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RESUMEN:

Se identificaron los componentes aromdticos activos provenientes de muestras comerciales del aceite de sacha inchi, obtenidos
de cultivos de Santa Rosa de Osos (Antioquia, Colombia), mediante la técnica de microextraccién en fase sélida acoplada a
cromatografia de gases, espectrometria de masas y olfatometria (HS-SPME-GC-MS-O). En la optimizacién de la técnica de
extraccion se definieron las siguientes condiciones: fibra de SPME de divinilbenceno / carboxen / polidimetilsiloxano (DVB/
CAR/PDMS), temperatura de extraccién de 50 °C y tiempo de exposicién de 40 min. Bajo estas condiciones, se encontraron
un total de 20 compuestos aromiticos activos, donde se destacan el E-2-octenal, E-heptanal, (E,E)-3,5-octadien-2-ona, 4cido
hexanéico y (E,E)-2,4-heptadienal como los componentes con mayor aporte a la formacién del aroma del aceite de sacha inchi.

PALABRAS CLAVE: compuestos volatiles, aceite comestible vegetal, caracteristicas sensoriales.

ABSTRACT:

The active aromatic components from commercial samples of sacha inchi oil obtained from Santa Rosa de Osos (Antioquia,
Colombia) crops were identified by solid phase microextraction technique coupled to gas chromatography, mass spectrometry, and
olfactometry (HS -SPME-GC-MS-O). In the optimization of the extraction technique, the following conditions were defined:
SPME fiber of divinylbenzene / carboxen / polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS), extraction temperature 50 °C, and
exposure time 40 min. Under these conditions, a total of 20 active aromatic compounds were found, which include E-2-octenal,
E-heptanal, (E,E)-3,5-octadien-2-one, hexanoic acid and (£, E)-2,4-heptadienal as the components with the greatest contribution
to the aroma formation of sacha inchi oil.

KEYWORDS: volatile compounds, oil edible vegetable, sensory characteristics.
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Os componentes de aroma ativos de amostras comerciais de 6leo de sacha inchi obtidos de Santa Rosa de Osos (Antioquia,
Col6mbia) foram separados pela técnica de microextragio em fase sélida acoplada a cromatografia gasosa, espectrometria de massas
¢ olfatometria para a identificagio (HS-SPME-GC-MS-O). Na otimizagio da técnica de extragio, foram definidas as seguintes
condicées: fibra de SPME de divinilbenzeno / carboxeno / polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), temperatura de extragio 50
°C e tempo de exposicio de 40 min. Nestas condigées, foi encontrado um total de 20 compostos de aroma ativos no dleo, que
incluem E-2-octenal, E-heptanal, (E,E)-3,5-octadien-2-ona, dcido hexanoico e (E,E)-2,4 heptadienal como os componentes com
maior contribui¢io para a formagio do aroma.

PALAVRAS-CHAVE: compostos voldteis, 6leo vegetal comestivel, caracteristicas sensoriais.

INTRODUCCION

El sacha inchi (Plukenetia volubilis 1.) es una planta amazénica que presenta floracién y fructificacion
continua [1,2]. El aceite extraido de las semillas de sacha inchi es una fuente importante de 4cido a-linolénico
(omega-3). Debido a sus propiedades nutricionales y fisicoquimicas, la industria alimentaria y las industrias
farmacéutica y de biodiesel presentan, respectivamente, gran interés en este [3-5]. Adicionalmente, el aceite
de sacha inchi, el cual ha incursionado en el mercado mundial como aceite virgen, se usa tradicionalmente
en la dieta peruana y se utiliza, como ingrediente, para funcionalizar alimentos en humanos (por ejemplo,
hamburguesas, snacks y yogures) y para alimentos en animales [5].

Por otra parte, los alimentos son evaluados de acuerdo con dos funciones: su valor de proveer componentes
nutritivos estandar y sus propiedades sensoriales. La primera esta relacionada con los compuestos quimicos
presentes en componentes nutritivos y la segunda estd asociada a propiedades organolépticas. Estas describen
las caracteristicas fisicas de un producto y son percibidas mediante los sentidos (gusto, tacto, olfato y vista) [6].
Como consecuencia de esta situacion surgen los alimentos funcionales, los cuales tienen efectos beneficiosos
y nutricionales basicos en las funciones del organismo, pues mejoran la salud humana o disminuyen el riesgo
de contraer enfermedades. Entre este tipo de alimentos se encuentran los aceites vegetales, como el aceite de
sacha inchi[7]. Adicionalmente, si estos alimentos presentan ciertas caracteristicas sensoriales atractivas para
el consumidor, se facilita su incorporacién en la dieta.

