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RELACION CON LA BIOACTIVIDAD DEL VEGETAL
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ABSTRACT

Omega and unusual fatty acids were evaluated from ethanol extracts of roots and leaves of Plukenetia voliibilis L.
were evaluated. Seed oil was obtained by soxhlet and bioreactor; the fatty acids were determined and characterized
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GLC-MS). Also, antioxidant activity was evaluated using
ABTS/HRP enzymatic. Fatty acid in seed oil was beyond 80%. Meanwhile, the main unusually fatty acids in leaves
and roots are ciclopropenic acids. The phytocompounds, omega and functional fatty acids could be responsible
for the lipophilic antioxidant activity in leaves.

Key words: Plukenetia voliibilis L. Omega, functional fatty acids, antioxidant activity, Inca peanut, ciclopropenic
acids.
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INTRODUCCION

La grasa, ademads de ser la mayor fuente de energia
en la dieta (9.3 calorias/g), da sabor a los alimentos.
Parece ser uno de los componentes de la dieta de ma-
yor relevancia en el riesgo de muchas patologias (1),
asociacion que se hace mds fuerte cuando se habla de la
cantidad, origen (animal o vegetal), y del tipo de dcidos
grasos (saturados, monoinsaturados y poliinsaturados)
que la constituyen.

Los écidos grasos (FA) contribuyen no sélo a la con-
sistencia del material graso sino también a su capacidad
gastrondémica y culinaria, se encargan del transporte de
vitaminas liposolubles (2); algunos de ellos permiten el
movimiento de proteinas, dan fluidez a las membranas
celulares, e intervienen en diversas funcionalidades
bioldgicas, tales como la antioxidante y las relacionadas
con los sistemas nervioso y visual (3).

Un grupo especial son los “dcidos grasos
omega”(FAw) y los “dcidos grasos funcionales™;a es-
tos ultimos el mundo cientifico les reconoce bondades
asociadas con la salud y la nutricién (4). Se han probado
por sus propiedades antirritmogénicas (5), antitumorales
(6), antiinflamatorias(7) y anticonvulsionantes (8).

La industria alimentaria incorpora acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) en la elaboracién de productos
de panaderia, lacteos, bocadillos y suplementos nutri-
cionales, entre otros (9), en los que se sustituyen dcidos
grasos saturados (SFA) por PUFA y funcionales (10).

Estudios realizados con Sacha inchi muestran que
este vegetal es una fuente importante de aceite (11),
quizd comparable a otras de alto reconocimiento como
la soya, el maiz, el mani, el girasol y la palma. Otras
investigaciones muestran al aceite generado por la
planta con posibilidades de competir con el de oliva, el



de mayor demanda comercial a nivel mundial (12), por
el alto contenido de FAw (13), a lo que se adicionaria la
posibilidad de encontrar en él 4cidos grasos funcionales,
los que ademds de complementar la aptitud nutricional
de los PUFA actian benéficamente sobre algunas acti-
vidades del organismo humano (14).

Todo lo anterior se convierte en un reto para estudiar
a Sacha inchi no sélo como material oleaginoso sino
también por las funcionalidades bioldgicas que podrian
derivar de su aceite y/o de sus extractos. Este desafio
ha sido aceptado en algunos paises latinoamericanos,
especialmente Pert, sin embargo en Colombia es muy
poco lo que hasta ahora se ha hecho en este sentido con
esta planta. Este trabajo se propuso estudiar la compo-
sicion de dcidos grasos funcionales de la euforbidcea
Plukenetia volubilis desarrollada en la regién tolimense
colombiana, y evaluar la relacion entre el perfil lipidico
del aceite de la planta y su capacidad antioxidante,
buscando establecer el potencial agroindustrial de esta
especie vegetal oleifera.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal correspondié a hojas, raices y
almendras de Plukenetia volubilis L. provenientes de
un cultivo desarrollado en invernadero con sistemas de
adaptacién ambiental de la especie, ubicado en el mu-
nicipio de Ibagué-Tolima, (4°25"35""Ny 75°12°41770).
Las muestras se sometieron a secado (45°C), reduccion
de tamafio de particula (2 mm) y almacenamiento (4°C),
hasta su utilizacién.

