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Resumen

En el presente estudio se determiné el perfil de 4cidos grasos del aceite de palma y de
girasol, los valores de oxidabilidad, la estabilidad oxidativa y el efecto y la actividad
antioxidante del alfa tocoferol. Se calculé una mezcla mas estable a la oxidacion, con 40%
de palma y 60% de girasol que como minimo contenga un 44% de acido oleico desde el
origen. Se calculd la cinética de oxidacion aplicada en diferentes concentraciones (75ppm-
150ppm-225ppm y 300ppm) de alfa-tocoferol en una mezcla de aceite de palma y girasol
50/50, mediante los valores de perdxido, compuestos polares totales y 4cidos tiobarbitlricos
(TBARS), la cual mostré una disminucién en la constante de la velocidad de la reaccion (K).
La tasa de cambio mas acelerada se observo en la velocidad de la reaccion de los valores
de peroxidos y compuestos polares totales, mientras que en los valores de TBARS, la tasa
de cambio fue mas lenta, siendo las concentraciones de 225 y 300 ppm las mejores
concentraciones para inhibir la oxidacion lipidica. En los resultados de IP de la mezcla de
palma y girasol 50/50, un efecto prooxidante fue el resultado de la primera muestra,
mientras que, en los aceites de manera individual, con una concentracion de 300 ppm se
logré un mayor valor IP, al igual que con un mix de tocoferol donde se observé un IAA
mayor. Con las pruebas de DPPH y ORAC se logr6 observar que los antioxidantes que
tienen mayor proporcibn de gamma y delta tocoferol presentan una mayor actividad
antioxidante comparada con las muestras que solo tienen alfa tocoferol. Este trabajo
representa un aporte significativo para la industria de alimentos ya que permite conocer el
comportamiento de uno de los antioxidantes mas comercializados, con mezclas de aceites

que tiene viabilidad en la produccion de galletas con perfiles nutricionales mas saludables.

Palabras Claves: Aceites palma y girasol, oxidacion lipidica, antioxidante, tocoferol, perfil

de acidos grasos, estabilidad oxidativa.
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Abstract

Effect of alpha tocopherol on the oxidative
stability a blend of palm and sunflower oil used
In a biscuit matrix

In the present study, the fatty acid profile in the oils palm and sunflower, oxidizability values,
the oxidative stability and the antioxidant effect with the antioxidant activity of alpha-
tocopherol were determined. Were calculated a mixture with more oleic acid content with
40% palm and 60% sunflower (minimum 44% oleic in the sunflower). The oxidation kinetics
were assessed in 75ppm-150ppm-225ppm and 300ppm of alpha-tocopherol in a mixture
with 50% palm and 50% sunflower, using the peroxide values, total polar compounds and
thiobarbituric acids (TBARS) values. The results showed a rate of change as long as
concentration increases, with the rate of change being more accelerated in the peroxide
values and total polar compounds without significant differences, while thiobarbituric acids
(TBARS) values the rate of change was slower. The concentrations of 225 and 300 ppm
were the best to inhibit lipid oxidation. The results of IP showed a prooxidant effect in the
first sample, whereas that in only oils with concentration 300 ppm was achieved a best IP,
alike that with mixture of homologues tocoferol in the oils sunflower where showed a best
IAA. Also, with the determination of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
scavenging and ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) achieved to showed that,
the mixture of tocopherols, with increases in the gamma and delta tocopherol have a best
capacity antioxidant, if it is in comparison with another sample with only alfa tocopherol. This
work contributes significantly to the food industry, because it allows to understand the
behaviour of commercial antioxidant in mixtures oils with viability in the production of biscuits

with healthier nutritional profiles.

Keywords: Vegetable oils, lipid oxidation, antioxidant, tocopherol, fatty acid profile,

oxidative stability



Contenido

O /- T oo I (=To | oo TR 7
1.1 Especies Reactivas de Oxigeno (Radicales libres, especies no radicales)............... 7
022 o] o [0 1P P U TR PPPPPPPPPPPPTN 10
1.3 Peroxidacion PIdiCa ..........oouuiiiii i 16
1.3.1 FASE A€ INICIACION .....uuutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiti s snsensennne 17
1.3.2 Fase de PropagaciOn .............eeeiiiioiiiiiiiiieee ettt 18
1.3.3 Fase de TEermMINACION ..........uuuuuuuuiuiiiienuieiuaeneeenesaaaeraaeaeeraranaseasassssanssssssssssnnnnnnnns 18
1.3.4 La oxidacion mediada por €l OXIgENO0...........cevviiiiiii i 20
1.3.5 Efecto del agua de los alimentos en la oxidacion de lipidos............ccccceeeeeeeee. 20
1.3.6 El efecto de |2 tEMPEIatUra ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
1.3.7 Efectos de 10s metales de tranSiCiON ..............uuuuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineiennerere. 23
1.3.8 Efectos de la oXidaCion €NZIMALICA ...........uuuuuuurrumeiiiiiiiiiiiiiniiiieanennenenneeenrrrnnas 23
1.3.9 Efectos del pH en 1a oXidacCion ...........c..uvviiiiiiiiiiiiiieeee e 25
1.3.10 Efecto de la reaccion de Maillard ..................eeuuveummimmimiiimiiiiiii.. 26
1.4 Productos de OXidacion lipidiCa ............cuuuiiiiieiiiiiccee e 27
1.4.1 Mecanismos para medicion de productos de la oxidacion lipidica.................... 27
1.4.2 HIArOPEIOXIAOS . ....eeeeiiieeiiieiiitee ettt ettt a e et e e e e e e e e naeeee s 32
1.4.3 Compuestos volatiles, no volatiles y polimeros ............ooouvveeiiiiieiiieiiieeee e, 33
IR 5030\ =1 o T o =1 o = oo o 10 34
1.4.5 Valor de P-aniSIdIN@ ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 34
1.5 Antioxidantes y sus mecanismos en la oxidacion de lipidoS .............ccccvvveeeeeeennnne 35
G I o Yo o =T o | 40
1.6.1 Estructuras y nomenclatura del tocoferol y tocotrienoles...............cccccvvvvvvinnnnns 44
1.6.2 Reacciones de tOCOTEIOIES......cccivieiiiiei e 45
1.6.3 Efectos prooxidante de 10S tocoferoles..............uiiiiiiiiiiiiiiii e 47
1.7 Métodos para medir la capacidad antioxXidante...............ceeevvveeieeiiiiiiiieeeeieiieeeeeeeee, 48
1.7.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilnidracilo) .................ueeuumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieneees 49
1.7.2 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) ..........uuuuiimmiimmmmiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 50

1.8 Matrices Oleaginosas en Galletas .........cccooceveiiii i 52



1.8. 1 Aceite de PalmMa.......ccooiiiiiiiie e e 53
1.8.2 ACEItE A GIrASOL.....cccieeeeiiiiei e 56
2. MaterialeS Y MEIOUOS. ... ..cceiiieeiiccie e e e e e e e e e e e e e 61
2.1 PreparacCion de MUEBSIIAS ........ciii i i e e et e e e e e e e e e 61
2.2 Determinacién del perfil lipidico en las grasas utilizadas como materia prima para la
elaboracion de QAlIETAS ..........c..uiiiiieii s 62
2.3 Determinacion de la concentracion de alfa tocoferol (Vitamina E) en el antioxidante
..................................................................................................................................... 63
2.4 Determinacion de la capacidad antioXidante ...............cccoeeiiiiiiiiiiiiiieee e 63
2.4.1 Determinacion de la actividad eliminadora de radicales DPPH-........................ 63
2.4.2 Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) ......cccoeeeeeevvviiiinnnnnn. 64
2.5 indice de perdxidos, compuestos polares totales y TBARS en la mezcla de aceites
SIN'Y CON ANTIOXIABINTES ...ttt nnnnnnes 64
2.5.1 INAICE 0 PEIOXIAO. ......cveveeeeieeeeeeete ettt ettt te ettt eneeve e 64
2.5.2 Compuesto Polares totaleS ........coiieeeiiieeiiee e 65
2.5.3 ANAlISIS A8 TBARS......outiiiiiie ettt e e e e e e e a e e e e e e s nnrraeraeeeens 65
2.5.4 Estabilidad oxidativa de la mezcla de aceites sin y con antioxidantes.............. 66
2.5.5 indice de actividad antioXidaANTE .............c.eevivrieeieeeece e 66
W G N g b= 1R =T = o 1o o SN 67
3. RESUIAAOS Y HISCUSIONES.......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt 68
3.1 Determinacion del perfil lipidico en las grasas utilizadas como materia prima para la
elaboracion de QallEtas. ........cc..uuiiiiiiiee s 68
3.2 Determinacion de la cinética de oxidacién en una mezcla de aceite de palmay de
girasol utilizadas como materia prima para la elaboracion de galletas.......................... 72
3.2.1 Evaluacion de INdice de PeroXidosS ..........ccviurieeeeeeeeeeieeeeeeeeeseseeeieeesve e 74
3.2.2 Compuestos Polares TotaleS (CPT).....ccoiviiiiiiiiiiiie 78
3.2.3 Analisis del Acido TIODAIDILUNCO ........ceveeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
3.2.4 Estabilidad Oxidativa de la mezcla de aceites sin y con antioxidantes............. 84
3.3 Evaluar la capacidad antioxidante del alfa tocoferol por metodologias como ORAC o
DPPH y comparar con otros tipos de tOCOfEroles. ...........ouvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 88
S @7 o Tox 11153 o] g =S 92
T o= ToTo] 41T oo =Tl o 1= 94



Vil

Lista de Tablas

Tabla 1 Acidos saturados de cadena lineal de origen natural mas comunes..................... 15
Tabla 2 Acidos insaturados de cadena lineal de origen natural mas comunes en alimentos
........................................................................................................................................................... 16
Tabla 3 Especies de oxidacion de lipidos detectadas con frecuencia en NMR................... 28
Tabla 4 Vida media de radiCales ..........ccoiviriniiieieieeese et 29
Tabla 5 Fluoro6foros utilizadas para estudiar la oxidacion en lipido ........cccccveeeveeveieceenee, 31
Tabla 6 Principales fuentes de tOCOEroles ..o 41
Tabla 7 Composicion de acidos grasos en aceites de Palma, Girasol y Colza (Canola)... 57
Tabla 8 Perfil de acidos grasos de 10S AaCEItES ........c.ccueirirererereeeeeeee e 69
Tabla 9 Valores calculados de Oxidabilidad...........c.cccvvveeerinierieieeeeee e 70
Tabla 10 Cinética de variables de OXidacCiOn ...........cccecevirerereneneeeeeese e 74
Tabla 11 indice de peréxidos mezcla 50% aceite de palma y 50% aceite de girasol......... 76
Tabla 12 Compuesto Polares totales.........cooveviiieieiiceeeseeee et 79
TaADIA 13 TBARS ...ttt sttt a et a et e b et e se e et et e se s esenaenennens 82
Tabla 14 Estabilidad Oxidativa de aceites y la mezcla con alfa tocoferol - Muestra 1 ....... 84
Tabla 15 Estabilidad Oxidativa de aceites y la mezcla con alfa tocoferol - Muestra 2 ....... 85

Tabla 16 Concentracion y capacidad antioxidante del tocoferol............ccccccceeeeeiiiiiiieennnn. 89



VIl

Lista de Figuras

Figura 1 Etapas de la reduccién secuencial del oxigeno molecular ...........cccceevevveveveseennene. 9
Figura 2 Estructuras de glicerina, monoacilglicérido, diacilglicérido y triacilglicérido.......... 12
Figura 3 Ejemplos de estructuras de 4cidos grasos Saturados ...........cccoeceveereereeenienennene 12
Figura 4 Ejemplos de estructuras de acidos grasos monoinsaturados ..........cccceceeeverveeneenne. 13
Figura 5 Ejemplos de estructuras de &cidos grasos poliinsaturados .........c..cccececeveereennene. 14
Figura 6 Fases de la Peroxidacion lPidiCa..........ccccecueviieeviiieeiieseceeeseee et 17
Figura 7 Detalle de fases de la Oxidacién de los aceites vs productos generados............ 19
Figura 8 Degradacion de los Alimentos segun actividad de agua.........c.ccccoceeveereerieennene. 21
Figura 9 Iniciacion Enzimatica por LIDOOXIGENASAS ......cccecveveerverieeeerieiteeie st eeete e ere e eae s 25
Figura 10 Productos de reaccion secundaria -Descomposicion de hidroperoxido. ............ 33
Figura 11 MecaniSmOo antiOXiOANTE .........cccveirireririeieiei ettt 36
Figura 12 Oxidacion de triacilgliceroles de manteca de cerdo..........ccooveeeveeveceeeeveseenenne. 39
Figura 13 Degradacion del a-tocoferol en cuatro aceites vegetales. .........c.ccoevevevveenennene 43
Figura 14 Estructura de tocoferoles y tOCOtHENOIES. ........ccocvevieieeiececeeeseeeee e 45
Figura 15 Autooxidacion del alfa toCOferol ...........cveveiiieeciceeeceeeeee e 46
Figura 16 MecaniSMO DPPH ........cccooiiiiiiiesereecee ettt 50
Figura 17 Mecanismo de reaccion de un ensayo ORAC .........ccoeveviieeceseceece e 51
Figura 18 Perfil de Aceite de palma (Elaeis gUINEENSIS)........ccevevuerieieineninireneeieeeeeens 55
Figura 19 Perfil de Aceite de palma (Hibridos interespecificos Elaeis oleifera, Elaeis
QUINEEINISIS) vttt et st sttt et eb e bbbt e st et e st e st eb e e bt s bt sh e b e b et et eaeebeebeebenae b et e s eneeneeneenis 55
Figura 20 Produccion Mundial de aceite de Girasol. ........ccccceeveveeveeneieeceseceece e 58
Figura 21 Composicion de acidos grasos saturados, mono y poliinsaturados de aceites
VEOETAIES.....cceeiteceecece ettt et e et e et e s be e be e be e te e b e beeae e beebeebeebeeaaeabeetaenbeabeentesreerrentens 60
Figura 22 Perfil de &cidos grasos en la mezcla de aceite 60% Palma — 40% Girasol....... 70
Figura 23 Perfil de acidos grasos de la mezcla de aceite 50% Palma — 50% Girasol....... 71
Figura 24 Perfil de &cidos grasos de la mezcla de aceite 40%Palma — 60% Girasol......... 71
Figura 25 Cinética de Oxidacion de [0S PerOxidos...........ccoecvevveveeieniiiieecesieeeesie e 76
Figura 26 Efectos de la concentracion de antioxidantcinete en la velocidad de la reaccion
08 PEIOXIAOS ...ttt ettt ettt et s e et e s be e be et e sbeesaebestsenbebeessessesbaensesteessentesseensenes 78
Figura 27 Cinética de CompUESIOS POIAreS..........ccccuevieieieiiiseseeeeeee e 80
Figura 28 Efectos de concentracion de antioxidante en la velocidad de la reaccion de
CompUuESLOS POIAres TOAIES. .......ccoeviiieieeceeee ettt st re e nes 81
Figura 29 Cinética de OXidacion TBARS..........coi ettt 82
Figura 30 Efectos de concentracion de antioxidante en la velocidad de la reaccién de
TBARS et h e bbbttt a bbbt bbb e b e et eneeneene 83
Figura 31 indice de Actividad AntioXidante MUESLIa 1 ............cocceveurvevrrererereeeeesseesesesesnnen. 86
Figura 32 indice de Actividad ANtioXidante MUESEIA 2 .........c.ccceevveeueeieeereeeeeeeeeseeseesieneees 87

Figura 33 indice de Actividad Antioxidante MUESEIa 3 ..........ccocueuruecurreeerereeeeeseeseeseesesesseenes 88



IX

Listado de Ecuaciones

(ST o W= o o] o I A T T = o3 T o SRS 17
Ecuacion 2 PropagacCion (L) .....ccccceceeceieeiesie ettt seete e et ste s e saesre e steevaesesreensesreenaenes 18
ECUACION 3 PropagacCion (2) .......ceeeerieuerieiirieierieiesie sttt sttt essenes 18
Ecuacion 4 Radicales peroxidicos dimerizados.........c.oeeveirenirenieenieeneeseesee s 18
Ecuacién 5 Radicales alquilo y peroxidico dimerizados .........c.ccveveveieeceneceececeeeceeeee, 19
Ecuacion 6 Radicales alquilo dimerizados..........ococveireirieininieeeeeeee et 19
Ecuacién 7 Descomposicion del radical ire ... 20
Ecuacién 8 a,b Descomposicidn del hidroperdXido.........ccoeevveiieveeniieeceseceece e 20
Ecuacion 9 a,b Descomposicion de radicales alquilo .........c.ccoceeeveineeneiineeneeecne 20
Ecuaciéon 10 Estado de oxidacion i0NES (@) .....cccecveeveriereerieiieeiesieeeesie e eteste e sre e esse e aeses 23
Ecuacion 11 Estado de oxidacion iones metalicos (D) .......ccovvereereeneineieneeneereeseeeenes 23
Ecuacion 12 Estado de oxidacion alto con el Nierro..........ccovveveveveneinieeseseseeeeeins 23
Ecuacién 13 Estado de oxidacion bajo con el hierro..........cccceoeeeeceviiieceseeeeeeeeeeeee, 23
Ecuacion 14 Radical alquilo con melanoidingas ..........cccoeverreirenninieereeseeseesee e 26
Ecuacion 15 Radical alcoxilo con melanoidinas.............ccceivererenenenieiinieesesese s 26
Ecuacion 16 Radical peroxilo con melanoidinas............ccooevrerieeninenieeneeneesieesieese s 26
Ecuacion 17 Radical peroxido con antioXidante .............ccccveivererienieieieeeese e 37
Ecuacién 18 Antioxidante en forma radicalaria con hidroperdxido ........c.ccoeeveveeeevrenreennenne. 37
Ecuacion 19 Antioxidante en forma radicalaria con radical peroxido ...........cc.ccecevvevveveennens 37
Ecuacion 20 Antioxidante en forma radical - radiCal ............cocevevereiieiinininereseeeeeene 37
Ecuacion 21 Antioxidante en forma radical - radical libre..........ccceveveeeeneninenereeens 37
Ecuacion 22 Antioxidante con hidroperOXido...........cccueveieieiirenesieseieeeeeeee e 37
Ecuaciéon 23 Antioxidante CON OXIGENO........ccucuiiuieieieceeece ettt es 37
Ecuacion 24 a,b Otras reacCiones POSIDIES.........cccecveieiiiiiiiceseeee e 37
Ecuacion 25 a,b Reacciones posibles de radicales tocoferoXilo..........ccccevvevvrenenievierieeenens 47
Ecuacién 26 Cobre (1) con el alfa toCoferol...........ooviiveciiieeceeeeeee e 47
Ecuacion 27 El alfa toCOTEIOl + ..o 47

Ecuacion 28 Valor de OXidabilidad ..........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e s e eeeee s e e 59



Simbolos con letras griegas

Simbolo Término
A Alfa

B Beta

r Gama
A Delta

Superindices

Superindice Término
(%) Radical Libre

Abreviaturas

Abreviatura Término

PUFA Acidos grasos insaturados

Le Radical alquilo

LO - Radical alcoxilo

HO - Radical hidroxilo

LOO- Radicales peroxidicos

LOOH Hidroperoxido lipidico

Aw Humedad relativa

Cu Cobre

Fe Hierro

Mn Manganeso

ERS Resonancia de espin electrénico
PBN N-terc-butil-a-fenilnitrona liposoluble

SHS Cromatografica de gases - espacio de cabeza
estatico



Xi

Abreviatura Término

DHS

CG-HSSE

CD
TBA
MS
IP
TBHQ
TO
LDL
ORAC
FRAP

ABTS

DPPH
UV-vis
Trolox

FAME
PAF
HCL
NIST
GC-MS
BHT
TE

PV
NH4SCN
CPT
IUPAC
MDA
LSM
AAI

Cromatografica de gases - espacio de cabeza
dindmico

Cromatografica de gases - extraccion por absorcion
en el espacio de cabeza

Dieno conjugado

Reactivo 4cido tiobarbitarico

Espectrometria de masas

Periodo de induccion

Terbutilhidroquinona

Radical tocoferoxilo

Lipoproteinas de baja densidad

Oxygen Radical Absorbance Capacity

Ferric Reducing Ability of Plasma

2, 2’-Azinobis 3-etil- benzotiazolina-6-acido
sulfénico

2,2-difenil-1-picrilhidracilo

Espectroscopia de ultravioleta

Estandar antioxidante que es analogo de la
vitamina E

Esteres metilicos de acidos grasos

Practicas Adecuadas de Fabricacion

Acido clorhidrico

National Institute of Standards and Technology
Cromatografica de gases masas
Butilhidroxitolueno

Equivalente de trolox

Valor peroxido o indice de peréxidos
Tiocianato de amonio

compuestos polares totales

International Union of Pure and Applied Chemistry
Malonaldehido

Método de minimos cuadrados

Indice de actividad antioxidante



Abreviatura
Fe (OH)3

EROS
RNS
ANOVA
TGL
a-TOH
B-TOH
y-TOH
0-TOH

Término
Hidréxido de hierro

Especies Reactivas de Oxigeno
Especies Reactivas de Nitrogeno
Andlisis de varianza

Triacilgliceroles de manteca de cerdo
Alfa tocoferol cromanoxilo

Beta tocoferol cromanoxilo

Gama tocoferol cromanoxilo

Delta tocoferol cromanoxilo

Xi



Introduccidén

La demanda de productos saludables, el cambio de una alimentacibn mas consciente en
los consumidores, y las nuevas regulaciones impulsadas por la Organizacién Mundial de
la Salud para prevenir factores de riesgo por las enfermedades cardiovasculares, han
generado nuevas politicas y necesidades en los alimentos procesados; implementado
nuevas estrategias nutricionales con foco en la reduccion de las grasas saturadas en los
alimentos, promoviendo asi el desarrollo de productos con un perfil lipidico saludable. Reto
importante para las industrias de los alimentos que conlleva a cambios en la formulacién,
produccién y etiquetado, con nuevas materias primas oleaginosas que tiene menos
estabilidad oxidativa, promoviendo la introduccion de antioxidantes que puedan retardar
las reacciones indeseables y mejorar la estabilidad de los alimentos en el tiempo (FAO,
2010; Zhao et al., 2021) .

