coronado, Vega y Leon, Gutiérrez, Garcia, y Diaz, 2006). Otros
estudios sugieren que las dietas con un elevado contenido de acidos grasos o-
3 disminuye el riesgo de sufrir cancer de mama, intestino y péancreas
(Fennema, 2000).

3.9.1.3 Acido heneicosanoico

El 4cido heneicosanoico es un acido graso saturado de cadena larga con 21
carbonos. La informacion sobre éste acido graso es muy escasa, sin embargo
el estudio The inhibitory action of long- chain fatty acids on the DNA binding
activity of p53, lijjima y otros (2006), propone al acido heneicosanoico como
regulador de la division celular y podria colaborar en la supresién de tumores
(lijima, y otros, 2006). La tabla 19 muestra la cantidad de acido heneicosanoico

encontrado en cada muestra analizada.

Tabla 19. Cantidad de acido heneicosanoico en los aceites estudiados

Aceite | Porcentaje (%)
Chia 56,03
Aguacate 0,02
Canola 6,59
Palma -

De todos los acidos grasos encontrados en el aceite de chia, el &cido
heneicosanoico alcanzé un porcentaje de 56,03%, es decir que la mayor parte
de su aceite esta compuesto por este acido graso muy poco estudiado. Es
importante proponer un futuro estudio del mismo para el aporte de la ciencia y
de igual manera para la extraccion de este acido graso y su aplicacién en
diversos campos. La canola tiene un contenido bajo llegando al 6,59%,
mientras que el aceite de aguacate y el de palma carecen de acido

heneicosanoico.
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3.9.1.4 Acido palmitico

El acido palmitico es un acido graso saturado de origen vegetal que proviene
de la hidrdlisis de la palma (Bailey, 2001). La cantidad de acido palmitico que
se encontré en cada uno de los aceites estudiados se pueden observar en la
tabla 20.

Tabla 20. Cantidad de &cido palmitico en los aceites estudiados

Aceite | Porcentaje (%)
Chia 6,87
Aguacate 17,57
Canola 3,12
Palma 31,63

Los aceites vegetales, tales como aceite de palma, son ampliamente utilizados
en la industria alimentaria y altamente representado en la dieta humana. El
acido palmitico, es un &cido graso saturado y es el principal constituyente del
aceite de palma refinado, contiene tanto compuestos beneficiosos saludables,
tales como triglicéridos, vitamina E, rica fuente de carotenoides, tocoferoles y

tocotrienoles (Mancini, y otros, 2015).

Al ser un acido graso saturado, estudios revelan los efectos poco saludables y
su relacion con la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y el cancer relacionados con el consumo de &cido palmitico
(Mancini, y otros, 2015). En el presente estudio, el aceite de canola tiene 3,12%
del mismo y la chia muestra un contenido de apenas 6,87%, lo cual indica que

son aceites sin un contenido representativo de acido palmitico.



64

4. ESTIMACION ECONOMICA PARA LA EXTRACCION DEL ACEITE DE
CHIA

Una vez caracterizado el perfil de acidos grasos y habiéndose evaluado las
caracteristicas bioquimicas de la chia, es importante analizar el futuro de la
chia como un alimento funcional y el aprovechamiento de la calidad de sus
acidos grasos para la elaboracién de un aceite. EI consumo de aceites
vegetales es importante debido a que su principal componente son los
triglicéridos, que a su vez se constituyen de &cidos grasos insaturados y

vitaminas liposolubles (Rodriguez y Magro, 2008)

Para la obtencion de los aceites vegetales comestibles existen 2 técnicas de
extraccidn generalmente utilizadas tanto a nivel industrial como en laboratorio,
son: el prensado y la extraccion con solventes. El método mas utilizado en la
industria es el prensado, debido a que cuando se trabaja con solventes, estos
se impregnan en el aceite y se reduce la capacidad de utilizarlo como un
alimento, ademas que aumentan los costos de extraccion y no siempre se

recupera todo el solvente (Plank, 2005).

Para esta investigacion de laboratorio, se utilizd la extraccion por solvente,
hexano y éter de petréleo, que presentd un elevado rendimiento, pero cuando
se trabaja a escala industrial requiere grandes volimenes de solvente en
relacion al aceite extraido por lo que la eficacia del proceso se ve reducida. La

tabla 21 muestra el valor obtenido en rendimiento de esta investigacion.

