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INTRODUCCION

El cambio en el estilo de vida humana estd generando modificaciones en los habitos
alimentarios y de consumo, tendiendo a mejorar la nutricion como sistema de prevencién,
incluyendo productos en el mercado que contribuyan a la salud y bienestar. En este sentido,
en los ultimos afos, se ha revalorizado el consumo humano de lino (Linumusitatissimum L) y
de sus derivados, por sus numerosos efectos beneficiosos sobre la salud. Se sabe que el
aceite de lino es una fuente rica en acidos grasos poliinsaturados, con efectos preventivos
sobre enfermedades crénicas no transmisibles. De la extracciéon de aceite de lino se genera
un subproducto, denominado expeller, rico en proteinas y compuestos bioactivos, como
esteroles, tocoferoles, escualeno, carotenoides y compuestos fendlicos, como los lignanos.
Estos ultimos, son fitoestrogenos que pueden tener acciones similares a los estrégenos en
los humanos y se encuentran formando parte de una estructura polimérica compleja llamada
oligbmero, una macromolécula compuesta por 5 moléculas de secoisolariciresinoldiglucdsido
(SDG) y 4 moléculas de acido hidroximetilglutarico (HMG) unidas mediante enlaces éster.
Otros compuestos fendlicos, como el glucésido de acido cafeinico (CAG), glucésido de acido
p-cumarico (CouAG) y glucosido de acido ferrulico (FAG) participan de la macromolécula
mediante la unién con el glucésido de SDG. Para liberar a los lignanos del oligébmero es
necesario realizar un proceso de hidrélisis alcalina, donde se liberan los glicanos (SDG,
CouAG, FAG) y luego una hidrolisis acida donde se liberan finalmente los lignanos
individuales o aglicones (secoisolariciresinol-SECO-, acido p-cumarico, acido ferrulico).
Estudios recientes demostraron que dietas ricas en lignanos reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, carcinogénesis e inflamacion. Dichos estudios
proporcionan la base para el interés actual por el uso de compuestos bioactivos naturales
como ingredientes alimentarios funcionales y como suplementos alimenticios. Por lo que, la
cuantificacion de estos compuestos es sumamente importante por su valor nutricional.
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OBJETIVO

e Recuperar y cuantificar los lignanos del expeller molido y desgrasado de la semilla de
lino.

METODOLOGIA

Etapa 1: Optimizacion de la extraccién de lignanos

Para evaluar el efecto que tiene el tipo de solvente, el tiempo y la temperatura sobre la
extraccién de los lignanos presentes en el expeller de lino molido y desgrasado, se
construyd un disefio experimental factorial general que consistié en la realizacién de 12
puntos experimentales. Los factores fueron evaluados en los siguientes niveles: tipo de
solvente (metanol:agua y etanol:agua, 70/30 v/v), tiempo de extraccion (1, 2 y 6 horas) y
temperatura (25 y 40°C).

Para realizar cada experiencia se pesé 1 g de expeller previamente molido con un molinillo y
desgrasado con éter de petrdleo, se adicionaron 10 mL de la mezcla extractante y se realizé
la extraccién acorde a las condiciones experimentales establecidas en el disefio. Luego de
la realizacién de cada punto experimental se midié la capacidad reductora (CR) del extracto
empleando el método de Folin-Ciocalteau. Para estimarla cantidad de LGN extraidos se
utilizé una curva de calibrado construida con un estandar de SECO. Luego se procedié a
realizar un analisis ANOVA sobre los resultados obtenidos (mg SECO/g de expeller)
considerando que hay significancia de efectos cuando p<0.1).

Etapa 2: Optimizacion de la hidrdlisis alcalina

Para evaluar el efecto que tienen la concentracién de NaOH, el tiempo y la temperatura
sobre el proceso de hidrélisis alcalina para la liberacién de los lignanos mayoritarios del
expeller de lino, se construyé un disefio experimental factorial general que consistié en la
realizacion de 10 puntos experimentales. Los factores fueron evaluados en los siguientes
niveles. concentracion NaOH (0.3 y 1 mol/L), tiempo (1, 3 y 12 horas) y temperatura (25 y 60
°C). La hidrélisis acida se realizé sin variacién de factores acidificando una alicuota del
extracto hidroalcohdlico obtenido posterior a la hidrdlisis alcalina y calentando en bafo de
agua a 95°C durante 2 horas.

Dado que la liberacién de los lignanos implica un incremento en la CR del extracto
hidroalcohdlico, se utilizé el método de Folin-Ciocalteau para evidenciar la ruptura del
oligbmero y posterior liberacién de los glicanos y aglicones. Por consiguiente, se midi6 la CR
del extracto hidroalcohdlico y de los extractos obtenidos luego de cada hidrdlisis, de cada
punto experimental.

