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Il. RESUMEN

En el presente estudio se evalud la estabilidad oxidativa del aceite de moringa (AM)
mediante una prueba acelerada OXITEST. El aceite fue obtenido mediante extraccion con
solvente (ES) y extraccion por prensado en frio (EPF) con humedad de 11.077% (T1) y
6.50% (T2). En los analisis fisicoquimicos del AM, se obtuvo un Indice de refraccion de
1.4627 para (ES), 1.4672 y 1.4676 para T1y T2 respectivamente, el indice de perdxido (m
EqO2/kg) para AM con ES se tiene 0.15 y para EPF valores no detectables, con respecto al
indice de p-anisidina muestra valor para ES de 4.96, para EPFa T1y T2, valores de 0.344 y
0.255 respectivamente. El indice de acidez (% &cido oleico) para ES de 1.522 % y para
EPF de T1y T2 0.518 y 0.324 % respectivamente. Asimismo en el analisis composicional
de &cidos grasos del AM realizado por cromatografia de gases, el componente mas
predominante es el acido oleico para ES valores de 68.44 %, para EPF a T1 y T2 se tiene
69.52 % y 71.68 % respectivamente, seguido del acido Behénico, para la ES 6.60 % y para
EPF AT1y T2 valores de 6.54 %y 6.40 % respectivamente , para el acido Vaccénico por ES
se tiene 6.49 % y para EPF A T1y T2 valores de 5.70 % y 4.68 % respectivamente, seguido
del &cido palmitico por ES se tiene 5.39 % y para EPFa T1y T2 valores de 5.45 % y 5.51 %
respectivamente. Respecto a la estabilidad oxidativa se obtuvo valores del Punto de
Induccion (P1) de 367.15+ 3.71 y 164.64+ 1.011 horas a temperaturas de 80 y 90 °C
respectivamente, el cual con extrapolacién matematica se obtuvo la vida til del aceite de
5.43 afos.

Palabras claves: Aceite de Moringa oleifera, Punto de induccion (PI), Método Oxitest,

extraccion prensada en frio.



ABSTRACT

In the present study, the oxidative stability of moringa oil (MO) was evaluated using an
accelerated OXITEST test. The oil was obtained by solvent extraction (SE) and cold
pressing extraction (CPE) with humidity of 11.077% (T1) and 6.50% (T2). In the
physicochemical analyzes of the MO, a refractive index of 1.4627 was obtained for (SE),
1.4672 and 1.4676 for T1 and T2 respectively, the peroxide index (m EqO2 / kg) for MO
with SE has 0.15 and for CPE values Not detectable, with respect to the p-anisidine index,
it shows a value for SE of 4.96, for CPE at T1 and T2, values of 0.344 and 0.255
respectively. The acidity index (% oleic acid) for SE of 1.522% and for CPE of T1 and T2
0.518 and 0.324% respectively. Likewise, in the compositional analysis of fatty acids of
MO carried out by gas chromatography, the most predominant component is oleic acid for
SE values of 68.44%, for CPE at T1 and T2 there are 69.52% and 71.68% respectively,
followed by Behenic acid , for SE 6.60% and for CPE A T1 and T2 values of 6.54% and
6.40% respectively, for Vaccine acid by SE there are 6.49% and for CPE A T1 and T2
values of 5.70% and 4.68% respectively, followed by palmitic acid by SE has 5.39% and
for CPE at T1 and T2 values of 5.45% and 5.51% respectively. Regarding oxidative
stability, Induction Point (PI) values of 367.15 = 3.71 and 164.64 + 1.011 hours were
obtained at temperatures of 80 and 90 ° C respectively, which with mathematical

extrapolation the useful life of the oil of 5.43 years was obtained.

Keywords: Moringa oleifera oil, Induction point (PI), OXITEST method, cold pressed

extraction.



I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1. Situacion del problema

Desde hace milenios, practicamente todas las partes de M. oleifera han sido utilizadas por
el hombre. Las hojas, las flores, los frutos y las raices son apreciados por su valor nutritivo
y pueden ser usados tanto en la alimentacion humana como en la animal (. . .) Las semillas
se utilizan en la alimentacion, la medicina, el tratamiento de aguas y como fertilizantes
(Martin et al., 2013, p. [138]). Segun Folkard y Sutherland (1996), el aceite de la semilla
de M. oleifera puede utilizarse en la cocina, para producir jabones, cosméticos y

combustible para lamparas. Diferentes partes del arbol se utilizan en medicinas naturales.
(p. 24)

Muchos paises en vias de desarrollo estan incrementando sus producciones de moringa,
uno de ellos es el Perd. Sin embargo, el consumo de la misma es un tema que no esta
desarrollado a nivel nacional debido a que no existe conocimiento del producto y sus

potencialidades.(Lopez, y Quifionez, 2013, p. 14)

La oxidacion de lipidos es la alteracién mas importante que puede tener un alimento, en el
cual se generan compuestos responsables de olores y sabores desagradables que no s6lo
representan una pérdida desde un punto de vista economico por la decadencia de las
caracteristicas sensoriales, también representan un peligro potencial para la salud de los

consumidores.

Para la realizacion de los analisis quimicos de oxidacion de los lipidos se requiere la
extraccion como primer paso, para ello se debe obtener un rendimiento maximo, evitar la
nueva oxidacion y poder manejar grandes nimeros de muestra simultdneamente. (Schaich,
2016), en cuanto a la extraccion del aceite de las semillas de moringa existen numerosos
métodos, algunos muy eficientes en cuanto al rendimiento, métodos que utilizan calor y
otras extracciones en frio, por lo tanto, el productor desearia saber si el aceite extraido por
un método afectaria en su estabilidad oxidativa y en sus propiedades fisicoquimicas; es por
ello que el presente trabajo busco evaluar la estabilidad oxidativa del aceite de moringa

variando el método de extraccion solvente y prensado mecanico.



3.2. Formulacién del Problema

Una de las tareas mas importantes para un fabricante de aceites comestibles y alimentos
que contienen grasas es controlar el proceso de oxidacion de lipidos para que los
alimentos tengan una estabilidad oxidativa aceptable y una vida util durante un cierto
periodo de tiempo de almacenamiento. Una mejor comprension de los procesos de
oxidacion de lipidos es particularmente Gtil para controlar estos procesos y desarrollar
nuevos productos alimenticios que contengan aceites con una estabilidad oxidativa y

vida util aceptable. (Casimir, 2016, p 7)

Determinar la estabilidad oxidativa (resistencia a la oxidacidn) de un aceite por pruebas
aceleradas combinando temperatura y oxigeno es muy importante ya que nos permite
calcular el tiempo de vida util del aceite en tiempos relativamente cortos, la manera de
extraer los lipidos es también un factor importante a tener en cuenta, ya que el tener el
aceite por un tiempo prolongado con agentes promotores de oxidacion (temperaturas
altas, luz ultra violeta, presion de oxigeno, etc.) conllevaria a la formacion de
compuestos desfavorables procedentes de la oxidacion del aceite el cual es un desafio

analitico en la ciencia de los alimentos. (Logan et al., 2015).

Por tal motivo en el siguiente trabajo de investigacion se estudid la extraccion mediante
dos métodos y la estabilidad oxidativa del aceite de la semilla de Moringa (Moringa
Oleifera Lam), mediante pruebas aceleradas de oxidacion.

3.2.1. Problema General:
¢Cual es el tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa

(Moringa Oleifera Lam) medidas mediante pruebas aceleradas de oxidacion?

3.2.2. Problemas especificos:
¢La extraccion mediante prensado mecanico y solvente organicos influye en las
propiedades fisicoquimicas del aceite de la semilla de Moringa (Moringa Oleifera

Lam)?

¢La extraccion (solvente y prensado mecanico) de aceite influye en la composicion de

acidos grasos del aceite de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera Lam)?

¢Como evaluar la estabilidad oxidativa del aceite de semillas de Moringa (Moringa

Oleifera Lam)?



IV. JUSTIFICACION

La investigacion acerca de la estabilidad oxidativa del aceite de Moringa (Moringa
Oleifera Lam) evaluado por dos métodos de extraccion de aceite (en particular método por
solvente y método por prensado mecanico), permitio determinar si el método de extraccion
va a causar una variacion considerable en la estabilidad oxidativa y consecuentemente en
sus propiedades fisicoquimicas, o por el contrario la variacion se pueda dar por otros
factores que sean ajenos al método de extraccion. Determinar la vida de anaquel es muy
importante en los productos alimenticios, especialmente en los aceites que tienden a perder
su calidad a causa de la rancidez oxidativa, por tal motivo el objetivo de la investigacion
fue estimar el tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa
(Moringa Oleifera Lam) mediante la prueba acelerada de oxidacion Oxitest. Para ello, se
empled una tecnologia moderna Oxitest de valoracion de oxidacion de lipidos en alimentos
y evaluar el tiempo de vida util. El sistema Oxitest permitié medir el grado de oxidacion
del aceite, bajo condiciones aceleradas de temperatura y oxigeno, en tiempo real. El
sistema Oxitest es una técnica analitica sostenible Green Analytical Assay que permitira

evaluar el tiempo de vida Gtil en condiciones aceleradas.

Con estos estudios se buscé aportar a nivel tecnoldgico el uso del reactor Oxitest para la
aplicacion de estudios en estabilidad oxidativa de aceites de productos naturales que se
vienen cultivando en el Pert de manera rapida y segura. Como un aporte ambiental el uso
del reactor Oxitest ayuda a reducir el uso de reactivos quimicos usados en meétodos
convencionales para la determinacion de estabilidad oxidativa de aceites y como aporte
secundario respecto al aporte ambiental se busca incrementar el cultivo y consumo de esta
planta en la region y especialmente fomentar el cultivo en la provincia de Barranca ya que

es una planta con enormes beneficios.



V. ANTECEDENTES Y/O ESTADO DEL ARTE

5.1. Antecedentes

Alberca & Huanca (2015) en el trabajo “Evaluacion del indice de estabilidad
oxidativa del aceite de Moringa por el método Rancimat”, determinaron la estabilidad
oxidativa del aceite extraido de las semillas de Moringa por prensado en frio utilizando
el método acelerado Rancimat a la vez evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del
aceite virgen de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera Lam) extraido por prensado
en frio, Los autores obtuvieron los siguientes resultados: densidad (24°C) 0.9105 g/cm®,
viscosidad 67.775, punto de fusion 23°C a presion atmosférica, indice de perdxido no
detectable, indice de acidez 0.2265%, indice de yodo 66.6416 e indice de anisidina
2.545. Estimaron el tiempo de vida util a diferentes condiciones de almacenamiento a
20°C con 8.28, 6.29 y 4.17 afios, a 25°C con 5.63, 4.33 y 2.92 afios y a 30°C con 3.82,
2.98 y 2.05 afios a flujos de aire de 15, 20y 25 L/h respectivamente.

Anwar y Rashid (2007) en el trabajo “Physico-chemical characteristics of Moringa
oleifera seeds and seed oil from a wild provenance of Pakistan”, los autores
examinaron las caracterisiticas fisicoquimicas del aceite de las la semillas de Moringa
Oleifera de procedencia salvaje de Pakistan, y obtuvieron los siguientes resultados: Un
rendimiento de 34.80%, porcentaje de proteina, fibra, humedad y contenido de ceniza de
31.65, 7.54, 8.90 y 6.53% respectivamente. El aceite de semilla deMoringa oleifera
revel6 un valor de yodo de 68.63; indice de refraccion (40°C), 1.4571; densidad (24°C),
0.9032 g/cm?® ; valor de saponificacion, 181,4; insaponificable, 0,74%; acidez (como

acido oleico) 0,81%.

Leone et al. (2016) en el trabajo “Moringa oleifera seeds and oil: Characteristics
and uses for human health”, llegaron a la conclusion que las semillas de Moringa
oleifera son un recurso prometedor para las aplicaciones alimentarias por su contenido
de acidos grasos monoinsaturados con un alto contenido de é&cidos grasos
monoinsaturados / saturados (MUFA / SFA), esteroles y tocoferoles, asi como proteinas
ricas en aminoacidos sulfatados. Los autores tambien mencionan que los arboles de
Moringa son de rapido crecimiento, incluso en condiciones de sequia adaptandose muy

bien en areas subtropicales y tropicales.



Segun Marrero et al. (2014) en su trabajo “Composicion de acidos grasos del aceite
de las semillas de Moringa oleifera que crece en La Habana, Cuba ”, mencionan que el
aceite obtenido mediante un bafio ultrasénico con hexano es de color amarillo claro y
olor caracteristico, con un 26.5% de rendimiento promedio y un contenido total de AG
de 96.0 £ 0.97%. Los autores analizaron el aceite por cromatografia de gases (CG-FID),
y comprobaron la presencia de 22 AG, los AG que encontraron en mayor proporcién
fueron: oleico con 73.1%, palmitico con 7.4%, behénico con 5.8% y estearico con 4.0%.
Otros AG que encontraron en menor proporcion fueron: del C12:0 al C15:0, C16:1,
C17:0, C18:1 (n-10), C18:3, C20:0, C20:1, C22:1, y del C23:0 al C28:0.

Gomez et al. (2016) en su trabajo titulado “Caracterizacion de aceites de la semilla
de Moringa oleifera a partir de la extraccion por diferentes métodos”, caracterizaron el
aceite extraido de las semillas de Moringa oleifera de las variedades de origen cubano
Supergenious, Plain y Nicaragua, a partir de extracciones sélido-liquido, con hexano y
etanol como disolventes y por el método de prensado mecanico. Dichos autores llegaron
a la conclusion que el método de prensado es eficiente, econémico, y no influye en las
propiedades del producto obtenido.

Janaki & Yamuna (2015) en su trabajo de “Extraction of cold press moringa oil”,
extrajeron el aceite de Moringa por prensado en frio, obteniendo un aceite amarillo
palido a temperatura ambiente con un olor y sabor caracteristico y no rancio, el
rendimiento de su extraccion fue 25% llegando a la conclusién que el rendimiento

depende de la variedad de la semilla y del método de extraccion.

Fakayode & Ajav (2016) en su trabajo “Process optimization of mechanical oil
expression from Moringa (Moringa oleifera) seeds”, optimizaron el proceso de
extraccion mecanica del aceite para las semillas de moringa. Los investigadores
adoptaron para el experimento un disefio rotativo compuesto central de 4 factores, Los
factores experimentales fueron el contenido de humedad, temperatura de calentamiento,
tiempo de calentamiento y presiéon aplicada. Analizaron los datos usando regresion
lineal multiple a p = 0.05. Los autores indican que las condiciones optimas para un
mayor rendimiento se logran con un contenido de humedad de 11%, temperatura de
80°C, duracion de 30 min y presion de 20 MPa.



