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Resumen

La pulpa de Theobroma grandiflorum, conocido comtinmente como copoazu, es utilizada para la preparacién
de mermeladas, jugos, yogurt, néctares y dulces, y sus semillas son aprovechadas para la elaboracién de
cupulate, bebida equivalente al chocolate. En Colombia existe poca informacién sobre las propiedades de
este fruto, especialmente de los dcidos grasos presentes en las semillas, las cuales podrian ser de gran interés
para la industria alimentaria. En este estudio se identific6 y analizé el contenido de 4cidos grasos presentes
en el aceite extraido de las semillas de copoazi en madurez fisioldgica y sus indices de calidad; ademas,
se midi6 el potencial antioxidante del aceite mediante el ensayo ORAC; lo anterior como aproximacion al
conocimiento del uso potencial alimenticio o nutracéutico de uno de los frutos exéticos de la amazonia de
poco conocimiento en Colombia. La identificacién de dcidos grasos reveld que hay mayor contenido de dcido
oleico (36,3 %), estedrico (29,27 %) y palmitico (7,26 %); los indices de calidad, como la saponificacién
(1,88,15 mg KOH/g muestra), yodo (49,33 g de I/g de grasa) y acidez (1,04 mg KOH/g muestra), muestran
que el aceite de copoazi podria ser utilizado en la industria alimentaria y cosmética.

Palabras clave: acidos grasos, copoazi, indices de calidad, potencial nutricional, Theobroma grandiflorum.

Abstract

The pulp from Theobroma grandiflorum, commonly known as Copoaz, is used to prepare jams, juices,
yogurt, and nectars and sweets, while their seeds are exploited for the development of cupulate, a beverage
which is the equivalent to chocolate. In Colombia, there are few reports about the properties of this fruit,
especially about the fatty acids from its seeds, which could be of great interest in the food industry. Therefore,
in this study were identified and analyzed the fatty acids content, which are present in the Copoazi seeds
extracted oil, in its physiological maturity and analyzed its qualities indices. Also the fat antioxidant potential
was measured by the ORAC essay. The above approach to understand the nourishing potential use of the
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food and/or nutraceutical, in one of the Amazon exotic fruits little known in Colombia. The identification of
fatty acids showed that there is a high content of oleic (36.3 %), stearic (29.27 %) and palmitic acid (7.26 %);
plus, the qualities indices like the saponification (1.88,15 mg KOH/g sample), iodine (49.33 g de I/g oil) and

acid (1.04 mg KOH/g sample) show that Copoazu oil could be used in food and cosmetic industries.

Key words: Fatty Acids, Nutritional Potential, Qualities Indices, Theobroma Grandiflorum.

1. Introduccion

El Theobroma grandiflorum, conocido comun-
mente en Colombia como copoazi, cacao blanco
0 cacao amazonico, es un arbol perenne propio del
bosque himedo tropical de la regién amazodnica, per-
teneciente a la familia esterculidcea. En la region se
utiliza su pulpa para la preparacién de mermeladas,
jugos, yogurt, néctares y dulces, mientras que sus
semillas son aprovechadas para la elaboracién de
‘cupulate’ que es una bebida equivalente al chocola-
te [1]. No obstante, no existen suficientes reportes
sobre las propiedades de los dcidos grasos de las
semillas de este fruto amazdnico, aspecto que es in-
dispensable para promover su mayor aprovechamien-
to a nivel agroindustrial. Actualmente, el consumo
de alimentos ricos en acidos grasos ha ganado im-
portancia, debido a que estos, y principalmente los
poliinsaturados, tienen propiedades antioxidantes y
antimicrobianas [2] y contribuyen a la reduccién de
enfermedades como la diabetes tipo 2 [3].

Las investigaciones se han centrado en la determi-
nacién de las propiedades de los aceites extraidos de
semillas de diferentes frutos, como el piritu (Bactris
piritu) [4], el corozo (Acrocomia aculeata Jacq.) [5],
el coquito (Jubaea chilensis) [6], el pequi (Caryocar
brasiliense, camb.) [7], la sandia (Citrullus lanatus)
[8], el albaricoque (Prunus armeniaca L.) [9] y la
calabaza (Cucurbita moschata) [10]. En cuanto a
la grasa extraida de las semillas de copoazu, los es-
tudios se han enfocado en el conocimiento de la
composicion de sus 4cidos grasos y en la determina-
cién de las propiedades reoldgicas en mezclas con la
manteca de cacao [11,12].