Tabla 21. Rendimiento del aceite de chia, extraccién por solvente éter de
petréleo

Cantidad de aceite crudo extraido (g) 50g
Cantidad de materia prima utilizada (g) | 7,459
Rendimiento del proceso (100) 14,9%

En su estudio Disefio de una planta para la etraccion del aceite vegetal
comestible de las semillas de chia, Cefla (2015), realizé la extraccion del aceite
de chia con una prensa expeller marca Baldor, presentd un rendimiento de

24,74% y tomd como variables de operacion la temperatura y el diametro de la
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boquilla de la prensa. La diferencia radica en que al realizarse la extraccion en
prensado queda aproximadamente entre 7 a 10% de aceite en la torta residual,

ademas de gque se tomaron en cuenta las impurezas restantes en el proceso.

De igual manera se considera el uso de 5 equipos en la planta de produccion,
que son; tamiz, prensa Expeller, filtro, tanque de sedimentacion y tanque de
almacenamiento. Se debe tomar en consideracion el alto costo de la materia
prima por lo que el producto esta destinado a un sector de mediano y alto
poder adquisitivo (Cefla, 2015).

En el presente trabajo, se mostr6 que el aceite de chia tiene un elevado
contenido de &cido heneicosanoico (56,03%), que si bien no ha sido estudiado
a profundidad, tiene un gran potencial a nivel investigativo y de bien para la
dieta, ademas se analizaron especialmente acidos grasos benéficos para el
organismo por lo cual se plantea la opcion de escoger al consumidor respecto a
los &cidos grasos o encontrados en cada aceite en estudio, los valores y el

precio de venta al publico se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Porcentajes de acidos grasos o en aceites de aguacate, canola,
palmay chia

Acido graso o | Aguacate | Canola Palma Chia
®-9 45,25 % 38,57 % 35,72 % 5,85 %
-6 11,16 % 14,41 % 12,92 % 17,29 %
®-3 0,85 % 0,28 % 0,49 % 2,73%
P.V.P (%) 6,45 3,56 1,20 21

En virtud de que no existe aceite de chia en el mercado ecuatoriano, Cefla
(2015), propuso el calculo del precio del aceite en base a un costo de
produccion por unidad de $16,81. Para una produccion diaria de 24 botellas de
0,5 L y precio de venta al publico sugerido de $21.

El presente analisis econdémico deja a decision del consumidor el consumo del

aceite de chia, que a pesar de su elevado valor monetario respecto a los
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demas, posee elevados contenidos de acidos grasos o lo cual se traduce en

cualidades benéficas para el organismo.
4.1 Costo de investigacion

Se consideraron los gastos incurridos durante la investigacion, tanto de los
andlisis realizados asi como del material utilizado en la misma. Con el objetivo
de analizar las caracteristicas previas al andlisis del perfil de &cidos grasos,
llevado a cabo en el Laboratorio de Servicio de Analisis e Investigacion en
Alimentos, del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias. Es
importante mencionar que gracias a la apertura con la mencionada institucion
en el uso de reactivos y equipos, el costo de la investigacion se redujo al pago
de un cilindro de aire extra puro ($117,53), 1 kg de chia ($10), 1 botella de
aceite de aguacate ($6,45) y 1 botella de aceite de canola ($3,56), dando un
valor final de $137,54.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

La caracterizacion de acidos grasos presentes en la semilla de chia se realizé
gracias a la obtencién de muestras de aceite por extraccion en Soxhlet en lugar
de una prensa, la cual facilitd la posterior esterificacion y concentracién de la

fase organica para su andlisis en el cromatografo de gases.

La adaptacion de la metodologia analitica fue necesaria para la correcta
identificacion del perfil de acidos grasos de la semilla de chia analizados
mediante el estdndar del cromatégrafo de gases, el cual evalu6 37 éacidos
grasos, de los cuales 16 pertenecen a la semilla chia, los acidos grasos mas
representativos son; acido heneicosandico (56,03%), acido linoleico (17,29%),
acido palmitico (6.87%), éacido oleico (5,85%), acido estearico (3,04%),

linolénico (1,36%) y el ¥-linoleico (1,37%).

