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RESUMEN

La semilla de Salvia hispanica L. (chia), hierba anual que pertenece a la familia
Labiaceae, posee notables caracteristicas nutricionales. En cuanto al aceite es considerado la
mayor fuente vegetal de acidos grasos de la serie -3 (> 60%), cuyo consumo es esencial para el
ser humano. Las reacciones de oxidacién (autoxidacion y lipdlisis) de los lipidos, que dependen
en gran medida del grado de insaturacion, son causa de disminucion de la calidad nutricional y
sensorial de los alimentos. Los antioxidantes, son sustancias capaces de interrumpir la
propagacién en cadena de radicales libres. Aunque los sintéticos son muy utilizados, su seguridad
ha sido cuestionada promoviendo la investigacion de compuestos naturales. Entre estos, el
extracto de romero (Rosmarinus officinalis L) (ER), reconocido como un aditivo GRAS
(Generally recognized as safe), posee el acido carndsico como componente activo mayoritario. El
derivado liposoluble del &cido ascorbico, palmitato de ascorbilo (PA) es otro ejemplo y tocoferol
(TOC) es el nombre de varios compuestos organicos conformados por fenoles metilados con
actividad vitaminica y antioxidante.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de antioxidantes naturales y sus
combinaciones sobre la estabilidad oxidativa primero en ensayo de oxidacion acelerada
(Rancimat) luego en almacenamiento prolongado.

El aceite fue obtenido con prensa de tornillo helicoidal de acero inoxidable y
caracterizado segun diferentes parametros quimicos. Luego se probaron distintas
concentraciones y combinaciones de antioxidantes (ER, PA, Terbutilhidroquinona (TBHQ),
Acido citrico y TOC) en Rancimat (100°C, 20mL/min de flujo y 3 g de aceite).

Segun los factores de proteccion (horas) obtenidos en Rancimat y los maximos estipulados
por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) se realizé un ensayo de almacenamiento prolongado
(165 dias-25°C-oscuridad) dindmico o sin reposicion para los siguientes tratamientos por
triplicado: dos controles sin aditivar uno en luz y otro en oscuridad, TBHQ (200 ppm), PA (200
ppm), ER (8000 ppm), TOC (200 ppm) y la Gnica combinacion que demostré sinergismo PA +
TOC (200 ppm de c/u). Estos tratamientos se sometieron quincenalmente a los siguientes
andlisis: grado de acidez (GA), indice de perdxidos (IP), dienos conjugados (Kz3;) y trienos
conjugados (kz7o). Adicionalmente a los 165 dias también se midi6: DPPH, tocoferoles,

composicion acidica e indice de Yodo (1Y).


http://es.wikipedia.org/wiki/Compuestos_org%C3%A1nicos
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenol

Tanto el GA como kz70 Se mantienen practicamente constantes durante todo el periodo de
almacenamiento y en la totalidad de los tratamientos. En cambio la dindamica de IP y k23, presento
un comportamiento equivalente: TBHQ, PA y PA + TOC demostraron mayor efectividad en la
proteccion del aceite, no mostrando diferencias significativas entre ellos hasta los 135 dias,
momento a partir del cual la combinacion PA + TOC, se diferencia significativamente de los
otros dos y muestra los valores mas bajos de IP. Por su parte los tratamientos: CO, ER'y TOC no
demostraron buena capacidad antioxidante superando siempre el maximo permitido por el CAA
de IP (15 meqO./Kg). La condicion luminica (CL) ejerce un efecto significativo sobre la
generacion de productos de oxidacién primarios ya que la foto-oxidacion representa una via
importante de generacion de perdxidos cuando la misma sucede en presencia de un
fotosensibilizador adecuado (clorofilas, feofitinas o flavinas). Estas reacciones no presentan un
periodo de induccion apreciable.

Se observo que los pigmentos disminuyen significativamente a lo largo del periodo de
almacenamiento, no existiendo diferencias para los carotenos, entre las condiciones de luz y
oscuridad, pero si para las clorofilas las cuales sufren una reduccion de aproximadamente un 80%
en luz y de un 63% en oscuridad. Por su parte el perfil de acidos grasos y la actividad
antioxidante medida segun DPPH; no se modificaron con el almacenamiento en ambas
condiciones.