Yusoff et al. (2016) en su trabajo de investigacion “Aqueous enzymatic extraction of
Moringa oleifera oil 7, obtuvieron aceite de Moringa Oleifera mediante el método de
extraccion enzimatica acuosa (AEE). Dichos autores determinaron los intervalos
predeterminados, el uso de pH 4.5, relacion humedad / ndcleo de 8:1 (p/p) y velocidad
de sacudida de 300 grados / min a 40°C durante 1 h de tiempo de incubacién dio como
resultado una recuperacion mas alta del aceite de aproximadamente 70% (g de aceite/g
de aceite extraido con disolvente). Estos parametros optimizados dieron como resultado
una capa de emulsion muy fina, que indica una cantidad diminuta de emulsion formada.
Con estos hallazgos sugieren que la seleccién critica de parametros de AEE es clave
para una recuperacion de aceite elevada con formacion de emulsion minima, reduciendo

de este modo la carga en la etapa de des emulsion.

Yusoff et al. (2017) en un nuevo trabajo de investigacion “High pressure pre-
treatment of Moringa oleifera seed kernels prior to aqueous enzymatic oil
extraction’optimizaron el proceso de obtencion de aceite extraido de la semilla de
moringa (Moringa Oleifera) mediante dos métodos de extraccion, método de extraccion
con disolvente con hexano (6h) y el método de extraccion enzimética acuosa; Los
autores definen que dentro de la extraccidn enzimatica acuosa se obtienen dos variables,
una con semillas de moringa molidas y la otra con semillas enteras con la adicion de 2%
(p/p) de mezcla enzimética de Neutrase 0.8L y Celluclast 1.5L a una proporcion de 3:1.
En la elaboracion de este trabajo las semillas fueron descascarilladas, luego
acondicionadas a 50°C por ocho horas, molidas y tamizadas (710um), sometidas a un
procesamiento de alta presion (200, 400, 500, 600Mpa) y a una temperatura de 25°C por
15 min. Llegaron a la conclusiéon que el rendimiento fue mayor con las semillas que

fueron molidas y extraidas por el método de extraccion enzimatica acuosa.

Claus et al. (2015) en su trabajo “Chemical characterization and use of artichoke
parts for protection from oxidative stress in canola oil” evaluaron las composiciones de
acidos grasos y proximales, el contenido total de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante total de las partes de alcachofa (bracteas, receptaculos y espigas) cultivadas
en Brasil y realizaron analisis de componentes principales. El analisis indicé mayores
concentraciones de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en las espigas que en
las bracteas y el receptaculo. En un experimento de seguimiento, evaluaron el valor

protector de los lipidos de las partes de alcachofa en pruebas de aceite de canola usando



un equipo, denominado “Oxitest”. La adicion de 5 g / 100 g de espigas casi duplico el
punto de induccién de aceite de canola. Estos resultados sugieren que las espigas de
alcachofa pueden tener aplicaciones industriales como aditivos antioxidantes naturales

para alimentos como el aceite de canola.
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5.2. Estado del arte

5.2.1. La Moringa (Moringa oleifera)

La Moringa es un arbol originario del sur del Himalaya, Nordeste de la India,
Bangladesh, Afganistan y Pakistan. Se encuentra diseminado en una gran parte del
planeta. En Ameérica Central fue introducido en los afios 20’s como planta ornamental y
para cercas vivas, se encuentra en areas desde el nivel del mar hasta los 1 800 metros.

Se puede reproducir por estacas o semillas.(Rosales et al. 1999, p.341)

Doménech et al. (2017) sefialan que la Moringa oleifera es un arbol caducifolio, de
crecimiento rapido, con raices tuberosas y gruesas, hoja verde claro, de floracion
abundante, con frutos en capsulas alargadas y colgantes y que contienen semillas
oscuras. Se asocia a zonas tropicales y subtropicales, bastante resistente a la sequia, con

una temperatura de crecimiento ideal de 25-35°C, aunque puede tolerar hasta los 48°C.
(p. 86)

Segun Hernandez et al. (2017, citado en Silva et al. 2018) mencionan que la
moringa, mejor conocida como el arbol de la vida, es utilizada desde la raiz hasta las
hojas, siendo estas las més utilizadas, debido a que contiene mayor valor nutrimental y
una gran variedad de aminoacidos esenciales. (p. 248)

Fuglie (2001, citado en Garcia et al. 2013), menciona que en la actualidad la
moringa se distribuye por todo el mundo, en los tropicos y sub trépicos. La Moringa
oleifera se asocia morfoldégicamente con la Moringa concanensis y con la Moringa
peregrina, y se denominan ‘“arboles esbeltos”, por su figura estilizada y alta. Son
especies principalmente asiaticas, originaria de las faldas del sub Himalaya (valles sub
Himalayos), en el norte de la India, aunque pueden encontrarse hoy dia a lo largo de

todo el planeta. (p. 14)

Cavallani (2001, citado en Garcia et al. 2013) menciona que La Moringa Oleifera
crece y se utiliza en muchas zonas éridas del mundo: Desde Africa hasta Asia pasando
para América Latina, asi mismo Mathur, (2005) indica que los principales paises en
donde esta distribuida la siembra del arbol de la moringa (figura 1) es precisamente
donde el nivel de desnutricién es alto por lo tanto la siembra de moringa ayudaria a

combatir este problema (figura 2).
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B Paises donde crece la Moringa

Figura 1 Paises donde crece la planta de moringa.

Fuente: Mathur (2005)
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Figura 2 Paises con desnutricion donde crece la planta de moringa.

Fuente: Mathur (2005)

El arbol brinda una innumerable cantidad de productos valiosos que las
comunidades han aprovechado por cientos, tal vez por miles de afios. Las vainas verdes,
las hojas, las flores y las semillas tostadas son muy nutritivas y se consumen en muchas
partes del mundo. El aceite de la semilla de Moringa oleifera puede utilizarse en la
cocina, para producir jabones, cosméticos y combustible para lamparas. Diferentes

partes del arbol se utilizan en medicinas naturales.(Folkard & Sutherland, 1998, p. 24 )

Las semillas segun refiere Rosales et al., (1999) son de forma redonda y color
castafio oscuro con 3 alas blanquecinas. Cada arbol puede producir entre 15 000 a 25

000 semillas por afo. (p. 342)

12



5.2.2. La Moringaen el Peru

Segun la tabla 1, en el Peru existen aproximadamente 730 Ha. de siembra de
Moringa oleifera que representan alrededor de 1825 Tm de Moringa fresca 0 338 Tm de
Harina, repartidas en los departamentos de Ica, Piura y Lambayeque (Punto Nueve y
Patapo), demostrando la disponibilidad de la misma en la actualidad. (Lépez &
Quifonez, 2013)

Tabla 1
Sembrios de Moringa en el Perd.

Lugar Ha (2012)
Ica 500
Piura 100
Punto nueve (Lambayeque) 120
Péatapo (Lambayeque) 10

Fuente: Lopez & Quifionez (2013)
Asi mismo Chepote (2013) menciona que también existen cultivos en el distrito de
Huacho- Lima, también menciona que el cultivo de Moringa se adapta muy bien en la
costa y en lugares por debajo de los 1500 msnm, donde los recursos hidricos son

€SCasos.

5.2.3. Extraccion de lipidos para anélisis de oxidacion

Los aceites vegetales es posible extraerlos por el método de prensado mecanico
(prensa hidraulica y expeller), por el método quimico utilizando solventes y por arrastre

de vapor para aceites esenciales. (Rivera, 2015, p. 7)

(Grasso, 2013, p. [18]), menciona que la extraccion depende del tipo y la estructura de
la semilla, es decir que cuando la semilla presenta un contenido de aceite mayor al 20%
(base seca) el proceso a utilizar es el prensado mecanico, con el fin de romper las
paredes celulares del material vegetal; por otro lado las semillas que cuenten con un
contenido de lipidos menor al 20% (base seca), se emplea la extraccion con disolventes
organicos tales como el hexano, a pesar que la extraccion sea un proceso de bajo costo
de operacidn, el aceite resultante es crudo y de bajo valor el cual tiene que ser refinado
para su uso.

Casi todos los analisis quimicos de oxidacion de lipidos requieren la extraccion como

primer paso. Las extracciones, para esta aplicacion, tienen tres requisitos: proporcionar
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una muestra representativa de lipidos con rendimiento maximo, evitar la nueva
oxidacion de lipidos y poder manejar grandes numeros de muestras simultdneamente.
(Schaich, 2016, p. 16)

1. Extraccion con solventes
En este tipo de extraccidn, se requiere moler las semillas con el propdsito de
incrementar el area superficial de contacto entre el solvente y el material sélido, asi

como también para provocar la ruptura de las células donde el aceite se almacena.

El tipo de disolvente y el método real de extraccion de lipidos dependen tanto de la
naturaleza quimica de la muestra y el tipo de extracto lipidico deseado (lipidos totales,
lipidos superficiales de las hojas). Una de la caracteristica importante del disolvente
ideal para la extraccion de lipidos es la alta solubilidad de los lipidos acoplados con baja
0 nula solubilidad de proteinas, aminoacidos y carbohidratos. El disolvente de
extraccion puede también prevenir la hidrélisis enzimética de los lipidos, asegurando asi
la ausencia de reacciones secundarias. El solvente debe penetrar facilmente las
particulas de muestra y debe tener un punto de ebullicion relativamente bajo para
evaporarse facilmente sin dejar ningun residuo al recuperar los lipidos. Los disolventes
utilizados principalmente para el aislamiento de los lipidos son alcoholes (metanol,
etanol, isopropanol, n-butanol), acetona, acetonitrilo, éteres (éter dietilico, éter
isopropilico, dioxano, tetrahidrofurano), halocarbonos (cloroformo, diclorometano),
hidrocarburos (hexano, benceno, ciclohexano, isooctano) o sus mezclas. Aunque
solventes como el benceno son dtiles en la extraccion de lipidos, es recomendable
buscar solventes alternativos por su potencial de carcinogenicidad de tales productos. La
inflamabilidad y la toxicidad del disolvente también son consideraciones importantes
para minimizar los riesgos potenciales, asi como el costo y la no higroscopicidad.
(Casimir, 2017, p. 135)

En el proceso de extraccion de aceites con solventes el residuo debe ser calentado para
eliminar de la fase lipidica rastros de solvente, para ello se requiere un elevado consumo
de energia térmica, lo que conllevaria a una disminucion de la calidad del aceite
extraido. (Grasso, 2013, p. [28])

Existe una metodologia planteada por Folch, et al (1956) basada en la mezcla de
dos solventes, el procedimiento Folch se desarroll6 especificamente para eliminar los
lipidos totales, Schaich, (2016), este procedimiento extrae lipidos polares, como no
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polares, debido a que se utiliza una combinacion de un solvente apolar y un solvente
relativamente polar, la mezcla es una combinacion de cloroformo y etanol en una

proporcion 2:1 (Angel & Monsalve, 2009)

El procedimiento consiste en pesar 1 g de tejido y homogenizarlo durante 3 minutos
con 19 ml de una mezcla de solventes, cloroformo: metanol en una relacion 2: 1 para la
extraccion de lipidos. La mezcla se filtra y la fase solvente del extracto se agita con 0.2
volimenes de agua o0 0.05 mol / L de cloruro de potasio para eliminar contaminantes no
deslizantes como proteinas, pigmentos, antioxidantes y otros compuestos solubles en
alcohol. Las proporciones finales de solvente (contando el contenido de agua del tejido)
son cloroformo: metanol: agua 8: 4: 3. Después se deja decantar o se procede a una
centrifugacion, los disolventes se separan en dos capas, con componentes no deslizantes
en la capa acuosa superior y lipidos en la parte inferior, capa organica. El agua lava
algunos lipidos polares y da como resultado la acumulacion de una espuma de
proteolipidos en la interfaz de fase. Esta capa de espuma se elimina y los rendimientos
de lipidos aumentan cuando los lavados con sal reemplazan el agua. (Schaich, 2016)

2. Prensado en Frio

El prensado es la separacion de liquido de un sistema de dos fases (sélido — liquido)
que no se puede separar con facilidad, mediante la compresion en condiciones que
permiten que el liquido escape al mismo tiempo que retiene el soélido entre las
superficies de compresion, la maxima temperatura de “prensado en frio” es de 300 k (27
°C). (Rivera, 2015)

En la extraccidon mecénica, se utilizan prensas por lote, los rendimientos de la
extraccion dependeran de la cantidad de presion aplicada, del tiempo que se deje drenar
el aceite, la temperatura y la viscosidad. (Avellaneda, 2010 p. 54). (Sanchez, 2006)
menciona al prensado también se le conoce como “expresion” y “que dentro de las
prensas tipo batch o en forma continua, se encuentran los equipos: Tornillo sin fin de
alta o de baja presion, extractor expeller, extractor centrifugo, extractor decanter y

rodillos de prensa.” (p. 2).