En los estudios realizados al copoazu se ha de-
terminado que la pulpa tiene potencial antioxidante
[13,14], y en las semillas, Yang et al. [15] identifica-
ron proantocianidinas y flavonoides como quercetina
y caemferol, compuestos que han sido relacionados
con la disminucidn del riesgo de padecer ciertas en-
fermedades.
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Por estas razones, el objetivo de este trabajo fue
identificar la composicion de los dcidos grasos pre-
sentes en el aceite de las semillas de copoazd, evaluar
la calidad de este y determinar su capacidad antioxi-
dante, mediante el ensayo ORAC, correlaciondndola
con el contenido fendlico de las semillas.

2. Materiales y métodos

Material vegetal. Las semillas de copoazii (Theo-
broma grandiflorum) se obtuvieron de frutos ma-
duros recolectados en el municipio de Miraflo-
res, en el departamento del Guaviare (1°20” 12" N
71°57704” O), perteneciente a la zona de bosque
himedo tropical, en el mes de septiembre del 2011.
Los frutos fueron transportados via terrestre hasta
la Universidad del Tolima, en la ciudad de Ibagué,
donde las semillas fueron extractadas manualmente.

Reactivos. Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametil-
croman-2-carboxilico), n-hexano, etanol, reactivo de
Folin Ciocalteu, 4cido gélico y fluoresceina; fueron
comprados a Aldrich Chem. Co y Merck (Alemania).

Preparacion de extractos. Las semillas se seca-
ron durante dos dias a una temperatura de 50 °C;
posteriormente, fueron trituradas (2 mm) y extrai-
das con etanol (1:10) en un equipo soxhlet [16]. El
extracto obtenido se filtr6 con papel whatman 1, se
concentré a presion reducida y fue almacenado a 4
°C hasta su uso en los diferentes ensayos.

Extraccion del aceite. La extraccién del aceite de
las semillas de copoazi en madurez fisiologica se
realiz6 por el método soxhlet, utilizando n-hexano
como solvente, durante dos horas, a una temperatura
promedio de 68 °C, y posteriormente se evaporo el
solvente a presion reducida en un rotaevaporador y

se almaceno en frasco dmbar protegido de la luz.
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Analisis de acidos grasos. La identificacion se lle-
v6 a cabo por cromatografia de gases-espectrometria
masas (GC-MS, AGILENT 6890N acoplado a de-
tector de masas AGILENT TECHNOLOGIES NET-
WORK 5973 Mass Selective Detector, Columna ca-
pilar 5% difenil, 95 % dimetilpolisiloxano, WCOT
Fused Silica VF-5 ms Varian 30 m x 0,25 mm x
0,25 wm, Inyector: Gas portador: Helio, Tempera-
tura: 280 °C Horno: Temperatura inicial: 100 °C;
Temperatura Final: 280 °C; Duracién Total: 53,50
minutos; Detector de masas Modo d- adquisicion:
scan; Rango de masas bajo: 40, Rango de masas alto:
600). La identificacion se realizé mediante la com-
paracién con los espectros de masa con la libreria
Wiley (2010), usando como patrén estindar FAME
(4cidos grasos ésteres metilicos) y se establecieron
indices de similaridad superiores al 90 %.

Indices de calidad del aceite. Segtn las normas
establecidas por la A.O.A.C, se determinaron los
indices de refraccién (A.O.A.C Cc 7-25, 2009),
la densidad (A.O.A.C. Cc 10c-95, 2009), la aci-
dez (A.O.A.C Cd 3d-63, 2009), la saponificacion
(A.O0.A.C Cd 3-25, 2003) y el yodo (A.O.A.C
993,20, 1993). Todas las pruebas se realizaron con
aceite fresco para evitar la oxidacion o degradacion
del aceite.

Determinacion de dienos conjugados. Los die-
nos conjugados en el aceite de copoazi se determi-
naron segun la metodologia descrita por Zuta [17],
con algunas modificaciones, diluyendo la muestra en
n-Hexano (1 % p/v), a diferentes temperaturas (25-27
°C,37°C,50°Cy 70 °C), y se midieron por espec-
trofotometria absorbancias entre 0,2 y 0,8 a 232 nm.
Los resultados se expresaron como € (cm)~L.