El aceite de chia, por su perfil altamente insaturado posee una ventaja nutricional pero
acarrea una desventaja tecnoldgica en cuanto a la estabilidad del producto. Si bien contiene
naturalmente sustancias antioxidantes, cuando se encuentra expuesto a factores como el aire, la
luz y la temperatura se oxida alterando su calidad. En respuesta a esta realidad, se comprobd que,
el efecto protector de la combinacion de los antioxidantes naturales PA y TOC (50:50),
respetando los limites establecidos por el CAA, fue superior al alcanzado con TBHQ.
Constituyendo una alternativa novedosa para la industria aceitera actualmente interesada en estos

aceites no convencionales.

PALABRAS CLAVES: aceite de chia, antioxidantes naturales, estabilidad oxidativa,

conservacion, vida Util.

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS

pg: microgramo

ul: microlitro

pum: micrémetro

AA: Acido Araquiddnico

AA’: Acido Ascorbico

AC: Acido Citrico

a.C: antes de Cristo

AG: &cidos grasos

AGL.: acidos grasos libres

AGMI: &cidos grasos monoinsaturados

AGPI: acidos grasos poliinsaturados

AGPICL.: é&cidos grasos poliinsaturados de cadena larga
ANAVA: Anaélisis de la Varianza

AOCS: American Oil Chemists' Society

°C: grados centigrados

BHA: 3-Terbutil 4-hidroxianisol

BHT: 2,6-diterbutil-4-metilfenol

bh: base humeda

bs: base seca

CAA: Codigo Alimentario Argentino

Cap.: Capitulo

CCD: Cromatografia en capa delgada

CG: Cromatografia gaseosa

CG-MS: Cromatografia gaseosa por espectrometria de masas
CL: Control Luz

cm: centimetros

CO: Control Oscuridad

DHA: Acido Docosahexaenoico

DPA: Acido Docosapentaenoico

DPPH-: radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
DPPHr: DPPH remanente

E: absorbancia a la longitud de onda especifica
E1%: absorbancia especifica en una solucién al 1 % medida en una cubeta de 1 cm de paso
optico

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético
ECNT: Enfermedades cronicas no transmisibles
EO: Estabilidad oxidativa

EPA: Acido Eicosapentaenoico

ER: Extracto de romero

FAO: Food and Agriculture Organization
FDA: Food and Drug Administration

Fig.: Figura

FP: Factor de proteccién

g: gramos

vii


http://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0CDsQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=MIYcU_GyM9KMkAel3IEI&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.62578216,d.dmQ

GA: Grado de acidez

GRAS: Generally Recognized as Safe

h: horas

HPLC: Cromatografia liquida de alta presion
ICTA: Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IP: Indice de peroxidos

1Y: indice de yodo

k2s2: Dienos conjugados

k270: Trienos conjugados

Kcal: kilocalorias

Kg: kilogramo

I: litro

I/h: litros por hora

LA: Acido Linoleico

LNA: Acido Linolénico

LSD: test a posteriori de comparaciones multiples
M: molaridad

m: metros

meq: miliequilvalentes

mg: miligramo

min: minutos

ml: mililitro

ml/min: mililitros por minuto

mm: milimetro

N: normalidad

n: namero de réplicas

ND: No detectado

nm: nanometros

NOA: Noroeste Argentino

NWARP: Northwestern Argentina Regional Project
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

p: nivel de significacion

p/v: peso en volumen

p/p: peso en peso

PA: Palmitato de ascorbilo

PM: peso molecular

ppm: partes por millon

rpm: revoluciones por minuto

R?: coeficiente de regresion lineal

s: segundos

T°: temperatura

TBHQ: 2,5-diterbutil hidroquinona

TI: Tiempo de induccién

Tr: Valores traza

TOC: Tocoferoles

viii



Tabla 1:

Tabla 2:

Tabla 3:

Tabla 4:

Tabla5:

Tabla 6:

Tabla 7:

Tabla 8:

Tabla 9:

Tabla 10:

LISTA DE TABLAS

Acido o-Linolénico como % del total de 4cidos grasos en aceites
vegetales.

Rendimiento de aceite, parametros quimicos y composicion de acidos
grasos del aceite de chia obtenido por prensado en frio.

Acidos grasos mayoritarios presentes en aceites vegetales y los
indices de yodo (1Y) correspondientes.

Contenido de tocoferoles (mg/Kg) en aceites vegetales.