Se han realizado varios trabajos sobre extraccion de aceite de semillas oleaginosas
utilizando solventes y métodos de extraccion enzimatica acuosa, sin embargo, los
expulsores representan una de las mejores opciones para la expresion del aceite de las

semillas oleaginosas. Para lograr esto las semillas requieren de un procesamiento
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preliminar 6ptimo antes del prensado Las condiciones de procesamiento como el
contenido de humedad, la temperatura de calentamiento, el tiempo de calentamiento y la
presion aplicada afectan los rendimientos de grasas y aceites durante la extraccion.
(Fakayode & Ajav, 2016, pp. 142-143)

5.2.4. Deterioro de los Lipidos

Las transformaciones quimicas de los lipidos, denominado rancidez, reducen el
valor nutritivo del aceite y producen compuestos volatiles que imparten olores y sabores
desagradables; la rancidez se divide en dos grupos: La lipdlisis o rancidez hidrolitica y

la autooxidacion o rancidez oxidativa. (Badui, 2013, p. 283)

5.2.4.1. Lipodlisis o rancidez hidrolitica

La hidrolisis de los ésteres de acidos grasos, se da en presencia de agua formando
acido graso libre y glicerol, las enzimas lipoliticas descomponen rapidamente los
triglicéridos formando diglicérido y monoglicéridos en condiciones apropiadas las
cuales pueden ser aceleradas con temperaturas y presiones altas. Esto ocurre
generalmente en semillas oleaginosas y frutos de palma durante el procesamiento.
(Chow, 2008, p. 30)

Esta reaccion es catalizada por lipasas en presencia de agua y condiciones de
temperatura elevada, en cual tiene por consecuencia la liberacion de acidos grasos. En
forma natural, en los granos crudos existe una fuerte actividad lipasica, cuya funcién
biologica es aprovechar los lipidos para suministrar nutrimentos y fortalecer la
germinacion. (Badui, 2006, p. 283)

En la naturaleza existen enzimas que modifican las grasas como las carboxil
esterasas (carboxil éster hidrolasa), que incluyen dos enzimas, las esterasas y las lipasas
diferenciadas en funcion de su especificidad de sustrato. Las esterasas hidrolizan
soluciones de ésteres de cadena corta de acilo solubles en agua y son inactivas contra
los triglicéridos de cadena larga insolubles en agua que a su vez se hidrolizan

especificamente por lipasas. (Logan et al, 2015, p. 212)

En la produccion de aceite de oliva por prensado se tiene que el aceite obtenido en el
primer prensado tiene menores concentraciones de acidos graso libres, mientras que las

extracciones posteriores y el aceite extraido de orujo presentan mayores contenidos de
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acidos grasos libres, esto es debido a que la matriz celular se altera alin mas y las lipasas
tienen mayor tiempo para hidrolizar los triglicéridos. La hidrolisis de los triglicéridos
también ocurre en los aceites para freir debido a las altas temperaturas de procesamiento
y la introduccién de agua de los alimentos fritos. Como el acido graso libre aumenta,

disminuye el punto humo y la estabilidad oxidativa. (Damodaran, et al. 2008, p. 186)

5.2.4.2. Oxidacion o rancidez oxidativa

El fenémeno de la autooxidacion es conocido como uno de los principales factores
que afectan a la vida util de los mismos, capaz de producir sabores y olores indeseables.
(Mata, 2015, p. 21).

Es el deterioro mas comun de las grasas y aceites y se refiere a la oxidacién de los
acidos grasos insaturados, pero también se presenta con otros compuestos de interés
bioldgico, como la vitamina A 'y los carotenoides. La oxidacion ocurre cuando un atomo
cede un electron a otro atomo distinto mediante el proceso de la reduccién. (Badui,
2006, p. 283). Esto ocurre a través de un mecanismo autosuficiente de radicales libres
que producen hidroperoxidos (productos primarios), que a su vez sufren escisién para
formar aldehidos y cetonas, alcoholes e hidrocarburos (productos secundarios).
(Casimir, 2017, p. 145)

Se podria decir que abstrayendo un hidrégeno controlaria la propagacion de la
oxidacion, ya que los hidroperoxidos pueden ser el intermediario clave y los productos
no se forman hasta después de que los hidroperdxidos se descomponen, sin embargo la
quimica fundamental de los radicales libres muestra que los radicales peroxilo organicos
(ROO°) vy los radicales alcoxilo (RO) también experimentan reacciones de
reordenamiento adicion y escision o eliminacién independientes en competencia con las
abstracciones de hidrégeno en reacciones en cadena de radicales. Esto significa que los
productos finales distintos de los hidroperdxidos pueden acumularse en las primeras
etapas de oxidacion, y los productos secundarios pueden generarse sin pasar por lo

hidroperdxidos. (Logan, 2015, p, 2)

Los 4&cidos grasos insaturados son méas propensos a sufrir oxidacion, ya que
absorben el oxigeno mas rapido que los acidos grasos saturados, la oxidacion también
va a depender de la distribucion de los lipidos en los alimentos, asi como su area de

exposicion por ejemplo existen alimentos como la margarina (emulsiones agua/aceite)
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en el cual la fase continua esta en contacto con el aire por consiguiente se llega a oxidar
mas rapido que una emulsion aceite/agua como la mayonesa, en donde la fase acuosa
protege al aceite, retardando la oxidacion, debido a que el oxigeno tendria que atravesar
primero la zona polar. Existen compuestos promotores e inhibidores de la oxidacion los
cuales se enlistan en la tabla 2. (Badui, 2006, p. 285)

Tabla 2
Factores que influyen en la oxidacién de lipidos
Promotores Inhibidores
Temperaturas altas Refrigeracién
Metales, Cu, Fe, etcétera Secuestradores
Peroxidos de grasas oxidadas Antioxidantes
Lipoxidasa Escaldado
Presion de oxigeno Gas inerte o vacio
Luz UV, azul Empaque opaco
Poliinsaturacion Hidrogenacion de &cidos insaturados

Fuente : (Badui, 2006)

El oxigeno molecular reacciona directamente con compuestos organicos en
condiciones suaves, el cual se comporta como un birradical al tener dos electrones
desapareados (- O — O ) en el estado fundamental y se dice que esta en un estado
triplete. La oxidacion se produce mediante un mecanismo en cadena de radicales, los
cuales se describen en términos de iniciacion, propagacion y terminacion. Estos
procesos a menudo consisten en una serie compleja de reacciones secuenciales y

superpuestas. (Frankel, 2014, p. 15)

Los radicales libres son moléculas o &tomos que tienen electrones no apareados. Las
especies de radicales libres pueden variar mucho en su energia. Los radicales como el
radical hidroxilo (+ OH) tienen una energia muy alta y pueden oxidar practicamente
cualquier molécula causando abstraccion de hidrdégeno. Otras moléculas como el
antioxidante, a-tocoferol, pueden formar radicales libres con poca energia que son
menos capaces de atacar moléculas como los acidos grasos insaturados. (Damodaran, et
al. 2008, p. 187).
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Tabla 3
Mecanismo de oxidacion de lipidos

Iniciacion RH — Re+He Radical libre
Propagacion Re+ 02 — ROO- Radical hidroperoxido
ROO- + RH — Re+ROOH Hidroperdxido
Terminacion Re + Re — RR Compuestos muy estables
Re + ROOe — ROOR
ROO+*+RO0O*+ — ROOR + 02
ROO« +RO0O*+ — ROR
2RO+ +2RO0* — 2ROOR + 02

RH: Acido graso insaturado

Fuente: (Badui, 2006)

Iniciacion:

En presencia de iniciadores como los radicales libres, la luz, el oxigeno singlete (*%)
o0 traza de metales, la reaccion de oxidacion inicia cuando el acido graso insaturado
(R:H) pierde un &tomo de hidrégeno (He) para formar un radical alquilo (Re). una vez
formado el radical alquilo, el radical libre se estabiliza por deslocalizacion sobre el o los
dobles enlaces, dando como resultado un desplazamiento del doble enlace formando
enlaces dobles conjugados, y modificando las configuraciones cis y trans. (Frankel,
2014,p. 15) y (Damodaran, et al. 2008, p. 187)

R:H + O::0 + Iniciador — Re+ HOQOe ..(1)
Propagacion:

El radical alquilo de los lipidos insaturados (Re) que contiene un hidrégeno labil
reacciona muy rapidamente con oxigeno molecular (O2) para formar radicales peroxilo
(ROOe) (Frankel, 2014, p. 16).

Re + 0::0— ROO- .2

La alta energia de los radicales peroxilo les permite promover la abstraccion de un
hidrogeno de otra molécula dado que el enlace covalente carbono-hidrégeno de los
acidos grasos insaturados es débil, son susceptibles al ataque de los radicales peroxilo,

la adicion del hidrogeno al radical peroxilo da como resultado la formacion de un
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hidroperdxido de acido graso (ROOH) y la formacién de un nuevo radical alquilo (Re)

en otro acido graso. (Damodaran, et al. 2008, pp. 188-189)

ROOe + R:H— ROOH + Re .. (3)

El hidroperoxido forma los radicales alcoxis (ROe¢) e hidroxilo (HO*) que pueden
abstraer He de los acidos grasos insaturados o reaccionar con sistemas conjugados

continuando la reaccion en cadena. (Damodaran, et al. 2008, p 189)
RO:0OH— RO- + HO* .4

R::R + HO*— R:R-Oe ...(5)

Terminacion:

Esta reaccion describe la combinacion de dos radicales para formar especies no
radicales. En presencia de oxigeno, el radical libre predominante es el radical peroxilo
ya que el oxigeno sera afiadido a radicales alquilo a velocidades limitadas por difusion,
asi, bajo condiciones atmosféricas, pueden ocurrir reacciones entre los radicales

peroxilo y alcoxilo. (Damodaran, et al. 2008, p. 190)

Re + R*—R:R ..(6)
Re + ROO*— ROOR . (D
ROOs + ROOs— ROOR +02 .. (8)

Al reaccionar los hidroperoxidos generan nuevos radicales que al polimerizarse
aumenta la viscosidad del aceite produciendo la reaccion en cadena y generando
compuestos de oxidacion secundaria como los aldehidos, cetonas, acido y otros
compuestos de bajo peso molecular que confieren olores rancios. En la figura 4 se
puede observar que existe un tiempo de induccion en donde practicamente el lipido es
estable y aun no ah el mecanismo de oxidacion, al transcurrir el tiempo y el contacto del
lipido con los promotores de oxidacion, se comienzan a generar los peroxidos los cuales
aumenta hasta un punto en donde empieza a decaer, sin embargo, la viscosidad y los
productos de oxidacién secundaria como aldehidos y cetonas aumentan. Por esta razon,
el indice de peroxidos no necesariamente refleja el grado de oxidacidén de una grasa;

depende del momento en que se determina. (Badui, 2006, p. 285)
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Figura 3 Desarrollo de oxidacion de los lipidos.

Fuente: (Badui Dergal, 2006)

5.2.5. Estabilidad oxidativa de los aceites

Para la determinacion de la estabilidad oxidativa de los aceites existen métodos estaticos
tales como la medicién del indice de perdxido, p-anisidina, dienos y trienos conjugados
medidos en tiempo real; y métodos dinamicos que estan estandarizados para acelerar la
oxidacion del aceite y poder hallar la estabilidad oxidativa en tiempos relativamente
cortos, tales como el indice de estabilidad oxidativa (OSI) medido por el equipo
rancimat y el periodo de induccién (IP) medido en el equipo Oxitest, ambos métodos
basados en procedimientos estandares internacionales (AOCS, Cd 12b-92) y (AOCS,
Cd 12c-16) respectivamente. (Villanueva et al., 2017) y (Comandini, et al, 2009)

La estabilidad se puede definir como la resistencia de un lipido a la oxidacion vy al
deterioro resultante debido a la generacion de sabores y olores desagradables que causa
la rancidez oxidativa y disminucién de la calidad de los alimentos durante los periodos
de procesamiento y almacenamiento (Frankel, 2014), el deterioro oxidativo en los
alimentos implica la oxidacion tanto en la fase lipidica (p. €j., lipidos poliinsaturados)
como la fase acuosa (p. €j., proteinas), dependiendo de las matrices en los alimentos.

(Skibsted, 2010).

a. Métodos estaticos
Existen diferentes métodos para determinar el deterioro oxidativo de los lipidos
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alimentarios, los cuales se basan en la utilidad de los resultados segun las propiedades
quimicas y fisicas medidas, la especificidad y precision de los andlisis y como se
relacionan con el almacenamiento de productos alimenticios en la vida real. (Frankel,
2014, p 99). Sin embargo, no existe un método uniforme y estandar para detectar todos

los cambios oxidativos en todos los sistemas alimentarios. (Casimir, 2017, p. 520)

Hu & Jacobsen (2016), recomiendan emplear al menos un método para analizar
productos de oxidacion primaria cuantificado por hidroperdxidos (indice de perdxido) y

otro para determinar productos de oxidacién secundaria (indice de p-anisidina).

1. Indice de Peroxido

El indice de perdxido es un procedimiento que mide el yodo liberado (yoduro de
potasio) por titulacion con tiosulfato de sodio estandar (Frankel, 2014, p.103). Los
valores de peroxido se expresan como miliequivalentes (mEQ) de oxigeno activo por kg

de aceite; 1 mEq es igual a 2 mmol de hidroperdxido. (Damodaran, et al. 2008, p. 208)

El método para el indice de perdxido requiere una muestra de 5 g para valores de
perdxido por debajo de 10, y aproximadamente 1 g para valores de perdxido mas altos,
la sensibilidad de este método es de aproximadamente 0,5 meq / kg, el método es
altamente empirico y depende de la técnica del operador. (Frankel, 2014, p. 104 ). El
principio del método se basa en la reduccién del grupo hidroperoxido (ROOH) con el
ion yoduro (I"). La cantidad de yodo (I2) liberada es proporcional a la concentracion de
peroxido presente. El I, liberado se evalia mediante valoracion frente a una solucion
estandarizada de tiosulfato de sodio (Na2S203) usando un indicador de almidon.
(Casimir , 2017, p. 522)

Las reacciones quimicas involucradas en la determinacion de PV son las siguientes:

ROOH + 2H+ + 2Kl _ 12 + ROH + H20 + 2K+

12 + 2Na2S203 _ Na25406 + 2Nal
Segun el CODEX STAN 210 — 1999 (1991) el indice de peroxido para aceites

prensados en frio y virgenes es aceptable hasta 15 miliequivalentes de oxigeno activo/kg

de aceite. p. 7

22



2. Indice de p-anisidina

El indice de p-anisidina se define como la absorbancia de una solucion resultante de la
reaccion de 1 g de grasa disuelto en 100 ml de isooctano y reactivo (0.25% anisidina en
acido acético glacial), el cual es medido a 350 nm en una cubeta de 1 cm. (Frankel,
2014, p. 107). En el desarrollo del método (AOCS Cd 18-90), la p-anisidina reacciona
en presencia de acido acético con compuestos aldehidos de aceites y grasas. La
intensidad de color va a depender no solo de la cantidad de compuestos aldehidos
presente sino también de su estructura, un doble enlace en la cadena carbonada,
conjugado con el doble enlace del carbonilo aumenta la absorbancia molar en 4 0 5

veces. (Grompone, 1991, p. 9)

El indice de p-anisidina (p-AnV) se usa a menudo en la industria junto con el indice de
peréxido (PV) para calcular la llamada oxidacion total o valor TOTOX. (Casimir C.
Akoh, 2017)

TOTOX value = 2PV + p-AnV

El denominado valor de Totox (valor de anisidina + 2 PV) se utiliza como medida
empirica de los precursores de carbonilos no volatiles presentes en aceites procesados
mas cualquier otro producto de oxidacion desarrollado después del almacenamiento. El
aceite de buena calidad debe tener un valor de Totox de menos de cuatro. (Frankel,
2014, p. 107).

b. Métodos dindmicos

Para estimar la estabilidad oxidativa o la susceptibilidad de una grasa a la oxidacién,
la muestra se somete a una prueba de oxidacion acelerada en condiciones estandarizadas
y se elige un punto final adecuado para determinar los niveles apropiados de deterioro

oxidativo. Varios pardmetros como la temperatura.