Se compard el perfil de acidos grasos del aceite de chia, con los aceites
comerciales de aguacate, canola, y palma, los acidos grasos representativos
en el estudio comparativo fueron; &cido oleico, acido linoleico, acido palmitico y
acido heneicosanoico. Todos los aceites analizados presentan contenidos
importantes de acidos grasosm, conocidos por sus multiples beneficios . La
chia se destacO con elevados contenidos de &cido heneicosanoico, &cido
linoleico y por su bajo contenido de &cido palmitico, en virtud de los favores que
presentan cada uno de los &cidos grasos estudiados, la chia revela ser una

excelente opcion para la dieta y su aporte a la salud.
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5.2 RECOMENDACIONES

Para la obtencion del aceite de chia se puede probar con diferentes solventes a
fin de conocer con cual de ellos hubo mayor rendimiento del aceite. Ademas se

puede utilizar una prensa manual para la extraccion del aceite de chia.

En la adaptacién de la metodologia analitica se sugiere experimentar con
diferentes estandares que permitan comprobar si la deteccion de acidos grasos

para el aceite de chia puede ser superior a 16.

Se recomienda dirigir la comparacion a otros aceites comerciales a fin de

complementar la informacion obtenida en el presente estudio.

Seguidamente, se propone continuar la investigacion hacia la incorporacién del
aceite de chia en alimentos funcionales ya que es poseedora de acidos grasos
beneficiosos para el organismo humano y de igual manera en buscar técnicas
gue permitan proteger o aislar compuestos sensibles presentes en la chia para
Su asociacion en alimentos. En virtud de lo expuesto, un futuro enfoque integral
a la investigaciéon de la semilla de chia puede ampliar el aprovechamiento de
los subproductos derivados del cultivo de la chia y su valor agregado, lo cual
ademas de constituir una alternativa para la industria alimentaria, es también
una opcion en la diversificacibn de la produccion agricola y desarrollo

socioeconémico del Ecuador.

Se recomienda el estudio profundo del &cido heneicosanoico, con el fin de
completar la informacion obtenida en el presente estudio, asi como analizar a
futuro la extraccién de éste acido graso con el fin de aprovechar sus posibles

beneficios como por ejemplo en la industria farmacéutica, entre otras.
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Anexo 1. Método 108.003 Contenido de acidos grasos como ésteres metilicos.
Institute for Nutraceutical Advancement.

Para preparar las muestras se pesaron aproximadamente 150 mg de aceite, se
adicion6é 1 mL de disolucion de patrén interno (acido Cy3,0, @ 10 mg/mL en metanol) y 3
mL de cloruro de acetilo 10 % en metanol (agente metilante); se cerré el tubo de
ensayos y se calentdé a 85 °C durante 2 h, con agitacién ocasional cada 15 min. Se
dejo enfriar, se afiadieron 4 mL de hexano y 4 mL de agua destilada. Se agit6 en
zaranda durante 15 min, se dejo reposar y se extrajo una alicuota de 3 mL de la fase
organica superior hacia otro tubo de ensayos, donde se afiadieron 4 mL de hexano y 4
mL de hidroxido de sodio a 1 mol/L en metanol. Se cerrd, se agité en zaranda por 15
min, se afiadieron 4 mL de agua destilada, se cerrd y se agitdé en zaranda por 15 min.
Se dej6 reposar y se extrajo una alicuota de 2 mL hacia un vial, de donde se tomé 1
puL para el analisis cromatografico. Se empled un cromatégrafo de gases 7890 A
(Agilent, EE. UU.), con detector de ionizacién por llama y una columna capilar BPX-70
(30 m x 0,25 mm; 0,25 um Df, SGE, Australia). El programa de temperatura fue de: 4
min a 100 °C; de 100 hasta 180 °C a 10 °C/min; de 180 hasta 185 °C a 1 °C/min; de
185 hasta 240 °C a 25 °C/min y 15 min a 240 °C. La temperatura del detector y el
inyector fue 260 °C, y el flujo del gas portador (H,) de 0,8 mL/min. Los andlisis se
realizaron por triplicado. Los patrones de AG (Sigma, EE. UU.), demas reactivos y