Una de las propiedades mds importantes para definir la calidad de un aceite es su aroma, el cual resulta
de su composicion volitil. Debido a esto, en el drea de la tecnologia de alimentos, el estudio y analisis de
compuestos orgdnicos voldtiles (VOCs) han tomado gran relevancia, ya que estos generan la percepcion
sensorial del consumidor, en la medida en que dan a conocer la composicién aromiética y determinan la
calidad del contenido de odorantes para asi producir un aceite més apetecible al consumidor [8].

Ahora bien, a la fecha, solo se ha reportado un estudio sobre el contenido de compuestos volatiles del
aceite de sacha inchi [9]. En este tnico estudio solo se reportan los compuestos voldtiles identificados, més
no se reporta su actividad sensorial. Por lo tanto, no se tiene informacién sobre la composicion volatil que
caracteriza y define las caracteristicas sensoriales de aroma del aceite. Por lo anterior, el objetivo de este
estudio es la optimizacién de un método de SPME en espacio de cabeza (HS-SPME), seguido del anélisis
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas y detector olfatométrico, el cual permita
establecer, por primera vez, el contenido de odorantes activos presentes en el aceite de sacha inchi.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima

Se trabajé con un aceite comercial de sacha inchi, suministrado por un establecimiento comercial, obtenido
por prensado en frio de semillas de sacha inchi provenientes del corregimiento de San Pablo, Santa Rosa de
Osos, Antioquia, Colombia.
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Reactivos e insumos

La mezcla de alcanos (desde Cg hasta C,s) fue suministrada por Supelco (Bellefonte, PA, USA). El agua de
calidad analitica se obtuvo de un sistema de purificacién Milli-Q de Millipore (Bedford, USA). Las fibras de
SPME empleadas fueron proporcionadas por Supelco (Bellefonte, PA, USA): polidimetilxiloxano PDMS
(100 pum), polidimetilsiloxano / divinilbenceno PDMS / DVB (65 um) y polidimetilsiloxano / carboxen /
divinilbencenoDVB / CAR / PDMS (50/30 um). Se utilizaron columnas DB-WAX de 30 m, 0,25 mm de
didmetro interno y 0,25 pm de espesor de pelicula y DB5S de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 um
de espesor de pelicula Agilent J&W Scientific (Folsom, CA, USA).

Entrenamiento del panel sensorial

Para la evaluacion sensorial del aroma, se entrend un panel sensorial olfativo conformado por diez personas:
cinco mujeres y cinco hombres entre los 18 - 35 anos. El entrenamiento consistié en sesiones pricticas y
tedricas, las cuales se llevaron a cabo una vez por semana, en sesiones de 2 h durante 5 meses.

Los jueces se entrenaron con muestras de productos de diferentes descriptores sensoriales olfativos:
florales, frutales, verdes y grasos. Las muestras se ubicaron en recipientes oscuros marcados con un cédigo de
tres digitos para evitar el sesgo. La metodologia utilizada fue la propuesta por Steinhaus y Schieberle [10].
Se introdujo una escala de intensidades de 0 a 3, en la cual, 0 indica que no se detecta olor, 1 que se detecta
una nota débil (apenas reconocible), 2 que se detecta una nota claramente identificable y 3 que se detecta una
nota intensa. Se realizaron olfatometrias de entrenamiento en la descripcién y asignacion de la intensidad de
cada odorante, previo a analizar la muestra problema [11].

Optimizacién de la técnica de extraccién HS-SPME

Se optimizaron los principales pardmetros que afectan el proceso de extraccion, estos son: la fase extractora
(naturaleza quimica del recubrimiento de la fibra), la temperatura de extraccién y el tiempo de extraccion.