Tamizaje fitoquimico

El material en estudio fue lixiviado con etanol del
96%, en forma continua hasta su agotamiento (relacion
1:10 material vegetal seco/solvente). Los extractos asi
obtenidos se estandarizaron a través de la determinacion
de algunos indices farmacogndsticos y determinacién de
la presencia de algunos de los principales nicleos de me-
tabolitos secundarios (compuestos fenélicos, saponinas,
taninos, cardiotonicos, terpenos, esteroides, iridiadas y
alcaloides). La identificacién se realizé seglin ensayos
cualitativos individuales, con posterior verificacion por
cromatografia de capa delgada (15).

Actividad antioxidante
(ABTS/HRP enzimatico)

El potencial antioxidante de la planta se establecid
siguiendo la metodologia aplicada por Arnau 2001 (16).
El extracto etandlico crudo se fracciond con cloroformo
y acetato de etilo; la actividad antioxidante total (TAA)
se determind calculando la participacién de la fraccién
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hidrofilica (HAA) mads la correspondiente porcién li-
pofilica (LAA).

Extraccion de lipidos y analisis de acidos grasos

Los lipidos libres y de membrana se obtuvieron
a partir de hojas y raices de la planta, de acuerdo a la
metodologia de Escué 2006 (2). Un macerado etandlico
fue la base para extraer los lipidos libres, en tanto que
los lipidos de membrana se obtuvieron por derivatiza-
cién directa mediante hidrdlisis acida, utilizando BHT
(2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) como antioxidan-
te y HCI como catalizador de la reaccion.

Las semillas de P. voliibilis con o sin cdscara fueron
la base para extraer el aceite de la planta con éter de pe-
tréleo como solvente, tiempo de tres horas continuas en
soxhlet (5 g+0.,5,55°C) y reactor de flujo forzado, tipo
batch (20g +£0,5,28 = 0,5 °C). El aceite asi obtenido se
someti6 a pruebas informativas sobre sus caracteristicas
quimicas (17).

La identificacién y cuantificacién de los dcidos
grasos se llevo a cabo por cromatografia de gases (CG-
FID) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria
masas (CG-EM), previa derivatizacion a ésteres vola-
tiles. Se utiliz6 un cromatdgrafo de gases AGILENT
6890N acoplado a masas AGILENT TECHNOLOGIES
NETWORK 5973 Mass Selective Detector, Columna
capilar 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano, WCOT
Fused Silica VF-5ms Varian 30m x 0,25mm x 0,25um,
Inyector: Gas portador: Helio, Temperatura: 280°C
Horno: Temperatura inicial: 100 °C; temperatura final:
280 °C; duracién total: 53,50 minutos; detector de masas
Modo d-adquisicién: scan; Rango de masas bajo: 40,
Rango de masas alto: 600.

Analisis estadistico
En todas las pruebas se utilizaron tres réplicas de
cada muestra, cada una de las cuales se analiz6 indivi-
dualmente. Los datos son reportados como la media de
tres determinaciones (n = 3x3) + DE (n =3x3).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores que muestra la tabla 1 indican que
el reactor de flujo forzado supera la produccién de
aceite obtenido por el método soxhlet en mds del 50%,
preferiblemente si es utilizada como materia prima la
semilla desprovista de cdscara; sin embargo, los datos
demuestran que el porcentaje de recuperacion parece
ser independiente del método aplicado o del uso de la
semilla con cdscara o sin ella.

Las investigaciones realizadas con Sacha inchi por
Follegatt -Romero et al (2009) mostraron rendimientos
de 54.3%=+2 0 al extraer el aceite con soxhlet (hexano),
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38.4 % al utilizar presion en frio y 50.1+0.6 con fluidos
supercriticos, con porcentajes de recuperacién de 100,
70.7y 92.3%, respectivamente (12). Lo anterior muestra
al extractor soxhlet como el método con mayor nivel de
recuperacion del aceite, superior incluso a los fluidos su-
percriticos, explicable tal vez por el uso de temperaturas
elevadas en el proceso (~65°C).