disolventes (Merck, Alemania) fueron puros para analisis



Anexo 2. Estandarizaciéon de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion de metilésteres

de acidos. (L6pez Valencia, 2008)
Esterificacion de la muestra

La esterificacion del aceite se realizé utilizando una mezcla de H2SO4/MeOH al
2%, tanto el acido como el metanol deben ser anhidros, para evitar
desplazamientos en el equilibrio. A 40-50 mg del extracto lipidico en un tubo
con tapa rosca se agregdb 1 mL de benceno (se cambié por hexano por
disponibilidad). Se adicion6 2 mL de la mezcla H2SO4/MeOH al 2%
posteriormente de que la muestra se disolvio. Después de tapar el tubo con la
tapa rosca, se llevo a un bafio Maria a 90 °C durante dos horas. Después del
tubo estar a temperatura ambiente, se adicion6 0,5 mL de agua y se mezclo.
Se hicieron extracciones de la mezcla tres veces con porciones de 3 mL de
pentano (se utilizd6 hexano grado cromatografico para eliminar interferencias en
el analisis cromatografico de gases). Se combinaron los tres extractos de
hexano y reducir el volumen hasta ¥ del volumen inicial por calentamiento.

Para el andlisis en CG la muestra fue totalmente anhidra

Se compré un estandar comercial de mezcla de metilesteres de acidos grasos
marca RESTEK, con codigo de catalogo 35078, el cual contiene la 28
metilesteres de &cidos grasos. La concentracidén del estdndar es de mL mg 30.
Los metilesteres presentes en el estandar y su concentracion en él, se

presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion del estandar de mezcla de metilesteres marca RESTEK

4:0 Metil butirato 1,5%
6:0 Metil hexanoato 1,5%
8.0 Metil octanoato 2,0%
10:0 Metil decanoato 2.5%
11:0 Metil undecanoato 2.5%
12:0 Metil laurato 5,0%
13:0 Metil tridecanoato 2.5%
14:0 Metil miristato 2.5%
14:1 Metil miristoleato (cis-9) 1,5%
15:0 Metil pentadecanoato 1,5%
16:0 Metil palmitato 10.0%
16:1 Melil palmitoleato (cis-9) 5,0%
17:0 Metil hepltadecanoato 2.5%
18:0 Metil estearato 5,0%
18:1 Melil oleato (cis-9) 15,0%
18:1 Metil elaidato (trans-9) 2,5%
18:2 Metil linoleato (cis-9,12) 10.0%
18:2 Metil linoelaidato (trans-9,12) 2 5%
18:3 Metil linolenato (cis-9,12,15) 5,0%
20:0 Metil araguidato 2.5%
2001 Metil eicosenoato (cis-11) 1,5%
22:0 Metil behenato 2,5%
221 Metil erucato (cis-13) 1,5%
23:0 Metil tricosanoato 1,5%
24:0 Metil lignocerato 2,5%
2005 Metil eicosapentaenoato (cis-5.8,11,14,17) 2,5%
241 Metil nervonato (cis-15) 2 5%
226 Metil docosahexasnoato (cis-4,7.10,13,16,19) 2,5%

Las condiciones en las que fue eluid6 el estandar para el certificado de andlisis

fueron las siguientes: Columna Famewax (cat # 12498). 30 m, 0,32 mm, 0,25

um. Gas transportador: hidrogeno con flujo de seg cm 40 Programacion de la

temperatura: 100 °C por 4 minutos. Se lleva hasta 240 °C con una rata de3 min

°C , se mantiene esta temperatura por 10 minutos Temperatura del inyector:
200 °C Temperatura del detector: 250 °C Tipo de detector: DIL 2.5.1 Patrones.