(60-140 ° C), catalizadores metalicos (5-100 ppm), presion de oxigeno (3-165 psi),
0 agitacion variable para aumentar el contacto del reactivo, se manipulan para acelerar

la oxidacion y el desarrollo de rancidez en aceites y emulsiones. (Frankel, 2014)

La temperatura es el factor mas importante a considerar al evaluar la estabilidad

oxidativa de las grasas no saturadas, debido a que el mecanismo de oxidacion cambia
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con la temperatura. Diferentes hidroperoxidos actian como precursores de sabores

volatiles, y se descomponen en diferentes grados a diferentes temperaturas.

Debido a que la tasa de oxidacion esta relacionada exponencialmente con la
temperatura, el tiempo de vida de un lipido alimentario disminuye logaritmicamente con
el aumento de la temperatura. A temperatura ambiente, la tasa de oxidacion lipidica es
independiente de la presion de oxigeno. Sin embargo, a temperaturas elevadas, la tasa
de la oxidacion lipidica se vuelve dependiente de las presiones de oxigeno, porque la
solubilidad del oxigeno disminuye y se convierte en un factor limitante significativo
durante el progreso de la reaccién. En las pruebas de estabilidad, es importante por lo
tanto usar varias temperaturas de almacenamiento y en un rango tan bajo como sea

practico.

La energia de activacion (o la energia adicional que necesitan los reactivos para
formar productos) de oxidaciéon lipidica es mayor en presencia de antioxidantes
(aproximadamente 20-25 kcal / mol) que en su ausencia (aproximadamente 18 kcal /
mol), porque los antioxidantes reducen las tasas de oxidacion al aumentar la energia

general de activacion.

Por el contrario, los catalizadores metélicos reducen la energia de activacion
(aproximadamente 10-14 kcal /mol) al aumentar la tasa de oxidacion de lipidos.
(Frankel, 2014)

5.2.6. Analisis para determinar la calidad de aceites comestibles

Dado que los lipidos alimentarios pueden contener muchos 4acidos grasos
insaturados diferentes y puede exponerse a varios prooxidantes diferentes, se pueden
formar cientos de productos de descomposicion. La complejidad de estas vias hace que
el andlisis de la oxidacion de lipidos sea muy desafiante. (Damodaran, et al, 2008, p.
207)

1. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial es una disciplina especializada, que utiliza panelistas
entrenados para medir y analizar las caracteristicas de los lipidos alimentarios evocados
por los sentidos del gusto, olor, vista y sensacion en la boca. El andlisis sensorial puede
ser altamente sensible ya que los humanos pueden detectar ciertos compuestos

aromaticos por debajo o cerca de los niveles de deteccién para técnicas quimicas e
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instrumentales. Los andlisis sensoriales estan estrechamente asociados con la calidad de
los lipidos, pero su utilidad es limitada por su alto costo para las instalaciones y requiere
panelistas entrenados. Esta capacitacion generalmente es especifica del producto ya que
los productos de oxidacion de diferentes acidos grasos pueden producir diferentes

perfiles sensoriales (Frankel, 2014, p. 99; Damodaran, et al, 2008, p. 207)

Existen dos tipos importantes de paneles de sabor el cual incluyen: El panel
analitico, que utiliza de 5 a 20 sujetos con experiencia que estan capacitados para
diferenciar y clasificar muestras de acuerdo con una escala numérica, utilizando
estandares de referencia; no deben usarse para juzgar la aceptabilidad; y el panel de
consumidores, que utiliza 50 o méas sujetos no capacitados a quienes se les pregunta
para expresar preferencia o aceptabilidad de productos terminados, en donde se

recolectara informacién descriptiva. (Frankel, 2014, p. 100)

2. Indice de acidez

La medicion de acidos grasos libres (FFA) es el método mas simple para monitorear
la rancidez hidrolitica en los alimentos que contienen lipidos. (Hu, 2016, p. 167). Los
aceites demuestran su acidez segun el grado de hidrolisis de sus acidos grasos. (Alberca
& Huanca, 2015, p. 77).

El indice de acidez se define como los miligramos de hidréxido de potasio (mg
KOH) necesarios para saponificar los acidos grasos libres de la grasa, el resultado se
expresa como porcentajes de acidos grasos calculados en términos del &cido oleico.
(Badui, 2006, p. 262)

3. Indice de refraccion

El indice de refraccion de un medio es la relacion entre la velocidad de la luz a una
longitud de onda definida en el vacio y su velocidad en el medio, se toma como
referencia la linea D del sodio (589 nm) en un refractometro de Abbe, generalmente se
miden entre 20 °C si la muestra es liquida a esta temperatura y 40 °C a mas si la muestra

es solida a una temperatura de 20 °C (Dieffenbacher & Pocklington, 1991, p. 34)

Este dato es de gran interés, ya que presenta una estrecha relacion con el peso
molecular medio y con el grado de insaturacion de los aceite y grasas, también por la
facilidad y rapidez que puede ser determinado. (Albitres, 1984, p. 55 ). El indice de

refraccion es utilizado para indicar el grado de pureza de un aceite, el cual esta
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relacionado con el grado de saturacion y con la relacion cis/trans de los dobles enlaces.
(Gutierres, 2003). El indice de refraccion de casi todos los liquidos esta entre 1.3y 1.8;

para los solidos es de 1.3 a 2.5 0 mas.(Skoog, et al. 2008, p. 140)
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VI. HIPOTESIS Y VARIABLES DE ESTUDIO

6.1. HIPOTESIS
6.1.1. Hipdtesis General
Hi: El tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa (Moringa

Oleifera Lam) serd mayor a 1 afio a temperatura de 20 ° C

Ho: El tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de la semilla de Moringa (Moringa

Oleifera Lam) no serd mayor a 1 afio a temperatura de 20 ° C

6.1.2. Hipotesis especifica:
H1: El método de extraccion influye significativamente en las propiedades

fisicoquimicas del aceite de la semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam).

HO: El método de extraccion no influye significativamente en las propiedades
fisicoquimicas del aceite de la semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam).

H2: El método de extraccion influye significativamente en la composicion de acidos

grasos del aceite de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera Lam)

HO: EI método de extraccion no influye significativamente en la composicion de acidos

grasos del aceite de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera Lam)

H3: La estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera

Lam), se evalta por el método acelerado de oxidacion Oxitest.

HO: La estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa (Moringa Oleifera

Lam), no se evalla por el método acelerado de oxidacidn Oxitest.
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6.2. VARIABLES DE ESTUDIO

Tabla 4

Operacionalizacion de las variables

Variable

Definiciones Conceptuales

Definicion operacional

Indicadores

Escala de

medicién

Independiente
» Método de
extraccion  del
aceite de la
semilla de

Moringa

» Proceso por el cual se
puede extraer el aceite
del alimento que lo

contiene.

» Extraccion del aceite de la
semilla  de Moringa por
solvente y por prensado

mecanico.

» Rendimiento (%)

> Material

volumétrico

Dependiente
> Propiedades

fisicoquimicas
» Estabilidad

Oxidativa

Caracteristicas  fisicas y
quimicas que permiten
diferenciar una sustancia.

Resistencia del aceite a la

oxidacion.

» Se mediran por métodos,
materiales y equipos de
laboratorio.
» Se medira en funcién del tiempo

de induccion.

> Indice de peroxidos,
indice de anisidina,
indice de acidez,
indice de refraccion,
perfil de &cidos
grasos.

» Horas de induccion.

» mEq O2/kg, %
acido oleico, %
area de ac
grasos.

» Oxitest
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VIlI. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

Estimar el tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa
(Moringa Oleifera Lam) mediante la prueba acelerada de oxidacion Oxitest.
7.2. Objetivos especificos

Evaluar la influencia de la extraccidn sobre las propiedades fisicoquimicas del aceite de

la semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam).

Determinar si el método de extraccion influye sobre la composicion de &cidos grasos

del aceite de la semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam).

Determinar si la prueba acelerada de oxidacion Oxitest permite evaluar la estabilidad

oxidativa del aceite de las semillas de Moringa (Moringa oleifera Lam).
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VIII. METODOLOGIA

7.1. Materia Prima: Semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam)

7.2. Reactivos:

p-Anisidina para sintesis. Marca Merck®

Yoduro de potasio para analisis. Marca Merck®

Almidon soluble de papa en polvo. Marca.J. T. Baker
Fenolftaleina en Polvo. Marca J.T. Baker

Hidréxido de sodio pellets. Marca Merck®

GLC Reference standard. UN-CHEK-PREP, INC.
Hidréxido de potasio pellets para anélisis. Marca Merck®
Cloruro de sodio, Cristal. Marca J.T. Baker

Acido acético glacial. Marca J.T. Baker
Metanol. Solvente HPLC. Marca J.T. Baker

Isooctano para cromatografia de gases ECD and FID Suprasolv. Marca Merck®
Isooctano, calidad ACS. Marca Fermont

Trifluoruro de Boro-metanol complejo (20% solucién en metanol) para sintesis. Marca
Merck®

Tiosulfato de sodio para 1000 ml. ¢(Na2S203) = (0.01N) Titrisol. Marca Merck®
Cloroformo. Baker Analyzed ACS reactive. J.T.Baker

Alcohol etilico (98%)

Agua destilada

7.3. Materiales

Matraz Erlenmeyer 250 ml
Matraz Kitasato 250 ml

Embudo Buchner.
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e Probetas 100 ml

e Vasos precipitados 100 ml

e Tubos de ensayo

e Termdmetro digital

e Pipeta de (1, 5, 10) ml

e Bureta. Valor nominal: 10 ml, Division minima: 0.02 ml

e Pinzas de metal y madera

e Gradilla de tubos de ensayo

e Papel aluminio

e Fiolade 25 ml

e Envases de vidrio &mbar

e Pera de decantacion

e Cubetas de cuarzo, volumen 3.5 ml, longitud de la trayectoria: 1 cm, dimension
45x12.5x12.5 mm, rango de medida: 190 nm-2500 nm.

7.4. EQuipos e instrumentos

e Prensa expeller marca: Piteba

e Bomba de vacio, marca Bacuubrand GMBH+CO KG, procedencia: Alemania

e Termo balanza MA37-1 Sartorius

e Balanza marca: Kambor, modelo ACS-40.

e Balanza Analitica, marca: Sartorius, modelo: CPA324S, procedencia: Alemania, div.
De escala: 0.0001 g, capacidad maxima: 320 g

e Reactor de oxidacion Oxitest

e Espectrofotometro UV-VIS GENESYS 10 UV de Thermo Scientific

e Cromatdgrafo de gases. Agilent Technologies 7890 A GC System, con inyector
automatic moledo G4513A

e columna capilar GLC flexible de silice fundida, de 25 m de longitud o mas e id 0.20-
0.35 mm

e Estufa marca: MMM, modelo: Ecocell, procedencia: Alemania.

e Molino ultra centrifugo RETSCH modelo Z 200
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7.5. Metodologia experimental

Con el presente trabajo de investigacion se busco estimar la estabilidad oxidativa del aceite
de semillas de Moringa (Moringa Oleifera Lam) mediante el método acelerado de
oxidacion medido a temperaturas de 80 y 90 °C, con una presion constante de 6 bar
mediante la medicion del tiempo de induccion. El aceite fue obtenido mediante la
extraccion por prensado mecanico a humedades de 6 y 11%, y extraccion con solventes
organicos. Para la medicion del tiempo de induccion en el equipo Oxitest, se escogio el

aceite 6ptimo que cumpla con los siguientes requisitos:

1.- Que el aceite obtenido mediante las diferentes extracciones presente un grado de

oxidacion bajo, o una oxidacion total (TOTOX) menor a 4 segun Frankel (2014).

2.- Que el aceite obtenido presente un mejor rendimiento comparado con las otras

extracciones.

Para ello se evaluaron las propiedades fisicoquimicas del aceite mediante mediciones de
indice de peroxido, indice de p-anisidina, indice de acidez, indice de refraccion y perfil de
acidos grasos por cromatografia de gases. De los resultados obtenidos por ser una
estadistica descriptiva, se aplico la normalidad y se determiné la existencia de diferencias
significativas entre ambos métodos. Para realizar el andlisis de los datos, se utilizo el
software IBM SPSS Statistics 22, se utilizo el andlisis de la varianza ANOVA de un factor,
para comparar las medias de los diferentes resultados fisicoquimicos, para ello se planifico
un disefio experimental de efectos fijos. El factor a evaluar fue el método de extraccion,
para ello se manejaron dos niveles (método de extraccion): Extraccion por solventes y
extraccién por prensado mecanico con prensa expeller a humedad del 11 y 6 %. La
variable respuesta a evaluar fueron los diferentes analisis realizados al aceite de semillas de
Moringa (tales como indices de peroxido, p-anisidina, acidez, refraccion y perfil de acidos

grasos por cromatografia de gases) por separado.

Mientras que para la determinacion de diferencias significativas de la estabilidad oxidativa
del aceite extraido de las semillas de moringa (Moringa Oleifera Lam) medidas a
temperatura de 80 y 90 °C a presion constante de 6 bar. El factor a evaluar fue la
temperatura de medicion en el equipo Oxitest con niveles de (80 y 90 °C) y la variable

respuesta fue el tiempo de induccion.

Se realizaron tres extracciones por cada tratamiento, los andlisis fisicoquimicos se hicieron

por triplicado y para la determinacién de la estabilidad oxidativa se realiz6 por duplicado.
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El procedimiento experimental para la recolecciéon de datos se dividio en tres partes: 1)
Tratamiento Previo y extraccion del aceite de Moringa (Moringa Oleifera Lam); 2)
Determinacion de propiedades fisicoquimicas del aceite de semillas de Moringa (Moringa
Oleifera Lam) y 3) Estimacion de la estabilidad oxidativa del aceite de semillas de

Moringa (Moringa Oleifera Lam).