Concentraciones (ppm) de los antioxidantes probados en el ensayo de
de termo-oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20
I/h, temperatura 100°C).

Factores de proteccion (h) de antioxidantes individuales y su
combinacion con ER (Extracto de Romero), obtenidos a partir del
ensayo de termo-oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de
aire 20 I/h, temperatura 100°C).

Factores de proteccion (h) de antioxidantes naturales a 100 y 200 ppm
(ppm) en comparacién con Terbutilhidroquinona (TBHQ) a las
mismas concentraciones, obtenidos a partir del ensayo de termo-
oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h,
temperatura 100°C).

Tratamientos utilizados para evaluar la estabilidad del aceite de chia
en un ensayo de almacenamiento prolongado (luz fluorescente,
intensidad 800 Lux, 25°C).

Coeficientes de regresion y R para los indices de peroxidos (meq
0,/Kg aceite) de los distintos tratamientos utilizados en el ensayo de
almacenamiento prolongado. Ecuaciones de regresion: “y= fo + fix +
Box?donde “y” es la variable dependiente (IP), o es la constante que
indica el valor esperado de “y” cuando “x”=0, “f;” es el coeficiente
de “x” , “ B es el coeficiente de “x*”, “x” es la variable
independiente o regresora (dias).

Parametros quimicos medidos a los 0 y 165 dias en los aceites control
(luz y oscuridad).Valores medios (n=3) + desvio estandar.

20

24

35

39

45

50

57

58



Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:
Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

LISTA DE FIGURAS

Se muestra la planta (a), flor (b), fruto (c) y semilla de Salvia hispanica
Transformacion metabdlica de los acidos grasos de las series ®-9,w-6,
-3.

Esquema de la prensa de tornillo helicoidal utilizada para la extraccion
del aceite.

Distribucidn esquematica del equipo Rancimat (a) y curva de oxidacion
tipica (b).

Esteroles de la fraccion insaponificable del aceite de chia: (a) g-
sitosterol, (b) 4,6-Colestadien-3p-ol y (c) Campesterol.

Reaccidnes de la autoxidacion de lipidos insaturados

Antioxidantes de Tipo I: compuestos fendlicos sintéticos.
Antioxidantes de Tipo Il: quelantes o secuestrantes de metales.
Acido carndsico.

Acido ascorbico y su derivado lipofilico palmitato de ascorbilo.

Estructura quimica de los tocoferoles.

Recta Temperatura (°C) vs. Tiempo (h) para lograr la estimacion del
tiempo de vida util del aceite de chia sin aditivar a 25°C.

Factores de proteccion (h) de Extracto de Romero (ER) a distintas
concentraciones (ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion
mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura
100°C).

Factores de proteccion (h) de Palmitato de Ascorbilo (PA) a distintas
concentraciones (ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion
mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura
100°C).

Factores de protecciébn (h) de Tocoferoles (TOC) a distintas
concentraciones (ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion
mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura
100°C).

1

11

16

25

28

29
30
31
32
32

37

37

40

41



Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Factores de proteccion (h) de la combinacion (50:50) de Palmitato de
Ascorbilo (PA) y Tocoferoles (TOC) y a distintas concentraciones
(ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion mediante el
meétodo Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C).

Factores de proteccion (h) de Palmitato de Ascorbilo (PA), Tocoferoles
(TOC) y de la combinacion de ambos a distintas concentraciones (ppm),
obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion mediante el método
Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C).

Porcentaje (%) de sinergismo entre Palmitato de Ascorbilo (PA) y
Tocoferoles (TOC) a distintas concentraciones (ppm) de cada uno

Evolucién del grado de acidez durante el almacenamiento del aceite de
chia en condiciones de iluminacién (800 Lux) — oscuridad y temperatura
(25 °C) controladas.

Evolucion del coeficiente de extincion especifica (k270, trienos
conjugados) durante el almacenamiento del aceite de chia en
condiciones de iluminacién (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C)
controladas.

Evolucion del coeficiente de extincion especifica (k232, dienos
conjugados) durante el almacenamiento del aceite de chia en
condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 C)
controladas.

Evolucion del indice de peroxidos (meqO2/Kg aceite) durante el
almacenamiento del aceite de chia en condiciones de iluminacion (800
Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.