Actividad antioxidante. El procedimiento experi-
mental se basé en reportes previos de Ou y colabo-
radores [18] y Litescu y colaboradores [19], emplea
TROLOX®. Como estdndar y condiciones controla-
das de temperatura a 37 °C y pH 7.4. Las lecturas se
realizaron a una A de excitaciéon 493 nm y split de
excitacion 10, A de emisién 515 nm y slit de emisién
15, con atenuador del 1 %. Para el desarrollo de la téc-
nica se utilizaron soluciones de fluoresceina 1 x 1072
M y AAPH 0,6 M en buffer fosfato (75 mM, pH 7.4).
Una alicuota de 30 uL muestra se mezclé con 21 ul
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de fluoresceina, 2,899 uL de buffer fosfato y 50 uL.
de AAPH. El efecto protector del antioxidante se
calcul6 usando las diferencias de dreas bajo la curva
de decaimiento de la fluoresceina entre el blanco y
la muestra, y se compar6 con la curva patrén; los
resultados se expresaron en micromoles equivalen-
tes de Trolox por litro de muestra (nol Trolox/L de
muestra), ecuacion (1).

AUC-AUC?
A UCzrolox - AUC

ORAC=

o f Trolox (1)

Donde AUC es el 4rea bajo la curva de la muestra;
AUC?, el érea bajo la curva para el control; AUC-
Trolox, el drea bajo la curva para el Trolox, y f, el
factor de dilucién de los extractos. La fluorescen-
cia se midi6 en un espectrofotometro de fluorescen-
cia (PerkinElmer® LS55). Estos pardmetros fueron
analizados por el software OriginPro® (Origin Lab,
Northampton, MA).

Analisis estadistico. Para todos los andlisis se rea-
lizaron cuatro réplicas. Los datos fueron reportados
como la media de cuatro determinaciones (n =4 x 4)
DE (4 x4), mediante el uso del programa estadistico
InfoStat/Profesional®.

3. Resultados

3.1. Identificacion de los acidos grasos

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de los
acidos grasos identificados en el aceite extraido de
las semillas de copoazi; se lograron identificar el
90 % de los compuestos de la muestra, encontrando-
se en mayor proporcién los dcido oléico (36,30 %)
y el acido estedrico (29,27 %), conformando los dos
el 65.57 % del material oleicola; importante tener
en cuenta que el 50,43 % del aceite de copoazi lo
constituyen dcidos grasos de tipo saturado, como el
araquidico (11,22%) y el palmitico (7,26 %), tam-
bién se reporta el 4cido linoleico, aunque en cantidad
relativamente baja (3,56 %).

Al compararse con la manteca de cacao (tabla 1),
el aceite de copoazi exhibe dcidos grasos similares,
en distintas proporciones; en el caso del dcido graso
palmitico y estedrico, se presenta menor contenido,
mientras que aparece un mayor nivel de dcido oléico
(36,30 %), linoléico (3,60 %) y araquidico (11,22 %).
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Tabla 1. Comparacion entre la composicion de acidos grasos de aceite de copoazi y cacao.

Copoazi Cacao* Copoazi*

Acidos grasos m p/p (%) mp/p (%) mp/p(%)
dcido caprico C10:0 0,01 + 0,00 NR NR
acido laurico C12:0 0,01 + 0,00 NR NR
acido tridecanéico C13:0 0,02 + 0,00 NR NR
acido miristico C14:0 0,03 + 0,02 0,1 NR
dcido pentadecandico C15:0 0,00 NR NR
acido palmitico C16:0 7,26 +0,20 26,8 7.8
acido palmitoléico c9-Cl6:1 0,12 = 0,04 0,3 0,1
dcido margdrico C17:0 0,20 = 0,01 0,2 0,2
acido heptadecendico c10-C17:1 0,01 + 0,00 NR NR
acido estearico C18:0 29,2 7+ 0,80 33,6 32,9
acido oleico c9-C18:1 36,30 + 1,00 34,9 422
acido linoelaidico 19,12-C18:2 0,04+ 0,00 NR NR
acido linoleico ¢9,12-C18:2 3,60 = 0,08 2,9 35
acido araquidico C20:0 11,22 + 0,32 1,0 9,8
acido « linolénico ¢9,12,15-C18:3 (n-3) 0,20 £ 0,01 0,2 0,2
acido gadoleico c11-C20:1 0,35 = 0,01 NR NR
acido henicosanoico C21:0 0,04 = 0,00 NR NR
acido eicosadienoico c11,14-C20:2 0,22 = 0,00 NR NR
acido behénico C22:0 2,11 £ 0,06 NR 32
dcido lignocérico C24:0 0,25 + 0,01 NR NR
*tomado Lannes, S., Medeiros, M., y Gioielli, L. (2004).
NR: No reportado