Semillas de Moringa

v ;

Extraccion por prensado Extraccion por solvente
@ ¥ 4
Analisis Analisis
fisicoquimicos fisicoquimicos
@ ¥ v
“indice de peroxido “indice de peroxido
Indice de p-anisidina Indice de p-anisidina
_Indice de acidez Indice de acidez
Indice de refraccion Indice de refraccion
Perfil de acidos grasos Perfil de &cidos grasos

Sl
Y
T°=80y9%°C ____.... Estabilidad oxidativa
P=6 bar (Oxitest)

Figura 4 Procedimiento experimental para la recoleccion de datos.
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Como se puede apreciar en la figura 4 el procedimiento para la recoleccion de datos se

dividio6 en tres etapas, asi tenemos:

1) Tratamiento previo de la semilla de Moringa (Moringa Oleifera Lam) y extraccién
del aceite

1.1.Tratamiento de la semilla

1.1.1.Recepcidon de la materia prima

Las materias primas que fueron procesadas en este trabajo de investigacion fueron semillas

del &rbol de moringa (Moringa oleifera Lam).

1.1.2.Pesado
Se pesaron 10 kg de semillas de moringa (Moringa oleifera Lam) en una balanza marca
Kambor, modelo ACS-40.

1.1.3.Limpieza y seleccion
Se procedié a seleccionar la materia prima acta para el proceso de extraccién, el cual
comprendié eliminar restos de hojas, ramas pequefias, semillas en mal estado y otros

objetos extrafios.

1.1.4. Triturado y Descascarillado
Las semillas seleccionadas fueron pasadas por un molino de manivela para romper la

cascara y luego manualmente separarla del endospermo.

1.2.Extraccion del aceite

Para la extraccion del aceite de la semilla de Moringa se separd en dos bloques, la cual el
primer blogue de extraccion fue por solventes y el segundo por prensado mecanico. La
figura 5 muestra mediante un diagrama de flujo las etapas para obtencion del aceite de

semillas de Moringa.
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Figura 5 Diagrama de flujo para la obtencion del aceite de las semillas de moringa
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1.2.1. Extraccion del aceite de Moringa con solventes

Para la extraccion del aceite, la semilla de 6 %. Moringa previamente descascarilla fue
secada, triturada en un mortero y molida haciendo uso de un molino ultracentrifuga
RETSCH modelo Z 200.

La extraccion del aceite de la semilla de moringa con solventes fue realizada por el método
Folch, el cual permite la extraccién en frio de la fase lipidica en combinacion de 2:1 de
cloroformo: metanol. La relacion de mezcla es 1 g de harina de Moringa homogenizada

con 19 ml de reactivo Folch.
Preparacion del reactivo Folch: 1 volumen de metanol mas 2 volimenes de cloroformo.

Se pesd 5 g de harina de Moringa y se homogeniz6 por 3 minutos con 95 ml de reactivo
Folch. Después de los 3 minutos de agitacion constante, la mezcla se filtr6 a vacio.

Posteriormente la fase del solvente del extracto se agité con 0.2 volimenes de agua por 3

minutos mas.

Luego por centrifugacion se separ6 dos capas, la capa superior acuosa, y lipidos en la parte

inferior (capa organica).

La capa organica fue colocada en un matraz Erlenmeyer para evaporar el solvente en un
bafio maria a 65 °C. La evaporacion dio por terminado cuando la muestra lleg6 a un peso

constante.

La temperatura fue la elegida ya que segun (Nagata, 1962) la temperatura de ebullicion del
cloroformo es 61.2 y del metanol 64.7, por esta razon se decidié que la evaporacion sea a

65 °C para una eliminacion completa de los solventes.
1.2.2. Extraccion del aceite de Moringa por prensado mecanico

Para la obtencién del aceite de la semilla de moringa (Moringa Oleifera Lam) por
prensado mecénico se realizd extracciones acondicionando la materia prima a 11% de
humedad el cual esta avalado por el trabajo realizado por Fakayode & Ajav, (2016 a), para
obtener un mejor rendimiento en la extraccion; y también se realizaron extracciones de
aceite a la humedad tal cual fue encontrada en el mercado; éste ultimo fue utilizado como
muestra control para comparar y determinar diferencias significativas con  los

rendimientos y las propiedades fisicoquimicas entre los métodos de extraccion.
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Las semillas fueron separaron en dos grupos, el primero para la extraccion por prensado a
humedad 6.5 % de humedad ( humedad encontrada en el mercado), y el segundo para el
acondicionamiento y extraccion a 11 % de humedad recomendado por Fakayode & Ajav,
(2016 a)
1.2.2.1. Acondicionamiento de humedad

A la semilla descascarillada se le determiné el porcentaje de humedad en una termo
balanza modelo MA37-1 Sartorius, dando por resultado 6.50 £ 0.05 % de humedad, el cual
estaba dentro de lo recomendado por Navas P., (2010), de < 10 % citado en (Alberca y
Huanca, 2015), para la extraccion por prensado mecanico, es por ello que sirvié como

muestra control para determinar diferencias significativas.

Para llegar a la humedad de 11% se utilizo la siguiente férmula planteada segiin Fakayode
& Ajav, (2016 a)

_<100—Mi

— T 1)«w
100 — Mf )* s

Donde:

Q: cantidad de agua a agregar (ml)

Mi: contenido de humedad inicial de la muestra % base humeda

Mf: Contenido de humedad final (deseado) de la muestra % base himeda
WSs: Peso de la muestra g

Las muestras acondicionadas se mantuvieron envueltas en bolsas de polietileno y se
almacenaron en un refrigerador a una temperatura de 4 °C durante un periodo de 15 h para

permitir una distribucion uniforme de la humedad.

Para la obtencion del aceite de la semilla de moringa se realizaron las extracciones

haciendo uso de una prensa expeller con tornillo sin fin.

Como primer paso se pesaron las semillas antes de ser sometidas al prensado, para poder

hallar el rendimiento del proceso.

Luego ajustar el dado de presion con ayuda de la llave, el cual se encuentra al extremo

contrario de la manivela.

Posteriormente se alimentd por la tolva de la prensa las semillas descascarilladas y

haciendo uso de la manivela se procedié al prensado de las semillas.
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Por la parte inferior del cilindro de la prensa se encuentra una ranura por donde sale el
aceite, el cual es necesario centrifugarlo para separar los residuos procedentes del

prensado, el aceite obtenido se guarda en frascos color &mbar para su posterior analisis.

2) Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del aceite de semillas de Moringa

(Moringa Oleifera Lam)

2.1 indice de perdxido

La determinacion del indice de perdxido se realizé segun el método oficial Cd 8b-90 de
la AOCS (1996). Se peso6 5.00 +0.05 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml con
tapon de vidrio. Se adicion6 50 ml de solucion 3:2 de &cido acético-isooctano. Agitar el
matraz para disolver la muestra. Afadir 0.5ml de solucién saturada de yoduro de potasio

usando una pipeta volumétrica adecuada.

Dejar la solucion reposar durante exactamente 1 minuto, revolviendo vigorosamente la
solucion al menos tres veces durante ese minuto e inmediatamente afiadir 30 ml de agua

destilada.

Titular con una solucién de tiosulfato de sodio 0.01 N agitando vigorosamente hasta el
color amarillo del yodo haya casi desaparecido. Luego afiadir alrededor de 0.5 ml de

solucién indicadora de almidén.

Continuar con la titulacion con una agitacion constante, especialmente hasta el punto final,
para liberar todo el yodo en la capa del solvente. Afiadir a gotas la solucion de tiosulfato

hasta que desaparezca el color azul.
Calculos:
Valores de peroxido (mili equivalentes de perdxido/ 1000 gr de muestra)

_(S—B)*N*lOOO
= We

Pv

Donde:
B= Titulacion de blanco, ml.
S= Titulacion de la muestra, ml.

N= Normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio.
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2.2. Indice de p-anisidina
El indice de p-anisidina se realiz6 con el método AOCS Cd 18-90. Se pes6 a 0.5 +
0.001 g de la muestra de ensayo en un matraz volumétrico de 25 ml. Disolver y diluir a

volumen con isooctano.

Medir la absorbancia (Ab) de la solucién a 350 nm en una cubeta con el espectrofotometro,

usando la cubeta de referencia llena con el solvente como blanco.

Pipetear exactamente 5 ml de la solucion de grasa en un tubo de ensayo y exactamente 5
ml del solvente en un segundo tubo de ensayo. Adicionar exactamente 1 ml del reactivo p-

anisidina a cada tubo, y agitar.

Después de exactamente 10 minutos medir la absorbancia (As) del solvente en el primer
tubo de ensayo en una cubeta a 350 nm, usando la solucion del segundo tubo ensayo como

blanco en la cubeta de referencia.

Caélculos: El valor p-anisidina (p-A.V.) esta dado por la formula:

_ 25 (1.24s — Ab)

— AV
p m

Donde:

As = Absorbancia de la solucion de grasa después de la reaccion con el reactivo p-
anisidina.

Ab = Absorbancia de la solucion de grasa.

m = masa de la muestra de ensayo.

2.3. Indice de acidez
La determinacion del indice de acidez se determin6 segin el método oficial de la
AOCS Ca 5%-40. Se Pes6 28.2 + 0.2 g muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se

agreg6 50 ml de alcohol neutralizado caliente y 2 ml de fenolftaleina.

Valorar con hidréxido de sodio 0.1 N, agitando vigorosamente hasta la obtencion de un
color rosa permanente de la misma intensidad que la del alcohol neutralizado. El color

deberé persistir durante 30 segundos.
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Célculos:

El porcentaje de acidos grasos libres se calcula como acido oleico con la siguiente formula:

mldealcali x N x28.2

% FFA =
% Masa, gr de la porcion de ensayo

2.4. Indice de refraccion

El indice de refraccion se determind segun el método oficial de la AOAC 921.08. La
medicion del indice de refraccion se determind con un refractometro de ABBE. Abrir la
cabeza de tornillo y colocar algunas gotas de aceite en el prisma, cerrar el prisma girando
la cabeza del tornillo. Dejar que el instrumento repose por un minuto de modo que la

temperatura de la muestra y el instrumento sea siempre el mismo y leer.

2.5. Determinacion de &cidos grasos en aceites y grasas.

La determinacion de acido grasos fue evaluada por el método oficial de la AOAC
969.33. El cual comprende en la saponificacion de glicéridos y fosfoglicéridos, la
esterificacion de los acidos grasos liberados en presencia de trifluoruro de boro (BF3)
como catalizador y la medicion de los &cidos grasos mediante una columna capilar por

cromatografia de gases.

Procedimiento:

Se Peso con precision (+ 2.0 mg) aproximadamente 25 mg de muestra de aceite en un tubo
de ensayo con tapa, posteriormente se agregd 1.5 ml de hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 M,

se nitrogeno, tapd y mezcld, luego llevado en una estufa a 100 °C durante 6 minutos.

El tubo de ensayo fue enfriado a temperatura ambiente y se afiadid6 2 ml de solucion
alcohdlica de trifluoruro de boro (BF3/metanol), se nitrogend, tapd, mezcld y fue llevado a

100 °C en una estufa durante 30 minutos.

Luego el tubo de ensayo fue enfriado a 30-40 °C, se afiadi6 1 ml de isooctano
cromatografico, se procedio a nitrogenar, tapar y agitar durante 30 segundos mientras que

todavia estaba tibio.

Inmediatamente se afiadi6 5ml de solucion saturada de cloruro de sodio (NaCL),
nitrogenar, tapar y agitar bien.
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Posteriormente se dejé reposar la el tubo de ensayo a temperatura ambiente y se espero que
la fase acuosa se separe de la capa de isooctano, luego se transfirid la capa de isooctano a
un vial limpio, el cual se procedid a nitrogenar, tapar y colocar en el cromatdgrafo de gases

para inyectar la muestra.

La determinacion de los componentes se determind con el cromatografo de gases (Agilent
Technologies 7890 A GC System), equipado con un detector de ionizacion de llama (FID)

capaz de cumplir las siguientes especificaciones:

Puerto de inyeccion: 250°C
Detector: 270°C

Perfil de temperatura del horno:

Temperatura inicial: 170°C

Tiempo de espera inicial 0 min

Velocidad de programa 1°C / min

Temperatura final: 225°C

Tiempo de espera final: 0 min

Inyector automéatico modelo G4513A.

Se utiliz6 una columna capilar GLC flexible de silice fundida, de 25 m de longitud, y
didmetro interno entre 0.20-0.35 mm.

El gas portador utilizado fue helio a una velocidad de flujo de 30 ml/min y presion de

261.5 kpa. EL volumen de inyeccion fue de 1pl.

3) Estimacion de la estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Moringa

(Moringa Oleifera Lam)

Las pruebas de oxidacion se realizaron utilizando el reactor Oxitest. EI instrumento puede
funcionar dentro de un rango de temperatura, entre la temperatura ambiente y 110 °C y un
rango de presidn de oxigeno absoluto entre 0 y 8 bar, mide la variacion de presion absoluta
del gas prueba que ocurre en dos cdmaras independientes y termostato, dentro del cual se
aloja la muestra. Una cubierta equipada con una valvula de drenaje, permite el cierre
hermético de la camara y la eliminacion de la presién residual al final de la prueba.