Evolucion del indice de peréxidos (meqO2/Kg aceite) durante el
almacenamiento del aceite de chia en condiciones de iluminacion (800
Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas de los tratamientos
gue presentaron mejores resultados.

42

43

43

54

54

55

55

56

Xi



INTRODUCCION GENERAL

La Salvia hispanica L., cuyo nombre comln es chia, es una hierba anual de verano
que se desarrolla en clima tropical a sub-tropical, pertenece a la familia Labiaceae y es
nativa del sur de México y norte de Guatemala. La chia tiene una larga historia como
alimento humano; su domesticacién se remonta a los antiguos pueblos mexicanos en el afio
2600 a.C.; junto con el amaranto, los frijoles y el maiz eran los principales componentes de
las dietas de civilizaciones azteca y maya, también utilizada como medicina y para la
elaboracion de pinturas y cosméticos.

Esta hierba alcanza una altura entre 1-1,5 m (Fig. 1a), tiene flores hermafroditas en
espigas terminales (Fig. 1b) que resultan en un tipo de frutos denominados aquenios (Fig.
1c). Sus semillas son ovales de aproximadamente 1,5- 2 mm de largo (Fig. 1d), segun la
variedad pueden ser blancas a negras grisaceas con manchas irregulares en su superficie y
con un rinde de hasta 3000 kg por hectarea, actualmente la mayoria de las plantaciones

tienen un bajo porcentaje de semillas blancas.

El cultivo en la actualidad

Luego del descubrimiento de América, la superficie cultivada de chia disminuyo
marcadamente. Actualmente, en su lugar nativo (México y Guatemala) la especie esta
limitada a unas pocas hectareas con escasas posibilidades de incrementar el area sembrada
debido a factores sociales y politicos entre otros. Sin embargo, teniendo en cuenta sus
caracteristicas nutricionales sobresalientes, se ha comenzado a cultivar en diferentes paises
en forma regular. En 1991 se comenz6 a plantar chia en el norte de Argentina, en las
provincias de Salta, Tucuman y Catamarca en el marco del proyecto Ilamado

“Northwestern Argentina Regional Project” (NWARP). Dicho proyecto fue una iniciativa



conjunta de organizaciones publicas y privadas estadounidenses y argentinas cuyo objetivo
fue identificar y llevar a la produccion comercial nuevos cultivos industriales que pudieran
diversificar la produccion agricola e incrementar los beneficios de los productores en el
noroeste argentino (NOA) (Coates & Ayerza 1996). Asimismo, el proyecto se proponia
encontrar una fuente natural sustentable de acidos grasos w-3 para reemplazar al aceite de
pescado y algas marinas (Crettaz 2006).

La migracion del cultivo al norte, desde Catamarca a la provincia de Salta donde
hoy se concentra la mayor produccion, tuvo lugar gracias a las condiciones climaticas,
principalmente al factor heladas, ya que la planta tolera muy bien la sequia y suelos con
baja 0 mediana fertilidad, no asi las heladas tempranas. EI NWARP también introdujo la
chia en el Valle de Cauca en Colombia y en los desiertos costeros de Peru, pero por
problemas asociados a las fuertes lluvias y los costos de produccion del agua de riego
respectivamente, se abandono el cultivo en estas areas (Ayerza & Coates 2006). En este
contexto, técnicos del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Salta
impulsaron y acompafiaron a los productores del NOA para que opten por esta “alternativa
productiva complementaria” demandada principalmente por Estados Unidos, Japon y
Europa (Gimenez 2012). En la campafia que comenzé en enero de 2013, la superficie de
cultivo en Salta ascendié a 50.000 hectareas y un 80% de la produccion estaria destinada

principalmente a la exportacion (Saravia Olmos 2012).

Composicién nutricional de la semilla de chia

La semilla de chia contiene alrededor de un 32% de materia grasa; 27,7% de fibra,
21,1% de proteinas y 4,8% de cenizas (Ayerza 1995; Ixtaina et al 2008; 2011; Ayerza &
Coates 2004, 2011). Es una fuente completa de proteinas no sélo por su contenido, alto
respecto a otras semillas comestibles, sino también en cuanto a su composicién de
aminodcidos siendo nueve de ellos esenciales para el hombre. Por otro lado, las proteinas
de las semillas de chia, a diferencia de las del trigo, avena, cebada y centeno, no contienen
gluten. En cuanto a los micronutrientes, son una fuente de vitamina A y del complejo B,
aporta hierro, calcio, zinc, potasio, magnesio, cobre y fésforo y no posee compuestos anti-
nutricionales ni téxicos (Ayerza & Coates 2006). Resulta interesante destacar que esta

semilla es una importante fuente de antioxidantes, entre los cuales se pueden mencionar, el



acido clorogénico, el &cido cafeico, la miricetina, la quercetina y el kampeferol (Reyes-
Caudillo et al 2008).
Los lipidos, componentes mayoritarios de la semilla de chia (32-39%), seran

tratados en el apartado siguiente dado la importancia de los mismos en el presente trabajo.