A partir del estandar 35078 el cual estda a una concentracion de mL /mg , se

realizaron las respectivas diluciones para obtener varios patrones. Estos

patrones cubren concentraciones que van desde 2,5 hasta 500 ppm de la

mezcla de metilesteres.
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Andlisis cromatografico

El andlisis cromatogréafico se realiz6 en un cromatdgrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas marca Shimadzu GC-MS QP-2010. Sistema
equipado con autoinyector AOC-20i, automuestreador AOC-20s, inyeccion
Split-splitless, modo de ionizacion EI/SCI/NCI y un sistema de insercion directa
controlado por un software GCMS solution. Con una columna de 30 m de largo,
0,25 mm DI, 0,25 pum de particula Rtx-CLPesticides Restek. Base de datos de
espectros de masas Wiley, 7° edicion, 2003.
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Anexo 3. Cromatograma repeticion 1 (C1)
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Anexo 4. Cromatograma repeticion 2 (C2)
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Anexo 5. Cromatograma repeticion 3 (C3)
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Anexo 6. Cromatograma repeticion 4 (C4)
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Anexo 7. Célculos de pendiente, ordenada y R? seglin tiempo de retencion.

2

NOMBRE simBoLO PENDIENTE ORDENADA r
Acido butirico c4 1E+07 237030 0,9786
Acido caproico c6 2E+07 445437 0,9699
Acido caprilico c8 2E+07 501322 0,9762
Acido caprico c10 2E+07 572817 0,9725
Acido laurico cl2 2E+07 601552 0,9697
Acido miristico cl4a 2E+07 600390 0,9764
Acido estearico c18:0 2E+07 566793 0,9923
Acido oléico c18:1n9¢ 2E+07 566147 0,9917
Acido araquidico c20:0 2E+07 509453 0,9959
Acido behenico c22:0 2E+07 490656 0,9931
Acido lignocerico c24:0 2E+07 559894 0,9841
Acido palmitico c16:0 2E+07 871522 0,9863
Acido undecanoico c11 2E+07 299269 0,9705
Acido tridecanoico c13 2E+07 304627 0,9717
Acido miristoleico cl4:1 2E+07 262395 0,9783
Acido pentadecanoico c15:0 2E+07 298922 0,9815
Acido cis-10-pentadecanoico c15:1 2E+07 242051 0,9845
Acido palmitoleico cl6:1 2E+07 289604 0,9846
Acido heptadecanoico c17:0 2E+07 253526 0,9889
Acido cis-10-heptadecanoico cl7:1 2E+07 282840 0,9886
Acido elaidico c18:1n9t 2E+07 292017 0,9918
Acido linolelaidico c18:2n6t 2E+07 247536 0,9917
Acido linoleico c18:2n6¢ 2E+07 268685 0,9915
Acido ¥-linoleico c18:3n6 2E+07 248287 0,991
Acido cis-11-eicosenoico c20:1 2E+07 269395 0,9948
Acido linolenico c18:3n3 2E+07 238666 0,993
Acido heneicosanoico c21:0 2E+07 240487 0,9956
Acido cis-11-14-eicosadienoico c20:2 2E+07 254147 0,9943
Acido cis-8,11,14-eicosatrienoico c20:3n6 2E+07 238565 0,9949
Acido erucico c22:1n9 2E+07 281931 0,9943
Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico  ¢20:3n3 1E+07 194572 0,9954
Acido tricosanoico c23:0 2E+07 245259 0,991
Acido metilcis-5,8,11,14-
eicosatetraenoico ¢20:4n6 1E+07 216027 0,9942
Acido cis-13,16-docosadienoico c22:2 1E+07 234234 0,9929
Acido cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico c20:5n3 1E+07 192236 0,9938
acido nervonico c24:1 2E+07 244619 0,9884
acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico c22:6n3 1E+07 163976 0,9932




Anexo 8. Cromatograma repeticion aceite de chia
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Operator
Instrument INIAP GC-FID

Acquired : 28 May 2015 19:24 using AcgMethod ESTERES FINAL2.M
Sample Name: CHIAB
Misc Info 2

Response_ iR ) Signal' CHIAB 28-05-2015-13.D\FID1A.ch
101981 e % 28 p7930}588

s 23177

800000

750000
700000 27.375 :

650000

600000

550000 2 i

500000

450000

26.348

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

12348 __ 153576 77 ‘985°21 =

Time



Anexo 9. Cromatograma aceite de aguacate

File :D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAO PROYECTO 2015\AGU
I ACATE 28-05-2015-16.D