En las pruebas realizadas en este trabajo experimental, las muestras se analizaron

utilizando una temperatura de 80 y 90 °C, una presion de oxigeno absoluta de 6 bar y una
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cantidad de muestra igual a 10 g. Estas de hecho, son las condiciones sugeridas por el
fabricante como las mas adecuadas para la mayoria de los alimentos basada en el método
oficial de la AOCS Cd 12c- 16. La evolucién del fendmeno oxidativo fue monitoreada en
tiempo real, gracias al software combinado con el instrumento. Al final de la prueba el
periodo de induccidén (IP) se obtuvo de la curva de oxidacion mediante el método grafico
implementado en el software.
Se procedid a abrir las dos cAmaras de oxidacion del reactor Oxitest, luego se engraso la
empaquetadura con grasa de altas temperaturas para evitar fugas, se pesé 10 g de aceite de
moringa sobre los soportes de titanio previamente tarados. Los soportes de titanio fueron
colocados dentro de las cAmaras de oxidacion independientes y se cerraron con las tapas
que contiene las valvulas que controlan la presion en el equipo.
Luego de colocado la muestra se procedi6 a encender el equipo y se ingresaron los datos de
temperatura y presion a las cuales fue sometida la muestra. Se esperd que el equipo llegue
a las condiciones de trabajo para que inicie la corrida y se pueda obtener el periodo de
induccion (IP).
Luego de transcurrido el tiempo requerido el equipo nos arrojo el periodo de induccion
expresado en horas, el cual fue extrapolado mateméaticamente utilizando la ecuacion de la
recta:

y=mXx +cC
Donde:
y = Temperatura al cual es sometido el aceite a oxidacion en el reactor Oxitest.
m = Pendiente de la recta
X = Periodo de induccion (IP), llamado también indice de estabilidad oxidativa en horas
(valor obtenido del reactor Oxitest)
¢ = Ordenada al origen

42



7.6. Analisis de datos

Para realizar el anélisis de los datos, se utilizé el software IBM SPSS Statistics 22, se
realizo la prueba de normalidad por el test de Shapiro Wilks para constatar la hipotesis:

Ho: Los datos analizados siguen una distribucién normal

H1: Los datos analizados no siguen una distribucion normal

En donde:

Si p > 0.05 Aceptamos la hipétesis nula

Si p < 0.05 Rechazamos la hipotesis nula de manera significativa

En consecuencia, como los datos cumplieron la distribucion normal se aplicé la prueba
paramétrica como el andlisis de la varianza ANOVA de un factor, para comparar las
medias de los diferentes resultados fisicoquimicos.

Se utilizo el software OXISoft, el software de Grand Phad y Microsoft Excel para el

analisis de los datos arrojados del equipo Oxitest y la determinacion oxidativa.
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IX. CONSIDERACIONES ETICAS

En el presente trabajo de investigacion se tuvo en cuenta el “Cddigo de ética para la
investigacion” aprobado por Resoluciéon de Comision Organizadora N° 573-2016-CO-
UNAB de la Universidad Nacional de Barranca, se tuvo en cuenta el principio de
responsabilidad de los participantes para un buen manejo de la informacion ya que el
trabajo posee caracter de rigor cientifico por lo cual la informacion contenida se manejara
con la veracidad y confidencialidad correspondiente.

Respecto al cuidado del medio ambiente el residuo que deja el prensado de las semillas es
organico y fue posteriormente utilizado como fertilizante o como floculante de agua ya
que segun Chepote (2018) la torta de las semillas de moringa contiene un polielectrolito,
componente responsable de la accion purificadora de la semilla. Y con respecto a los
residuos quimicos de laboratorio fueron manejados segun los procedimientos generales de
eliminacién de residuos de laboratorio NTP 276, tratando en la medida posible de no
ocasionar dafio al ambiente ni a la biodiversidad.

En conclusién, el presente trabajo no representd dafio alguno para las personas,
animales, ambiente y la biodiversidad; posee informacion confiable y proporciona
informacion veraz de caracter cientifico que buscara el beneficio de las personas y

empresas del sector Agroindustrial.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

El aceite de semillas de Moringa fue obtenido mediante la extraccion con solventes (ES)
haciendo uso del método planteado por Folch (1956), y extraccion por prensado
mecanico (EPM), el cual comprende la extraccion a 11 % de humedad (T1) en adelante.
Estas extracciones se compararon con una muestra testigo (T2), el cual fue obtenido de
la EPM a la humedad de las semillas de Moringa encontradas en el mercado a humedad
de 6%. En todos los casos se evalué rendimiento de la extraccion, anlisis
fisicoquimicos, andlisis cromatografico para composicion de acidos grasos del aceite
para luego escoger el aceite que presentd mejores caracteristicas el cual sera sometido a

la prueba acelerada de oxidacion (Oxitest).

1. Rendimiento en etapas previas a la extraccion del aceite
En la tabla 5 se muestra los rendimientos en cada etapa previas a la extraccion del aceite

de Moringa.

El peso inicial de las semillas fue de 10 kg el cual después de ser acondicionadas para la
extraccion del aceite se obtuvo un rendimiento de 70.6 %; es decir que de 10 kg de
semillas que teniamos inicialmente con cascara y materias extrafias, se obtuvieron 7.06
kg de semillas limpias listas para iniciar el proceso de extraccion del aceite.

Tabla 5
Balance de materia y rendimientos en etapas previas a la extraccion del aceite

Balance de materia en .
% Rendimiento

movimiento
i Proce
Operacion Ingreso Ganancia Perdida Salida Opgrr]aCI so
(kg) (kg) (ka) (ka) % %
Recepcion 10 0 0 10 100 100
Pesado 10 0 0 10 100 100
Limpieza y seleccion 10 0 0.3 9.7 97 97
Triturado y 9.7 0 264 706 72784 706

descascarillado

De los 7.06 kg de semillas limpias obtenidas, se midio el porcentaje de humedad en una

termo balanza el cual fue de 6.5 £ 0.05 % de humedad, las semillas se dividieron en dos
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grupos de 3.53 kg cada uno para la extraccion con solventes y la otra para la extraccién

por prensado mecanico.

2. Rendimientos en la extraccion del aceite de moringa

Segun la tabla 6, el porcentaje del aceite obtenido de la semilla de moringa con
humedad de 11.077 £+ 0.03 % en base humeda (T1), dio un rendimiento de 26.20 + 0.10
%, resultando ser méas elevado que la muestra testigo (T2) el cual presenté un
rendimiento de 18.26 + 0.20 % y que la extraccion con solventes (FOLCH) con 24.30 +

0.28 de rendimiento.

Tabla 6
Rendimientos en la extraccion del aceite de las semillas de Moringa

Extraccion de aceite  RENDIMIENTO (%)

T2 18.26 + 0.20
T1 26.20 £ 0.10
ES 24.30+0.28

Valores medios + DS: desviacion estandar (n=3)

Para la ES del aceite las semillas fueron secadas en estufa a una temperatura de 60 °C
por un tiempo de 1 hora, luego fueron trituradas manualmente en un mortero y se
procedié a molerlas en un molino ultra centrifugo RETSCH modelo Z 200, obteniendo
un rendimiento de 92.6 % en peso, el 8.4 % fue pérdida por operacion, esta etapa fue
importante para aumentar area de contacto con el solvente y asi facilitar la méxima

extraccién del aceite.

La semilla molida fue pasada por un vibrador de tamiz Ro-Tap (W.S. Tyler), modelo
RX-29-16, serie 12528, para uniformizar los tamafios de particula comprendidas entre 1
— 2 mm, ya que segun (Gémez et al., 2016) las semillas deben ser mayor a 1 mm para
aumentar el area de contacto favoreciendo la penetracion del disolvente en la estructura,
por lo que tamafios menores pueden hacer que las particulas se compacten dificultando

la extraccion.

La EPM fue llevada a cabo en una prensa expeller marca Piteba, para la extraccion del
aceite, las semillas fueron descascarilladas, se midio el porcentaje de humedad inicial
dando como resultado 6.50 £ 0.05 %. Luego la otra parte de las semillas fueron

acondicionadas a 11 % de humedad segun (Fakayode y Ajav, 2016).
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Fakayode y Ajav (2016), obtuvieron un rendimiento de 28.58 % de aceite de semillas de
Moringa por el método de prensado mecanico cuando las semillas se acondicionaron a
11% de humedad. Resultado similar fue el encontrado en la presente investigacion
(26.20 £ 0.10 %) cuando el contenido de humedad se eleva a 11%. Asi mismo
Fernandez (2018) obtuvo un 28.43 % de aceite de semillas de Moringa para la

extraccion por prensado mecanico con tratamiento enzimatico.

Referente a la muestra testigo (T2) Fernandez (2018), obtuvo rendimientos de 24.70 %
para la extraccion por prensado mecénico sin tratamiento enzimatico. Mientras que
Alberca & Huanca (2015), obtuvieron un rendimiento de aceite de 22.89 % de aceite
extraido por prensado hidraulico; ambos rendimientos estan por encima del encontrado
en este estudio para la muestra testigo (T2), el cual comprende un rendimiento de 18.26
+ 0.20, esta diferencia entre rendimientos puede estar influenciada por que para la
extraccion por prensado de esta investigacion las semillas no fueron molidas antes de la

extraccion.

Respecto a la ES Marrero et al. (2014), encontro un rendimiento de 26.5 % de aceite de
Moringa oleifera extraido con hexano en un equipo ultrasénico. Anwar & Rashid (2007)
obtuvieron un rendimiento de aceite del 34,80 % para las semillas de Moringa
cosechadas de los bosques del distrito de Kohat de la provincia fronteriza del noroeste
de Pakistdn mediante la extraccion soxhelt. Mata (2015) obtuvo un rendimiento de
22.98 % de aceite de semillas de Moringa oleifera para la extraccion con hexano
asistida por microondas convencional y 23.22 % para la extraccion con hexano para la
extraccion asistida por ultrasonido, estos Gltimos muy cercanos al obtenido en la

presente investigacion para ES (24.30 %).

3. Andlisis fisicoquimicos del aceite de Moringa (Moringa oleifera Lam).
En la tabla 7 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos del aceite de
semilla de moringa (Moringa Oleifera Lam) obtenido mediante ES y EPM haciendo uso

de una prensa expeller con tornillo sin fin (T1) y (T2).

Los resultados indican el estado de oxidacion del aceite de las semillas de moringa
procedentes de ES y EPM (T1) y (T2), los anélisis fueron realizados por triplicado y

comparados entre si para hallar diferencias significativas haciendo uso del software
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IBM SPSS Statistics 22, se utilizd el andlisis de varianza ANOVA de un factor, el cual

compara mas de dos medias entre si.

Tabla 7
Analisis fisicoquimicos del aceite de moringa

Anélisis
o . ES T1 T2
fisicoquimicos

indice de refraccion
1.4627 + 0.00032 1.4672 + 0.0004° 1.4676 + 0.0001°

(20° C)
Indice de perdxido (m
0.15+0.022 No detectable ° No detectable °
EqO2/kg)
indice de p-anisidina 4,96 +0.262 0.344 +0.02° 0.255 + 0.06°
indice de acidez (%) 1.522 +£0.02752 0.518 + 0.0066" 0.324 +0.0031°¢

Letras diferentes indican diferencias significativas Valores medios + DS: desviacién estandar (n=3)

Indice de refraccion

El indice de refraccién encontrado muestra que no existen diferencias significativas
respecto a las extracciones T1 (1.4672 £ 0.0004) y T2 (1.4676 = 0.0001), observandose
que el indice de refraccion permanece constante al aumentar la humedad de las semillas;
pero respecto a la extraccion con solventes (1.4627 + 0.0003) se observa diferencias
significativas comparado con T1y T2, el cual puede ser atribuido al arrastre de algunos
pigmentos y carotenoides por la corriente de los solventes y por ende la reduccion del
indice de refraccion, resultados similares fueron obtenidos por Fernandez. (2018) donde
pudo encontrar valores de 1.4678 y 1.4677 para extraccion por prensado sin tratamiento
enzimatico y con tratamiento enzimatico respectivamente, mientras que (Gomez et al.,
2016), encontrd un indice de refraccidn de 1.4665 para la extraccion por prensado de las

semillas de moringa de la variedad Nicaragua.
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indice de perdxido

Con respecto al indice de perdxidos se encontrd que para (T1) y (T2), el indice de perdxido
fue no detectable, lo cual indica que el indice de peréxido permanece constante al
aumentar el porcentaje de humedad de las semillas y extraer su aceite por prensado,
obteniendo un aceite de buena calidad con oxidacion primaria practicamente cero.
Resultado similar fue el encontrado por Alberca & Huanca, (2015) los cuales realizaron la
extraccion del aceite de semillas de moringa utilizando una prensa hidraulica en el cual la
semilla se tuvo que moler y prensar, el indice de peréxido obtenido por los autores fue de
no detectable, mismo resultado fue el obtenido en el presente trabajo donde las semillas
solo fueron prensadas a humedad del 11y 6 %, por lo que se puede decir que la molienda
(reduccién de tamafio) y la humedad no interfiere en el aumento del indice de peroxido

siempre y cuando el analisis se realice inmediatamente después del prensado.

Mientras que para ES el indice de peroxido fue de 0.15 + 0.02 (mEgO2/kg), asi mismo
Fernandez. (2018) encontrd un indice de perdxidos de 0.86 mEq O2/kg para la extraccion
por prensado sin tratamiento enzimatico y 1.26 mEq O2/kg para el aceite con tratamiento
enzimatico en la extraccion con prensa expeller, el autor atribuye el aumento a del indice
de peroxido al tratamiento realizado, cabe resaltar que para ambas extracciones las semillas
fueron molidas y secadas, por lo que esos procedimientos pueden haber influido en el
incremento del indice de perdxido, procedimientos que no fueron realizados en la

extraccion por prensado en el presente trabajo.

(Mata, 2015), encontrd un indice de perdxido de 6.51 (MEqO2/kg) para la extraccion de
aceite de semillas de Moringa asistida por microondas y 3.46 (mEgO2/kg) para la
extraccion asistida por ultrasonidos. Estas técnicas utilizan hexano como disolvente y
energia localizada para conseguir extracciones rapidas, elevando el indice de peroxido en
el aceite de Moringa. Asi mismo (Anwar & Rashid, 2007) al extraer el aceite de las
semillas de Moringa oleifera de procedencia salvaje (Pakistan) por el método soxhlet
obtuvieron un indice de peroxido de 1.27 (mEqO2/kg). Como se puede observar en ambas
investigaciones los métodos utilizan solventes y elevadas temperaturas para la extraccion

del aceite de semillas de Moringa, lo que se refleja en el indice de perdxido.
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Indice de p-anisidina

El indice de p-anisidina encontrado para las extracciones T1 y T2 fueron 0.344 + 0.02 y
0.255 + 0.06 respectivamente, no encontrandose diferencias significativas entre ambas
extracciones, Se puede observar que T2 presenta un menor indice de anisidina con
referente a las extracciones T1 y ES (4.96 + 0.26) por lo que se podria asegurar que a
menor manipulacion de las semillas y a una extraccion rapida del aceite, se puede obtener
un aceite de mejor calidad con una oxidacion secundaria menor, se observa también que al
aumentar la humedad de las semillas el indice de p-anisidina aumenta también aunque la

diferencia no sea significativa.