Los Acidos Grasos Poliinsatutados y su importancia en la salud

La riqueza nutricional de la chia la convierte en un ingrediente ideal para incorporar
en productos de panificacion, barras energéticas, suplementos dietarios, preparaciones
culinarias y como complemento en la dieta de aves de corral y rumiantes con el fin de
aumentar en sus productos (leche, carne y huevos) el contenido de &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) (Ayerza & Coates 2000; 2001; 2002; Woods & Fearon 2009). El
aceite de chia es considerado la mayor fuente vegetal de &cidos grasos de la serie ®-3
conocida hasta el momento (mas de un 60% de a-Linolénico) si se lo compara con los
aceites vegetales tradicionales (Tabla 1). Teniendo en cuenta que, el requerimiento diario
de acido a-Linolénico para individuos normales es un 0,5% de las calorias totales (2000
Kcal), puede estimarse que el consumo de no méas de 5 g de semillas de chia por dia cumple

con el requerimiento diario de este acido graso esencial.

Aceite % Acido Linolénico
Chia >60 %
Linaza 57 %

Nuez 15,2 %
Canola 8,8 %

Soja 7,6 %

Maiz 1,2 %
Girasol 0,8 %

Oliva 0,7 %

Tabla 1: Acido a-Linolénico como % del total de 4cidos grasos en aceites vegetales.



La esencialidad de los AGPI, descripta por primera vez por los esposos Burr (1929)
y reafirmada luego por un famoso estudio de los daneses Dyerberg & Bang (1978) sobre la
dieta de esquimales y el riesgo reducido de esta poblacion en contraer enfermedades de tipo
cardiovascular, esta determinada por la imposibilidad que tienen los mamiferos para
sintetizar estos &cidos grasos.

Los vegetales terrestres y marinos pueden sintetizar AGPI a partir de precursores
mas simples, los peces y otros animales marinos pueden elongar y desaturar AGPI y
transformarlos en Acidos Grasos Poliinsaturados de Cadena Larga (AGPICL). Los
mamiferos por su parte, tienen la capacidad de elongar y desaturar acidos grasos para
transformarlos en AGPICL, pero s6lo a partir de ciertos precursores presentes en la dieta
(Fig.2). Tal es el caso del acido linoleico (18:2, LA) que pertenece a la serie o-6 y que da
origen, entre otros, al &cido araquidonico (20:4, AA), que es a su vez un importante
precursor de eicosanoides del sistema paracrino. Por su parte el acido linolénico (18:3,
LNA) que pertenece y da origen a la serie -3, permite la formacion de tres importantes
AGPICL.: el &cido eicosapentaenoico (20:5, EPA), el acido docosapentaenoico (22:5, DPA)
y el acido docosahexaenoico (22:6, DHA).

Es importante mencionar que la conversion de LNA a EPA y DHA es de un 6% y
3,8% respectivamente, cuando se recibe una dieta principalmente constituida por grasa
saturada, si se incrementa el consumo de AGPI ®-6, esta conversion se reduce en un 40%-
50% (Gerster 1998), esto puede deberse a la competencia que existe por la enzima delta-6-
desaturasa que cataliza la primera reaccion de ambas series (0-6 y o-3) (Valenzuela et al
1999) (Fig.2). A pesar de que se supone que la conversion de LNA a AGPICL es baja, un
estudio reciente (Welch et al 2010) demostro que si bien la ingesta directa de EPA y DHA
en vegetarianos estrictos y veganos es nula, la relacion precursor-producto fue mayor en
estos Ultimos que en aquellos consumidores habituales de pescado, esto podria demostrar
una adaptacion del organismo que determina un aumento de la conversion de LNA a EPA 'y
DHA.