Empleando la curva de calibrado realizada con SECO se estimd la concentraciéon de
lignanos liberada en cada etapa. Como respuesta se evalué el cambio (incremento o
disminucién) de la CR luego de la hidrélisis alcalina (CR1=liberacién de los glicanos) y luego
de la hidrolisis acida (CR2=liberacién de los aglicanos), respecto a la CR inicial. Por ultimo,
se procedid a realizar un analisis ANOVA sobre los resultados obtenidos (se consideré que
hay significancia de efectos cuando p<0.1).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Etapa 1: Optimizacion de la extraccién de lignanos
En la Tabla 1 se muestran los puntos experimentales (combinacion de factores y niveles)
realizados en el disefio con sus correspondientes respuestas.
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Tabla 1: Disefio experimental factorial general realizado para la seleccién de factores evaluados en la
extraccion de LGN

FACTORES RESPUESTA
Tipo de solvente | Tiempo (hs) | Temperatura (°C) | mg SECOI/g expeller
Etanol 2 40 7.93
Metanol 2 40 7.41
Metanol 1 25 7.10
Etanol 1 25 7.39
Metanol 2 25 7.81
Etanol 2 25 7.83
Metanol 6 40 6.05
Etanol 6 40 8.31
Metanol 1 40 7.86
Etanol 1 40 5.59
Metanol 6 25 7.62
Etanol 6 25 5.13

Luego de realizar el test ANOVA se observé que ninguno de los tres factores (tipo de
solvente, tiempo y temperatura) afect6 significativamente la cantidad de lignanos extraida
(p>0.1). Esto significa que independientemente de los niveles de factores seleccionados, la
respuesta (cantidad de lignanos extraida) sera la misma (Tabla 2). Por consiguiente, para
continuar con las demas experiencias se seleccioné como extractante la mezcla etanol.agua
(70:30, v/v) dado que minimiza la pérdida por evaporacion cuando se realiza calentamiento
(en la extraccion de LGN o en los siguientes pasos de hidrdlisis), es una mezcla mas
econoémica y menos contaminante, un tiempo de 2 horas y temperatura de 25 °C.

Tabla 2: Valores de probabilidad obtenidos para cada factor analizado en la extraccion de LGN

Factores Valor de probabilidad
Modelo de ajuste 0.7727
Tipo solvente 0.7871
Tiempo 0.9135
Temperatura 0.5119
R’ajustado -0.2521

Etapa 2: Optimizacion de la hidrdlisis alcalina
En la Tabla 3 se muestran los puntos experimentales (combinacion de factores y niveles)
realizados en el disefio con sus correspondientes respuestas.

Tabla 3: Disefio experimental factorial general realizado para la seleccién de factores evaluados en la
hidrolisis alcalina

FACTORES RESPUESTAS

NaOH (mol/L) | Tiempo (hs) | Temperatura (°C)| CR1 | CR2
0.3 1 25 0.00 | 18.38
1 1 25 0.00 | 21.95
0.3 12 25 4.20 | 32.92
1 12 25 0.00 | 0.00
0.3 3 25 9.01 | 29.75
1 3 25 0.00 | 16.20
0.3 1 60 18.33 | 22.88
1 1 60 13.11 | 46.30
0.3 3 60 34.94 | 49.07
1 3 60 31.11 | 63.24
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Luego de realizar el test ANOVA se observé que todos los factores individuales evaluados
(concentracion de NaOH, tiempo y temperatura) y la interaccion entre el tiempo y la
temperatura (BC) afectaron significativamente la respuesta CR1 (liberacion de los glicanos)
(Tabla 4). Por otra parte, sélo la temperatura de extraccién afecté significativamente a la
CR2 (liberacion de los aglicanos). Asimismo, se observé que la interaccién entre la
concentracion de NaOH y la temperatura fue significativa (AC) (Tabla 4).

Analizando la Figura 1 se observé que una hidrélisis llevada a cabo con 1 mol/L NaOH,
durante 3 hs y 60°C favorece la liberacion de los glicanos y aglicanos.

Tabla 4: Valores de probabilidad obtenidos para cada factor analizado en el proceso de hidrolisis

alcalina
Valor de probabilidad
Factores CR1 CR2

Modelo de ajuste 0.0008 0.0425
A-NaOH (mol/L) 0.0367 0.7812
B-Tiempo (hs) 0.0065 0.7577
C-Temperatura (°C) || 0.0002 0.0165

AB 0.8062 0.7577
AC 0.9974 0.0763
BC 0.0165 0.7577
R’ajustado 0.9868 0.7204

CR1: liberacioén de glicanos; CR2: liberacion de aglicanos
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Figura 1. Grafica de nivel para la variacidn de temperatura y concentracién de NaOH (tiempo de
extraccion 3 horas).
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