(Fernandez, 2018), encontrd en sus extracciones por prensado los valores de p-anisidina de
0.31 para la muestra sin tratamiento enzimatico y de 0.33 para el aceite obtenido con
previo tratamiento enzimatico, valores semejantes fueron obtenidos en las extracciones T1
(0.344) y T2(0.255) con el mismo método de extraccion (prensa expeller). (Alberca &
Huanca, 2015), obtuvieron un indice de p-anisidina de 2.545 en las extracciones por
prensado hidraulico, (Anwar & Rashid, 2007) obtuvieron un indice de p-anisidina de 2.50

M. oleifera salvaje de Pakistan, por extraccion soxhlet.
Iindice acidez

Se encontré diferencias significativas con respecto al indice de acidez entre la
extraccion T1 (0.518 + 0.0066 %) (% expresado como acido oleico), T2 (0.324 +
0.0031 %) y ES (1.522 + 0.0275 %). Se observa que al aumentar la humedad de 6 a 11
%, aumenta significativamente el indice de acides. Para Sengupta & Gupta (1970), la
adicion de agua mejora accion de la enzima lipolitica aumentando la acidez durante el
prensado en frio. (Alberca & Huanca, 2015), obtuvieron un indice de acidez de

0.2265% para el aceite de las semillas de Moringa extraido con prensa hidraulica.

Fernandez (2018), encontrd en sus extracciones por prensado los valores de indices de
acidez 1.23 % (expresado como acido oleico) para la muestra control y de 1.51% para el
aceite obtenido con previo tratamiento enzimatico, observandose que, para la muestra
con tratamiento, el indice de acidez es mayor, segun Shahidi (2005, citado en
Fernandez, 2018) menciona que para la aplicacion de enzimas es necesario un aumento

de humedad, lo cual conlleva a una hidrolisis del medio aumentando la acidez del aceite

(Anwar & Rashid, 2007) obtuvieron una acidez de 0.81 + 0.05 M. oleifera salvaje de

Pakistan, Por extraccion soxhlet asi mismo (Gémez Mitjans et al., 2016) en su
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investigacion caracterizaron el aceite extraido de las semillas de Moringa oleifera de las
variedades de origen cubano Supergenious, Plain y Nicaragua, a partir de extracciones
solido-liquido con hexano y etanol como disolventes y por el método de prensado
mecanico de la variedad Nicaragua encontrando un indice de acidez 1.403, 1.401, 1.402,
y 1.301 respectivamente, encontrando asi que la extraccion por prensado presentd una

menor acidez con respecto a las extracciones con disolventes.

Como se puede observar la acidez depende mucho de la humedad de las semillas y del
tratamiento que estas reciban para obtener el aceite de las semillas, pero en todos los
casos la acides esta por debajo de lo que sefiala el (Codex Alimentarius, 2015) el cual es

de 4,0 mg de KOH/g de grasa o aceite, para grasas o aceites prensados en frio.

4. Composicion de acidos grasos del aceite de Moringa (Moringa oleifera Lam).

En el andlisis por cromatografia de gases para determinar la composicion de éacidos
grasos del aceite de moringa (tabla 8), se pueden observar 12 &cidos grasos presentes en
la muestra, el componente mayoritario para las dos extracciones es el acido oleico
representado un 69.52 % (porcentaje en area) para la extraccion por prensado a 11% de
humedad y 71.68 % para la muestra control, no encontrandose diferencia significativa
entre las muestras, resultados similares a los estudiados por (Rahman et al., 2009),
(Nguyen et al., 2011) y (Salama et al., 2018) que alcanzaron valores de (74.4 %)
(69.70%) y (66.22 %) respectivamente. El &cido oleico presenta beneficios para la
salud, el cual aumenta los niveles de colesterol bueno HDL (lipoproteinas de alta
densidad) en la sangre y reduce el colesterol malo LDL (lipoproteinas de baja densidad),
disminuyendo asi la acumulacién de colesterol en las arterias y reduciendo el riesgo de
padecer enfermedades al corazon; asi mismo presenta efectos benéficos sobre la salud

hepatica y reduce el riesgo de formacién de calculos biliares.(Paniagua & Chora, 2016)

El siguiente acido graso con mayor proporcion es el &cido behénico representando un
6.54 £ 0.10 % (T1) y 6.4 £ 0.09 (T2), no encontrandose diferencias significativas entre
ambos valores, resultados similares fueron reportados por (Nguyen et al., 2011),
(Rashid et al., 2008) y (Rahman et al.,, 2009) de (6.71%), (7.1 %) y (6.161%)

respectivamente

Respecto al &cido palmitico se encontr6 un (5.45 £ 0.11 %) T1y (5.51 + 0.06 %) T2
valores similares al reportado por (Salama et al., 2018) y (Gomez Mitjans et al., 2016)

de (5.55 %) y (5.00 % variedad supergenius) respectivamente.

51



Tabla 8

Composicidn de &cidos grasos del aceite de moringa (Moringa Oleifera Lam)

Acidos grasos

Porcentaje de acidos grasos (%)

ES T1 T2

Miristico (C14:0) 0.13+0.01° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
Palmitico (C16:0) 5.39+£0.092 5.45+0. 112 5.51 + 0.062
Palmitoleico (C16:1) 1.43+£0.072 1.26 +0.03" 0.96 + 0.06°
Estearico (C18:0) 4,77 £0.042 4,77 £0.012 4.03 + 0.05°
Oleico (C18:1 w-9) 68.44 +0.072 69.52 +0.10° 71.68 + 0.04¢
Vaccénico (C18:1 w-7) 6.49+0.012 5.70 + 0.01° 4.68 + 0.02¢
Linoleico (C18:2 w-6) 0.78+£0.062 0.72 £0.03? 0.62 + 0.01°
a-Linolénico (C18:3 w-3) 0.20 £ 0.032 0.15+0.01% 0.17 + 0.052
Araquidico (C20:0) 3.0+0.042 3.05+0.03? 2 67 + 0.04°
Eicosanoico (C20:1 w-9) 1.75+0.012 1.89 +0.02° 209 + 0.01¢

Behénico (C22:0) 6.60 £0.122 6.54 £ 0. 102 6.4 + 0.092
Lignocérico (C 24:0) 0.93+£0.022 0.93+£0.03* 1.15 + 0.03P

Asimismo, el aceite de moringa presenta otra serie de acidos grasos en menores
proporciones, encabezados por el &cido vacénico (6.49, 5.70 y 4.68%) para ES, T1y T2,
seguidos por el acido estearico (con 4.77, 4.77 y 4.03%), existiendo pequefios &cidos
grasos con pequefias cantidades como el &cido palmitoleico, linoleico, linolénico y
Eicosanoico para ES, T1 y T2 respectivamente. No hubo diferencias significativas en

las cantidades de los principales acidos grasos en las tres muestras de aceite de moringa.

5. Indice de estabilidad oxidativa del aceite de Moringa
Se determing el indice de estabilidad oxidativa del aceite de moringa al aceite extraido
por prensado a 11 % de humedad ya que cuenta con un mayor porcentaje de extraccion

y una oxidacion baja.

El indice de estabilidad oxidativa se llevo a cabo en el equipo Oxitest, se utiliz6 10 g de
aceite de semillas de moringa (Moringa Oleifera Lam) para la evaluacion del tiempo de

induccion a temperaturas de 80 y 90 °C y presion de 6 bar.

El equipo mide el cambio absoluto de presion dentro de las dos cAmaras que monitorea

la absorcién de oxigeno de los componentes activos de las muestras, y genera
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automaticamente un valor expresado en el tiempo, llamado Periodo de Induccién (IP).
Cuanto mas largo es el IP, mas resistente es la muestra a la oxidacion durante la vida
atil de la muestra. Una cubierta equipada con una valvula de drenaje, permite el cierre
hermético de la cdmara y la eliminacién de la presién residual al final de la prueba. En
las pruebas realizadas en este trabajo experimental, las muestras se analizaron utilizando
una temperatura de 80 y 90 °C, con una presion de oxigeno absoluta de 6 bar y una
cantidad de muestra igual a 10 g. la evolucion del fenémeno oxidativo fue monitoreada
en tiempo real, gracias al software combinado con el instrumento. Se inyect6
temperatura y oxigeno en la cAmara para lograr una presion de oxigeno predefinida.

Cuando se agrego el oxigeno, la cAmara se cerro electrénicamente y empezo el anélisis.

Cualquier compuesto oxidable reaccionara con el oxigeno en la camara reduciendo asi
la presion de gas dentro de la camara. La presion en la camara se controla durante todo
el procedimiento y el IP de la muestra se obtuvo mediante el método de dos tangentes.

En la tabla 9 se puede observar los valores del periodo de induccién (IP en horas)
obtenido del reactor Oxitest del aceite de Moringa Oleifera realizadas consecutivamente
en dos cdmaras independientes a temperaturas de 80 y 90 °C y presidn de oxigeno de 6
bares. Se puede apreciar que ante el incremento de temperatura da como respuesta

valores de IP menores, obteniendo los valores mas altos a 80°C.

Tabla 9
Periodo de induccion del aceite de semillas de Moringa

Temperatura -, Periodo de induccidn
(°C) Camara (horas: minutos) IP (horas)
A 369.47 369.78
80 B 364.31 364.52
90 A 163.55 163.92
B 165.21 165.35

La figura 6 evidencia a manera de ejemplo la variacion de la presion (bar) del oxigeno
puro vs el tiempo (horas) en el software del reactor Oxitest, en donde se muestra que a
un determinado tiempo (364.31 h), la presion permanece constante, lo que se denomina
el periodo de induccién (IP) de la muestra de aceite de semillas de Moringa oleifera
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hasta el punto final en donde comienza la caida de la presion, lo cual puede estar
atribuido a la reaccién a la abstraccion de hidrégenos y la reaccion con el oxigeno
molecular, lo que conlleva a la formacién de hidroperdxidos en una reaccion en cadena,
por lo tanto un aumento de consumo de oxigeno por parte de la muestra y una

disminucion de presion en el sistema. (Frankel, 2014) y (Damodaran, et al. 2008).
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Figura 6 Variacion de la presién de oxigeno (bar) a temperatura de 80 °C y presion de oxigeno
de 6 bar

5.1. Indice de estabilidad oxidativa y vida util
En la tabla 10 se muestran los valores del logaritmo natural del IP del aceite de Moringa

oleifera obtenido por prensado mecénico a 11 % de humedad.

El periodo de induccion IP obtenido en horas: minutos, fue convertido a horas, para

poder hallar el logaritmo natural del tiempo de induccién. Tablal0

Tabla 10
Periodo de induccion (horas) y logaritmo natural del periodo de induccion
Factor Tem(rc))ecr;l tura IP (horas) Ln (IP)
Prensado con 80 367.15+3.71 591
11 % humedad 90 164.64 £1.011 5.10

Obtenido los dos logaritmos naturales del IP a diferentes temperaturas, se procedio a
graficar en el software Microsoft Excel 2010, (figura 7) representando la regresion
lineal entre la temperatura (°C) y el logaritmo natural del IP. Se procedié a unir los

puntos para hallar la pendiente y la ecuacién de la recta, obteniendo un valor de
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coeficiente R2 igual 1, el valor de m (pendiente de la recta) igual a -0.081 y ¢ (ordenada
al origen) con un valor de 12.390 (Tabla 11)

Tabla 11
Valores de regresion lineal Ay B (Ln IP y Temperatura)

Factor m C R?

Prensado con
11 % humedad -0.081 12.390 1.000

y=-0.081x+12.39
Rz

78 80 82 84 86 88 90 92

Temperatura °C

Figura 7 Determinacion de la ecuacion de la recta para la extrapolacion de tiempo de
conservacion del aceite de moringa.

Mediante la aplicacion de la ecuacion de la recta se obtiene los valores del indice de
estabilidad oxidativa, la cual nos permite extrapolar para determinar el tiempo de
conservacion del aceite de moringa a temperatura de 20 °C. Mostrando un resultado de
5.43 afios resultado promedio a lo reportado por (Alberca & Huanca, 2015), los cuales
encontraron valores vida Util de 8.28,6.29 y 4.17 afios de vida Util del aceite de moringa

a 20 °C a flujos de aire de 15, 20 25 L/h respectivamente medido en el equipo Rancimat.

En un estudio comparativo de los métodos Oxitest y Rancimat en la evaluacion de la
estabilidad oxidativa mostré una buena correlacion del analisis de regresion lineal entre
el periodo de induccion de los dos instrumentos.(Tinello et al., 2018). Asimismo
(Comandini et al., 2009) menciona que el reactor de prueba de oxidacion (Oxitest) es
una técnica innovadora y prometedora para la determinacion del indice de estabilidad

oxidativa OSI.

En una prueba realizada por el mismo equipo con diferentes muestras medidas a

temperatura de 90 °C y a 6 bar de presion Tabla 12, se observa que el IP para diferentes
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tipos de aceite, donde el aceite de moringa presenta un valor de IP de 165.21 h para la
camara A y 165.55 para la cAmara B, en comparacion a los demas presenta un IP
elevado aceites demostrando asi que es mucho mas estable. La estabilidad oxidativa
hace referencia a la resistencia de los lipidos a la oxidacion y constituye un indicador
importante del comportamiento y la vida util de los aceites. Este parametro depende de
diversos factores como la temperatura, la concentracion de oxigeno, la presencia de
metales y de antioxidantes y la composicion del aceite (Guillén & Cabo, 2002; Garcia et
al., 2013).

La deteccion del valor de IP representa un parametro importante para evaluar la
estabilidad oxidativa del aceite. Las pruebas aceleradas como pueden acelerar la
oxidacion del aceite de semilla de moringa y controlar la estabilidad oxidativa que al

realizar el analisis por otro método quimico seria mas costosa y peligroso para el medio

ambiente.
Tabla 12
Periodo de Induccién en h para diferentes tipos de aceite a 90 °C por método OXITEST
Cémara  Sachainchi Oliva Ajonjoli Moringa
A 12.39 13.45 29.06 165.21
B 12.01 14.13 30.09 163.55
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Xl.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En los analisis fisicoquimicos del AM se obtuvo un indice de refraccion para EPM con
humedad de 11.077 % valores 1.4672 + 0.0004, el indice de peroxido (m EqO2/kg)
valores ND, con respecto al indice de p-anisidina muestra valores de 0.344 + 0.02. El
indice de acidez valores de 0.518 + 0.0066.

Con respecto al analisis composicional de é&cidos grasos del AM realizado por
cromatografia para EPF a T1 se obtuvo lo siguiente: componente mas predominante al
acido oleico con valores de 69.52 + 0.10 %, seguido del acido behénico con un valor de
Ajonjoli 6.54 = 0.10 %, acido vaccénico con valores de 5.70 £ 0.01 %, acido palmitico
cuyo valor es de 5.45 £ 0.11 %.