A nivel técnico las soluciones planteadas para la suplementacion de aceites saludables es
el uso de aceites mas insaturados, lo que introduce dificultades por la inestabilidad y el
incremento en la velocidad de las recciones de la oxidacion en los alimentos, desarrollando
sabores y olores desagradables, afectando la estabilidad en el almacenamiento,
disminuyendo su vida util, y en consecuencia afectando la calidad de los productos
terminados. Adicionalmente los productos resultantes de la oxidacion lipidica en los
alimentos no solo son los causantes del desagradable olor a rancio, sino que también
pueden iniciar procesos de oxidacion en cadena en el ser humano cuando se consumen
con alta frecuencia, algunas investigaciones en salud han reportado implicaciones en el
proceso de la carcinogénesis, aterosclerosis infarto de miocardio, alergias, inflamacion

intestinal y otras enfermedades (Miyazawa, 2021; Suhag, Ferrentino, et al., 2024).



Existen dos reacciones principales que pueden tener lugar en los aceites y grasas que
provocan su degradacion hasta el punto de comprometer su vida Util. Estas reacciones son
la hidrolisis (también llamada lipdlisis) y la oxidacion. Los mecanismos de oxidacion e
hidrdlisis son completamente diferentes, al igual que los productos de descompaosicién que
dan lugar a la rancidez, la oxidacién pasa por varias etapas y reacciones quimicas. La
primera etapa del proceso es la generacién de radicales libres generados por el
rompimiento homolitico de los enlaces de las grasas inicialmente insaturadas, que
reaccionan con las moléculas de oxigeno para formar compuestos organicos como los
dienos conjugados e hidroperéxidos. La segunda etapa de la reaccién es la degradacion
del hidroperéxido, que trae a su vez la formacion de otro tipo de productos dependiendo
de las condiciones del medio. La reaccion se puede dar por la autooxidacion lipidica que
tiene una energia de activacion baja y que puede ocurrir facilmente sin detenerse, siendo
influenciada por otras condiciones dificiles de controlar en los procesos de fabricacion y
almacenamiento como las altas temperaturas, exposicion a la luz, metales, presencia de
enzimas, humedad y el aumento de los niveles de oxigeno, factores que pueden aumentar
la velocidad de la reaccion lipidica. Por lo que es de gran importancia el uso de
antioxidantes preferiblemente naturales para continuar con las politicas de alimentos mas
saludables y etiquetado limpio (Afaf et al., 2003; Talbot, 2016; Bafares et al., 2022;

Darmawan et al., 2023;)


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/chemistry/reaction-activation-energy

Los antioxidantes mas potentes usados actualmente en las mezclas de aceites suelen ser
de origen atrtificial, 0 mezclas de antioxidantes naturales con artificiales, situacién que
genera una desventaja frente a las politicas de alimentos saludables y etiquetado limpio.
Otra de las desventajas de los antioxidantes actualmente usados en la industria de los
alimentos, es que puede cambiar el perfil sensorial, introduciendo sabores extrafios en la
matriz del alimento, ademas de la disminucién del efecto antioxidante por ser termolabiles.
Razon por la cual es importante conocer la matriz antioxidante, su origen, la concentracion
del componente activo y sus vehiculos, por medio de las técnicas adecuadas y mas
utilizadas en la ciencia para la capacidad antioxidante, permitiendo asi una mejor seleccion
de estos. Conocer los multiples factores que interviene en la eficiencia de un antioxidante,
tales como, el perfil de acidos grasos del aceite, los componentes menores presentes en
el aceite, la estructura y funcionalidad de las moléculas antioxidantes. Los antioxidantes
eficaces deben producir radicales que no sean reactivos frente a moléculas estables, y que
limiten sus reacciones Unicamente a la donacién de hidrogeno(s) a radicales libres y al
acoplamiento radical-radical para su regeneracion, por lo que es importante conocer en
detalle la estructura del antioxidante, su mecanismo de accion y la cinética de oxidacion
en las matrices alimentarias que permitan la obtencién de criterios cientificos para una

adecuada seleccién y aplicacion. (Afaf & Lars, 1996; Castelo & Torres, 2009; Zhang et al., 2023).



El alfa tocoferol es uno de los antioxidantes naturales liposolubles mas comunes para
prevenir la oxidacion, el cual actGa primeramente como bloqueadores de cadenas de
propagacion como atrapadores de radicales peroxilos, o también puede inhibir el oxigeno
singlete electrénicamente excitado por enfriamiento fisico o por reacciones quimicas. Pero
como todos los antioxidantes naturales, pueden ser sensibles y disminuir su capacidad en
el periodo de almacenamiento hasta que se agotan, y finalmente, la matriz del alimento se
oxida por la pérdida de la actividad antioxidante. Razon por la cual es importante
determinar la capacidad del antioxidante, ademas de conocer sus principios de
funcionamiento e interacciones con los diferentes tipos de aceites vegetales, de manera
gue nos permitan obtener criterios claros para la toma de decisiones en la formulacion de
productos bajos en saturados, definiendo el tipo y la concentracion de antioxidante que
favorezcan las condiciones para aumentar el tiempo de vida de los productos. (Bafiares et
al., 2022; Darmawan et al., 2023).

A la fecha no se cuenta con informacién detallada de la cinética de oxidacion de una mezcla
de aceites de girasol y palma con alfa tocoferol, que permita mostrar el efecto del
antioxidante y la velocidad de la reaccion en el tiempo, por lo que, una manera de
comprender el proceso de la oxidacion lipidica es conociendo en detalle la susceptibilidad
a la oxidacion, las etapas de proceso oxidativo, los subproductos generados de las
reacciones de oxidacion, el mecanismo de accién del tocoferol, ademas de los efectos
prooxidantes. Lo que nos motiva a investigar y determinar el perfil de acidos grasos de la
mezcla de aceites de palma y girasol, la capacidad antioxidante del alfa tocoferol y la
cinética de oxidacion y sus efectos en condiciones aceleradas con y sin antioxidantes, ya
gue la oxidacién de los aceites depende en gran medida del perfil de los aceites, asi como
la composicién de los acidos grasos presentes. Un ejemplo claro es la degradacion del
aceite de girasol, el cual es uno de los mas susceptibles a procesos oxidativos, con la
formacion de una cantidad significativa de hidroperéxidos antes de su transformacion en
productos de oxidacion secundarios, situacién que puede ser diferente en otros tipos de
aceites (Mohanan et al., 2018,Vali Zade et al., 2024).

El comportamiento observado en las variables dependientes a los procesos de oxidacion,
como peréxidos, compuestos polares totales, valores de TBARS y los periodos de

induccion en términos de estabilidad oxidativa, nos permiten conocer el efecto del alfa



tocoferol sobre la estabilidad oxidativa en una mezcla de aceite de palmay de girasol, con
el fin de obtener criterios en el desarrollo de nuevos productos como las galletas, ademas
de mejorar las condiciones de procesamiento y estabilidad de los productos en la industria
de los alimentos (Alzate, 2018; Custodio et al., 2020; Semenov et al., 2019; Vargas Fraile
et al., 2019).



Objetivo

Determinar la capacidad antioxidante del alfa tocoferol y la cinética de oxidacion en una
mezcla de aceite de palma y de girasol utilizadas como materia prima para la elaboracion

de galletas

Objetivos especificos
e Determinar el perfil lipidico en los aceites utilizadas como materia prima para la

elaboracion de galletas.

e Determinar la cinética de oxidacién en una mezcla de aceite de palmay de girasol

utilizadas como materia prima para la elaboracion de galletas.

e Evaluar la capacidad antioxidante del alfa tocoferol por metodologias como ORAC

o DPPH y comparar con otros tipos de tocoferoles.



1.Marco teorico y estado del arte

1.1 Especies Reactivas de Oxigeno (Radicales libres,

especies no radicales)

La base y el principio de la oxidacion lipidica son los radicales libres, especies moleculares
independientes que contienen uno o mas electrones desapareados en su Ultimo orbital
atémico. Esta caracteristica les otorga una propiedad de captacién muy reactiva con una
alta inestabilidad energética, actuando como oxidantes o reductores con otras moléculas

como los lipidos y proteinas (Serra et al., 2020)

Los radicales libres regulan muchas funciones fisiol6gicas esenciales en el metabolismo
celular, por lo tanto, tienen una gran importancia biolégica. Se pueden generar a partir de
fuentes exégenas como subproductos del metabolismo celular que juegan un papel
esencial en la transduccion de sefiales, la apoptosis, la eliminacion de patégenos, la
cicatrizacién de heridas y otros procesos biolégicos. En un organismo sano, incluso
algunas fugas mitocondriales las EROS parecen estar bien controladas por enzimas
antioxidantes pertenecientes a oxidorreductasas como el glutatién peroxidasa, superoxido

dismutasa y catalasa (Gulcin, 2020a).

Los radicales libres y sus precursores no radicalarios, algunos de ellos como el oxigeno
singlete 102, el anién superéxido O, y el radical hidroxilo (HO®) son algunos de los
radicales mas comunes en la oxidacion de lipidos, siendo el radical hidroperoxilo (LOO")
un ejemplo de radical formado, el cual es resultado de la protonacion del radical superéxido
(Desikan et al., 2005; Kusio & Litwinienko, 2022)

Las Especies Reactivas de Oxigeno (EROS), al ser moléculas derivadas de la reduccion
secuencial del oxigeno molecular, son los responsables de numerosas reacciones en
cadena, como se explica en la figura 1, donde el primer EROS que se genera es el anién
superéxido, que con su protonacion da como resultado la generacion de peroxido de
hidrégeno, perhidroxilo radical y con las reacciones de Haber-Weiss y/o Fenton, forman

radicales hidroxilo y agua(Desikan et al., 2005).



Los EROS son precursores capaces de iniciar la peroxidacion de lipidos en las membranas
de células animales y vegetales, que, junto con la disminucion dramética del nivel de
antioxidantes, o defectos en la expresion de genes antioxidantes resultan en estrés y dafo
oxidativo de células y tejidos. En el caso de los alimentos, los procesos oxidativos pueden
ocurrir con la participacion de otras especies reactivas, porque las defensas y estructuras
biolégicas estan ausentes o destruidas. Un ejemplo de un participante influyente en los

alimentos son las proteinas (Gulcin, 2020a).

También existen las Especies Reactivas de Nitrdgeno, denominadas con las siglas (ERN),
qué, junto con EROS pueden llegar a oxidar biomoléculas como proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, en organismos vivos. En los alimentos, las reacciones de deterioro estan

mediadas por los EROS



0,
o
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Figura 1 Etapas de la reduccion secuencial del oxigeno molecular. De “Fluorescent probes
for monitoringv oxidation of lipids and assessment of antioxidant activity”, Desikan et al., 2005,
Antioxidants and Reactive Oxygen Species in Plants por Desikan, p. 188.
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1.2 Lipidos

Los lipidos son biomoléculas organicas compuestas principalmente por Carbono,
Hidrogeno y Oxigeno, y en algunos casos, también por Fésforo y Nitrégeno. Estos se
caracterizan por tener grupos heterogéneos de compuestos, insolubles en agua y solubles
en disolventes apolares u organicos, como el éter, cloroformo, benceno, etc. Dentro de las
funciones bioldgicas mas importantes de los lipidos, se encuentran la formacién estructural
de membranas celulares, la participacion en procesos de produccion de hormonas
(esteroides), la sintesis de vitaminas y su aporte energético (Murphy, 2007)

La clasificacién de los lipidos esta dada por diferentes caracteristicas, entre ellas, su
funcion biolégica, propiedades fisicas y estructura molecular, siendo ésta ultima, la mas
estudiada. Segun su estructura molecular, los lipidos se dividen en lipidos saponificables,
esfingolipidos e insaponificables. Dentro de los lipidos saponificables, existe una
subclasificacion de saponificables simples y complejos (fosfolipidos); y dentro de los
saponificables simples se encuentran los acidos grasos, los acilglicéridos y los céridos
(Murphy, 2007).

Los &cidos grasos poseen un grupo funcional carboxilo o acido. Dentro de este grupo se
encuentran los acidos grasos esenciales, que no son sintetizados por el organismo
humano, como el linoleico, linolénico y el araquidénico. Por otro lado, los acilglicéridos
estan constituidos por la esterificacion del glicerol con 1 a 3 acidos grasos, como se
muestra en la figura 2, generando monoacilglicéridos, diacilglicéridos, triacilglicéridos o
también denominados triglicéridos, siendo estos ultimos los mas encontrados en la
naturaleza como reserva energética en animales y vegetales. Los triglicéridos son los
principales constituyentes de las grasas naturales y pueden estar en estado sélido,
denominados grasas y en estado liquido para el caso de los aceites (Badui, 2006; Murphy,
2007).
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Segun su estructura quimica (ver figura 3, 4 y 5), los acidos grasos se clasifican en acidos
grasos saturados, e insaturados. En el primer caso pueden variar entre 4 a 26 &tomos de
carbono y su punto de fusién se encuentra directamente relacionado con su peso
molecular. En la tabla 1 se exponen algunos de los acidos grasos saturados de cadena
lineal de origen natural mas comunes en los alimentos. En contraste, los 4cidos grasos
insaturados, son mas abundantes en aceites vegetales y marinos, y por su estructura,
tienen una mayor reactividad quimica, debido a que son mas propensos a reacciones de
saturacion, oxidacién e isomerizacién. El punto de fusién de los &cidos grasos insaturados
disminuye segun el numero de dobles enlaces y de acuerdo con esto existe una
subclasificacion: acidos grasos monoinsaturados que contiene un doble enlace en la
cadena carbonada y acidos grasos poliinsaturados, con mas de un doble enlace; siendo la
mayoria en el carbono 10 y 9. Los acidos grasos poliinsaturados mas comunes en
alimentos se exponen en la tabla 2 (Badui Dergal, 2006; Murphy, 2007, Gurr M.| et al.,
2002)

Adicionalmente se ha reportado otra clasificacion de los acidos grasos instaurados por el
tipo de cadenas de carbonos en su estructura, las cadenas cortas de 2 a 6 atomos de
carbono, cadena media de 8 a 12 atomos de carbono y cadena larga de 16 o mas atomos
de carbono. Los acidos grasos de cadena extrafia o ramificada sélo son componentes
menores de los acilgliceroles (Badui, 2006; Murphy, 2007; Thomas A, 2008,.L. Dupont,
2005)



CH,—OH (1oa)
HO—(|'JH (20PB)
(|3H2—OH (3oa)
glicerina
CH,—0—C—R;
Rz—C—O—(ltH {|:|}

| |
O  CH,—OH

diacilglicérido

Figura 2 Estructuras de glicerina, monoacilglicérido, diacilglicérido y triacilglicérido. De

CH,—O—C—R,
| I
HO—CH o)

I
CH,—OH

1-monoacilglicérido

CH,—0O—C—R,
Rz—(l.‘lf—O—C|)H |c|)
o C|3H2—O—C—H3
ICI)

triacilglicérido

“Quimica de los alimentos, lipidos” por Badui, 2006, p.253
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Acido Palmitico

Acido Estearico

" )I\/\/\/\/W\/\
o
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o

Figura 3 Ejemplos de estructuras de acidos grasos saturados. De ‘Fats, genes and food
using lipids as a tool for science education and public outreach”, por Murphy D, 2007, Teaching

Innovations in Lipid Science” pg 142
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Acido Oleico: Un acido graso

Figura 4 Ejemplos de estructuras de acidos grasos monoinsaturados. De “Fats, genes and
food using lipids as a tool for science education and public outreach”, por Murphy D, 2007,
Teaching Innovations in Lipid Science” pg 142
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Acido Linoleico

Acido Araquidonico

Figura 5 Ejemplos de estructuras de acidos grasos poliinsaturados. De “Fats, genes and

food using lipids as a tool for science education and public outreach”, por Murphy D,

2007, Teaching Innovations in Lipid Science” pg 142
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Tabla 1 Acidos saturados de cadena lineal de origen natural mas comunes

N° Carbonos Nombre Comin

Punto de fusién

Fuente

C4:0

Ce:0

Cc8o

C10:0

C12:0

C14:0

C16:0

C18:0

C20:0

C22:0

C24:0

C26:0
c28:.0

Butirico*

Caproico®

caprilico*

caprico*

Laurico*
Miristico*

Palmitico*

Estearico*
Araquidico
Behénico

Lignocérico
Cerofico

Montanico

-79

-8

12,5

206

422

521

60,7

69.6

75,4

80

84,2

877
90,9

En niveles elevados en el rumen, también en Grasa lactea de
rumiantes

Grasa de la leche

Componente muy menor de la mayoria de las grasas animales
y vegetales. Importante componente de muchas leches y
algunas triacilgliceroles de semillas

Generalizado como componente menor.
Componente principal de muchas leches y
algunos triacilgliceroles de semillas.

Ampliamente distribuido, un importante Componente de
algunas grasas de semillas (p. g]. aceite de palma o de coco)
Ocasionalmente se encuentra como componente principal.

Las grasas saturadas mas comunes, Acido en animales,
plantas y microorganismos.

Componente principal en animales y algunos hongos,
constituyente menor en plantas (pero importantes en algunas,
por ejemplo, manteca de cacao.

Ocasionalmente un componente importante.

Bastante extendido como menor componente en
triacilglicercles de semillas y ceras vegetales

Bastante extendido como menor componente en
triacilgliceroles de semillas y ceras vegetales.

Componente principal de algunas ceras vegetales e insectos

Componente principal de algunas ceras vegetales

Adaptado de “Lipid Biochemistry” por Gurr M.l et al., 2002, 5th edicion, p. 14 -16
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Tabla 2 Acidos insaturados de cadena lineal de origen natural mas comunes en
alimentos

Insaturados N° Carbonos Nombre Comin Punto de fusion Fuente
C16:1 Palmitoleico y Generalizado: a_nlmales; plantas, mlcrc_lorganlsmo_s.
Componente principal en algunos aceites de semillas
c18:1 Petroselénico 33 Se encuentra en aceites de semillas de umbeliferas.
o c18:1 Oleico * 16 Acido graso mas comun e'n plantas y anlmales_. También
Acidos se encuentra en la mayoria de los microorganismos.
monoinsaturados c18:1 Elaidico 44 Grasas_de rumiantes hidrogenadas
margarinas.
C20:1 Gondoico Aceite de semilla de colza; aceites de pescado.
C22-1 Erticico Aceite de semilla de cruciferas (colza, mostaza,
etc.).
Cc18:2 Linoleico -1 Componente principal de los lipidos vegetales.