Tabla 2. Indices de calidad del aceite de copoazii.

Parametros Aceite de copoazii  Manteca de cacao Rango Codex
Densidad® 0,88 + 0,1 0,856-0,86 0,9-0,96
Indice de refraccién 1,38 1,453-1,457
Indice de acidez” 1,04 + 0,1 1,75 4,00
Indice de saponificacién” 188,15 + 1,5 190-200 184-196
Indice de Yodo© 4933 + 1,5 32-41 <100 no secantes

“4g/mL; Pmg KOH/g muestra; ‘g de I/g de aceite.

Se contrast6 también con el aceite de copoazi de la
region brasilera, y se evidencié que en ambas hay
mayor proporcidn de los dcidos grasos estedrico, pal-
mitico, oléico, encontrdndose que tienen valores si-
milares. ;Cudl es la distribucién de los acidos grasos
en el triacilglicerol: SOS, SOP?; esta configuracion
determina las propiedades de plasticidad, textura y
estabilidad quimica de la grasa.

3.2. Indices de calidad

En la tabla 2 se presentan los valores de la den-
sidad y el indice de refraccion del aceite crudo de
copoazu comparado con la manteca de cacao; de
igual manera, la tabla muestra los rangos normados
segtin el Codex Alimentarium (1999). Se puede apre-
ciar que la densidad y el indice de refraccién de la
grasa de interés en este trabajo muestran valores por
debajo de los rangos aceptados por la Norma Técni-
ca Colombiana NTC 574 (2008) para la manteca de
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cacao, debido a que el nivel de insaturaciones que
presenta es bajo, como se puede verificar en la tabla
1. En la tabla 2 también se observa que el aceite de
copoazu presenta un bajo indice de acidez, compa-
rado con la manteca de cacao; esto lo haria menos
predispuesto a la degradacion oxidativa, por la baja
presencia de 4cidos grasos libres. En cuanto al indi-
ce de saponificacion, este resulté cercano al rango
minimo de la manteca de cacao, explicable por la
coincidente composicion en algunos acidos grasos;
la proporcidn en la que estos aparecen es lo que las
diferencia (tabla 2).

Uno de los atributos de un aceite asociados direc-
tamente al grado de insaturacion de sus dcidos grasos
es el indice de yodo, lo que se corrobora al observar
la informacioén reportada en la tabla 1. Mientras que
la aceite de copoazi estd constituida por un 50,43 %
de 4cidos grasos saturados y 40,82 % de insaturados,
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la manteca de cacao contiene 69,3 % de 4cidos grasos
saturados y 30,7 % de insaturados [20].

La capacidad del aceite de copoazi para resistir
los efectos de la energia radiante (UV), caldrica o
enzimdtica se determinaron a través del indice de pe-
roxido y dienos conjugados. En la tabla 3 se pueden
apreciar las condiciones empleadas en estos ensayos.
Claramente se observa como los incrementos de tem-
peratura duplican o modifican hasta veinte veces el
indice de peroxidos. A pesar de que el indice de die-
nos no sufre alteraciones tan significativas, se nota,
igualmente, la incidencia de la temperatura sobre los
valores obtenidos.

Tabla 3. Medicion de la rancidez oxidativa con respecto
a la temperatura.

Parametros Valores
Indice de perdxidos® 25-27°C 2,98 £ 0,0
50°C 2491 + 3,7
70 °C 52,81 =03
Indice de dienos conjugados?  25°-27°C 0,77 + 0,0
37°C 1,24 + 0,01
50°C 1,38 £ 0,03
70°C 1,50 £ 0,0

“meq de Oy/kg; Pe(cm)™!

4. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante del aceite de copoazu,
medida a través del ensayo de capacidad de absor-
cién del radical oxigeno (ORAC), presenté mejor
potencial antioxidante que el reportado para la pulpa
de la fruta (31,71 + 15,1 micromoles equivalentes
de Trolox/g de fruta) [14]; sin embargo, su activi-
dad estabilizadora del radical peroxilo (140,32 + 1,3
micromoles equivalentes de Trolox/g de aceite) es
moderada, comparada con el aceite de coco [2], debi-
do, posiblemente, a su bajo contenido de tocoferoles
y carotenos, lo que lo hace propenso a tener un alto
grado de oxidacion, contrario a lo comentado ante-
riormente; aspecto que puede ser consecuencia de la
degradacion del aceite en el momento de realizar el
test.

Debe tenerse presente que los dcidos grasos insa-
turados, particularmente los poliinsaturados, tienen
mayor predisposicion a la oxidacion que los satura-
dos, observandose una baja resistencia a la oxida-
cion; esto puede ser debido a una escasa presencia
de compuestos antioxidantes naturales, como son los
compuestos fendlicos, carotenoides o tocoferoles en
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el aceite, lo que se corrobora al observar el valor
obtenido en el ensayo ORAC.

5. Discusion

5.1. Caracterizacion del aceite de cacao

amazonico colombiano

Las particularidades encontradas en el contenido
de 4cidos grasos del aceite de copoazi de origen co-
lombiano y de la region brasilera son explicables por
la diferencia composicional del terreno en el que se
cultiva y por la disparidad climdtica o genética, entre
otros [21]. El aceite de origen colombiano presenta
un buen contenido de 4cidos grasos, lo cual favorece
su industrializacién como base de productos como
champu, jabones y cremas, y constituye una opor-
tunidad de ampliacién de cultivos en la zona de la
Amazonia colombiana, generando una fuente eco-
némica para los cultivadores de esa zona. El bajo
indice de acidez que exhibe este aceite de copoazi
constituye una bondad adicional, factor que pudo ser
influido por la temperatura utilizada en la extraccion,
60-70 °C, rango en el cual se considera que las lipa-
sas encargadas del aumento de dcidos grasos libres
se inactiven [22].

Considerando que el indice de saponificacion estd
asociado a la longitud de la cadena [23], debe tenerse
presente que el perfil lipidico que muestra el material
graso del copoazi colombiano podria sustentarse no
solo en este parametro, sino también en la variabili-
dad de acidos grasos y la proporcionalidad relativa
en que se encuentran en el producto. Segun la nor-
ma Codex 1999, el aceite de copoazu se clasifica
como un aceite no secante, lo que la habilita para ser
utilizado en la industria cosmética [23].

Cabe mencionar que los bajos valores del indice
de refraccion y de la densidad encontrados en el acei-
te de copoazu estarian asociados al mayor nimero
de insaturaciones en la cadena carbonada de los 4ci-
dos grasos, otorgandole mayor viscosidad al aceite
[24] e incrementando, consecuentemente, el indice
de refraccién y la densidad.

De otra parte, se sabe que la degradacién oxidativa
inicia con el ataque de EROS y contintia rdpidamente
con la formacion de un radical lipoperdxido (LOO®);
cuando este remueve hidrogenos de un acido graso
insaturado o poliinsaturado se generan hidroperoxi-
dos (LOOH) y, paralelamente, dienos conjugados
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[25]; todo lo anterior incide en las caracteristicas
sensoriales del aceite y desmejora consecuentemente
su uso y calidad. Una consecuencia de importancia
relevante relacionada con la oxidacién de los dcidos
grasos es la formacion intracelular de las células de
espuma, signo inconfundible de la presencia de coles-
terol asociado a LDL, relacionado con la generacion
de lesiones aterosclerdticas tempranas [26]. Es im-
portante tener en cuenta que pequeias cantidades de
hidroperéxidos en un aceite pueden tener origen por
la accién de las lipoxigenasas en el vegetal, mucho
antes de la extraccion del aceite [27].

6. Conclusiones

Los resultados muestran que el aceite de copoazi
tiene propiedades antioxidantes, que es una fuen-
te importante de acidos grasos oléico, araquidico y
linoleico y que, ademds, presenta propiedades que
le permiten ser utilizado industrialmente en el drea
alimentaria o cosmética.
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