Con valores del Punto de Induccién (PI) de 357.885 + 1.874 a temperatura de 80 °C y
164.38 + 1.174 a 90°C. Esto indica la estabilidad del aceite ya que tiene un periodo largo
de induccion, el cual extrapolado a temperatura de 20 °C se obtuvo una vida util del
aceite de semillas de Moringa oleifera de 5.43 afios. Los datos obtenidos muestran la
sensibilidad de este instrumento y sus condiciones aceleradas al evaluar la estabilidad
oxidativa del AM. Por otro lado, el potencial de aplicacion de los aceites, depende en
gran medida de su estabilidad en anaquel y de la aplicacion a determinados procesos
tecnologicos, el metodo tambien ofrece la evaluacion de la estabilidad oxidativa
empleando tecnologias on-line no invasiva y libre de reactivos como el sistema
OXITEST.
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XI1.  ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS ESTADISTICO PARA EL INDICE DE REFRACCION

Tabla 13 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el
indice de refraccion

Shapiro

Método de Repeticiones Wilk

extraccion 1 2 3

ES 1.4627 1.4624 1.4629 1.4627 0.0003 0.7804
T1 1.4668 1.4673 1.4676 1.4672 0.0004 0.7262
T2 1.4677 1.4675 14676 1.4676 0.0001 1

Desviacion

Promedio 3
estandar

Tabla 14 Comparaciones multiples post hoc para el indice de refraccion- Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION  Sig.

ES T1 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.316
T2 ES 0.000
T1 0.316

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

ANEXO 2: ANALISIS ESTADISTICO PARA EL INDICE DE PEROXIDO

Tabla 15 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el indice
de peréxido.

Método de Repeticiones . Desviacion Sha|_0|ro
., Promedio 3 Wilk
extraccion estandar ———
1 2 3
ES 0.119 0.159 0.158 0.15 0.02 0.042
T1 0 0 0 0.000 0.00 -
T2 0 0 0 0.000 0.00 -
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Tabla 16 Comparaciones multiples post hoc para el indice de peroxido- Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

T1 0.00
ES T2 0.00
ES 0.00
T T2 1.00
ES 0.00
Te T1 1.00

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

ANEXO 3: ANALISIS ESTADISTICO PARA EL INDICE DE P-ANISIDINA

Tabla 17 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el indice
de P-anisidina.

Método de Repeticiones . Desviacion Shaplro
., Promedio , Wilk
extraccion estandar ———
1 2 3
ES 5.183 4.671 5.041  4.965 0.26 0.519
T1 0.334 0.331 0.368 0.344 0.02 0.1395
T2 0.197 0.248 0.321 0.255 0.06 0.805

Tabla 18 Comparaciones multiples post hoc para el indice de p- anisidina - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION  Sig.

ES T1 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.776
T2 ES 0.000
Tl 0.776

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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ANEXO 4: ANALISIS ESTADISTICO PARA EL INDICE DE ACIDEZ

Tabla 19 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el indice
de acidez

Shapiro

Método de Repeticiones desviacion Wilk

extraccion 1 5 3 promedio estandar

ES 1528 1546 1.492 1522 0.0275 0.6369
Tl 0.517 0.512 0525 0.518 0.0066 0.747
T2 0.323 0.321 0.327 0.324 0.0031 0.6369

Tabla 20 Comparaciones multiples post hoc para el indice de acidez - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES T1 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
T1 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

ANEXO 5: ANALISIS ESTADISTICO PARA LA DETERMINACION DEL PERFIL DE
ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE MORINGA

5.1. Acido graso Miristico

Tabla 21 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Miristico

Método de Repeticiones . desviacion Shapwo
- promedio . Wilk
extraccion estandar ——— —
1 2 3
ES 0.14 0.12 0.13 0.13 0.01 1
Tl 0 0 0 0 0 0
T2 0 0 0 0 0 0
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Tabla 22 Comparaciones multiples post hoc para el &cido graso Miristico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 1.000
T2 ES 0.000
Tl 1.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.2. Acido graso Palmitico

Tabla 23 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Palmitico

Método de Repeticiones . desviacidn Sha|_O|ro
promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 548 5.3 5.39 5.39 0.09 1
Tl 5.34 556 5.45 5.45 0.11 1
T2 545 557 551 5.51 0.06 1

Tabla 24 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Palmitico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.703
T2 0.298
T1 ES 0.703
T2 0.703
T2 ES 0.298
Tl 0.703

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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5.3. Acido graso Palmitoleico

Tabla 25 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Palmitoleico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
 / promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 15 136 143 1.43 0.07 1
Tl 1.23 129 1.26 1.26 0.03 1
T2 09 1.02 0.96 0.96 0.06 1

Tabla 26 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Palmitoleico - Tukey (95%
de intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.023
T2 0.000
T1 ES 0.023
T2 0.001
T2 ES 0.000
Tl 0.001

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.4. Acido graso Estearico

Tabla 27 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el &cido
graso Estearico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
- promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 481 4.73 4.77 4,77 0.04 1
T1 476 4.78 4.77 4.77 0.01 1
T2 3.98 4.08 4.03 4.03 0.05 1

Tabla 28 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Estearico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES T1 1.000
T2 0.000
T1 ES 1.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
Tl 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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5.5. Acido graso Oleico

Tabla 29 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Oleico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
. promedio . Wilk
extraccion estandar
1 2 3
ES 68.51 68.37 68.44 68.44 0.07 1
T1 69.42 69.62 69.52  69.52 0.1 1
T2 71.72 71.64 71.69 71.68 0.04 0.726

Tabla 30 Comparaciones multiples post hoc para el &cido graso Oleico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
Tl 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.6. Acido graso Vaccénico

Tabla 31 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Vaccénico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
 , promedio . Wilk
extraccion estandar ——————
1 2 3
ES 6.5 6.48 6.49 6.49 0.01 1
Tl 569 5.69 571 5.70 0.01 0
T2 4.7 4.66 4.68 4.68 0.02 1

Tabla 32 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Vaccénico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
Tl 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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5.7. Acido graso Linoleico

Tabla 33 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Linoleico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
 / promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 0.72 0.84 0.78 0.78 0.06 1
Tl 0.75 0.69 0.72 0.72 0.03 1
T2 0.63 0.61 0.62 0.62 0.01 1

Tabla 34 Comparaciones multiples post hoc para el &cido graso Linoleico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES T1 0.225
T2 0.006
Tl ES 0.225
T2 0.046
T2 ES 0.006
T1 0.046

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.8. Acido grasos Alfa Linoleico

Tabla 35 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Alfa Linoleico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
i promedio . _ Wilk
extraccion estandar
1 2 3
ES 0.17 023 0.2 0.2 0.03 1
T1 0.16 0.14 0.15 0.15 0.01 1
T2 0.22 0.12 0.17 0.17 0.05 1

Tabla 36 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Alfa Linoleico - Tukey (95%

de intervalo de confianza)
METODO DE EXTRACCION Sig.
ES T1 0.250
T2 0.562
Tl ES 0.250
T2 0.763
T2 ES 0.562
T1 0.763

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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5.9. Acido graso Araquidico

Tabla 37 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Araquidico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
 / promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 296 3.02 3 2.99 0.03 1
Tl 3.08 3.02 3.05 3.05 0.03 1
T2 271 2.63 2.67 2.67 0.04 1

Tabla 38 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Araquidico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES T1 0.295
T2 0.000
Tl ES 0.295
T2 0.000
T2 ES 0.000
Tl 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.10. Acido graso Eicosanoico

Tabla 39 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Eicosanoico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
. promedio . Wilk
extraccion estandar ————
1 2 3
ES 1.74 176 1.75 1.75 0.01 1
T1 191 1.87 1.89 1.89 0.02 1
T2 2.1 2.08 2.09 2.09 0.01 1

Tabla 40 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Eicosanoico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.000
T2 0.000
T1 ES 0.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
Tl 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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5.11. Acido graso Behénico

Tabla 41 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Behénico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
 / promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 6.48 6.72 6.6 6.6 0.12 1
Tl 6.64 6.44 6.54 6.54 0.1 1
T2 6.49 6.31 6.4 6.4 0.09 1

Tabla 42 Comparaciones multiples post hoc para el &cido graso Behénico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 0.769
T2 0.123
T1 ES 0.769
T2 0.299
T2 ES 0.123
T1 0.299

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

5.12. Acido graso Lignocérico

Tabla 43 Desviacion estandar y pruebas de normalidad por el test Shapiro Wilk para el acido
graso Lignoceérico

Método de Repeticiones . desviacion Shaplro
. promedio . Wilk
extraccion estandar —————
1 2 3
ES 091 0.95 0.93 0.93 0.02 1
Tl 096 09 0.93 0.93 0.03 1
T2 1.12 1.18 1.15 1.15 0.03 1

Tabla 44 Comparaciones multiples post hoc para el acido graso Lignocérico - Tukey (95% de
intervalo de confianza)

METODO DE EXTRACCION Sig.

ES Tl 1.000
T2 0.000
T1 ES 1.000
T2 0.000
T2 ES 0.000
T1 0.000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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ANEXO 6: CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE
MORINGA 6 % HUMEDAD (T2)
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ANEXO 7: CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE
MORINGA 11% HUMEDAD (T1)
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14 15.277 ©.0000 0.00000 ©.00000 C13:3nd
15 15.%07 &8 0.0567 a42.07428 2.67218 C20:0
16 16.294 B8 0.0598 32.90192 2.08963 C20:1n9
17 18.056 0.0000 0.00000 ©0.00000 C20:2n6
12 19.694 0.0000  0.00000 ©.00000 C20:4n6
19 20.251 9.0000 0.00000 ©0.00000 C20:3n3
20 21.196 0.0000  0.00000 ©.00000 C20:4n3
21 22.04a 0.0000 0.00000 ©0.00000 C20:5n3
22 2.2m B8 0.0707 100.71954 6.39682 C22:0
23 23.119 0.0000 ©.00000 ©.00000 C22:1n11
24 23319 9.0000 0.00000 ©0.00000 C22:1n9
25 24.553 0.0000 ©0.00000 ©0.00000 Desc.
26 26.226 0.0000 0.00000 0.00000 C23:0
27 30.222 B8 9.0774 18.03615 1.14549 C24:
28 30.863 2.0000 0.00000 ©.00000 C22:5n3
29 31.163 0.0000  0.00000 ©0.00000 C22:6n3
30 31,552 0.0000 0.00000 0.00000 C24:1n9
31 33.981 88 0. 0721 1.02149 ©.06488 ?
Totals : 1574.53248
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ANEXO 8: CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE
MORINGA EXTRAIDO POR SOLVENTES (ES)

I B, Hack Signal (LICIEPMEHE STHESALHA UFTTY A0S 12407 -02- 18000 nelodied M L)

z
Ll
Acidu Palmitico
At Do
Aoidn Voo

uzido Esedricn

Acido Armquidicn
Leivks Rehiniea

Ackds Eleospnleo

Acido Palmitaleioa

|=—.i| ko Lipnocttien

~Addo o- Lincléico
|
|
|

ot

< Auidn Linaluicy

=
1
I ficido Miristico

L
-

mi

=
i
|

T
L]

.,.._
=
o
f

Peak RetTime Type Width Area Area  Name

¢ uin] (win) (pa's] &
SN Bl N et i T R —

1 0.000 0.0000 0.00000 0.00000

2 5.460 88 0.0238  1,99529 0.13173 C14:0

3 5.8 0.0000 0.00000 0.00000 C14:1

4 228 0.0309 81.57325 5.38544 Ci6:0

5 7.8 88 0.0331 21.71300 1.43348 C16:1n7

6 9.108 0.0000 0.00000 0.00000 C16:3nd

7 10.223 0.0000 0.00000 0.00000 C16:20d4

8 10.616 B8 0.0506 72.17839 4,.76519 Ci18:0

9 11.278 BV 0.0640 1036.60446 68.44218 CI8:In0

10 11,385 w8 0.0410 98.35300 6.49323 CQ18:1n7
1 1383 8. 0.0474 11,83860 0.78158 C18:2n6
12 13,843 88 0.0482 3.05482 ©,20168 C18:3n3
13 15,085 0.0000 0.00000 0.00000 C18:4n3
18 1527 0.0000 0.00000 0.00000 C18:3nd
15 1554 88 9.0535 45.66301 3.01465 C20:0
16 16.340 28 0.0598 26.58030 1,75482 C20:1n®
17 18.05%6 0.0000 0.00000 0.00000 C20:2n6
18 19.6%4 0.0000 0.00000 0.00000 C20:4n6
19 20.251 0.0000 0.00000 0.00000 C20:3n3
20 21.196 0.0000 0.00000 0.00000 C20:4n3
21 2.4 0.0000 0.00000 0,00000 C20:5n3
2 2,295 88 0.0781 99,94477 6.59832 C22:@
23 23.119 0.0000 0.00000 0.00000 C22:1n11
24 23,319 0.0000 0.00000 0.00000 C22:1n9
25 24,553 0.0000 0,00000 0.,00000 Desc.
26 26.226 0.0000 0.00000 0.00000 C23:0
27 30292 88 0.0721  14.09003 0.93022 C24:0
28 30.863 0.0000 0.00000 0.00000 C22:5n3
29 31.163 0.0000 0.00000 0.00000 C22:6n3
3 31,582 0.0000 0,00000 0,00000 C24:109
31 39.052 Bv 0.0815 1,02215 0,06748 ?
Totals : 1514.70107
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ANEXO 8: FIGURAS DE MATERIA PRIMA Y ANALISIS DEL ACEITE DE MORINGA

Figura 8 Semillas de moringa (Moringa Oleifera Lam).

Figura 10 Determinacion de humedad de las semillas.
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Figura 13 Prensado de las semillas de Moringa.
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Figura 14 Aceite de Moringa obtenido por prensado mecanico.

Figura 15 Envasado del aceite de Moringa.

Figura 16 Mecanismo de filtracion a vacio
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Figura 17 Separacion de la fase grasa en la extraccion con solventes.

Figura 19 Analisis de p-anisidina del aceite de Moringa.
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Figura 20 Analisis de indice de acidez del aceite de Moringa.

Figura 21 Cromatografo de gases para la determinacion de acidos grasos.
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