R En mamiferos se deriva unicamente de vegetales
y-Linolénico

C18.3 L -11 dietéticos y plantas y aceites marinos.
a-Linolénico )
Acidos Plantas superiores y algas.
. . .. Algunos aceites de semillas, especialmente el aceite de
poliinsaturados C18:3 eleostearico 49 Tung

C20:4 Araquidonico -49 5 Componente principal de algas marinas y algunas
terrestres especies, como l0s musgos.

C22:5 clupanodaénico Abundante en pescado.

*Acidos arasos insaturados mas comunes en alimentos

Adaptado de “Lipid Biochemistry” por Gurr M.l et al., 2002, 5th edicién, p. 14 -16

1.3 Peroxidacion lipidica

Los fendbmenos de oxidacion de los acidos grasos han sido estudiados desde hace muchos
afios y se ha establecido la teoria de autooxidacion de los acidos grasos insaturados
(PUFA) por medio de tres fases y reacciones en cadena, que forman productos en cada
una de sus fases. En la figura 6 se muestran de manera resumida el comportamiento y la
cinética reaccion de PUFA (Afaf et al., 2003)



17

Consumo de Oxigeno

Lipido Insaturado /
\ S /
\ ~ ~ - ;’
Antioxidante /~ | Hidroperéxidos
\ ;

No Volatiles

Volatiles

Tiempo de Oxidacion

Figura 6 Fases de la Peroxidacion lipidica. De “The challenging contribution of
Hydroperoxides to the lipid oxidation mechanism”, Afaf et al., 2003, Lipid Oxidation Pathways por
Kamal-Eldin, 2003 p.2

1.3.1 Fase de Iniciacion

La reaccion de iniciacion implica la generacién de un radical, generalmente un radical
alquilo (L) a partir de un acido graso insaturado. La reaccion de iniciacion es muy lenta y
depende del iniciador empleado (/). La reaccién puede ser catalizada por el calor, la luz,
metales traza y/o ciertas enzimas (Kamal-Eldin; A & Appelgvist, 1996). Los productos
generados en esta etapa de iniciacién son inoloros, pero son iniciadores de las cadenas
oxidativas a través de la descomposicién en radicales libres como se muestra en la
ecuacion 1 (Afaf et al., 2003).

Ecuacioén 1 Iniciacion

LH—- L +H
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1.3.2 Fase de Propagacion

Los radicales alquilo (L*) formados en la etapa de iniciacibn son muy reactivos, y
generalmente se combinan con el oxigeno disponible a una velocidad muy alta, dando
radicales peroxidicos (LOQO¢). Estos desaparecen mediante una reaccién mucho mas lenta,
dando lugar a los hidroperéxidos lipidicos (LOOH) y nuevos radicales alquilo que propagan
la reaccion (Kamal-Eldin; A & Appelgvist, 1996). Como resultado de la oxidacién y escision
de las moléculas de hidroperéxido, se obtienen productos de bajo peso molecular, como
aldehidos, cetonas, acidos, alcoholes, ésteres, furanos y lactonas, causando asi rancidez

como se muestra en la ecuacion 2 y 3 (Afaf et al., 2003).

Ecuacién 2 Propagacion (1)
L'+ 02— LOO
Ecuacién 3 Propagacion (2)

LOO +LH — LOOH + L°

1.3.3 Fase de Terminacion

Cuando se consumen casi todos los lipidos no peroxidados, los radicales tienden a
dimerizar y terminar la reaccién en cadena, formando productos no radicalarios terminado
asi la reaccibn como se muestra en las ecuaciones 4,5 y 6 (Afaf et al., 2003; Afaf & Lars,

1996)

Ecuacion 4 Radicales peroxidicos dimerizados

LOO" + LOO" — productos finales



Ecuacién 5 Radicales alquilo y peroxidico dimerizados

L'+ LOO" — L-O-O-L

Ecuacién 6 Radicales alquilo dimerizados

L'+L — L-L

Las fases de la oxidacién avanzan con mayor velocidad de acuerdo los efectos de algunos
iniciadores presentes en la reaccion, como la luz, la temperatura, los metales y las
enzimas, produciendo a su vez diferentes productos los cuales se relacionan con cada

fase como se muestra en la figura 7, a continuacion, se explican cada una ellos (Afaf et al.,

2003; Afaf & Lars, 1996).

Induccion

Oxigeno

Reversion

g

Formacion de
peroxidos
(no se
percibe olor
a rancio)

Ro

Descomposicion de
peroxidos
(inicio de los
olores rancios)

_ 227" indice de

£ peréxidos

Polimerizacion

Viscosidad

Degradacion
(fuerte percepcion
de la rancidez)
Oxigeno absorbido

Oxigeno en el
aceite

Ruptura de |H
peroxidos: R-c=0
(aldehidos,
cetonas, R-C-R'
acidos, '6
etc.)

Tiempo

Figura 7 Detalle de fases de la Oxidacion de los aceites vs productos generados.
Adaptado de Quimica de los alimentos por Badui, 2006 p. 287



20

1.3.4 La oxidacion mediada por el oxigeno

Denominada autooxidacién, es la mas frecuente en los alimentos como una oxidacién
natural de una grasa y/o aceites a temperatura ambiente. El oxigeno en su estado natural,
estado triplete, se puede convertir en oxigeno singlete que es mas reactivo. También
puede iniciarse por otros factores autocataliticos a través de radicales libres intermedios,
gue incluyen trazas de metales y peréxidos presentes como impurezas en los sistemas
alimentarios. Generalmente la autooxidacion es un proceso lento, el cual requiere de un
tiempo considerable para el desarrollo de sabores y olores desagradables. La
autooxidacion, ver reacciones 7 a la 9 requiere de una energia de activacion de 20-30
kcal/mol, lo que indica que, a bajas temperaturas, ejemplo a 20°C, se requiere de
catalizadores. Es asi como la velocidad de autooxidacién se duplica por cada 15°C de
incremento. Por otro lado, la fotooxidacién ocurre cuando un alimento se expone a la luz
en presencia de fotosensibilizadores y oxigeno atmosférico, incluso en pequefias
cantidades. Un ejemplo de fotosensibilizador es la clorofila (Afaf et al., 2003; Afaf & Lars, 1996;

Serra et al., 2020).

Ecuacion 7 Descomposicion del radical libre

2LH + O2 — 2L + Hy0»

Ecuacion 8 a,b Descomposicién del hidroperdxido

a) LOOH — LO +'OH, b) LOOH + LH — LO" + H,O + L°
Ecuacién 9 a,b Descomposicion de radicales alquilo

a) L'+02— LOO, b) LOO* + LH— LOOH + L’

Mas las ecuaciones 4,5 y 6 descritas anteriormente (Nedyalka V. & M. Marinova, 2003).

1.3.5 Efecto del agua de los alimentos en la oxidacion de lipidos

El contenido de agua en el alimento influye en la velocidad de autooxidacion de los acidos
grasos. Cuando un alimento es sometido al secado, con la remocién del agua quedan

canales por donde el oxigeno migra, y los glébulos de grasa se rompen aumentando asi



21

su exposicion. La monocapa del agua ligada es la mas dificil de eliminar en el secado, y
tiene un efecto protector contra reacciones lipidicas, actuando como barrera al oxigeno.
Cuando la monocapa se pierde (aw <0,25), la oxidacién se acelera y también favorece el
incremento de la movilidad de las particulas en el alimento y la solubilizacion de los
reactivos y metales. En aw >0,8, la oxidacién se inhibe por la dilucién de los metales y en
ciertos casos, por su precipitacion como hidréxidos (figura 8). Un ejemplo claro es el caso
del ion metalico, que reacciona mas facilmente con el hidroperéxido, debido a que, en este
caso, no existe la capa de hidratacion, por lo que a medida que aumenta el contenido de

agua, se reduce la velocidad de autooxidacion (Badui, 2006).

| |

| i
Oxidacidn de Ios lipidos
e |

J——

; Actividad :'
5 enzimética.f

i
2 1
=
S :
S I
g ] ! Hungut,
—
3 | Levaduras
= | -
-8 I Bacterias
1
3 , ,
= Pardegmiento A5
% no enzimatico ~ -
g .G
T I E 3 3 1 | 1 | § !
Q 0.2 GC.4 0.6

.8 1.0
Actividad del agua aw

Figura 8 Degradacion de los Alimentos segun actividad de agua. De “Quimica de los
alimentos” por (Badui, 2006), p.35

1.3.6 El efecto de la temperatura

La termooxidacion en la oxidacion de lipidos, es la catalisis por la temperatura con el mismo
mecanismo basico de la autooxidacion, pero con una velocidad mucho mayor y con
productos de la reaccién diferentes. Esto, debido a que hay una mayor inestabilidad de los
hidroperéxidos, generando una mayor participacion de los radicales alquilo y alcoxilo y una
menor participacion de los radicales peroxilo. Los productos de la oxidacion a altas

temperaturas son principalmente oligdmeros y polimeros con enlaces carbono-carbono,
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epoxi y éter, a diferencia de los hidroperoxidos, que se forman a bajas temperaturas,
siendo los aceites vegetales mas susceptibles a la degradacién termooxidativa en funcién
de su composicion en acidos grasos (Afaf et al., 2003). En algunos estudios se ha
reportado que la reaccién de oxidacién se duplica por cada aumento de 10°C de la
temperatura. En la reaccion de propagacion del proceso oxidativo, la velocidad a
temperatura ambiente es menor que a altas temperaturas, donde la descomposicion de los
radicales hidroperoxilos aumenta y la disponibilidad de oxigeno puede ser critica. La
velocidad de descomposicién del hidroperoxido aumenta en 50-60°C. En experimentos de
oxidacion estudiados por Kamal-Eldin, 2003, hubo grandes variaciones en la duracion del
periodo de induccién, a temperaturas moderadas (<60°C) y sin catalizadores anadidos, en
estas condiciones muchas variables desconocidas controlaron el inicio de la oxidacion, lo
gue lleva a una reproducibilidad deficiente. En estudios de oxidacion no catalizados, a
temperaturas de 60°C se minimiza la descomposicién de los hidroperéxidos y otras
reacciones secundarias. A temperaturas mas altas (=80°C), la duracién de los periodos de
induccién es mas estable, pero a temperaturas mayores a 2100°C la oxidacion es mas

drastica y relevante (Afaf et al., 2003).

La temperatura también influye en las reacciones posteriores de los radicales peroxilo y en
la isomerizacion de los hidroperéxidos; un ejemplo son los hidroperdxidos del acido
linoleico, donde se da una menor B-fragmentacion de los radicales dienil peroxilo a 10°C,
mientras que a 50°C, la relacién de trans,cis-/trans,trans-hidroperéxidos fue mayor a la
temperatura mas baja. Es por esto por lo que los estudios de productos de oxidacion
volatiles se dividen en dos categorias, los realizados a temperaturas moderadas (<80°C)
mas aplicados para evaluar la estabilidad de los alimentos durante su almacenamiento, y
los realizados a temperaturas elevadas (>130°C), aplicados para estudiar efectos de la

coccion, el horneado y la fritura en los alimentos (Afaf et al., 2003).
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1.3.7 Efectos de los metales de transicion

Los iones metélicos pueden iniciar la autooxidacion, estos pueden proceder de los equipos
de refinacion, del proceso de hidrogenacion, del envase o de los diversos componentes
proteicos como las enzimas. Los iones metalicos mas reconocidos son Cu?*, Fe?" y Mn?*,
Los metales pueden catalizar la descomposicion de los hidroperdxidos en radicales
alcoxilo (LO") y peroxilo (LOO’), como se muestra en la ecuacion 10 y 11. Esta catalisis
mediada por metales depende de varios factores como el pH, el disolvente y los
ligandos. Generalmente los metales en su estado de oxidacion mas bajo (Ejemplo del Fe*?)
conducen a la formacion de radicales alcoxilo LO®, mientras que los metales en su estado
de oxidacion mas alto (ejemplo del Fe®*) producen peroxilo (LOO"), Ecuacion 12 y 13 (Afaf
et al., 2003; Miyamoto & Di, 2014; Serra et al., 2020).

Ecuacion 10 Estado de oxidacion iones (a)

Me™ + LOOH - LO' + Me™ ! + OH

Ecuacién 11 Estado de oxidacion iones metélicos (b)
Me™*1 + LOOH - LOO" + Me™*

Ecuacion 12 Estado de oxidacion alto con el hierro
LOOH + Fe3* - LO + H* + Fe?*

Ecuacion 13 Estado de oxidacion bajo con el hierro

LOOH + Fe?* - LO + OH™ + Fe3*

1.3.8 Efectos de la oxidacion enzimatica

La oxidacion de los lipidos en los alimentos también puede ser causada por enzimas
hidroliticas, las cuales llevan a cabo la ruptura de enlaces covalentes introduciendo una

molécula de agua. Dentro de estas enzimas estan las lipoxidasas o lipoxigenasas que
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pueden catalizar la ruptura de enlaces éster. Estas enzimas pueden actuar en un gran
namero de sustratos, catalizando reacciones de hidrélisis, esterificacion vy
transesterificaciones con preferencia selectiva en triglicéridos por el tipo y posicién de los
acidos grasos. También son industrialmente usadas para la produccion de lipidos
funcionales, como el enriquecimiento de acidos grasos de la poliinsaturados (PUFA)
(Palacios, 2015).

Las lipoxidasas o lipoxigenasas se pueden encontrar de manera natural en los alimentos
y pueden propiciar la generacién de hidroperdxidos. Requieren un pH y temperatura
Optimos para su funcionamiento y tiene un centro activo denominado metaloproteinas con
un Fe2+, el cual tiene preferencia o region selectiva por la posicion de los acidos grasos
especificos, como los sistemas pentadienos (1 Cis, 4 cis), que se encuentran en acido

linolénico, linoleico y araquidénico, ver reaccién en la figura 9 (Rojano, 1997).

La oxidacién mediada por enzimas se puede ver claramente en el germen de trigo, donde
el principal obstaculo en el uso extendido del germen de trigo se ha atribuido a las altas
actividades de lipasa y lipoxigenasa, que, junto con lipidos insaturados, conducen a
cambios indeseables en el producto. Un punto critico para el proceso de oxidacién es el
tratamiento mecanico utilizado para separar el grano de trigo, el cual implica una necesaria
fase de templado y, en consecuencia, la activacion de lipasa y lipoxigenasa. Al agregar
agua, la lipasa escinde los triglicéridos en los acidos grasos y la lipoxigenasa cataliza la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados presentes en el germen (Marzocchi et al.,
2022).
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Figura 9 Iniciacién Enzimética por Lipooxigenasas. De “Oxidacion de lipidos y
antioxidantes”, Rojano, 1997 pg 12

1.3 9 Efectos del pH en la oxidacion

El pH depende de las reacciones con los iones metélicos de transicion. El hierro, por
ejemplo, se comporta de manera diferente segun sea el pH del medio. Adicionalmente el
pH de la solucion también podria influir en la formacién del perdxido de hidrégeno, la
reaccion del Fe*? con el oxigeno y el consumo competitivo de oxidantes activos mediante
reacciones en cadena. Un ejemplo de lo anterior se explica por medio del comportamiento
del hierro a diferentes pH. Cuando el hierro se encuentra ligado al agua, es muy estable,
pero cuando no estd unido al agua, el hierro puede ser reemplazado con hidréxidos a
medida que se aumenta el pH. La velocidad de reacciéon del Fe*? con el oxigeno se
incrementa al aumentar el pH; a pH < 7,0 la reacciébn de hierro con el oxigeno es
extremadamente lenta, porque el Fe*? es la especie dominante a pH < 7,0. El Fe*® favorece
la formacién de hidréxidos de hierro inactivos como el Fe (OH)s el cual se precipita a un
pH més alto (Lin et al., 2025).



26

1.3.10 Efecto de lareaccién de Maillard

Los productos de las reacciones de Maillard pueden retrasar o prevenir la oxidacién de los
lipidos, y pueden actuar como un antioxidante endégeno natural por medio de la formacién
de melanoidinas, las cuales tienen la capacidad de donar atomos de hidrégeno y
neutralizar radicales libres derivados de la oxidacién de lipidos como alquilo (L °), alcoxilo
(LO ") y peroxilo (LOO °), de acuerdo con los siguientes mecanismos de las ecuaciones 14,
15y 16 (Nooshkam et al., 2019; Nooshkam & Varidi, 2024)

Ecuacién 14 Radical alquilo con melanoidinas
L'+ MeH - RH + Me-
Ecuacion 15 Radical alcoxilo con melanoidinas

LO- + MeH — ROH + Me

Ecuacién 16 Radical peroxilo con melanoidinas

LOO- + MeH — ROOH + Me

La propiedad antioxidante de las melanoidinas se debe a su capacidad para quelacion
de iones metalicos, la rotura de cadenas radicales, la descomposicién del perdoxido de
hidrégeno y la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (Nooshkam et al., 2019;
Nooshkam & Varidi, 2024)


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/chemistry/metal-ion
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/chemistry/reactive-oxygen-species
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Para explicar la autooxidacion de los acidos grasos, oxidacion mas frecuente en los
alimentos, se calculan los periodos de induccién, donde se puede ver el aumento
exponencial con el tiempo de los primeros productos de la oxidacién. El periodo de
induccién y la velocidad de la oxidacién van a depender de la naturaleza del acido graso
oxidable, sustancias prooxidantes como los metales, los cuales aceleran los procesos
degradativos (Erim Kdse, 2021; Osorio, 2013)

1.4 Productos de oxidacion lipidica

1.4.1 Mecanismos para medicion de productos de la oxidacion

lipidica

El andlisis de la oxidacién en los lipidos se realiza mediante el seguimiento de un conjunto
de productos formados durante el proceso de oxidacion. En la tabla 3 se presentan algunas
de las especies de oxidacion de lipidos detectadas con frecuencia utilizando el método de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y el método convencional, mas
adecuado para detectar varias especies de oxidacion de lipidos simultaneamente. Para el
caso de las emulsiones, se debe separar el aceite previamente de manera cuidadosa

previa a la ejecucién de andlisis por este método (Ten Klooster et al., 2022)
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Tabla 3 Especies de oxidacion de lipidos detectadas con frecuencia en NMR

Productos de Oxidacién Método Convencional
Aldehidos 0O GC (hexan_al_];_
p-Valor anisidinas
H
Acidos Carboxilico Valores acidos, valores de saponificacion
OH
Epéidos H. O H HBr-acético titulacion acida;
P W Valor de peréxido
OOH
Hidroperoxidos W Valor de Peréxidos
OH

Hidréxidos W Compuestos Polares Totales

Adaptado De “Lipid Oxidation in food emulsions: Analytical challenges and recent developments”

Ten Klooster et al., 2022, Lipid Oxidation in Food and Biological Systems: A Physical Chemistry
Perspective”, p 10
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La evaluacion temprana de la oxidacién en lipidos se puede hacer también por resonancia
de espin electrénico ERS, evaluando los radicales intermedios formados durante la etapa
inicial de la oxidacién. Este método puede detectar con precisidn los electrones
desapareados de los radicales lipidicos. La dificultad del método es que estos radicales
tienen una corta duracion, es decir una vida media en segundos, ver tabla 4, donde sus
concentraciones son bajas en su estado estacionario. Adicionalmente, se debe asegurar
la homogeneidad de trampa de espin, lo que es complejo en emulsiones secas. Este
método consiste en afiadir trampas de espin, que reaccionan con los radicales libres para
formar aductos radicales mas estables, usando una trampa giratoria como N-terc-butil-a-
fenilnitrona liposoluble (PBN), lo que es comunmente usado para controlar autooxidacion
en los aceites. Como este método puede influir en la oxidacion por medio de la inhibicion,
se debe tener claro que la trampa debe ser adicionada después del proceso de oxidacion;
esto lo hace poco util para detectar de manera temprana la oxidacion, pero puede ser (til
para evaluar las estrategias de antioxidantes en emulsiones O/W (Ten Klooster et al.,
2022).