Latabla 1 también presenta los valores de densidad,
indice de refraccion, indice de saponificacion, indice de
yodo, indice de acidez y valor de perdxido del aceite
de S. inchi, comparado con algunos aceites de amplia
aceptacion comercial. Es claro que no se presentaron
diferencias las propiedades fisicas entre el aceite de
sacha de acuerdo al método de extraccién aplicado, asi
como tampoco entre €l y el de oliva virgen.

Estudios experimentales reconocen que la densidad
de un aceite es un factor dependiente de su indice de
saponificacién, por cuanto éste parametro estd influen-
ciado por el promedio del peso molecular de los 4cidos
grasos; de igual manera, estd asociado al indice de yodo
en lo que tiene que ver con el grado de insaturacién de

los componentes grasos, al contenido de acidos libres
en el aceite y, fundamentalmente, con la temperatura a
la que se haya hecho la medicién (18). Se afirma que la
densidad se modifica -0.68 kg/m? por cada grado centi-
grado en que se incremente la temperatura (19). Por su
parte, los valores de yodo y de saponificacién, ademds
de estar relacionados a las propiedades fisicas y quimicas
del material graso, son considerados como indices de
estructura y utilizados como control de calidad en los
procesos de hidrogenacién (20).

Se observa que el valor de saponificacién hace
comparables al aceite de Sacha extraido por soxhlet con
el de oliva virgen; sin embargo, los valores del indice
de yodo los hace significativamente diferentes. Igual
apreciacion se hace al confrontar al aceite de palma y
al de Sacha inchi obtenido mediante el reactor de flujo
forzado. Aunque el método de extraccién se ve como
un factor influyente en las diferencias, lo mas impor-
tante es hacer notar que el rendimiento obtenido parece
estar determinado no sélo por la cantidad de aceite
propiamente dicho, sino ademds por el peso molecular

TABLA 1

Rendimiento de extraccion y caracteristicas fisicoquimicas del aceite de Sacha inchi

(mg eq O,/ Kg de aceite)

Método Soxhlet Reactor Aceites comerciales
Prueba PCC PSC PCC PSC ov PALP
Rendimiento
(g/100g semilla) 1540 £0,068 19,70 0,065 41,20 +0,053 48,50 + 0,040 -- --
Recuperacién
(% total de aceite, 93 +0,020 89 +0,025 93 +0,040 88 +0,035 -- --
¢/100 g semilla)

Densidad a 25°C (g/cm’) 0,92 +0,00 0,93 +0,00 0,91-0,92 0.,89-0.89
Indice de refraccién 1479 1479 1468-1471 1454-1456
Indice de saponificacion 185,20 £ 0,50 207,66+0,93 184,0-196,0 209,00
(mg KOH /g muestra)

1. Yodo 168,90 £0,602 171,400,305 175,80£0416 179,20 0450 75,00-94,00 50,00-55,00
(g de I/100g de aceite)

Indice de acidez 0,03 £0,003 0,030,002 0,110,015 0,09 £0,010 3,30% 4,00*

(g de acido oléico/

100g de aceite)

Indice de peréxidos 52+0,00 5,6+0,00 20,00* 15,00%

PCC: semilla con cdscara. PSC: semilla sin cdscara (almendra). OV: oliva virgen. PAL: Palma. a. CODEX STAN 33. 1989.
Norma del CODEX para los aceites de oliva virgenes y refinados y los aceites refinados de orujo de aceituna.
b. CODEX STAN 210. 1999. Norma del CODEX para los aceites vegetales especificados. * Valores maximos permitidos por la norma.




de sus componentes insaturados y por la cantidad de
los diferentes dcidos grasos insaturados presentes en la
mezcla grasa.

Las investigaciones demuestran ademds, que el
indice de yodo no estd asociado a la posicion exacta de
los dobles enlaces en la estructura de los dcidos grasos
ni con la naturaleza de los componentes saturados, lo
que realmente parece influir es su cantidad total (18).
Se infiere entonces que este indicador analitico de es-
tructura, informa bdsicamente sobre la proporcién de
insaturaciones de los componentes de la grasa, mas no
del tipo de éstos. Cabe hacer mencién que el indice de
yodo hace parte de los estandares de productos indus-
triales como combustibles, lubricantes y en aplicaciones
fisiolégicas (21).