Operator

Instrument : INIAP GC-FID

Acguired : 28 May 2015 21:50 using AcgMethod ESTERES FINALZ.M
Sample Name: AGUACATE

Misc Info

Response_ Signal AGUACATE 28-05-2015-16 D\FID1A ch
10091 23 rw 274828 PSO

520000+

11

' 30.508
120000
o000 |
80000 % 26.352|
o | i
* ;
‘°°°°} Ii 19855 B 2 ] il
2000, | PR G TN

v—v—L

T ' 1 1
Tme 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 200 2000 00 %200 3400 o A o000




Anexo 10. Cromatograma repeticion aceite de aguacate

rila . D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAG PROYECTO 2015\AGU
ACATEB 28-05-2015-16.0
I INIAP GC-FID . - . T
Al 28 May 2015 22:39 using AcgMethod ESTERES FINAL2.M
Sample Name: AGUACATESB
Misc Info 2
: ID1A.ch
Respon Signal’ AGUACATEB 28-05-2015-16 D\F
VR 10 pee T nampo 27 qeaspr
! " i
500000 | i
430000, || |
il !
w000 | ' ?
il |
440000{ || |
Ul |
420000 || i
il |
4aoooo£ | ‘
| |
380000 | i -1
toi i !
i Pl | :
' 360000, | ; !
{ i 5
uoooo! | ; !
i i ]'
320000 l ! :
[ | |
1 | H
300000 E ! !
{ |
280000 ,F I ;
u 5 f
240000 | | ‘
ol ! f
220000/ || | i
il | i
| i |
200000 | i :
Py { i
180000, || I |
{ | |
160000 } ;
{ HH
} ol it i 30.501
| i
— i |
1 i |
i ) H 1
100000 | ’ | |
! l |
} { | 26.349|
0000 || l 0ot
' |
40000 || i
Pl 19851 l 255
i | 21509 | 764

= = - = = - T ¥ . v .
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 35

40.00



Anexo 11. Cromatograma aceite de canola

: . ROYECTO 2015\CAN
File :D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAO P
OLA 28-05-2015-14.D
Operator H ‘
Instrument : INIAP GC-FID ESTERES FINAL2.M
Acguired : 28 May 2015 20:13 using AchetAhOd

Sample Name: CANOLA
Misc Info :

; - > ; 2015-14. D\FID1A.ch
Raspoma, Signal: CANOLA 28.05-2015-14 s prsao e
580000 I

560000 1
540000
520000
23162
500000
480000
460000
440000

|
420000 t

400000
380000 |
360000
340000

320000
300000
280000
260000
240000
220000
200000
180000

26.345
160000

30.283
140000
120000
100000

80000 | 28299

66000 ooHs 33038

‘ 24372 32.080
40000 |

| i o
20000/ _ 1914921 498 2_{;‘7‘5& \hl d'\alf 1 34 3§ 986

T T N LBy T T
71000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30

1 T I
U 00 3200 3400 3600 3800 40.00



Anexo 12. Cromatograma repeticion aceite de canola

File :D:\SECUENC

e OLAB 28-05
Operator S
Instrument INIAP GC-FID

Acquired : 28 May 2015 21:02
Sample Name: CANOLAB
Misc Info 3

v AL ; o AN
: ; ) TO 2015\C

IAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAO PROYEC

-2015-15.p

X&) . FINAL2.M
using AcgMethod ESTERES

Respanse_ '10'08;) SR ' signat CANOLI(B'28_-05—20;;-1&%\";'9%9:‘;20. :
600000
580000
s 23167
540000
s20000( ... .
500000
480000
450000
440000
420000
400000 R
380000
350000

320000
300000
280000 1
260000
240000

220000

200000 ' im
26.355 30.
180000

160000
140000
120000
100000

80000

33.051
29.973

32.092
60000 24.376

40000 882 \¢
19850, 550 {Lﬁél |
20000 y

it | -2

A

e ' 00 2800 30,00 3200 3800 3600 o

= T T 22.00 24.00 26.00 28.00 f 8 . 00 3800 40.00
= T 00 1600 1800 20.00

1000 1200 14,

- Time



Anexo 13. Andlisis Proximal Chia. (LSAIA-INIAP)
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