Tabla 4 Vida media de radicales

Radical libre Vida media
Radical hidroxilo HO: 10°s
Superoxido O2 - _

Ozono O3 _

Radical alcoxilo lipidico LO - 10°s
Oxigeno Singlete 'O, 10°s
Peroxinitrito ONOO - 0.05-1s
Anion nitroxilo NO - 1-10s
Radical hidroperoxilo ROO - 7s

Adaptado “Antioxidants and antioxidant methods: an updated overview”, Gulcin, 2020
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Los compuestos organicos volatiles, como los aldehidos y el hexanal, son analizados con
mayor frecuencia, seguidos por otros compuestos de oxidacién secundaria como alcanos,
alquenos, alcoholes, acidos, cetonas y epdxidos. Estos compuestos organicos son los
responsables del olor a rancio generado por la oxidacion de lipidos, hasta en pequefnas
cantidades presentes en el alimento. Debido a su bajo punto de ebullicion, se deben medir
por cromatografia de gases, con los tres principales métodos, espacio de cabeza estatico
(CG-SHS), espacio de cabeza dinamico (CG-DHS) y extraccion por absorcién en el
espacio de cabeza (CG-HSSE) (Stefani Juncos et al., 2024; Ten Klooster et al., 2022; Vali
Zade et al., 2024)

El uso de fluoréforos es otra técnica utilizada para estudiar la oxidacion en lipidos, ya que
permite monitorear cambios estructurales y localizar eventos de oxidacién. Estos métodos

se describen en la tabla 5 (Ten Klooster et al., 2022).



Tabla 5 Fluoréforos utilizadas para estudiar la oxidacion en lipido
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Objetivo | Fluordforos (excitacidn/emision) nm Estructura quimica
Lipido Rojo Nilo (Zafeiri et al. 2017 ) \
N 0 o}
(A ex 532/ A em 585) [ U,
e
Lipido Azul del Nilo (Yang et al. 2013)
(A ex 633/ A em 660)
Lipido BODIPY 493/503 (Barden et al.2015)
(A ex 488/ A em 515)
Mapeo de | BODIPY 665/676 (Raudsepp et al.2014 )
oxidacion | (A ex 580y 675/
A em 605/635 y 685)
Mapeo de | BODIPY  581/591  C-11 (Banerjee et
al. 2017) o
oxidacion (CHz)yg~ ©OH
(Aex488y561/
A em 500-545 y 570-640)
Mapeo de | DPPP (Mdnica Mosca et al. 2013 ) @
oxidacion | (A ex 352/ A em 380)

Adaptado De ‘“Lipid Oxidation in food emulsions: Analytical challenges and recent developments”

Ten Klooster et al., 2022, Lipid Oxidation in Food and Biological Systems: A Physical Chemistry

Perspective”, p 22



https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR106
https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR104
https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR8
https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR77
https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR7
https://link-springer-com.ezproxy.unal.edu.co/chapter/10.1007/978-3-030-87222-9_1/tables/3#ref-CR71

32

1.4.2 Hidroperoxidos

Los hidroperdxidos son productos resultantes de las etapas de oxidacion primaria de los
acidos grasos, formados por la abstraccion de &tomos de hidrogeno del acido graso,
también son formados por la ruta del radical peroxilo, que cuando se afiade directamente
al doble enlace, forma epoxidos, siendo este dltimo resultante de sustratos
monoinsaturados. La susceptibilidad de los diferentes acidos grasos a la extraccion de
hidrogeno depende de la energia de disociacion de los enlaces C-H, por lo que la presencia
de un doble enlace en el acido graso debilita el enlace C-H en el 4&tomo de carbono
adyacente al doble enlace y facilita la eliminacion de hidrégeno. Esto Ultimo, explica la
estabilidad oxidativa de los sustratos monoinsaturados que son mas resistentes a la

abstraccién de hidrégeno con respecto a los poliinsaturados (Afaf et al., 2003).

Otros compuestos resultantes de la autooxidacion del linoleato de metilo a 37°C son los
mono hidroperoxidos, que contienen una estructura de dieno conjugado (CD). La
descomposicién del hidroperdxido proporciona uno de los procesos mas importantes que
catalizan la oxidacion de lipidos. Una vez que el contenido de hidroperéxido en un sistema
gue contiene PUFA alcanza un valor critico su descomposicién se vuelve significativa y
aumenta la tasa de oxidacion de lipidos. Este valor critico no esta suficientemente claro,
porque algunos autores hablan de 1 — 2 mEg/kg, pero otro autor habla de 18,8 mEqg/kg. En
un modelo cinético de reaccién de formacion de primer orden y una reaccién de
descomposicién de segundo orden, de triacilgliceroles de girasol, se demostrd que, en la
fase de propagacion, la tasa de formacion de hidroperoxido es mayor que la velocidad de
su descomposicion, situacion que se revierte en la etapa de descomposicion, donde la

constante de la velocidad de la reaccion depende de la temperatura (Afaf et al., 2003)



33

1.4.3 Compuestos volatiles, no volatiles y polimeros

En las etapas de oxidacién secundaria se forma una mezcla compleja de productos, que
se forman por las reacciones de descomposicion del hidroperéxido. A la fecha todavia no
se comprende con exactitud los mecanismos de formacién de productos de la reaccién
secundaria como su cinética y su termodindmica, ya que pueden estar mediados por otros
factores que influyen en su formacién como la temperatura, los medios de reaccién y
compuestos antioxidantes y prooxidantes. La mayoria de estos productos de oxidacion
secundaria se forman a partir del radical alcoxi, donde se han identificado productos
aldehidos como el malondialdehido, aldehidos de cadena lineales C3 -C10 y aldehidos 8
insaturados (como el 4-hidroxinonenal y la acroleina). En la figura 10 se exponen algunos

de los productos de la reaccién secundaria (Afaf et al., 2003).

Acido Graso
02

/ Hidroperéxido \
Prod’uFtos Dimeros y Polimeros
Volatiles

Epidioxidos de Carbonilos no Volatiles
Hidroperoxi
Compuesto
Dihidroperéxidos Hidroxi
Compuesto Centonas
epoxXi

Figura 10 Productos de reaccion secundaria -Descomposicion de hidroperdxido. De “The
challenging contribution of Hydroperoxides to the lipid oxidation mechanism”, por Afaf et al., 2003,
Lipid Oxidation Pathways, Kamal-Eldin, 2003, p 10.
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1.4.4 Malondialdehido

Es un producto generado en el proceso oxidativo, por lo que es utilizado como un
biomarcador del estrés oxidativo, el cual se puede expresar en procesos biologicos.
También se ha reportado en varios alimentos, donde su deteccidon sirve para medir los
productos de oxidacion secundaria, o reacciones intermedias de oxidacién lipidica de una
grasa o aceite, sin que sea necesario un aislamiento previo. Esta prueba se correlaciona
bien con la evaluacion sensorial de la rancidez. Para su determinacion se tiene como
referente método oficial AOCS Cd 19-90. Consiste en una técnica de extraccion de liquido
— liquido, con la utilizacién de reactivo acido tiobarbitarico (TBA), seguida de cromatografia
liguida de alta resolucion, con fluorescencia o espectrometria de masas (MS). La técnica
se basa en la reaccion de condensacion producida entre dos moléculas de TBA con una
de malondialdehido en la que se produce un compuesto de color rojo cuya concentracion
se determina espectroscopicamente a 530 nm (Custodio et al., 2020; Palacios, 2015)

1.4.5 Valor de p-anisidina

Este valor indica la cantidad de productos de etapas de oxidacion secundaria de los acidos
grasos insaturados presentes, con formacién de aldehidos (principalmente 2-alquenales)
y cetonas. Esta prueba esté relacionada con la cantidad de radicales libres que inducen la
actividad oxidativa. (Semenov et al., 2019). Se define empiricamente como 100 veces la
absorbancia de una solucion resultante de 1 g de grasa o aceite con 100 ml de reactivo
isooctano/acido acético/ p -anisidina, medida a 350 nm en una cubeta de 10 mm, bajo la
condicién de la prueba después de la correccidn para la muestra en blanco, la reaccién de
aminacién reductora entre el grupo amino de la p -anisidina (p -metoxianilina) y el grupo

carbonilo del alquinal para formar una base de Schiff (Semenov et al., 2019)


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/chemistry/ketones
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1.5 Antioxidantes y sus mecanismos en la oxidacion de

lipidos

Un Antioxidante se define como cualquier sustancia que cuando estd presente en
concentraciones bajas, comparado con el sustrato oxidable, retrasa o inhibe
significativamente la oxidacion. También se define como una molécula estable que dona
un electrén a un radical libre para neutralizarlo, retrasando o inhibiendo el dafio celular.
Los antioxidantes pueden ser endégenos como las enzimas antioxidantes anteriormente
descritas en la explicacién de radicales libres, y también estan los no enzimaticos como
lactoferritinas, albimina y ubiquinonas y los antioxidantes externos, que son usados para
interferir en las primeras fases de la oxidacién y son ampliamente utilizados para retardar

la oxidacion de los lipidos en los alimentos (Gulcin, 2020b; Serra et al., 2020).

La seleccién de un antioxidante natural depende de multiples factores, como el perfil de
acidos grasos del aceite, los componentes menores presentes en el aceite y la estructura
y funcionalidad de los propios antioxidantes, razén por la cual es necesario conocer detalle
la estructura y reacciones de los antioxidantes previo a su seleccién (Balagopalakrishna et

al., 1999; Castelo & Torres, 2009; Zhang et al., 2023).

Los mecanismos antioxidantes se fundamentan en tres tipos de inhibiciébn como se explica
en la figura 11, la transferencia de un 4&tomo de hidrégeno, en la transferencia de un Unico

electron, o en la actividad quelante caracteristica de los metales (Serra et al., 2020).
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1. Trasferencia de atomos de hidrogeno (HAT)

OH ruptura

R /H‘E homolitica
+ — = RH
Ar
Ar

2. Trasferencia de un electron (SET)
o Abstraccion de

~ electrones Homo - 0
oy B R™ , H
e
Ar Ar

3. Quelacion de metales de transicion (TMC)

Ligacién
Metal
R ———

Figura 11 Mecanismo antioxidante. De, Especies vegetales como antioxidantes de
alimentos, Serra Bisbal et al., 2020, p 76.
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En la naturaleza, las plantas contienen sus propios sistemas antioxidantes para su
autoproteccion, como los inhibidores fendlicos de ruptura de cadena, que tienen
sustituyentes liberadores de electrones en las posiciones orto y/o para en los anillos
fendlicos y se conocen generalmente como antioxidantes. El proceso de autooxidacion de
la cadena de radicales libres puede retrasarse gracias a los inhibidores preventivos, que
provocan un cambio en el mecanismo y la cinética del proceso (Nedyalka V. & M. Marinova,
2003).

Los antioxidantes mas utilizados en alimentos son capaces de competir con el sustrato por
las especies portadoras de cadena, normalmente presente en la mayor concentracion en
el sistema, como los radicales peroxilo LOOe-. Esta reaccion va a depender del tipo de

radical como se muestra en las ecuaciones 17 a la 24 (Nedyalka V. & M. Marinova, 2003).

Ecuacion 17 Radical perdxido con antioxidante

LOO" + AH —» LOOH + A Es igual hidroperéxido mas el antioxidante en forma radical
Ecuacidn 18 Antioxidante en forma radicalaria con hidroperéxido

A"+ LOOH — AH + LOO Es igual a antioxidantes mas radical peréxido
Ecuacién 19 Antioxidante en forma radicalaria con radical perdxido

A"+ LOO" — A-OOL Es igual al antioxidante unido al radical perdxido
Ecuacion 20 Antioxidante en forma radical - radical

A + A" — productos Es igual productos no radicalarios (aduptos)
Ecuacidn 21 Antioxidante en forma radical - radical libre

A+LH—->AH+ L Es igual al antioxidante mas radical alquilo
Ecuacién 22 Antioxidante con hidroperoxido

AH + LOOH — productos Es igual productos no radicalarios (aduptos)
Ecuacion 23 Antioxidante con Oxigeno

AH + 02 - A" + HO2 Es igual al antioxidante en forma radicalaria mas radical
hidroxilo

Ecuacidn 24 a,b Otras reacciones posibles

a) AOOL — AO" + LO" b) A"+ 02 — AOO'
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Los inhibidores eficientes terminan la oxidacién en cadena de radicales libres atrapando
radicales peroxilo segun las reacciones (14) y (15), la posibilidad de ocurrencia de las
ecuaciones expuestas (Ecuacion 14 ala 21), tienen lugar dependiendo de la estructura del
inhibidor, grado de insaturacién lipidica y de los acidos grasos de los triacilgliceroles.
También dependen de la concentracion del antioxidante, la temperatura del proceso y la
participacion de diferentes microcomponentes en la oxidacion (Nedyalka V. & M. Marinova,
2003)

Los antioxidantes se caracterizan por la generacion de un periodo de induccion (IP), el cual
se define como el grado de oxidacion frente al tiempo. Es por esto, que la eficacia de un
antioxidante se estima en funcion del IP, determinado en unidades de tiempo por el método
de las tangentes y partes de la curva cinética, donde la eficacia representa la posibilidad
de bloquear el proceso radical mediante la interaccion con los radicales peroxilo, que son
los responsables de la duracién de las reacciones. Al aumentar la concentracion de
antioxidantes se provoca un alargamiento del IP. Un ejemplo de esto se puede observar
en la figura 12, donde se muestra el comportamiento del a-tocoferol durante el proceso
oxidativo, y la acumulacién de peroxido durante la oxidacién de triacilgliceroles de manteca
de cerdo (TGL) a 25°C en presencia de a-tocoferol (Nedyalka V. & M. Marinova, 2003)
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Figura 12 Oxidacion de triacilgliceroles de manteca de cerdo. De “Kinetic evaluation of the
antioxidant activity in lipid” por Nedyalka V. & M. Marinova, 2003, Lipid Oxidation Pathway, Pag 98
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1.6 Tocoferol

Los tocoferoles constituyen el grupo de las vitaminas liposolubles, caracterizadas por ser
derivados del nucleo isoprenoide, solubles en lipidos y disolventes organicos. En 1925 se
adopto la letra “E” para nombrar a este factor dietético por su proximidad dentro de la serie
alfabética, a la designacion de la vitamina antirraquitica D, por Evans. El tocoferol es
sintetizado s6lo por organismos fotosintéticos, incluidas todas las plantas, algas y algunas
cianobacterias. Particularmente el a-tocoferol es la forma predominante de la vitamina E
de las plantas superiores, especialmente en sus hojas verdes. Mientras que el y-tocoferol
es la forma mas abundante de las semillas, el B-tocoferol y el &-tocoferol estan presentes
en semillas y hojas, pero en proporciones mas pequefias. En la tabla 6 se exponen las
principales fuentes de tocoferoles (A. Sayago et al., 2007; Sunari¢ et al., 2017; Yang et al.,
2020)

El proceso de biosintesis del tocoferol comienza con la formacién de acido homogentisico
y fitildifosfato, proceso en el cual participan al menos cinco enzimas. Su funcién en las
plantas es proteger las membranas fotosintéticas de la propagacién de la peroxidacion
lipidica y mantener la estabilidad de la membrana, asi como la regulacion del 6xido nitrico
y las tensiones en el desarrollo de la planta (Ali et al., 2022; Sunari¢ et al., 2017; Yang et
al., 2020)
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Tabla 6 Principales fuentes de tocoferoles

Cantidad de tocoferol (mg/100g)

Tocoferol

Fuente mg/100
Avellanas 15
Gérmenes de trigo 14
Girasol 36
Soja 11
Bayas negras 1,2
Tomate 0,5
Canola 27

Kiwi 1,5
Zanahoria 1

Oliva 3,8
batatas dulces 10
Mani 6
Pifiones 9
Nueces 20
Orégano 18
Albaricoque 4
Almendra 26
Especias 38

De, “Tocopherol as plant protector: an overview of Tocopherol biosynthesis enzymes and their role

as antioxidant and signaling molecules”, Ali et al., 2022, pag 20.

El alfa tocoferol es uno de los antioxidantes naturales liposolubles mas comunes, siendo
este el mas activo biolégicamente protegiendo las membranas celulares del dafio
oxidativo. Los compuestos de vitamina E, los tocoferoles y tocotrienoles, tienen gran
importancia en la dieta debido a que s6lo son sintetizados por las plantas; por eso para su
obtencién deben ser introducidos por el consumo de alimentos que lo contengan 0 como

un suplemento nutricional (A. Sayago et al., 2007).

El alfa tocoferol también es bien conocido como antioxidante utilizado en los alimentos,
pero su estabilidad puede ser afectada o reducida en los periodos de almacenamiento
prolongados, generando agotamiento de éste en la matriz alimentaria hasta que se oxida.

De aqui la importancia de conocer los efectos y las reacciones de oxidacién de alfa
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tocoferol y posibles reacciones en la matriz de los alimentos, incluyendo sus potenciales
sinérgicos con otros antioxidantes naturales. Un ejemplo de este potencial sinérgico se
expone en un estudio realizado sobre los antioxidantes palmitato de ascérbico y tocoferol
en reemplazo de TBHQ. En el estudio se analiz6 el perfil oxidativo y la de vida util del
aceite de girasol utilizando el método de temperatura acelerada, asi como los parametros
de calidad del aceite analizado, y como hallazgos importantes del trabajo, se reporta un
potencial sinérgico del tocoferol con el palmitato de ascoérbico, en el que su accion conjunta
puede inhibir eficazmente el proceso de oxidacion del aceite de girasol (Afaf & Lars, 1996;

Arabsorkhi et al., 2023)

La actividad antioxidante de los tocoferoles y tocotrienoles se debe principalmente a su
capacidad para donar sus hidrégenos fendlicos a los radicales libres lipidicos. En previos
estudios de la actividad antioxidante de los tocoferoles, se ha observado un orden relativo
de su actividad in vitro asi: a> 3 > y > 8. Sin embargo, en otra prueba realizada en una
solucion homogénea en diclorobenceno, los tocoferoles obtuvieron un orden inverso & >y
= B > a, cuando se compararon las potencias antioxidantes relativas en grasas, aceites y

lipoproteinas in vitro (Afaf & Lars, 1996; Kulas Elin et al., 2003).

Los tocoferoles no sélo dependen de sus reactividades quimicas absolutas frente al
hidroperéxido y otros radicales libres, sino también de muchas otras posibles reacciones
secundarias. La estabilidad del tocoferol se puede ver afectada por parametros quimicos
y fisicos de un sistema. Por ejemplo, las reacciones secundarias se pueden afectar
drasticamente por las concentraciones de tocoferol, por la temperatura, la luz, el tipo de
sustrato, el disolvente en el cual se encuentra, ademas por otras especies quimicas que

actlan como prooxidantes y sinergias en un sistema (Afaf & Lars, 1996; Kulas Elin et al., 2003).

La degradacion del tocoferol fue estudiada por el autor kamal-Eldin, 2003, en cuatro tipos
de aceites a 240°C, por un tiempo de tres horas, donde se identificé que la diferencia en
la velocidad de degradaciéon del tocoferol estd en funcion de la insaturaciéon del
triacilglicerol (ver figura 13), por lo que se concluye que el a-tocoferol era mas estable en

los aceites de linaza y girasol mas insaturados en comparacion con los aceites de girasol
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y palma mas saturados y de alto contenido oleico. Igualmente se observé en otro estudio
del mismo autor, la influencia de la insaturacién de triacilglicerol en la pérdida de tocoferol
a 240°C, por un tiempo de dos horas, utilizando aceites purificados con diferente
insaturacion de triacilglicerol (aceite de coco, aceite de palma, sebo, aceite de oliva, aceite
de girasol alto oleico, aceite de girasol, aceite de maiz, aceite de soja y aceite de linaza),
con una diferencia considerable en la estabilidad del tocoferol entre los distintos aceites y,
de nuevo, el tocoferol era mas estable en los aceites mas insaturados (T. Verleyen et al.,
2003).

100 - mo:
7 | @1
80 - | %
Z /% B/ 2nh
60 = 7 % f M 3h

A\

AN

N

40

I
M

Tocoferol residual (%)

PO HOSO SFO FSO

Figura 13 Degradacion del a-tocoferol en cuatro aceites vegetales. La concentracion inicial
de tocoferol fue de 1000 pg/g. PO = Aceite de palma, HOSO = Aceite de Girasol de alto oleico, SFO = aceite
de girasol, y FSO = Aceite de linaza. De “Competitive oxidation between a-tocopherol and unsaturated
fatty acids under thermoxidation conditions”, por T. Verleyen et al., 2003, Lipid Oxidation Pathway,
Pag 75.

En un estudio realizado en aceite de pescado, se identificé que el tipo y la concentracion
de tocoferol afectan no sélo a la formacion global de productos volatiles de oxidacién
secundaria, sino también la composicién de este grupo de productos de oxidacion. Durante
la autooxidacion de acidos grasos, los radicales peroxilo cis, trans formados inicialmente,
se transforman en radicales isémeros trans, trans termodindmicamente mas estables. En

el estudio, se observé que concentraciones elevadas de a tocoferol, aumentan la formacién
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de isbmeros geométricos trans, cis, cis-2,4,7- decatrienal en relacién con el isémero trans,

trans, cis en la oxidacion del aceite de pescado (Kulas Elin et al., 2003).