Dos pardmetros analiticos utilizados cominmente
como medida de calidad de una grasa o aceite son el
valor de dcidos libres y el indice de per6xidos, ambos
relacionados con su estabilidad, entendiéndose ésta
como la inalterabilidad de sus constituyentes quimicos
posterior al procesamiento y derivatizacion del producto
oleifero, asi como de su almacenamiento prolongado, lo
que a su vez influye en el uso y aplicacion que pueda
dérsele. De acuerdo con la norma CODEX para aceites
virgenes (17), puede decirse que el aceite de Sacha tiene
un bajo contenido de 4cidos grasos libres, dando a enten-
der un buen estado fitosanitario y manejo postcosecha
de la materia prima.

Por otra parte, el indice de peréxidos indica el inicio
moderado de la segunda fase de degradacion lipidica
marcada por la formacién de hidroperéxidos. Quizd la
presencia de fitocompuestos con actividad antioxidante
justifique el bajo grado de deterioro del aceite, pese a
la alta predisposicién que podria tener como conse-
cuencia del elevado nivel de insaturaciéon que poseen
sus componentes grasos. La inactivacion de las lipasas
por la temperatura de extraccién en el método soxhlet,
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explicarfan la mayor degradacidn en el aceite obtenido
con el reactor.

Los PUFA son los componentes de un aceite de ma-
yor sensibilidad a los agentes oxidantes exégenos (UV,
temperatura, O,) y endégenos (lipasas, lipooxigenasas);
el mecanismo de degradacién empieza con la liberacién
de 4cidos grasos por la accion de las lipasas sobre los
triglicéridos (22); en un segundo paso las lipooxigenasas
provocan la oxidacién de los dcidos grasos libres, éstas
actuando como dioxigenasas sobre el dcido linoléico
(w-6) y linolénico (w-3) principalmente, producen
radicales libres y posteriormente hidroperéxidos en
presencia de O, (23).

Buscando complementar el conocimiento del vege-
tal, se determinaron algunos indices farmacognésticos
de extractos etandlicos obtenidos a partir de hojas y
semillas de P. volubilis. No se observaron diferencias
importantes entre ellos. La baja acidez revelada insinta
la presencia de componentes de naturaleza fendlica
(flavonoides, taninos, fenilpropanoides, cumarinas, entre
otros), los que a su vez explicarian, al menos en parte,
la fluorescencia observada.

La presencia de estos fitocompuestos, especifica-
mente flavonoides, se corroboré a través de ensayos a
la gota confirmados por cromatografia de capa delgada
(15). Ademas de flavonoides, el extracto etandlico de
las hojas dejé ver cumarinas, iridiadas, antraquinonas
y compuestos de naturaleza herpética y/o esteroidal.
Diversas investigaciones se han realizado para probar
los efectos de estos fitoconstituyentes como antiinflama-
torios, antivirales o antialérgicos, y su papel protector
frente a enfermedades cardiovasculares, cdncer y diver-
sas patologias (24 - 26).

El reconocimiento de las propiedades fisicas, qui-
micas y microbioldgicas de un extracto resultan de par-
ticular importancia a la hora de caracterizar un material
vegetal, puesto que alli se obtiene valiosa informacién

TABLA 2
Indices farmacognésticos del extracto etandlico de hojas y semillas de Plukenetia voliibilis.
Extracto
Prueba Semilla Hojas
Acidez pHmétrica 5,65 5,90
Densidad (g/cm?) 0,82 + 0,004 0,81 0,003
Absorcion radiacion UV Fluorescencia Mayor Fluorescencia
(365nm) azul-violeta azul-violeta
Indice de refraccién 1,36 1,36
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para su uso en la elaboracién de productos derivados.
Asi, la presencia de fenoles es anuncio de la capaci-
dad antioxidante del vegetal estudiado, manifestada a
través de su capacidad paraproteger al organismo del
dafio oxidativo, evitando de esta forma el desarrollo de
cardiopatias, entre otras (27).

Actividad antioxidante ABTS-HRP

Sobre la base de los resultados mostrados en los
apartes anteriores, se prob¢ la capacidad antioxidante
de P. voliibilis utilizando como modelo el 2,2’azinobis-
(3-etilbenzotiazolin 6-4cido sulfénico (ABTS); se trata
de un radical sintético elaborado para probar sistemas
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, frente a otros
modelos presenta la ventaja de generarse directamente
sin necesidad de que aparezca un radical intermediario.
En nuestro trabajo, el catién radical se formé con el
catalizador enzimdtico HRP, generando un croméforo
que pierde su color al estabilizarse cuando una molécula
antioxidante le cede un proton (28).