Inicialmente, se evaluaron tres fibras con diferentes polaridades: PDMS, PDMS / DVBy DVB / CAR /
PDMS. La inyeccién se realizé en modo manual, empleando un holder de SPME; Supelco (Bellefonte,
PA, USA). Todas las fibras se acondicionaron térmicamente segtin la recomendacién del fabricante. Se
cligieron las siguientes condiciones de partida: 2,0 g de aceite de sacha inchi, tiempo de extraccién de 30 min,
temperatura de extraccién de 40 °C y tiempo de equilibrio de 5 min. Estas condiciones iniciales se tomaron
del trabajo reportado por F. Ramos-Escudero [9], donde se analizé la fraccion volatil del aceite de sacha
inchi. La eficiencia de la extraccién se evalud en funcién de la cantidad e intensidad de la sefial de los analitos
volatiles extraidos y se verific por andlisis olfatométrico GC-O.

Posteriormente, se evalud la temperatura de extraccion. Para ello, se emplearon cuatro temperaturas
diferentes: 30, 40, 50 y 60 °C. Finalmente, se estudiaron cuatro tiempos de extraccion: 20, 40, 60 y 80 min.
En todos los casos, solo se modificé el pardmetro en estudio, manteniendo las otras condiciones constantes.

Se utilizé un cromatégrafo de gases VARIAN 3800 acoplado a un sistema de deteccién de espectrometria
de masas Saturn 2000 con analizador de trampa de iones y un inyector split/splittles estdndar con un liner
para SPME de 0,75 mm de didmetro interno. Se usé el modo de inyeccién splittless a una temperatura de 250
°C durante 3 min. Se empleé helio como gas portador a una velocidad lineal constante de 1 mL / min y una
columna cromatografica DB-WAX de 30 m de largo, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 pm de espesor de
pelicula. La temperatura inicial del horno cromatogréfico fue de 40 °C durante 4 min, luego se incrementé
a una velocidad de 5 °C/min hasta 220 °C, dando un tiempo de anélisis de 45 min. La temperatura de la
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trampa de iones se mantuvo en 150 °C y la linea de transferencia a 240 °C. El rango de masas seleccionado
fue de 40 a 350 Dalton.

Identificacién de los odorantes por GC-O

El analisis se realizé en un cromatégrafo de gases HP HEWLETT PACKARD 5890 series II plus con
detector de ionizacién de llama (FID) y con un puerto de olfaccién adaptado al cromatégrafo de gases. Se
utiliz6 el modo de inyeccién splittless a una temperatura de 250 °C durante 3 min. Se empleé el gas portador
hidrogeno a una velocidad lineal constante de 1 mL/min.

La identificacién de los compuestos odorantes se realizé en dos fases cromatogréficas: la primera, DB-
WAX, de 30 m de largo, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 um de espesor de pelicula. La temperatura inicial
fue de 40 °C durante 4 min, luego, se incrementé a una velocidad de 5 °C/min hasta 220 °C. El tiempo total
de analisis fue de 45 min. La segunda columna, DB-5, con las mismas dimensiones que la anterior, se mantuvo
a una temperatura inicial de 40 °C durante 4 min, luego, se incrementé a una velocidad de 5 °C/min hasta
270 °C. El tiempo de analisis fue de 50 min. En ambos casos la temperatura del detector se mantuvo a 280 °C.

Las muestras de sacha inchi fueron evaluadas por seis jueces entrenados. Cada anélisis independiente por
GC-O del aceite de sacha inchi fue realizado por tres jueces. Cada juez hizo el anélisis en periodos de 15 min
y el anélisis completo de las muestras en tres sesiones diferentes.

Con los datos proporcionados se calcul la frecuencia modificada (MF), Ec. (1); donde F(%) es la
frecuencia de deteccién de un atributo aromdético expresado como un porcentaje ¢ I (%) es la intensidad
promedio expresada como un porcentaje de la intensidad méxima, el cual permiti6 estimar los compuestos
odorantes mas importantes y con mayor impacto en el aroma presentes en el aceite de sacha inchi.

MF(%) = /F(%) X 1(%) (1)

Identificacién de los compuestos

La identificacién de los compuestos sensorialmente activos se realizd bajo los siguientes criterios:
comparacién con un espectro de masas de referencia de la base de datos NIST Mass Spectral Library 2017,
comparacién con los indices de retencién lineales (LRI) reportados en la literatura en fase polar y no polar,
comparacion de los descriptores de aroma reportados por los jueces en las olfatometrias con los olores de
referencia de los compuestos reportados en la literatura y comparacién con estindares de los compuestos
disponibles. El criterio para aceptar la identificacién de un compuesto fue la correcta correspondencia
del espectro de masas, los LRI y la descripcion olfativa con los datos de referencia reportados para cada
compuesto.

RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacién de la técnica HS-SPME

Uno de los pardmetros més relevantes a optimizar en la técnica de SPME es el tipo de fase extractora (fibra),
debido a que el recubrimiento participa en uno de los equilibrios fundamentales que rigen el proceso de
extraccion. Se eligié la fase extractora DVB/PDMS/CAR, la cual presenté mayor nimero de senales y mas
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intensidad de sefal respecto a las otras dos fases evaluadas. Los cromatogramas se muestran en la figura 1.
Adicionalmente, se verificd por GC-O la cantidad de odorantes identificados, siendo la fase DVB/PDMS/
CAR la cual presenté mayor numero de odorantes con mayor intensidad sensorial, confirmando asi que esta
fase extractora es la adecuada para continuar el estudio.
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Figura 1.
Cromatogramas del andlisis de compuestos voldtiles presentes en aceite de sacha inchi
con diferentes fibras de SPME. 1: PDMS, 2: PDMS/CAR Yy 3: PDMS/CAR/DVB

Una vez definida la fase extractora, se estudié el efecto de la temperatura de extracciéon (30, 40, 50 y
60 °C), observdndose que, a mayor temperatura, aumenta la cantidad de compuestos volatiles extraidos
(representados por la suma total de las dreas de todos los picos en el cromatograma), notandose que el proceso
alcanza el equilibrio de fases a 50 °C. Por ello, se eligié la temperatura de 50 °C como la mas adecuada para el
método de extraccién de compuestos volatiles activos, los resultados se muestran en la figura 2.
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Figura 2.

Efecto de la temperatura en el proceso de extraccién de los compuestos voldtiles presentes en el aceite de sacha inchi.

Luego, se optimizé el tiempo de extraccién (20, 40, 60 y 80 min). Para esto, se tomaron las 4reas de tres
compuestos que eluyen al inicio, a la mitad y al final del andlisis cromatogréfico, hexanal, 1-hexenol y 3,5-
octadien-2-ona, respectivamente. Los resultados se muestran en la figura 3, alli se observa que el equilibro
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se alcanza a partir del minuto 40 en todos los casos. Al evaluar las dreas totales de todos los compuestos
volatiles extraidos se encontraron resultados similares, los cuales permitieron definir este tiempo como el mas
apropiado para realizar la extraccién de los compuestos volatiles.
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Figura 3.

Efecto del tiempo de extraccién sobre el proceso de extraccién de los compuestos volatiles presentes en el aceite de sacha inchi.

Finalmente, se compar el olor del aceite de sacha inchi con el olor del extracto retenido en la fibra de
SPME, encontrdndose que el extracto obtenido presenta el mismo olor que la muestra problema de aceite
de sacha inchi estudiada.

Identificacién por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas-olfatometria (GC-
MS-0O)

En la tabla 1 se presentan los compuestos volitiles sensorialmente activos presentes en el aceite vegetal de
sacha inchi con sus correspondientes porcentajes de MF. Se encontraron compuestos agrupados en aldehidos,
hidrocarburos, alcoholes, cetonas, terpenos, furanos y 4dcidos carboxilicos. En algunos casos, se logré la
identificacidn positiva de los componentes por comparacion con estandares auténticos, en otros se reportd la
identificacién tentativa de los compuestos volatiles. Segtn la frecuencia modificada, los compuestos voltiles
con mayor impacto sensorial son: E-2-octenal, E-2-heptanal, 3,5-octadien-2-ona y el 4cido hexanoico. El
descriptor de olor “notas verdes” presentd mayor frecuencia de deteccién aromdtica.
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Tabla 1.