La capacidad donadora de hidrogeno del tocoferol influye en la posterior degradacion
oxidativa de los aldehidos insaturados ya formados, y/o en la descomposicion de los
hidroperéxidos primarios. Un ejemplo de esto se da con el hidroperdxido en presencia de
gama tocoferol, que también puede contribuir a la formacién dirigida de los aldehidos mas
cortos y saturados en estas muestras de aceite pescado. Asi, la tasa relativa esperada de
eliminacion de radicales peroxilo se relaciona con los isémeros cis, trans por los tocoferoles
antes de la isomerizacién a los isbmeros trans, trans. Como resultado a los diversos
productos de isomerizacién de los diferentes tocoferoles, se han relacionado las
diferencias en los olores y sabores caracteristicos de oxidacién. Por ejemplo, se ha
considerado que el isébmero trans,cis,cis 2,4,7-decatrienal, tiene un sabor a pescado o a
higado de bacalao, mientras que el isébmero trans, trans, cis, ademas de un sabor a
pescado menos pronunciado, tiene un sabor dulce, verde, parecido al pepino y al melén.
Es por esto por lo que se cree que el alfa tocoferol, especialmente a altos niveles de
adicion, dirige la formacién de los isbmeros geométricos aldehidicos mas potentes en
sabor y de los aldehidos insaturados en comparacion con sus homélogos delta y gamma
tocoferol (Kulas Elin et al., 2003).

1.6.1 Estructuras y nomenclatura del tocoferol y tocotrienoles

Los tocoferoles y tocotrienoles pueden considerarse con una cabeza cromana (con dos
anillos, uno fendlico y otro heterociclico) y una cola fitilica segun figura 14 a,b (A. Sayago
et al., 2007; Kulas Elin et al., 2003).
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Figura 14 Estructura de tocoferoles y tocotrienoles. De “Estructura de tocoferol y
tocotrienoles” Sayago et al 2007, Revista Journal of food science, 58 (1), pag 75.

Los cuatro tocoferoles tienen colas saturadas y sélo varian en el nimero de sustituyentes
metilo y los patrones de sustitucion en el anillo fendlico, ver figura 14a, mientras que los
cuatro tocotrienoles tienen cabezas cromanicas similares a las de sus correspondientes
tocoferoles, pero contienen tres dobles enlaces aislados en sus colas de fitilo, figura 14b.
Mientras que los tocoferoles sélo existen como fenoles libres, los tocotrienoles pueden
encontrarse de forma natural esterificados. Es asi como la molécula de tocoferol tiene tres
centros quirales en su cola fitilica (2, 4' y 8", lo que hace posible un total de ocho formas

estereoisoméricas posibles (Afaf & Lars, 1996).

1.6.2 Reacciones de tocoferoles

La oxidacion de todos los cromanoles por agentes oxidantes fuertes (p. €j., &cido crémico,
acido nitrico, cloruro férrico, etc.) generalmente dan productos similares, incluyendo
lactonas, quinonas y muchos productos de degradacion. Por otra parte, se ha reportado la
obtencion de diferentes productos de oxidacién en condiciones mas suaves, como las de
la oxidacion de lipidos. El primer paso en la oxidacion de un cromanol es la formacién de
un radical cromanoxilo estabilizado por resonancia. Debido a la donacién del hidrégeno
fendlico a un radical peroxi lipidico, la deslocalizacion de los electrones no apareados
también induce sitios radicales en las posiciones orto y para. En la figura 15 se pueden

observar los productos de autooxidacion del alfa tocoferol. Estas reacciones se pueden dar
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en dos vias, reacciones centradas en el oxigeno, que prefieren las posiciones orto, con la
formacion de productos descritos en la figura 15 y las reacciones centradas en el carbono,
gue en condiciones anaerobias tienden a sumar al oxigeno de crémanos formando aductos
(Afaf & Lars, 1996).
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Figura 15 Autooxidacion del alfa tocoferol. De “La quimica y las propiedades antioxidantes de

los tocoferoles y tocotrienoles” por (Afaf & Lars, 1996), Division of Food Chemistry, Pag 676

Los aductos de hidroperoxido, formados como resultado de las reacciones lipidicas en
etapas de propagacion, no son estables y se degradan a altas temperaturas para formar
radicales alcoxilo, radicales epoxis con radicales centrados en el carbono en la posicién

82, lo que puede generar pérdida en la efectividad del antioxidante (Afaf & Lars, 1996).
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1.6.3 Efectos prooxidante de los tocoferoles

Los compuestos polifenoles pueden presentar efectos prooxidantes o reducir su actividad
en ciertas condiciones, lo que se explica porque el &tomo de hidrégeno donado da como
resultado un radical fenoxilo que puede sufrir reacciones secundarias de naturaleza
prooxidante. Situacion que también ocurre con los tocoferoles, los cuales pueden
comenzar a perder su efectividad antioxidante a medida que su concentracidon aumenta.
En algunos estudios esta pérdida de efectividad se atribuye a los radicales tocoferoxilo
(TO"), que pueden reaccionar reversiblemente con los lipidos no peroxidados, como los
hidroperéxidos, con transferencia de cadena, generando radicales alquilo y peroxilo (ver
Ecuacion 25 a,b). Sin embargo, esta reaccién no explica el 100% de la pérdida de la
efectividad, lo cual se concluyd con estudios de las constantes de la velocidad para esta

reaccion, donde la velocidad de reversibilidad es menor (Afaf & Lars, 1996).

Ecuacién 25 a,b Reacciones posibles de radicales tocoferoxilo

a)TO'+LH— TOH +L",b) TO + LOOH — TOH + LOO

Por otro lado, la presencia de metales de transicion como Fe (ll) y Cu (l), pueden
descomponer los tocoferoles de manera mas rapida que otros metales con estados de
valencias mas altos (ver Ecuacién 26 y 27), por lo que los antioxidantes que reducen los
iones metalicos pueden en determinadas circunstancias actuar como prooxidantes, debido
a que el radical cation a tocoferol y el radical a-tocoferoxilo puede producir a-tocoferil

guinona y otros productos estables (Yoshida et al., 2007)

El cobre (1) con el alfa tocoferol, puede generar radical alcoxilo, cobre + y alfa tocoferol +
Ecuacion 26 Cobre (Il) con el alfa tocoferol

Cu®*+ aT - LO 4+ Cu*+aT*

El alfa tocoferol +, puede generar radicales tocoferoxilo més hidrégeno +

Ecuacion 27 El alfa tocoferol +

aTt - aT + H*
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En este sentido, se espera que el alfa tocoferol descomponga los hidroperéxidos de
manera mas rapida que los otros homologos de tocoferol, debido a su mayor capacidad
de donar hidrégenos, razén por la cual se atribuye su efecto prooxidante a diferencia de
los deméas homologos de tocoferol. Esto es diferente en sistemas biolégicos, donde el alfa
tocoferol actiia como parte de una red antioxidante, donde también participa el acido
ascorbico y otros antioxidantes. Las sinergias antioxidantes entre el alfa tocoferol y el acido
ascorbico, se explica por la regeneracion del radicales tocoferoxilo (T0°), donde es mas
facil la regeneracién por agentes reductores solubles en agua, como lo es el acido
ascorbico, que actla como quelante de metales inhibiendo asi la reaccion en cadena (Afaf
et al., 2003).

En otros estudios se ha identificado que altos niveles iniciales de hidroperoxidos, en
algunos casos, formados por el oxigeno singlete, generan radicales libres y actdan como
prooxidantes de acidos grasos polinsaturados, por lo que, los hidroperdxidos lipidicos con
el alfa-tocoferol se oxidan principalmente a 8a-peroxi-a tocoferonas. En la peroxidacion de
LDL (Lipoproteinas de baja densidad) se ha observado una incapacidad del a-TO’ (radical
alfa toferolxilo) para escapar de la particula, lo que obliga a propagar la cadena radical a
través de su reaccién con los PUFA dentro de la particula. Esto se debe a que los radicales
a-TO’ se localizan lejos unos de otros y su movilidad dentro de la particula LDL es limitada,
lo que impide las reacciones de acoplamiento. Esto se podria eliminar si el &cido ascorbico
estd presente en la fase acuosa fuera de particula LDL (Lipoproteinas de baja
densidad)(Afaf & Lars, 1996) .

1.7 Métodos para medir la capacidad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante de alimentos, bebidas y extractos vegetales, se
han descubierto diferentes métodos, los cuales varian dependiendo de su mecanismo de
reaccion. Algunas de las técnicas mas usadas son, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo),
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma),
y ABTS (2, 2’-Azinobis 3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfonico), las cuales se describen a

continuacion (Gulcin, 2020b).
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1.7.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

La técnica de DPPH se utiliza porque es un método sencillo que no requiere de un
equipamiento sofisticado y porque el reactivo es de facil adquisicion comercial. EI| DPPH
es un radical libre muy estable, que determina la actividad antioxidante por medio del Gnico
electrén del atomo de nitrégeno en DPPH que se reduce a hidracina tomando un atomo
de hidrégeno de los antioxidantes. El radical DPPH tiene un color notablemente estable e
intenso y cuando una solucién de DPPH se mezcla con una soluciéon de una sustancia
capaz de donar un atomo de hidrégeno, este color violeta desaparece, dando como
resultado la forma reducida del radical (DPPH-H), ver figura 16. El cambio de color violeta
a amarillo palido se da como resultado de la reduccién de radicales por transferencia de
atomos de hidrogeno de los antioxidantes, que son donantes de H, lo cual se puede
registrar facilmente mediante espectroscopia UV-vis. Este método da una estimacién del
contenido total de reductores presentes en la solucion de los extractos vegetales, siendo
muy utilizado en sustancias antioxidantes puras, especialmente extractos de hierbas o
compuestos fendlicos. Este ensayo cuando se realiza en alimentos o en células no
demuestra completamente la posible eliminacién de radicales, puede tener interferencias
con otra sustancia que tenga un espectro similar, como es el caso de los carotenoides, por
lo que no explica todos los sinergismos 0 antagonismos en la prueba (Alam et al., 2013;
Gulcin, 2020b)
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Figura 16 Mecanismo DPPH. De “Antioxidantes y métodos antioxidantes: una descripcion

general actualizada”, por Guicin, I, 2020 (p. 689)

1.7.2 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

La técnica de ORAC, que permite medir la actividad antioxidante de alimentos con una
composicion altamente diversa, se fundamenta en apagar radicales peroxilo, por medio de
las moléculas con capacidad antioxidante, lo que indica una inhibicién de la oxidacién. En
esta técnica se utiliza el reactivo radical AAPH® (2,2’-azobis-(2-amidinopropano
hidroclorida) como agente oxidante, que tiene la capacidad de reaccionar con el oxigeno
molecular en soluciones saturadas de aire y también el estandar antioxidante TroloxR (Tx),
gue es analogo de la vitamina E. El reactivo contiene grupos funcionales de R-N=N-R, que
pierden una mol de nitrbgeno generando radicales AAPH®, que luego, al estar en
soluciones saturadas de aire, interaccionan rapidamente con el oxigeno molecular dando
como resultado la sintesis de radicales peroxilo (2ROQ"). Debido al calentamiento, éstos
interactian con las sondas fluorescentes (fluoresceina) generando una transferencia de
hidrogeniones (H), lo que origina productos no fluorescentes (ver figura 17). El radical libre
se mezcla con otro radical peroxilo y por medio de reacciones rapidas se retiran los
radicales de ambos compuestos, generando productos estables. Actualmente el método

esta estandarizado de acuerdo con los parametros establecidos, en la Guia de la OMS
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sobre los requisitos de las practicas adecuadas de fabricacion PAF en términos de

linealidad, precision y exactitud, especificidad y robustez (Zapata & Zapata, 2022)

)
R—N=N—R ——+ N2 + 2RO0"

ROO" + Sonda Fluorescente (FL)—>ROOH + Sonda Oxidada
ROO" + AH—ROOH + A’

ROO™ + A’ ROOA

Figura 17 Mecanismo de reaccién de un ensayo ORAC. De “Método ORAC y su aplicacion
en la determinacion de la capacidad antioxidante de bebidas fermentadas” Zapata & Zapata,
2022.
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1.8 Matrices Oleaginosas en Galletas

Las grasas y aceites son el tercer ingrediente mas importante en la elaboracion de galletas,
siendo primeramente la harina y segundo el azlcar. Las grasas y aceites pueden provenir
de diferentes fuentes, como origen vegetal y de animal. En el caso de los aceites vegetales
se destacan como lo mas usados el aceite de palma, coco, girasol, soya, algodén y en el
caso de origen animal el uso de mantequillas. Las grasas y aceites son usados en la
industria de galleteria porque confieren propiedades especiales en la formulacion de las
galletas, ayudan a la unién de todos los ingredientes, en el amasado actda como lubricante
y rodea la superficie de la harina inhibiendo la creacion de una red cohesiva y extensible
de gluten, ayudan con la retenciéon de gases, la aireacion, la lubricacion, la transferencia
de calor en la masa y la textura deseada en el producto final. La incorporacion de aire
confiere la suavidad, la sensacion en boca y las cualidades estructurales y sensoriales en
productos como las tortas y galletas (Méndez, 2019; Satish Kumar Sharma et al., 2022).

El uso de aceite de palma es un ingrediente comun en la industria alimentaria en multiples
productos de reposteria y panaderia, entre ellos, las galletas, ya que posee ventajas
tecnolégicas frente a otros aceites y grasas, al no aportar sabor y olor, tener menor
tendencia a la oxidacién temprana, y porque mantiene sus propiedades en altas
temperaturas, ademas de aportar texturas mas cremosas a los alimentos. A pesar de estos
beneficios hay tendencias de su sustitucion debido al dafio medioambiental que puede
suponer el cultivo de la palma aceitera, a pesar de las ventajas tecnoldgicas, existe un
movimiento en la industria alimentaria que busca alternativas que permitan reducir el
impacto de su uso, buscando estrategias de sustitucién por otros aceites o grasas mas

sostenibles y saludables (Marcos Hermoso et al., 2023; Siddique et al., 2015).
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En un estudio realizado en Espafia - Salamanca, se identificé que los sustitutos mas
usados en la fabricacion de las galletas que no contenian aceite de palma fue el aceite de
girasol de alto oleico, seguido de la mantequilla. El aceite de girasol de alto oleico se
obtiene de lineas de girasol con una modificacion que lo hace ser mas resistente a la
oxidacién que el aceite de girasol convencional. En otras partes del mundo también
reportan que los aceites mas solicitados para cocinar y comercializar son el aceite de
palma y su fraccién liquida, la oleina de palma, donde también se han trabajado con otros
aceites que puede ser mas baratos para la sustitucion del aceite de palma tales como;
los aceites de soja, semilla de algodon y girasol. La sustitucién busca aceites vegetales
con un mejor perfil de acidos grasos, con mayor cantidad de poliinsaturados en
comparacion con el aceite de palma. (Djikeng et al., 2023; Siddique et al., 2015).

Las mezclas de aceites comerciales tradicionales son una buena opcién para optimizar su
aplicacion. Esta técnica contribuye a la rentabilidad en la produccién y ayuda a conservar
los atributos sensoriales de sabor y aroma de los productos. Actualmente existen muchos
estudios cientificos que exponen las ventajas de nuevos aceites de semillas, o aceites con
perfiles de nutricion mas saludables que el aceite de palma, pero estos aceites son dificiles
de adquirir en el mercado, con bajos volumenes de produccién para suplir las necesidades
de grandes industrias, con costos que impactan el margen de utilidad de los productos.
Adicionalmente,generan una disminucidon en la estabilidad oxidativa, por lo que, las
mezclas de aceites como la palmay el girasol son una opcién cominmente usada, que en
las proporciones adecuadas, puede proporcionar aceites que cumplan con los
requerimientos nutricionales requeridos para obtener un perfil de acidos grasos
equilibrado, mejorando las caracteristicas fisicoquimicas con una posible estabilidad
aumentada durante el periodo de almacenamiento, o cuando se utiliza como procesos de

coccion, fritura y horneo. (Memon et al., 2024).

1.8.1 Aceite de Palma

El aceite de palma es extraido del mesocarpio del fruto de la palma africana de aceite
(Elaeis guineensis), un arbol que se cultiva en climas tropicales. El fruto de la palma es

como una aceituna grande de color rojizo, que tiene una sola semilla tipo nuez, de la cual


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/triolein
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sunflower-oil
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/food-science/polyunsaturated-fatty-acid
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se produce el aceite de palma, que contiene diferentes acidos grasos, ver figura 18. Asi
mismo, se puede obtener aceite de palma de alto contenido en oleicos a partir de la pulpa
0 mesocarpio del fruto de las palmas de materiales hibridos interespecificos (Elaeis
oleifera, Elaeis guineensis), a través de procedimientos de extraccion mecanicos o por
solventes, cuyo perfil de 4cidos grasos se presenta en la figura 19. El perfil de acidos
grasos del aceite de palma se referencia segun la informacion establecida de los acidos
grasos en el Codex Alimentarius, estandar STAN 210-1999 de la tabla 7 (A. Ocampo
Durén, 2024; Dossier, 2023; Resolucion 2154, 2012)

Actualmente, el aceite de palma se registra como el aceite vegetal de mayor volumen de
produccion en el mundo. Segun las estadisticas de la FAO, se espera que para el afio
2050, la produccion de aceite de palma crecera al menos un 40 por ciento, segun el
crecimiento de la poblacion. Los principales productores de aceite a nivel mundial son
Malasia, con el 53%; Indonesia, con el 23,9%; Nigeria, con el 5,3%; Colombia con el 2,4%,
y otros paises con el 13%. En Colombia, Fedepalma reporta que hasta el 2017, su
produccion estuvo en 1,8 millones de toneladas, con un valor estimado de 3,7 billones de
pesos. Este aceite suele venderse en su forma refinada (blanqueado y desodorizado), con
el fin de mejorar sus propiedades organolépticas y aumentar su estabilidad. (Benguechea,
2023; Gonzalez, 2023)
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Figura 18 Perfil de Aceite de palma (Elaeis guineensis). De “Fitoquimicos de aceite de
Palma” por Gonzalez, 2023, Simposio Lipidos, Simposio internacional de ingredientes y aditivos.
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Figura 19 Perfil de Aceite de palma (Hibridos interespecificos Elaeis oleifera, Elaeis
guineensis). De “Fitoquimicos de aceite de Palma” por Gonzalez, 2023, Simposio de Lipidos,
Simposio internacional de ingredientes y aditivos.
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1.8.2 Aceite de Girasol

Se obtiene de las semillas de girasol (Helianthus annuus L) y segun el contenido de acido
oleico que presente, se puede clasificar en alto oleico y en medio oleico. En el primer caso,
deber& contener mas del 75% de acido oleico, como porcentaje del contenido total de
acidos grasos. El aceite de girasol se considera uno de los aceites mas saludables a nivel
nutricional, debido a que contiene acidos grasos esenciales que deben ser suministrados
en la dieta. Ademas, es uno de los aceites de mejor calidad por su composicién de 4cidos
grasos, lo que lo convierte en una muy buena opcién como fuente de lipidos saludables en
los alimentos. El perfil de acidos grasos del aceite de girasol normal, medio y alto oleico,
se presentan en la tabla 7 y se contrastan con el perfil de acidos grasos en otros aceites
(AtlasBig.com, 2024; Molina & Zamora, 2021; Codex, 1999)

Los cuatro mayores productores de aceite de girasol en el mundo se exponen en la figura
20, siendo Ucrania, Federacién Rusa, Turquia y Argentina, los cuatro primeros paises con
mayor produccion y en el caso de argentina con un 6% de las exportaciones a nivel mundial
seguido de los Estados Unidos en el caso de América (AtlasBig.com, 2024,Velasco
Romeo, 2023)
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Tabla 7 Composicion de acidos grasos en aceites de Palma, Girasol y Colza (Canola)

Aceite de
Aceite de  girasol de
girasol contenido
Aceite de  Aceite de  (acido medio de  Aceite de

Acidos Grasos palma girasol oleico alto) acido oleico Colza
C6:0 MD MD ND MD MD
C5:0 MD MD ND MD MD
C10:0 MD MD ND MND MND
C12:0 MD-05 MD-0.1 MND ND MND
C14:0 0,5-2.0 MD-0.2 MD-0.1 ND-0.1 ND - 0,2
C16:0 39,3475 5.0-7.6 2,6-5,0 4,0-5,5 1,56-6.0
C16:1 MD -0.6 MD-0,3 HNO-0.1 ND-0,05 ND - 3,0
C17:0 MD-0.2 MD-0.2 HNO-0.1 ND-0,05 ND - 0.1
C17:1 MD MO-0.1 HNO-0.1 ND-0,06 ND - 0.1
C18:0 3.5-6.0 2765 2,962 2,150 0,5-31
c18:1 36,0-44.0 14,0-39.4 75-90.7 431-71.8 80-600
C18:2 9.0-12.0 48,3-74.0 217 18,7453 11.0-23
C18:3 MD-0.5 MD-0.3 ND-0,3 MND-0,5 5,0-13
C20:0 MD-1.0 0,1-0.5 0,2-0,5 0,204 ND - 3.0
£20:1 MD-0.4 MD-0.3 0.1-0.5 0,2-0.3 3.0-15
c20:2 MD MD ND MND ND - 1.0
Cc22:0 MD-0,2 0,3-1.5 0,5-1.6 0,611 ND - 2.0
c22:1 MD MD-0,3 MD-0.3 MD =20 - 60
C22:2 MD MD-0.3 MD ND-0,09 ND-2.0
C24:0 MD MD-0.5 ND-0,5 0 0,304 ND - 2.0
C24:1 MD MD ND ND ND - 3.0

De Codex STAN 210-1999
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Figura 20 Produccién Mundial de aceite de Girasol. De “Produccion mundial de aceite de
girasol por pais” por AtlasBig.com, 2024.