Enlatabla 3 se evidencia que la mayor contribucién
a la capacidad antioxidante total es derivada de la frac-
cion liposoluble, representada en un 90% en las hojas y
0,2% en las raices, en tanto que la fraccion hidrosoluble
de la planta sélo participa en un 9%. Los constituyentes
de las hojas resultaron ser los mayores aportadores a esta
actividad, con una participacién del 97%. De lo anterior
se deduce que la capacidad antioxidante del vegetal es
derivada del conjunto de sus metabolitos, y no de un
tipo en particular.

El avance de los conocimientos al igual que el de-
sarrollo tecnolégico, han incrementado el interés para
estudiar una diversidad de vegetales por su capacidad
antioxidante (29, 30). Hay que mencionar que los com-
puestos antioxidantes en un material vegetal pueden
ser hidrosolubles, liposolubles, insolubles, o enlazados
a las paredes celulares (31), los cuales pueden actuar
interrumpiendo la cadena de radicales, cediendo un
hidrégeno a un radical lipidico y quedando convertidos

en otro radical, aunque mds estable que el primero. De
esta forma, los antioxidantes en forma de radical son
estables, no reaccionan con los lipidos sino con otras
moléculas similares, generando un producto no radical
o bien sufren una posterior oxidacién, dando quinonas.
Sélo los compuestos fendlicos que producen quinonas
facilmente pueden considerarse como antioxidantes de
este tipo (32).

Extraccion de lipidos y analisis de acidos grasos

En la tabla 4 se observa el perfil lipidico de hojas,
raices y del aceite del vegetal bajo estudio, asi como la
concentracién de -caroteno contenido en este dltimo.
Es notorio que mds del 90%del aceite estd constituido
por acidos grasos insaturados, destacandose el linoléico
(0-6, 33.9%) y el alfa-linolénico (w-3, 50,2%). Esta
composicién no sélo confirma lo sugerido por los in-
dices de yodo y saponificacion, sino que permite hacer
énfasis sobre algunas observaciones de considerable
importancia relacionadas con el futuro promisorio del
aceite de Sacha. Asi, el acido w-3 esta distribuido en la
naturaleza preferiblemente en aceites de pescado y en
las membranas de los cloroplastos de hojas, en lugar de
las semillas oleaginosas (33), éste dcido es precursor de
eicosanoides por medio de reacciones de desaturacién y
elongacion alternadas (34), lo que sugiere éste atributo
metabdlico en P. voluibilis.

Los resultados que muestra la tabla 4 también
evidencian algunas semejanzas de interés, asi el perfil
lipidico de las hojas y el aceite muestran la presencia de
compuestos de naturaleza esteroidal tales como el cam-
pesterol y A’-avenasterol, apareciendo en mayor abun-
dancia en las hojas; algunos FA funcionales de estructura
ciclica, tales como el esterciilico (8-(2-Octaciclopropen-
lil) octanoico), malvdlico (7-(2-octil-1-ciclopropenil)
heptanoico), cucirbico (2-(3-hidroxi-2-pent-2-enil-
ciclopentil) etanoico) y abiético (abieta-7,13-dien-18-
oico) fueron comunes en hojas y raices. A este tipo
de compuestos se les ha reconocido capacidad para el

TABLA 3

Actividad antioxidante en Plukenetia volubilis L.

EXTRACTO mgEAA /100mL extracto
Actividad hidrofilica hojas PHA 1,258+ 0,007
Actividad lipofilica hojas PHO 15,180+ 0,008
Actividad hidrofilica raices PRA 0,335+ 0,002
Actividad lipofilica raices PRO 0,084+ 0,002




tratamiento de lesiones cutaneas, inhibicion enzimatica
de membranas celulares, reguladores de la funcién de
las células neuronales, actividad antimicrobiana y anti-
neopldsica (35, 36).