conpto tasa | Dewax|Das | M %9

| E-2-octenat* | verde, graso | 1450 | 1061 | 100 |
| E-2-heptanat* | verde | 1320 |o37  |ss |
‘B,S-Dctadim-l-una ‘ Verde, seta ‘ 1562 ‘ 1067 ‘ 83 |
| Acido hexmnoico* | Verde graso [ 1837 | o713 | m2 |
‘(E.E)-]A-hq:utadienal* Graso, vercle‘ 1478 ‘ 1006 ‘ 75 |
Estireno* Balsamico, ‘ 1270 ‘ 580 ‘47 ‘

solvente

| Aristoleno | Flores, duice | 1566 | 1383 | 37 |
| Hezanar* | Verde, graso | 1091|803 |35 |
| 2-pentifurano | Frijol, verde | 1223 |oss |35 |
| 2-butosetanol | seta, graso | 1406 |oo0 |20 |
Nonanal* ;;ien 1380 . 26
1-penten-3-ol* :;‘;imte‘ 1166 <800 |24

| Etitbencena* | Fruta, florat | 1130 |53 |23 |
Limoneno* Citrico, 1202 1027 |20

menta

| Benzaldehido* | Atmendra | 1510 | oas |19 |
| 1 Hezanor* | verde | - | 703 |18 |
| p-silenc* | Dutee 1130 |sso |10 |

Compuestos odorantes identificados en el aceite vegetal de sacha inchi mediante HS-SPME.
*Compuestos voldtiles identificados positivamente por comparacién con estandares reales. En los
demas casos se tiene la identificacion tentativa de los compuestos. MF = Frecuencia modificada.

Dentro de los compuestos identificados se destaca la familia de los aldehidos (6 compuestos identificados).
Generalmente, los aldehidos se caracterizan por sus notas tanto agradables como a rancio en los alimentos,
con descriptores como verde, césped recién cortado, citrico o dulce [12]. Los aldehidos encontrados
pertenecen al grupo de los alquenales, alcadienales, aldehidos saturados y aldehidos aromaticos, siendo los
mds importantes a la contribucién sensorial los alquenales y los alcadienales. Estos compuestos han sido
encontrados en otros aceites vegetales de oliva, lino y comino [6, 12, 13], y su presencia en el aceite se da via
reacciones de lipoxigenacion, donde los principales precursores son el acido linoleico y el 4cido a-linoleico
[14]. Una situacién similar se presenta con los alcoholes en la fraccién voldtil, su presencia se debe a la
actividad de 6xido-reduccién delos lipidos y la presencia de 4cido linoleico y dcido a-linoleico, contribuyendo
a la formacidn de notas verdes y rancias en el aceite [15, 16].

La presencia de hidrocarburos voldtiles aromaticos (VAH, por sus siglas en inglés) en la fraccion volatil de
los aceites vegetales comestibles ha causado cierto nivel de preocupacién, debido a la presencia de tolueno,
estireno y derivados del benceno en bajas concentraciones [17, 18]. El origen de estos VAH es en gran parte
desconocido. Bierdermann et al. realizaron experimentos para evaluar si los VAH surgen de contaminacion
del aire o de rutas biosintéticas que tienen lugar durante la maduracién de los frutos, llegando a la conclusion
de que la concentracién de VAH encontrada era mayor que la esperada a través del equilibrio con el aire. Esto
indica que el origen de los VAH podria surgir de vias tanto endégenas como exdgenas [19].

Otros compuestos encontrados como el aristoleno y el limoneno se han reportado previamente en aceites
vegetales, presentando notas florales y citricas [20, 21]. Para el 4cido hexanoico, se ha reportado que puede
ser el resultado de una descomposicién secundaria del hexanal, lo cual esta correlacionado con un porcentaje
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relativamente alto de este aldehido en el aceite [22]. En el caso del 2-pentilfurano, este furano se forma en el
aceite a partir del 4cido linoleico y se ha reportado su presencia en aceites de soya [23].

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones dptimas (fase extractora, la temperatura de extraccidn, el tiempo de
extraccion) para la extracciéon por HS-SPME, las cuales permitieron la identificacién de los compuestos
volatiles sensorialmente activos presentes en el aceite vegetal de sacha inchi de origen colombiano.
Seguidamente, se identificaron, por primera vez, un total de 20 compuestos activos de aroma en la muestra
de aceite de sacha inchi, los cuales se agrupan en 6 aldehidos, 6 hidrocarburos, 3 alcoholes, 2 terpenos, 1
cetona, 1 furano y 1 dcido carboxilico. Los odorantes con mayor potencia aromitica son el E-2-octenal, E-
heptanal, (E,E)-3,5-octadien-2-ona, 4cido hexanoico y el (E,E)-2,4-heptadienal con MF superiores al 75%.
Dichos compuestos tienen descriptores sensoriales a verde, graso y seta que caracterizan el aroma global del
aceite de sacha inchi.
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