La Fundacion Espafiola de aceite de palma reporta la composicion de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados de los diferentes aceites vegetales (ver
figura 21), donde los tres primeros aceites vegetales con mayor contenido de insaturados
se encuentran en el orden de aceite de girasol de alto oleico, seguido de aceite de canola
y de colza. Los aceites de girasol de alto oleico, tienen menor estabilidad que los aceites
de canola y de soja de alto oleico, debido a su inestabilidad en altas temperaturas. Los
acidos oleico, linoleico y linolénico como acidos grasos libres, se autooxidan mas
rapidamente que sus correspondientes ésteres metilicos, debido a la accion catalitica de
los grupos carboxilo en la descomposicion de una pequefa cantidad de hidroperéxidos

formados en la etapa inicial de la autooxidacion (Luzaic et al., 2022; Tavadyan et al., 2023).

Para la formacion de radicales libres del &cido oleico y el acido linoleico, se requieren 75
kcal/mol y 50 kcal/mol respectivamente, y las tasas de oxidacion del &cido oleico, &cido
linoleicoy &cido linolénico se han reportado en valores aproximados de 1:12:25,
informacion con la cual se pueden calcular valores de oxidabilidad cuando se caracterizan
los aceites. Estos valores pueden variar dependiendo del estudio, ya que en otros trabajos
hacen referencia a valores cercanos de 1:10,3:21,6, donde se establece la ecuacion 28
(Luzai¢ et al., 2022; Tavadyan et al., 2023).


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/nursing-and-health-professions/oleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/linoleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/oleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/nursing-and-health-professions/linoleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/nursing-and-health-professions/linoleic-acid
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Ecuacion 28 Valor de Oxidabilidad
Cox Valores = [ (C18:1 [%]) + 10.3 x (C18:2[%]) + 21.6 x (€18:3 [%])]/100

En un estudio realizado por Jaldani et al., 2024, el aceite de girasol se clasifico en un orden
medio, segun el grado de oxidacion evaluado por el monitore6 simultaneo de los productos
de reaccion primaria, concentracibn de hidroperoéxidos lipidicos totalesy dienos
conjugados totales (CD), donde se evalué la peroxidacion de aceites de canola, girasol y
oliva a 90 °C. Como resultado de este estudio se obtuvo que el aceite de girasol tuvo los
valores maximos en la constante de la reaccién y significativamente mas altos que los
demas aceites. Lo que es natural en este tipo de aceite debido a su composicion de acidos
grasos altamente inestables, ademas de los componentes antioxidantes menores que no
logran inhibir adecuadamente la peroxidacion. Sobre esta base la concentracién de
hidroperéxidos fue mas alta en el aceite de oliva, luego en los aceites de girasol y por

ultimo en el aceite de canola. (Jaldani et al., 2024a).


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid
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Figura 21 Composicion de acidos grasos saturados, mono y poliinsaturados de aceites

vegetales. De “Fundacion Espariola de aceite de Palma”, por Dossier, 2023
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2. Materiales y Métodos
2.1 Preparacion de Muestras

Se obtuvieron muestras comerciales de aceites vegetales de palma y de girasol sin
antioxidante, a través de un fabricante de grasas nacional. Posteriormente, se realizd una
mezcla del 50% de aceite de palma y 50% de aceite de girasol que posteriormente fue
tratada con diferentes concentraciones de antioxidante alfa tocoferol. Esta mezcla fue
seleccionada previamente a partir del perfil nutricional de formulaciones para galletas tipo
crackers (datos no mostrados por ser de caracter confidencial) y con base la resolucién
2492 del 2022 de Colombia, en cuanto a cantidad de &cidos grasos saturados en producto
terminado. También se considerd el aceite de palma por ser estable a la oxidacion segun
su perfil de &cidos grasos y su bajo costo, se consideré la mezcla con el aceite de girasol
por su gran aporte en acidos grasos insaturados y su alto valor nutricional (Dossier, 2023,
por Gonzélez, 2023, AtlasBig.com, 2024; Molina & Zamora, 2021; Codex, 1999).

Se utiliz6 el antioxidante alfa tocoferol como uno de los antioxidantes mas usados en
alimentos, y por la necesidad de conocer la capacidad antioxidante y la cinética de
oxidacion en una mezcla de aceite de palma y de girasol utilizadas como materia prima
para la elaboracion de galletas, para una futura optimizacion en el proceso de galleteria.
El tratamiento se determin6 con base en la cantidad maxima establecida segun codex stan
192 — 1995, norma general para aditivos alimentarios de tocoferoles en aceites, y con base
en esta cantidad se trabajo concentraciones de alfa-tocoferol del 100%, que corresponde
a 300 ppm, 75%, que corresponde a 225 ppm, 50% que corresponde a 150 ppm y 25% a
75 ppm).
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El antioxidante alfa tocoferol fue suministrado por un proveedor nacional, con una
composicion de DL- alpha tocopheryl acetato al 50%, almidén modificado y di6xido de
silicio como vehiculos. Los demas antioxidantes fueron suministrados por proveedores
importados con una mezcla de alfa tocoferol ademas de sus homdlogos gama y delta
tocoferol, con una concentracién mas alta de gama y delta tocoferol para un total del 33%

de tocoferoles.

2.2 Determinacion del perfil lipidico en las grasas
utilizadas como materia prima para la elaboracion de

galletas

Para determinar el perfil de acidos grasos del aceite de palma y de girasol, se utilizé un
cromatdgrafo de gases 6890N GC acoplado a un detector selectivo MS 5973N y equipado
con un inyector split/splitless (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). La
temperatura del inyector fue de (300 = 1) °C. Las muestras se procesaron afiadiendo 1 ml
0.5 mol-I-1 de hidroxido potasico en metanol a 50 mg de muestra en 1 ml de n-hexano y
posterior agitacion durante 60 segundos, después se neutralizaron con 1 mol-I-1 de HCL y
se centrifug6. Se recogio la capa superior de n-hexano que contenia ésteres metilicos de
acidos grasos, se filtr6 y se inyecté automaticamente (3,0 ul) al cromatégrafo en modo
splitless. En HP-5 MS (5,0 % fenilmetilsiloxano) de 30 m, 0,25 mm de columna (Agilent
Technologies), 0,25 um de espesor de pelicula, y una temperatura maxima de 325°C. Se
utilizé la base de datos NIST 98 (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, Maryland, USA) para identificar los acidos grasos. La cantidad de &cido
grasos se expresan en gramos de acido graso por kilogramo de aceite (Alzate Arbelaez,
et al 2018).

Considerando los resultados de perfil de &cidos grasos de cada aceite, se calcularon los
valores de los acidos grasos oleico, linoleico, linolénico en tres posibles mezclas de aceite
de palma y girasol (60% palma y 40% girasol, 50% palma y 50% girasol y 40% palma y

60% girasol), con el fin de verificar en cuél de las tres mezclas se podria llegar a una mayor
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cantidad de contenido de oleico. Adicionalmente se calcula con que mezclas se logra llegar

a medio oleico segun valores establecidos en las normas Codex STAN 210-1999.

Para calcular la tasa de oxidacion de los aceites y las mezclas de los aceites se uso los
valores obtenidos en el perfil de &cidos grasos y el calculo realizado de cantidad de acido
oleico, acido linoleicoy acido linolénico. Con esta informacion se aplicé la formula
propuesto por Tavakoli et al, 2024, ecuacién 25, donde el valor de oxidabilidad calculado
se obtiene por Cox Valores = [(C18:1[%]) + 10.3 x (C18:2[%]) + 21.6 X
(€18:3 [%])]/100. Entre mayor es el valor de oxidabilidad en el aceite o la mezcla de

aceites es mas propenso a oxidarse.

2.3 Determinacion de la concentracion de alfa tocoferol

(Vitamina E) en el antioxidante

La cuantificacion del alfa tocoferol presente en el antioxidante comercial, se realiz6 por
medio de un estudio en una cromatografia de gases con detector selectivo de masas GC-
MS, la muestra se diluyé en hexano y luego se inyect6 directamente al GC-MS para una

identificacion cuantitativa del componente.

2.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

2.4.1 Determinacion de la actividad eliminadora de radicales
DPPH:

Este procedimiento se realizé utilizando 10 pl del extracto y 990 pl del radical DPPH en
solucion de octanaje (20 mg-I-1). Después de 0,5 h de reaccién a temperatura ambiente

en la oscuridad, la absorbancia fue leida en 517 nm. Para la muestra estudiada, el


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/oleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/oleic-acid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/nursing-and-health-professions/linoleic-acid
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porcentaje de inhibicion de la concentracidén de radicales fue calculado y los resultados se

expresaron como TEAC pmol Trolox/ 100g de aceite (Alzate Arbelaez, et al 2018).

2.4.2 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

Se preparé un volumen de 3 ml de la siguiente solucion: 21 ul de una solucion de
fluoresceina de 10 pmol*1_1 solucion de fluoresceina, 2899 pl de 75 mmol* 1~ tampon
fosfato (pH 7,4), 50 pl de 600 mmol*1~" de 2,2-azobis (2-amidinopropano) (AAPH) y 30 pl
de aceite, que se disolvi6 en una solucién de 70 g*1_1de metil-B-ciclodextrina. La
fluorescencia se registr6 en un espectrofluorometro con una multicelda termostatizada
(modelo LS55; Per-kin Elmer, Waltham, Massachusetts, EE. UU). El valor de ORAC se
calculd a partir de una curva de calibracion utilizando Trolox como patrén antioxidante y se
expresdé en micromoles de equivalente de Trolox (TE) por kilogramo de aceite (Alzate
Arbelaez, et al 2018).

2.5 Indice de peroxidos, Compuestos Polares Totales y

TBARS en la mezcla de aceites sin y con antioxidantes

Se caracterizan parametros fisicoquimicos como indicadores de calidad en la mezcla de
aceites vegetales para verificar el estado del proceso de oxidacién. Las variables
evaluadas nos permiten establecer la calidad oxidativa de las grasas y conocer los cambios
generados por las diferentes etapas de la oxidacion lipidica, aplicando las cinéticas para

cada variable (Amorati & Valgimigli, 2018; Zang et al., 2024)

2.5.1 indice de peroxido

El indice de perdxido (PV) se determind mediante el método de la Federacion Internacional
de Lecheria. Este método se basa en la capacidad del peréxido lipidico de oxidar Fe?* a
Fe®*. Se utiliz6 un volumen de 3,5 ml de una mezcla de cloroformo y metanol (7: 3) se agit6

durante 10 sy, posteriormente, se afiadieron 50 pl de una soluciéon de FeSO. (0,144 mol-
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I-1), BaCl; en HCI (0,4 mol-I-1) y 50 ul de una solucién de NH4SCN (0,44 mol-I-1) a 1 ml de
la solucion anterior. Esta mezcla se incub6 durante un periodo de 20 min en la oscuridad
y, transcurrido este tiempo, se determind la absorbancia a una longitud de onda de 510
nm. Los resultados se expresaron en miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de aceite

(Alzate Arbeléez, et al 2018).

2.5.2 Compuesto Polares totales

El contenido de compuestos polares totales (CPT) se determind segun la norma IUPAC
2507 de la IUPAC. Las fracciones polares y no polares se separaron de 100 mg de aceite
disuelto en 2 ml de n-hexano utilizando un cartucho de silice para extraccion en fase sélida
(Sep-pak; Waters, Milford, Massachusetts, EE.UU.). La fraccién no polar se disolvié con
20 ml de hexano: éter etilico (90: 10, v/v), el disolvente y la muestra se retuvo en la
columna. La segunda fraccién (que contenia CPT) fe disuelta en 20 ml de éter dietilico. La
eficacia de la separacion mediante cartuchos de silice se comprob6 mediante
cromatografia en capa fina (placas de gel de silice 60; 5 cm x 10 cm, 0,25 mm de espesor;
Merck) utilizando n-hexano: éter dietilico: acido acético (80:20:1 v/v/v) para el desarrollo
de placas. Se expusieron placas secas a vapor de yodo para visualizar la separacion de
dos fracciones. Los disolventes se eliminaron a presion reducida en un evaporador
rotatorio y se pesaron ambas fracciones. Los resultados se expresaron en gramos de

compuestos polares por kilogramo de aceite (Alzate Arbelaez, et al 2018).

2.5.3 Analisis de TBARS

El producto final de la peroxidacion lipidica, el malonaldehido (MDA), reacciona con el
acido 2-tiobarbiturico (TBA) para producir un complejo fluorescente que puede ser medido
500 excitacion nm y 520 nm longitudes de onda de emision. La fluorescencia se leyo en
un espectrofluorémetro LS-55. Se utilizaron volimenes de 80 ul de &cido tricloroacético
(TCA, 10 g-1-1) y 160 pl de TBA (60 g-1-1) a 500 pl de aceite donde se adiciona 500 pl de
aceite. Esta mezcla se incubé durante un periodo de 20 min a 90 °C y, a continuacion, se
sumergié en agua fria durante 10 min. Tras este periodo, se afiadieron 600 ul de butanol.

Se agitd la muestra y se tomaron las respectivas mediciones. Los valores de sustancias
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reactivas TBARS se expresaron como milimoles de malondialdehido por kilogramo de
crudo utilizando una curva de calibracion con MDA como patrén (Alzate Arbelaez, et al
2018).

2.5.4 Estabilidad Oxidativa de la mezcla de Aceites siny con

Antioxidantes

La estabilidad oxidativa de los aceites y la mezcla se determin6 en el equipo Oxitest Test
Reactor Velp Scientifica, (Usmate, Milan, Italy). Se trabaj6 a temperaturas de 90°C, 100°C
y 110 °C, con una presion de 6 bares. Los datos obtenidos del equipo vienen dados en el
periodo de induccion IP, que permite predecir la estabilidad del aceite o su vida util a
cualquier temperatura después de aplicado el método de minimos cuadrados (LSM)
(Akcicek et al., 2021; Mora Ruiz et al., 2023)

2.5.5 indice de actividad antioxidante

Con los IP obtenidos en los resultados de la estabilidad oxidativa realizada en el Oxitest,
se calcula un indice de actividad antioxidante (AAl), el cual corresponde a la division de
los valores de estabilidad con y sin antioxidante presente en la muestra evaluada. Este
indice nos permite identificar si hay un efecto o no con la aplicacién de un antioxidante, un
AAIl mayores a uno (>1) indica un efecto protector, un AAl iguales a uno (=1) indica que no
hay efecto protector, y un efecto prooxidante se relaciona con valores menores a uno (<1)
(Banares et al 2022, Suhag, Razem, et al., 2024a).
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2.6 Andlisis estadistico

Los experimentos del perfil de oxidacidn se realizaron por triplicado, la estabilidad oxidativa
por duplicado, excepto en el perfil de acidos grasos y en la variable de compuestos polares
totales, en razén a que, en la técnica aplicada de cromatografia no fue posible hacer
replicas, por lo que, en estos dos casos no fue posible calcular la desviacion estandar. En
los demas casos se reportan los valores medios y sus desviaciones estandar. Las
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos fueron estimadas a través de
un andlisis de varianza (ANOVA) para las variables evaluadas, con un nivel de significancia
del 95% y prueba de Tukey (p<0.05). Todos los analisis estadisticos fueron realizados

usando el software Minitab V19.
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3. Resultados y discusiones

3.1 Determinacion del perfil lipidico en las grasas
utilizadas como materia prima para la elaboracion de

galletas.

Los acidos grasos presentes en las muestras de aceite de palma y de girasol (acidos
grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados) se reportan en la tabla 8. En los
resultados se encontr6 que el aceite de girasol contiene un total de &cidos grasos
insaturados del 73,1%, los cuales se clasifican en 44,6% de linoleico C18:2 (Omega 6),
28,5% de Oleico C18:1 (Omega 9), y un total de saturados del 26,9%. Por esta razon, y
como se muestra en la Tabla 9, el aceite de girasol es mas susceptible a la oxidacion, ya
gue contiene un alto porcentaje de linoleico C18:2 (Omega 6).

De acuerdo con la clasificacion de los aceites (Codex Stan STAN 210-1999 y resolucién
2154 del 2012 de Colombia), el aceite de girasol evaluado se encuentra dentro de los
rangos de un aceite de girasol normal o estandar en cuanto a su contenido de oleico, ya
gue tiene porcentajes entre 14% y 39,4%. Adicionalmente, segun especificaciones
técnicas, un aceite de girasol debe contener entre 43,1% al 71,8% de acido oleico para ser
clasificado como medio contenido de acido oleico y entre 75% a 90,7% para considerarse
con alto contenido de &cido oleico. Si se compara el contenido de acidos grasos saturados
del aceite de girasol con los reportados en ficha técnica del fabricante (14,9% de saturados)
y con lo encontrado en un estudio previo del aceite de girasol, con 12.3 £ 0.25 de saturados
(Arquero A, 2024), se evidencio una concentracion mucho mas alta que los reportados,
situacion que puede favorecer la estabilidad oxidativa en este estudio, pero desfavorece

los perfiles nutricionales calculados en galletas.

El aceite de palma evaluado contiene un total de acidos grasos insaturados de 52,4%, de

los cuales, el 42,4% es acido oleico C18:1 (Omega 9) y 10,7% acido linoleico C18:2
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(Omega 6), asi como un total de 46,9% de saturados. Este aceite se encuentra dentro del
rango de acidos grasos establecido en el Codex Stan STAN 210-1999 para este tipo de
productos, se encuentra dentro de lo establecido en la ficha técnica del fabricante y en
valores muy cercanos al perfil de aceite de palma (Elaeis guineensis) reportado por
Gonzalez, 2023.

En una mezcla del 60% de aceite de palma y 40% de aceite de girasol; se calculé un
contenido de 37,00% de oleico, ver figura 22. En la mezcla de 50% de aceite de palmay
50% de aceite de girasol, se calcul6 un contenido de oleico en 35,57%, ver figura 23, y en
la mezcla de 40% de aceite de palmay 60% de aceite de girasol se alcanzé un 34,16%,
ver figura 24. Por lo anterior se concluye, que, para llegar a una mezcla con media cantidad
de contenido de oleico (43,1% al 71,8%), con el aceite de palma y aceite de girasol normal,
no seria posible. Se realiz6 otro calculo suponiendo un 99% de aceite de palma donde se
obtuvo un 42,38% de acido oleico, lo que afectaria la cantidad de saturados con un valor
de 46,83%. Para obtener una mezcla de aceites vegetales con media cantidad de &acido
oleico, sin afectar los saturados, es necesario mezclar 40% de palmay 60% de girasol de
medio contenido oleico, el cual deberia tener como minimo 44% de acido oleico desde el

origen.

Tabla 8 Perfil de acidos grasos de los aceites. Se presenta la caracterizacion en
porcentaje de los acidos grasos contenidos en aceite de girasol y palma obtenidos
comercialmente y usados como materia prima para la elaboracién de galletas.