CONCLUSIONES
Las determinaciones analiticas realizadas en este
trabajo muestran a Plukenetia volubilis colectada en
Ibagué-Tolima-Colombia, como una especie vegetal con
perspectivas de ser utilizada como fuente oleaginosa por
los altos rendimientos de aceite; a éste producto vegetal
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comparable a otros de gran aceptacion comercial por
sus propiedades fisicoquimicas y composicionales; a la
semilla de la planta como la principal fuente oleifera,
y al reactor de flujo forzado como el método extractivo
con mayores perspectivas por el alto nivel de recupera-
cién e inalterabilidad de las propiedades del aceite, el
trabajo cobra mayor importancia cuando se considera el
impacto de sus componentes grasos en la nutricién y/o
en farmacologia.

La capacidad antioxidante exhibida por Plukenetia
voliibilis estaria asociada fundamentalmente a los dcidos

TABLA 4

Composicion de acidos grasos de Plukenetia voliibilis

Acidos Grasos Aceite Extracto etandlico
Semilla Hojas Raices
g/100g
Palmitico 3,60 - - --
Estedrico 2,90 -- --
Oleico 8,50 - - - -
Linoléico 33,90 3,20 1,10
Linolénico 50,20 8,20 0,90
Eicosenoico 0,32 -- --
Behénico 1,20 - - --
Abiético -- 2,20 4,30
Cucturbico -- 2,50 3,30
7-oxo0-octadecanoico - - 1,30 1,90
9,10-epoxi-11hidroxi-12-octadecenoico - - 2,30 --
9,12-nonadecadienoico -- 3,20 2,30
Acido Malvalico -- 5,60 7,60
Esterculico -- 5,60 12,20
Colesterol 0,20 0,70 0,02
24-Methylene colesterol 0,08 0,08 0,08
Campesterol 6,10 6,10 3,60
Campestanol 0,40 040 0,20
Estigmasterol 27,10 2,10 12,20
Ergosterol -- 0,06 0,20
Ergostentriol -- 0,30 0,05
Ergostatrienol -- 0,25 --
Cholerosterol 0,70 -- --
[-Sitosterol 56,40 56,40 32,20
Sitostanol 0,80 0,80 0,20
[- caroteno 52,00 -- --
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grasos monoinsaturados (w-9), poliinsaturados (w-3 y
w-6) y funcionales (malvalico, esterciilico y abiético),
terpenos, esteroides, 3 caroteno y clorofila; a lo que
contribuirian los fitofenoles provenientes de sus hojas.

La variabilidad de éstos fitocompuestos presen-
tes en la fraccion hidrofilica de Sacha inchi, podrian
tener efecto protector frente al dafio oxidativo de las
macromoléculas y se constituirfan en una ventana para
nuevas aplicaciones de la planta. Considerando el efecto
conjunto que producen los esteroles y los PUFA, los
resultados obtenidos en este trabajo hacen pensar que
el aceite de Sacha inchi posee la capacidad de reducir
el riesgo de dislipidemias.

No obstante, se requiere continuar con investiga-
ciones para someter el aceite y extractos de la planta a
ensayos bioldgicos rigurosos a fin de probar algunas de
las propiedades farmacoldgicas potenciales insinuadas
en este trabajo, e igualmente se debe probar la estabilidad
oxidativa del aceite.

RESUMEN

A partir de extractos etandlicos de hojas y raices
de Plukenetia voliibilis L, se evalud la presencia de
dcidos grasos omega (FAw) y funcionales. El aceite de
las semillas de la planta, extraido por Soxhlet y a través
de un biorreactor, fue caracterizado fisicamente, se le
determind el perfil lipidico mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
y, se evalué el potencial antioxidante (ABTS-HRP).
El andlisis dejé ver que el aceite del vegetal contiene
dcidos grasos poliinsaturados en una proporciéon ma-
yor al 80%. Los extractos de hojas y raices mostraron
principalmente dcidos de tipo ciclo-propénico. Tanto
los fitocompuestos como los 4cidos grasos omega y
funcionales parecen estar asociados con la actividad
antioxidante de las hojas.

Palabras clave: Plukenetia volubilis L, dcidos grasos
omega y funcionales, actividad antioxidante, sacha inchi,
acidos ciclo-propénicos.
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