Clasificacion de | Aceite de Girasol Aceite de Palma

Acidos graso Acido graso % Acido graso %
Poliinsaturado Omega 6 — Linoleico | 44,6 Omega 6 - Linoleico 10,7
Monoinsaturados Omega 9 — Oleico 28,5 Omega 9 — Oleico 42,4
Saturados _ 26,9 _ 46,9
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Tabla 9 Valores de Oxidabilidad de aceites y Mezclas. Oxidabilidad calculada a partir de
la cantidad de &cidos grasos oleico, linoleico y linolénico obtenidos del perfil de acidos
grasos del aceite de palma y girasol.

Tipo de Aceite Valor Oxidabilidad
Aceite de Palma 1,45
Mezcla 60P/40G 2,84
Mezcla 50G/50P 3,18
Mezcla 60G/40P 3,52
Aceite de Girasol 6,07
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Figura 22 Perfil de acidos grasos en la mezcla de aceite 60% Palma — 40% Girasol.
Se presentan los porcentajes calculados a partir de la cantidad de acidos grasos oleico,
linoleico obtenidos de la caracterizacion de cada aceite.
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Figura 23 Perfil de acidos grasos de la mezcla de aceite 50% Palma — 50% Girasol.
Se presentan los porcentajes calculados a partir de la cantidad de acidos grasos oleico,
linoleico obtenidos de la caracterizacion de cada aceite.
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Figura 24 Perfil de acidos grasos de la mezcla de aceite 40%Palma — 60% Girasol.
Se presentan los porcentajes calculados a partir de la cantidad de acidos grasos oleico,
linoleico obtenidos de la caracterizacion de cada aceite.
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3.2 Determinacion de la cinética de oxidacién en una
mezcla de aceite de palma y de girasol utilizadas como

materia prima para la elaboracion de galletas.

Con las variables de calidad evaluadas, indice de peréxidos, compuestos polares totales y
TBARS, se aplica la cinética de oxidacion obteniendo el mejor modelo con la cinética de
orden cero, la cual present6 valores de R cuadrado mas cercanos a uno. En la tabla 10 se
puede ver la constante de la velocidad de la reaccion (K), que es igual al valor de la
pendiente de la regresion lineal y su correspondiente R cuadrado. La constante de la
velocidad de la reaccion (K), nos permite ver el cambio de las diferentes concentraciones
en el tiempo y esta directamente relacionada con la velocidad de una reaccion. A mayores
valores de K, més rapida es la reaccion, por el contrario, a menor valor de K, menor es la
velocidad de una reaccién, por lo que, al aumentar la concentracion del antioxidante se
observa que disminuye la velocidad de reaccion de indice de perdxidos, compuestos
polares totales y TBARS (Guo et al., 2024; Jaldani et al., 2024b). La variable que mas
mostr6 cambios con las diferentes concentraciones de alfa tocoferol fue el valor de
peroxidos y los compuestos polares totales, con una disminucién constante. Este mismo
comportamiento se observé en un modelo cinético de reaccion de formacion de primer
orden y una reaccion de descomposicion de segundo orden, de triacilgliceroles de girasol,
en la fase de propagacion realizad por Afaf et al., 2003, donde la tasa de formacién de
hidroperéxido fue mayor que la velocidad de su descomposicién. La variable que presenté
una mejor linealidad cuando se grafican los valores de K son los compuestos polares
totales, con un R? de 0,9243.

Los valores de peroxidos tienen un R? de 0,85y TBARS = 0,61. La pérdida de linealidad a
medida que la concentracion aumento se puede explicar por el comportamiento normal
gue presentan los hidroperoxidos, donde cada concentracion puede obtener un
comportamiento diferente, con un alargamiento de la curva a medida que la concentracion
aumenta, debido al efecto inhibidor del antioxidante, lo que a su vez también afecta el
comportamiento de las reacciones segundarias. Para el caso de los TBARS, donde se

observd menor cambio segun el valor de K y poca linealidad segun el valor R en la gréafica
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de la K, se explica porque los TBARS son los productos de reacciones segundarias, como
este producto fue medio en el mismo tiempo (72 horas), con los productos de las
reacciones primarias, la reaccién no se encontré en su momento de pico en la curva, donde
los valores de K aumentan con mayor normalidad, contribuyendo asi también a su
linealidad. En un estudio de estabilidad oxidativa realizado en emulsiones de Pickering
(Cheng et al.,, 2024), se observé un incremento de esta reaccidn en tiempos mas

prolongados de almacenamiento.

De manera general, la pérdida de linealidad observada en las variables en estudio,
expresada por medio del R cuadrado en tabla 10, pueden ser explicadas por la
metodologia aplicada de mediciones aisladas de cada variable y muestreo intermitente, lo
gue no permiten mantener un flujo de datos continuo para el analisis cinético preciso y
detallado, con la captura de datos en tiempo real para la comprension integral de la cinética
de la oxidacion. Adicionalmente, el analisis de las reacciones de los aceites en diferentes
momentos puede introducir variabilidad debido a la homogenizacién de la muestra, la
diferencia de lotes, fluctuaciones de la temperatura y la exposicion a la luz. Cuando las
reacciones se monitorean en un solo recipiente y con muestreo periédico, se puede
introducir la variabilidad en los datos por los tiempos de almacenamiento de la muestra, o
presentar "efecto de memoria" que puede sesgar significativamente los resultados,
afectando asi la desviacion estandar y la linealidad de los resultados, situacion que es mas
critica en las reacciones de oxidacion, lo que puede introducir sesgos en los resultados
gue influyen en la cinética de la reaccion. (Suhag, Razem, et al., 2024). Los resultados de
la cinética son consecuentes con lo encontrado en un estudio de oxidacion lipidica, de
Osorio |, 2013, y por Ahmadi et al., 2024, en el cual se explica el hecho de que la cinética
de orden cero, permite describir la reaccion de oxidacion de lipidos, (Ahmadi et al., 2024;
Osorio, 2013; Rios et al., 2024).
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Tabla 10 Cinética de variables de Oxidacién. Calculada a partir de la ecuacion de la recta
aplicado un orden cero de la mezcla 50% aceite de palmay 50% aceite de girasol siny
con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150, 225 y 300 ppm en los valores de
perdéxidos, compuestos polares totales y TBARS con su R

indice de peréxido % CPT TBARS
Concentracién de
Antioxidante a-Tocoferol K R2 K R2 K R2
Blanco 0,45 099 0,77 0,97 0,105 0,96
75 ppm 0,26 0,99 049 0,91 0,042 0,90
150 ppm 0,24 0,98 0,33 0,89 0,041 0,92
225 ppm 0,16 096 0,24 092 0,032 0,95
300 ppm 0,14 092 0,116 0,80 0,035 0,92

3.2.1 Evaluacion de indice de peréxidos

Los resultados obtenidos de la evaluacién de indice de perdxido a 80°C, realizados en la
mezcla 50% de aceite de palmay 50% de girasol (descrito en la preparacion de la mezcla)
se muestran en la tabla 11, ademas de los resultados de la cinética de oxidacion del indice
de peroxidos de orden cero (figura 27). Los valores de peroxidos iniciaron en 5 MeqO/kg
de aceite y se observaron en incremento durante las 72 horas del estudio a 80°C. Esto
ocurre en todas las concentraciones de alfa tocoferol y sin diferencias significativas, con
un valor promedio menor en las muestras con 225 y 330 ppm de alfa tocoferol. Valores
similares se encontraron en un estudio de una mezcla de 50/50 de palma y girasol con y
sin antioxidantes, donde los valores iniciales de peréxidos se encontraron entre 5 a 10
megO? /Kg (Djikeng et al., 2023) Comparando los valores de perdxidos con otro estudio,
se observaron mas altos a lo reportado en un aceite de palma a 70°C, donde alas 72 horas
se encontraron en 3,3 MeqO?kg (Espinoza, 2024). También se puede decir que un
comportamiento similar se observa en una cinética del a-tocoferol durante la oxidacién de
triacilgliceroles de manteca de cerdo TGL a 25°C de la figura 12, evaluada por Nedyalka
V. & M. Marinova, 2003, donde al aumentar la concentracién de antioxidantes, se observa

la tasa inhibicion (Espinoza, 2024).
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Con la constante de la velocidad de la reaccion (K) de la tabla 10 y figura 25, se observo
una tasa de disminucién a medida que aumenta la concentracién de antioxidante con
respecto a la muestra sin antioxidante. El alfa tocoferol logré retardar la reaccion de
oxidacién a partir de la concentracién de 75 ppm, ademas se observd que todas las
concentraciones tienen tendencia creciente, lo que indica que los hidroperoxidos se
encontraban en una fase de formacion, sin llegar a fase de caida de la curva. Situacién
gue ocurre en la fase de propagacion de la reaccion lipidica expuesta por Afaf et al., 2003,
por lo que se concluye, que, en todas las concentraciones evaluadas, no se alcanzaron la
fase de descomposicién completa de los hidroperdxidos durante las 72 horas a 80°C, algo
similar se encontré en un estudio de Afaf et al., 2003, donde se reporta que la curva de
descomposicion de los hidroperéxidos inicié en valores criticos de 18,8 MeqO/kg, y a

valores mas altos a medida que la temperatura aumenta.

Al comparar los resultados obtenidos de indice de perdxidos con la norma de Colombia
(resolucion 2154 del 2012), en las primeras horas del estudio, de las cero horas a las seis
horas a 80°C, se alcanzo el valor de indice de peréxidos maximo de la norma en todas las
concentraciones evaluadas (5 MeqO/kg de aceite), y al comparar con la norma
internacional del Codex Stan 210 — 1999 (10 MeqO/kg de aceite), el blanco, la
concentracion de 75 y 300 ppm superan los valores de la norma a las 26 horas; en la
concentracion de 300 ppm a las 32 horas y para la concentracion de 225 ppm a las 54
horas, por lo que se concluye, que la concentracion 225 ppm de alfa tocoferol tardé6 mas

tiempo en alcanzar este limite de la norma.
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Tabla 11 Valores de indice de peroxidos. Determinados de la mezcla 50% aceite de
palmay 50% aceite de girasol sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150, 225
y 300 ppm, con anova, la desviacion estandar y la prueba tukey donde “a” significa que
no presenta diferencias significativas.

indice de peroxido (mEqO2/kg grasa)

Tiempo

(Horas) 0 ppm 75 ppm 150 ppm 225 ppm 300 ppm
0 514+023a 514+023a 5141023 a 514+023a 514+023a
2 53+0,16a 543+036a 479+040a 541+057a 434+030a
6 561+016a 654+036a 6,23+023a 508+057a 484+033a
10 732+018a 6,76+021a 6,38+023a 758+021a 66110462
14 924+018a 7.86+027a 710+025a 842+045a 760 x025a
26 13,18+043a 11370714 962+052a 873+020a 1041+037a
32 1644+023a 1419 £023a 1261+047a 9,78+018a 1133+041a
54 2641+062a 1757x081a 1574+048a 1281+047a 1192+033a
72 3753+161a 2374x059a 22,41+ 0,15 a 178 £058a 1477x043a
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Figura 25 Cinética de Oxidacion de los Per6xidos. Grafica del indice de peréxidos de
orden cero de la mezcla 50% aceite de palma y 50% aceite de girasol sin y con alfa
tocoferol en concentraciones de 75, 150, 225 y 300 ppm.
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La figura 25 permite describir la reaccidén de oxidacion de lipidos, donde se puede observar
gue, no hubo un aumento significativo entre las cero horas y las 26 horas, después de las
26 horas los valores aumentan. Algo similar se reporté en un estudio del efecto del a-
tocoferol y BHT (A), en portadores que contienen a-tocoferol (liposomas, niosomas y
micelas), donde se aumenté significativamente en la formacién de peréxido lipidico durante
el almacenamiento de 14 a 60 dias (Olbinska et al., 2023). La velocidad de la reaccién de
peréxidos de la mezcla de aceites con y sin antioxidantes alfa tocoferol, es coherente con
el mecanismo antioxidante del alfa tocoferol que actia en la etapa de propagacion de la
reaccion de oxidacion de los lipidos de Nedyalka V. & M. Marinova, 2003.

La velocidad de reaccion de los peroxidos de la mezcla de aceites con alfa tocoferol, figura
26, muestra un efecto entre las diferentes concentraciones de antioxidante, con una
disminucion a medida que la concentracion aumenta. Este comportamiento se puede
explicar, por los valores obtenidos en las primeras horas de seguimiento, en los cuales se
obtuvieron valores de peroxidos de 5 MeqO/kg de aceite, valor maximo para aceites
refinados fuera de la planta, ya que aceites refinados en planta debe contener maximo 1
mEqg/kg de aceite. Lo que demuestra que los valores de peréxidos fueron aumentando
durante el tiempo transcurrido entre la produccion del aceite sin antioxidante en fabrica,
hasta la adicion de antioxidante para efectos del estudio, lo que pudo afectar la efectividad
del alfa tocoferol por la cantidad de peréxidos presente inicialmente en las muestras. Efecto
gue aun no es suficientemente claro. Afaf et al., 2003 expone que algunos autores hablan
de 1 — 2 mEq O2/kg de aceite, y otros autores hablan de 18,8 mEqO2/kg de aceite.
Adicionalmente Kamal E, 1996, mostrd que la efectividad del antioxidante alfa tocoferol
puede generar poca efectividad cuando ya se encuentran altos niveles iniciales de
hidroperéxidos debido a que estos pueden actuar como prooxidantes de acidos grasos
poliinsaturados. Igualmente lo expone Kulas Elin., 2003, el cual dice en su estudio que
las altas concentraciones de hidroperéxidos, con altos niveles de a-TOH hace que sea
necesario sustituir algo de a-TOH por y-TOH y/o 6-TOH con el fin de incrementar la eficacia

para reducir la formacion de productos de oxidacion primaria.
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Figura 26 Efectos de la concentracion de antioxidantcinete en la velocidad de la reaccion
de perdxidos. Grafica de los valores K sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75,
150, 225y 300 ppm.

3.2.2 Compuestos polares totales (CPT)

Los resultados de los compuestos polares totales en la mezcla 50% de aceite de palmay
50% de girasol se muestran en la tabla 12. Los valores se observaron en incremento
durante las 72 horas del estudio a 80°C en todas las concentraciones de alfa tocoferol y
sin diferencias significativas, con un menor promedio en las concentraciones de 225 ppm
y 300 ppm. Los resultados de la cinética de oxidacion de los compuestos polares totales
de orden cero se puede ver en la tabla 10 y la figura 27, donde se observa que el alfa
tocoferol si tiene un efecto en la mezcla de aceite. Todos los valores mayores a 24% Yy 27%
de CPT segun la norma de calidad para los aceites y grasas calentados, 1989 de Espafia,
con otras normas internacionales en Europa, no estan dentro de los valores recomendados
de CPT. En el caso de Colombia y en el Codex Alimentario no existe regulacion de CPT,
por lo que se concluye, que, para no superar los valores recomendados segin normas
europeas, la mezcla de aceites 50% de palma y 50% de girasol, con antioxidantes no debe
superar mas de 46 horas con concentraciones de 75 ppm, 54 horas con concentraciones

de 150 ppm y mas de 72 horas para las concentraciones de 225y 300 ppm.
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Tabla 12 Compuestos Polares totales. Determinados de la mezcla 50% aceite de palma
y 50% aceite de girasol sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150, 225 y 300

significativas.

7P}

ppm, con anova y la prueba tukey donde “a” significa que no presenta diferencias

% Compuesto Polares totales

Tiempo
(Horas) 0 ppm 75 ppm 150 ppm 225 ppm 300 ppm
0 550a 5,00 a 5,00 a 5,00 a 7,50 a
2 750a 750 a 6,50 a 6,50 a 8,00 a
4 10,50 a 6,50 a 1250 a 5,00 a 6,00 a
B 13,50 a 8,50 a 8,00 a 5,50 a 5,50 a
8 15,00 a 9,00 a 8,00 a 5,00 a 5,50 a
10 1550 a 10,00 a 7.50a 550a 5,00 a
12 17.00 a 1150a 8,50 a 6,50 a 6,50 a
14 17,50 a 8,50 a 9,50 a 6,50 a 6,50 a
16 17,50 a 8,50 a 9,00 a 5,50 a 6,50 a
18 1950 a 9,00 a 9,50 a 6,00 a 7,00 a
20 2050 a 9,50 a 9,50 a 7.00a 6,50 a
22 2100 a 10,50 a 9,50 a 8,00 a 6,50 a
24 2250a 10,00 a 10,50 a 8,50 a 6,50 a
26 2650 a 1250 a 1200 a 950a 10,00 a
32 3200 a 1750 a 1550 a 10,50 a 1250 a
38 3850a 21,50 a 17,50 a 1450 a 1150a
46 4250 a 28,00 a 2150a 1250 a 1050 a
o4 34 50 a 2650 a 18,50 a 1450 a
2 38,50 a 2850 a 2100 a 1750a
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Figura 27 Cinética de Compuestos Polares. Grafica de orden cero de la mezcla 50%
aceite de palma y 50% aceite de girasol sin y con alfa tocoferol en concentraciones de
75, 150, 225y 300 ppm.

Los resultados de los compuestos polares totales se encontraron ajustados a una cinética
de oxidacion de orden cero, ver figura 28. Al determinar la constante de la velocidad de la
reaccion de compuestos polares totales, ver tabla 10 y figura 28, se puede ver el efecto de
la concentracién del antioxidante alfa tocoferol en la velocidad de la reaccién lipidica de la
mezcla de aceites sin y con antioxidantes en diferentes concentraciones. A partir de estos
hallazgos, se concluye que a medida que aumenta la concentracion del antioxidante alfa
tocoferol, se reducen los compuestos polares en la mezcla de aceites, con un cambio muy

leve en la velocidad de reaccién entre las concentraciones de 225 ppm a 300 ppm.

Los resultados de compuestos polares totales estan de acuerdo con lo reportado por
Ramirez, B et al, 2004, donde la cantidad de compuestos polares de varios aceites de
fritura, incluido el aceite de palma, eran maximo 8% o menos y alcanzaron el 30% después
de 80 horas de fritura. Resultados similares también se reportan en el aceite de girasol, con

un maximo de 5,1% de compuestos polares, siendo las mezclas de aceites vegetales los
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gue presentaron un valor promedio mayor de compuestos polares totales (Ramirez B, et
al., 2012)

K de Velocidad CPT %/Hora

0,9
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R?=0,9243

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Concentracion de Tocoferol

Figura 28 Efectos de concentracion de antioxidante en la velocidad de la reaccion de
Compuestos Polares Totales. Grafica de los valores K sin y con alfa tocoferol en
concentraciones de 75, 150, 225 y 300 ppm.

3.2.3 Analisis del acido tiobarbiturico

Los resultados de los valores de TBARS se muestran en la tabla 13 y la figura 29, donde

se observa diferencias significativas entre los valores de TBARS de la mezcla de aceite

con y sin alfa tocoferol. Siendo el blanco y la concentracion de 300 ppm significativamente

diferente, y sin diferencias significativas entre las concentraciones de 75 ppm a 225 ppm.
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Tabla 13 TBARS. Determinados de la mezcla 50% aceite de palma y 50% aceite de
girasol sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150, 225 y 300 ppm, con anova

y la prueba tukey con diferencias significativas entre a y b.

nmol de MDA/g Aceite

Tiempo

(Horas) 0 75 150 225 300
0 0,74 £0,06a 1,21+0,12ab 1,21 +0,10ab 1,21 +0,05ab 1,21 £0,11b
2 1,28+0,07a 1,66+0,13ab 1,18+0,07ab 1,21 £0,08ab 1,24 £ 0,06b
6 2,36 £0,08a 1,71+£0,06ab 1,57 £0,06ab 1,61+ 0,10ab 1,33 £ 0,06b
10 297 +0,13a 2,23+£0,15ab 1,76 £+0,07ab 1,45%0,12ab 1,40 £ 0,10b
14 3,11+£0,06a 245+0,12ab 1,85+0,15ab 1,54 +0,08ab 1,66 +0,07b
26 457 +021a 3,15+0,12ab 2,77 +0,08ab 2,01 +0,10ab 2,37 £ 0,08b
32 571 £0,04a 3,54 +0,25ab 3,27 +0,14ab 243 +0,13ab 2,85+ 0,10b
54 7.41+£039%9a 4,12+0,25ab 3,66 +0,07ab 3,24 £+0,04ab 3,34 £0,12b
72 8,37+0,17a 4,21+0,25ab 3,94 £+0,21ab 3,24 £ 0,09ab 3,37 £0,12b

nmol de MDA/g Aceite

10

—@—Blanco

20 30

75 ppm

40
Tiempo en horas

150 ppm

225 ppm

50 60

70

=@ 300 ppm

80

Figura 29 Cinética de Oxidacion TBARS. Grafica de orden cero de la mezcla 50% aceite
de palmay 50% aceite de girasol sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150,

225y 300 ppm.
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Los valores de TBARS exhibieron un aumento constante durante el tiempo, donde los
resultados de TBARS se ajustan a una cinética de oxidacién de orden cero. Al determinar
la constante de la velocidad, ver tabla 10 y la figura 29, se puede ver el efecto de la
concentracion del antioxidante alfa tocoferol en la velocidad de la reaccién TBARS, lo que
indica la degradacion de los hidroperéxidos en otros compuestos los aldehidos y cetonas
en la mezcla de aceites con y sin antioxidantes. En las concentraciones evaluadas de alfa
tocoferol, se observa un comportamiento muy similar en todas las concentraciones,

presentando una menor tasa de inhibicién en la concentracion de 225 ppm.

0,1

0,08

0,06 | NC 0 e

.....

0,04
_ —o
y = -0,0002x + 0,0809 AT
0,02 RZ=0,6102 T
0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

K de Velocidad nmol de MDA/g Aceite/Hora

Concentracion de Tocoferol

Figura 30 Efectos de concentracion de antioxidante en la velocidad de la reaccion de
TBARS. Grafica de los valores K sin y con alfa tocoferol en concentraciones de 75, 150,

225y 300 ppm.

Como los compuestos TBARS son el resultado de la reaccion con los productos de la
oxidacion primaria (hidroperoxidos), mas el oxigeno para formar malondialdehido (MDA)
en las reacciones secundarias, es posible que el alfa tocoferol ya no se encontraba lo
suficientemente activo para seguir reaccionando, y asi se aumente la concentracion de alfa
tocoferol, la poca capacidad de autoregeneracion del alfa tocoferol, puede generar una
condicion de proteccion menor, lo que se relaciona con lo encontrado por Afaf & Lars,

1996; Kulas Elin et al., 2003, donde se explica que, los radicales a-TO’, cuando ceden su
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hidrogeno en la etapa de formacién de hidroperoxidos, se le impide las reacciones de

acoplamiento para su regeneracion y continuar la actividad protectora.

3.2.4 Estabilidad oxidativa de la mezcla de aceites sin y con

antioxidantes

Los resultados obtenidos de la estabilidad oxidativa se muestran en la tabla 14, donde se
puede observar el IP medido en meses de cada uno de los aceites y la mezcla 50/50. En
el caso del aceite de palma se obtuvo 22,3 meses, en el aceite de girasol 8,00 mesesy en
la mezcla 50/50 9,58 meses. La mezcla 50% de palmay 50% de girasol, con las diferentes
concentraciones de antioxidante se encuentran entre 4,31 meses a 8,12 meses, siendo la
concentracion de 300 ppm la que mostré una mejor estabilidad oxidativa con un mayor
valor IP.

Tabla 14 Estabilidad oxidativa de aceites y la mezcla con y sin alfa tocoferol N°1.
Obtenidos de la primera muestra de aceites de girasol y palma tratada con alfa tocoferol
a concentraciones 75, 150, 225y 300 ppm.

Aceite Muestra 1 ,
IP Meses DS R

Girasol sin antioxidante 8,00 6,08 0.99
Palma sin antioxidante 22,30 12,20 0.99
Mezcla 50/50 sin antioxidante 9,58 0.67 1,00
Mezcla 50/50 con antioxidante (a-T) 75 ppm 7,22 4,07 1,00
Mezcla 50/50 con antioxidante (a-T) 150 ppm 5,85 1,74 1,00
Mezcla 50/50 con antioxidante (a-T) 225 ppm 4,31 1,00 1,00
Mezcla 50/50 con antioxidante (a-T) 300 ppm 8,12 0,08 1,00

IP: Periodo de Induccién DS: Desviacion estandar. R*2: R Cuadrado

Se determind nuevamente la estabilidad oxidativa en otra muestra de aceite de palma y
girasol sin antioxidante y con 300 ppm de alfa tocoferol y un mix de tocoferoles,
concentracion maxima para aceites segun Codex stan 192 — 1995. En la segunda muestra
se control6 el tiempo de experimentacion (no mayor a dos semanas), donde se obtuvo

165,63 meses para el aceite de palma sin antioxidante y 180,62 meses con 300 ppm de
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alfa tocoferol. Para el aceite de girasol sin antioxidante se obtuvo 0,57 meses y 0,95 meses
con 300 ppm de alfa tocoferol, lo que nos muestra una alta variabilidad oxidativa entre las
muestras de aceites evaluados, posiblemente por la variabilidad del perfil de acidos grasos
de cada lote. Adicionalmente, a la mezcla 50% de palma y 50% de girasol se le aplic
nuevamente una concentracién de 225 ppm de alfa tocoferol con un IP de 7,10 meses sin
antioxidante y 7,35 meses con antioxidante, lo que indica que no presenté cambios

significativos en la estabilidad oxidativa, ver tabla 15

Tabla 15 Estabilidad Oxidativa de aceites y la mezcla con y sin alfa tocoferol N°2.
Obtenidos de la segunda muestra de aceites de girasol y palma tratada con alfa tocoferol
a concentraciones 75, 150, 225 y 300 ppm.

Aceite Muestra 2

IP Meses DS R
Girasol sin antioxidante 0,57 0,25 0,970
Palma sin antioxidante 165,63 17,54 1,000
Girasol antioxidante (a-T) 300 ppm 0,95 0,70 0,986
Palma antioxidante (a-T) 300 ppm 180,62 15,94 1,000
Mezcla 50/50 sin antioxidante 7.105 0,06 1,000
Mezcla 50/50 antioxidante (a-T) 225 ppm 7,354 1,11 1,000
Girasol sin antioxidante 4 16

Girasol antioxidante (Mix-T) 300 ppm
IP: Periodo de Induccion DS: Desviacion estandar. R*2: R Cuadrado

Con los resultados obtenidos en la estabilidad oxidativa de la tabla 14 y 15, se calcula el
indice de la actividad antioxidante, el cual se calcul6 con el IP con y sin antioxidantes segun
Bafiares et al., 2022. En los resultados de la primera muestra se observé que no se
presentd un efecto protector, todos los valores IAA (indice de Actividad Antioxidante) de
las diferentes concentraciones de alfa tocoferol, en la mezcla del aceite 50% de palma y
50% de girasol, se encontraron menores a uno (<1), lo que indica un efecto prooxidante,
ver figura 31. El efecto prooxidante se podria atribuir a los valores de perdxidos de la
muestra (que inicio en 5 Meq O%kg de aceite a 80°C y fueron aumentando en el tiempo
(segun la figura 25), los cuales al ser sometidos a condiciones aceleradas (90°C,100°C y
110°C, a 6 bares de presion), incrementa la reaccién de peroxidos, y posiblemente la
degradacioén del antioxidante sin lograr su regeneracion radical-radical, por lo que no puede
continuar actuando como inhibidor en la reaccién lipidica. Un comportamiento similar se
encontré en un estudio realizado por Afaf et al., 2003, el cual expone que, se espera que

el alfa tocoferol descomponga los hidroperéxidos de manera mas rapido que los otros
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homologos de tocoferol, debido a su capacidad de donar hidrégenos y menor capacidad
de regeneracién, esto a su vez genera un efecto catalizador para la oxidacién de lipidos.
Adicionalmente cuando se compararon los IP de manera independiente a la temperatura
mas alta (IP a 110°C), el alfa tocoferol en el aceite de girasol no mostré un efecto protector,
y en el aceite de palma el efecto fue muy leve con pequefias diferencias en los IP, por lo
gue se concluye que, a temperaturas mayores a 100°C, el antioxidante puede presentar
una menor actividad antioxidante. Una situacion similar se explica por Afaf & Lars, 1996,
donde informa que, los aductos de hidroperoxido, formados como resultado de las
reacciones lipidicas en etapas de propagacion, no son estables y se degradan a altas
temperaturas lo que puede generar pérdida en la efectividad del antioxidante.

2,50
2,00

1,50

1,00

- . . .
0,0D -
Mezcla 50/50 con  Mezcla 50/50 con  Mezcla 50/50 con  Mezcla 50/50 con

antioxidante (a-T) antioxidante (o-T) antioxidante (a-T) antioxidante (o-T)
75 ppm 150 ppm 225 ppm 300 ppm

indice de actividad antioxidante

Figura 31 indice de Actividad Antioxidante Muestra 1. indice calculado con la division de
los valores de estabilidad con y sin antioxidante de la primera mezcla de aceites de
girasol y palma 50/50 tratada con alfa tocoferol a diferentes concentraciones.

En la segunda muestra de aceites, ver figura 32, cuando se trabaja con los aceites
independientes y con 300 ppm de alfa tocoferol, se observa un efecto protector, con valores
mayores a uno (>1), pero con mayor efecto protector en el aceite de girasol comparado
con el aceite de palma y la mezcla 50% de palma y 50% de girasol. Estos resultados son

menores a lo reportado en un estudio de proteccion antioxidante de varios acéitese con
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antioxidantes fenolicos, donde la proteccion de los aceites se report6 de 2 a 4 veces mas

altos de lo esperado (Guo et al., 2024).
3,00
2,50
2,00

1,50 1,67

1,00
1,09 1,04

0,50

indice de actividad antioxidante

0,00
A Girasol con a- A Palma con a- Mezcla 50/50 con a-
Tocoferol 300 ppm Tocoferol 200 ppm Tocoferol 225 ppm

Figura 32 indice de Actividad Antioxidante Muestra 2. indice calculado con la division de
los valores de estabilidad con y sin antioxidante de la segunda muestra de aceites de
girasol y palma con alfa tocoferol a diferentes concentraciones.

El comportamiento de mayor efecto protector del alfa tocoferol en el aceite girasol,
comparado con el aceite de palma, también se explica por T. Verleyen et al., 2003, donde
se identificd que la degradacion del a-tocoferol era més estable en los aceites de linaza 'y
girasol mas insaturados en comparacion con los aceites de girasol y palma mas saturados
y de alto contenido oleico, estudio realizado en cuatro aceites vegetales durante 3 h, a
240°C. Como se mostrd en la figura 32, el efecto protector depende del tipo de aceite
utilizado, por lo que se compara el aceite de girasol anteriormente evaluado con un Mix de
tocoferoles con predominaciéon en gamma y delta en la misma concentracion del alfa,

donde se logré un efecto protector mayor con un IAA de 2,13. Ver figura 33.
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Figura 33 indice de Actividad Antioxidante Muestra 3. indice calculado con la division de
los valores de estabilidad con y sin antioxidante del aceite de girasol con alfa tocoferol y
un mix de tocoferoles a 300 ppm.

El efecto del alfa tocoferol en los estudios de la estabilidad oxidativa y el indice de actividad
(IAA), se pueden explicar con los resultados siguientes sobre la capacidad antioxidantes
identificada en las pruebas de ORAC y DPPH, donde el alfa tocoferol utilizado en el
experimento, mostré menos capacidad antioxidante, comparada con un Mix de tocoferoles,
un resultado similar fue identificado por Rios et al., 2024, en el cual se explica que, el alfa

tocoferol presenta capacidad antioxidante mas baja en aceites comestibles.

3.3 Evaluar la capacidad antioxidante del alfatocoferol por
metodologias como ORAC o DPPH y comparar con otros

tipos de tocoferoles.

En la Tabla 16 se puede ver la concentracion y la capacidad antioxidante de tres tipos de
tocoferol comerciales en presentacion en polvo con un méaximo de 5% de humedad. La
capacidad antioxidante fue medida por la captacion de radicales libres de las metodologias
DPPH y ORAC. El Alfa tocoferol evaluado, es el mismo antioxidante que se aplica en los

estudios de cinética de oxidacidn anteriormente expuesta. En la tabla 17 se observa que



89

las muestras que tienen mezcla de los diferentes homoélogos de tocoferol presentan una
mayor actividad antioxidantes comparando con las muestras que solo tienen alfa tocoferol,
todas las muestras presentan diferencias significativas. Las diferencias de los resultados
se deben posiblemente a que cada proveedor tiene diferentes vehiculos que puede influir
en su capacidad antioxidante, ademas porque los tocoferoles pueden ser obtenidos de
diferentes fuentes, y sus tipos de tocoferol varian segun el fabricante, afectando asi su
capacidad en la matriz del antioxidante. Los resultados obtenidos de capacidad
antioxidante se pueden relacionar con lo encontrado en el estudio realizado por Kulas Elin
et al., 2003, donde se identificé que la actividad antioxidante de las mezclas de tocoferoles
se ve fuertemente afectada por su composicion, igualmente se explica en un estudio
realizado por Olbinska et al., 2023, donde se expone que, el efecto del a-tocoferol depende
de su disponibilidad, de la concentracién y en gran medida de la composicion del sistema.
Adicionalmente en un estudio in vitro de Kamal-Eldin; A & Appelqvist, 1996, de diferentes
tocoferoles, se identificé que en grasas, aceites y lipoproteinas se report6 un orden inverso
al comunmente encontrado (a-TOH > 3-TOH > y-TOH > &-TOH) versus 8-TOH > y-TOH =
B-TOH > a-TOH), lo cual se explica porque el 6-TOH cromanoxilo y y-TOH cromanoxilo
pueden reorganizarse en radicales y ser capaces de capturar radicales de peroxidos
lipidicos en la posicién (5) cinco, ademas de ser el sitio orto para el acoplamiento radical
— radical, lo que es mas complicado para el a-TOH cromanoxilo, donde se identificé que

es mas dificil su acoplamiento radical — radical.
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Tabla 16 Concentracion y capacidad antioxidante del tocoferol. Actividad antioxidante y
concentraciones obtenida por la determinacién de DPPH, ORAC y cromatografia de alfa
tocoferol y un Mix de tocoferoles.

Actividad antioxidante,

Concentracion TEAC (pumol Trolox/ 100g
Muestra de Tocoferoles DPPH (*S,n=3) ORAC (*S,n=2)

Vitamina E (a - Tocoferol)
Lote: 539189 a - T 50% 1451+111a 216,54 £+ 860a
Vitamina E (a - Tocoferol)
Lote: 543911 a - T 50% 16,59 + 091 a 21569 +490a

20% a - Tocoferol
Mix de tocoferoles P1 369992 + 24203 b 486674 +2006,0 b

a-T 4%, B-T 1%, y-T 7%, O-

T 20%

Mix de tocoferoles P2 Total Mix 33% 435374 £ 19679 ¢ 56318,8 + 12762 ¢
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Adicionalmente, se puede observar que, el lote 539189 de una muestra de antioxidante de
alfa tocoferol, con mas de 15 dias de almacenamiento después de abierta, varian en su
concentracion con respecto a la muestra del lote 543911 que fue tomada del paquete
inmediatamente abierto, lo que podria afectar su capacidad antioxidante. La diferencia de
la concentracion en almacenamiento fue similares a la degradacién del a-tocoferol
obtenidos después del tiempo de almacenamiento realizado en un estudio sobre
nanoemulsiones enriquecidas con vitamina E en aceites, con una pérdida de 25 a 40% de
degradaciéon (Maldonado et al., 2023).
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4.Conclusiones

Se logré determinar el perfil de acidos grasos saturados y los insaturados tipo linoleico
C18:2 (Omega 6) y Oleico C18:1 (Omega 9) en los aceites de palma y de girasol utilizados
como materia prima para la elaboracion de galletas. Los dos aceites cumplen con lo
establecido en las normas del Codex Stan STAN 210-1999 y la resolucion 2154 del 2012
de Colombia. Adicionalmente, el aceite de girasol fue méas susceptible a la oxidacion, con
un valor de oxidabilidad significativamente mayor comparado con el aceite de palmay con
las mezclas de ambos. Sin embargo, para llegar a una mezcla mas estable a la oxidacion,
es necesario mezclar 40% de palma y 60% de girasol que como minimo contenga un 44%
de acido oleico desde el origen, porcentaje que no fue alcanzado por el aceite evaluado.

Por otro lado, se determiné la cinética de oxidacion de la mezcla de aceite de palmay de
girasol 50/50 con y sin alfa tocoferol, mediante el seguimiento de los valores de peréxidos,
compuestos polares totales y TBARS, a través del tiempo. En general, se observé una
disminucion en la constante de la velocidad de la reaccion (K), a mayor concentracién de
alfa tocoferol. La tasa de cambio mas acelerada se observé en la velocidad de la reaccion
de los valores de peroxidos y compuestos polares totales, mientras que en los valores de
TBARS, la tasa de cambio fue mas lenta, siendo las concentraciones de 225 y 300 ppm
las mejores concentraciones para inhibir la oxidacién lipidica. En los resultados de
estabilidad oxidativa calculados mediante valores IP para las mezclas de palma y girasol,
no se encontr6 un efecto protector del antioxidante, dando por el contrario un efecto
prooxidante. Sin embargo, en un segundo experimento, al evaluar los aceites de manera
individual, y utilizando una concentracion de alfa tocoferol de 300 ppm si se encontr6 un
efecto protector, siendo mas efectivo en el aceite de girasol con un IAA de 1,67. Un mayor
nivel de proteccion en aceite de girasol, se encontré al evaluar una mezcla de tocoferoles
con predominio de gamma y delta, obteniéndose un IAA de 2,13. Estos resultados fueron
coherentes con la capacidad antioxidante evaluada mediante ORAC y DPPH, donde se
observd que las muestras con mezclas de los diferentes homdélogos de tocoferol, con
mayor proporcion de gamma y delta tocoferol, presentaron una mayor actividad
antioxidante comparada con las muestras que solo tenian alfa tocoferol. Finalmente, este
trabajo representa un aporte significativo para la industria de alimentos ya que permite
conocer el comportamiento de uno de los antioxidantes més comercializados para inhibir

los procesos de oxidacion como lo es el alfa tocoferol, y al mismo tiempo proponer



93

alternativas promisorias, como el mix de tocoferoles para mejorar el perfil oxidativo de los
productos. Adicionalmente, se comprobd que las mezclas de aceites evaluadas permiten
la viabilidad tecnolégica y econdémica de productos de galleteria con perfiles nutricionales
mas saludables.
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5. Recomendaciones

Se recomienda hacer una mezcla con un aceite de girasol con medio contenido de acido
oleico y menos linoleico, donde el aceite de girasol debe contener como minimo 44% de
acido oleico desde el origen. También seria importante considerar la mezcla de un tercer
aceite como el aceite de canola, que segun la composicion de &cidos grasos informada en
el Codex STAN 210-1999 y la Fundacién Espafiola de aceite de Palma, con una
composicion de acidos grasos saturados muy similar al aceite de girasol, con un mayor
aporte de acido oleico, lo que puede ayudar a reducir los valores de oxidabilidad. Esta
recomendacioén se realiza considerando que el aceite de canola es un aceite comercial que
se vende mezclado con el aceite de girasol, por lo que se considera una mezcla facil de

obtener en el mercado de aceites.

Se recomienda hacer un seguimiento mas exhaustivo en el perfil de acidos grasos del
aceite de girasol, en razén a que en este estudio se evidencié que el contenido de acidos
grasos saturados no estaba dentro de los valores reportados en ficha técnica del

fabricante.

Segun los hallazgos identificados en este estudio, se recomienda el uso de tocoferoles con
mas concentracion de y-tocoferol y &-tocoferol, debido a que estos homdlogos del alfa
tocoferol muestran un mejor desempefio antioxidante segun resultados de DPPH y ORAC.
También seria importante considerar hacer un seguimiento por la posible pérdida de la
capacidad antioxidante en la etapa de almacenamiento del antioxidante. En razén a que
se identificé disminucion de la concentracién de antioxidante cuando se compard una

muestra del mismo lote con una diferencia de 15 dias después de abierto.

Posterior a este trabajo se recomienda hacer un estudio en la matriz de la galleta, con la
aplicacion de las mezclas de grasa y adicion de los homadlogos y-tocoferol y &-tocoferol
como antioxidantes, de manera que se pueda observar el comportamiento de la estabilidad

oxidativa en una matriz con otros componentes unidos a la grasa.
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