Los beneficios a la salud que brindan estos AGPICL, incorporados a la dieta
directamente o mediante los precursores mencionados, son muchos y variados. Se
reconocen los beneficios en cuanto a la prevencion de enfermedades cardiovasculares,

reduccion del riesgo de infarto, del grosor arterial, de la presién sanguinea y del contenido



de triglicéridos (Ayerza & Coates 2005), a la proteccion contra las arritmias y la taquicardia
ventricular, también en cuanto a la salud mental, ya el DHA es un acido graso esencial en la
formacion de las membranas y en la funcion del tejido nervioso y visual, a su vez cumple
importantes funciones regulatorias en el sistema inmunolégico (Galli & Marangoni 2006;
Fereidoon 2009) . En adicién, pueden tener un efecto positivo para pacientes con diabetes
tipo 1l y con trastornos inflamatorios, tales como la artritis. También se ha demostrado que
resultan importantes para el tratamiento de la depresion, la esquizofrenia y los problemas de
memoria que caracterizan a enfermedades como el mal de Alzheimer y la demencia (Peet &
Stokes 2005; Mazza et al 2007). En mujeres embarazadas y en periodo de lactancia se
recomienda un consumo adecuado de &cidos grasos w-3 para satisfacer la necesidad del feto
0 lactante en el desarrollo de la retina y el cerebro (Bowen & Clandini 2005).

Debido a cambios en los habitos alimentarios y el modo de vida, las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), son causas cada vez méas importantes de discapacidad y
muerte en los paises tanto en desarrollo como desarrollados y suponen una carga adicional
para los presupuestos sanitarios nacionales (Organizacion Mundial de la Salud 2003). De
ahi el desafio y la obligacion de la industria alimenticia de generar productos que

beneficien la salud y promuevan una alimentacion saludable.
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Figura 2: Transformacion metabdlica de los acidos grasos de las series ®-9,m-6 y ®-3.
(Fuente: Valenzuela et al 1999).
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Chia vs. otras fuentes de ®-3

En la actualidad, existen en el mercado diversos productos alimenticios
enriquecidos con &cidos grasos -3, los cuales se obtienen incluyendo en los alimentos para
consumo humano y animal: semillas de lino, de chia, algas marinas, pescado y su aceite . Si
bien, estas cuatro materias primas son las principales fuentes en la naturaleza de &cidos
grasos -3, existen notables diferencias entre ellas en cuanto a factores de mercado como
disponibilidad, uniformidad y precios, composicion quimica y también en cuanto a su
aceptacion de acuerdo a los habitos alimentarios de cada poblacion.

Las fuentes vegetales de AGPI, contienen en promedio una mayor proporcion de -
3 que las de origen marino, ademas un cultivo agricola tiene la ventaja de poder aumentar
la cantidad disponible con relativa facilidad, de acuerdo a los requerimientos del mercado.
Por otro lado, una de las desventajas principales del pescado como alimento es que su
consumo se encuentra dentro de las causas mas comunes de alergias alimenticias (Hansen et al
1997; Madsen 1997) por lo que su incorporacion a la dieta se encuentra limitada en muchas
personas. A su vez, la aceptacion de las algas, el pescado y sus derivados implica cambios
en habitos alimentarios muy arraigados a las culturas que no son simples de modificar, y
que se relacionan con la historia y la geografia de las poblaciones no s6lo con sus
preferencias subjetivas. Otra consideracion acerca de los aceites de pescado es que
contienen colesterol puesto que son productos animales y solo el proveniente de la especie
conocida como menhaden ha sido calificado como seguro (GRAS, Generally recognized as
safe) por la Food and Drug Administration (FDA), status que acredita que un alimento o
aditivo es seguro para la salud humana. Finalmente, resulta oportuno destacar que, las
reservas mundiales de peces estan disminuyendo debido a la pesca excesiva y a la polucion
de las vias acuaticas, incluso se ha comprobado que muchos peces para consumo poseen
altas concentraciones de contaminantes como las dioxinas en sus tejidos que son
acumulados luego en la grasa corporal de los consumidores habituales (Svensson et al
1991).

Respecto al lino (Linum usitatissimum L.), ha sido fuertemente cuestionado por la
presencia de cianoglicosidos toxicos (linamarin) y factores antagonicos de la vitamina B6
(Vetter 2000). El aceite de lino esta prohibido para consumo humano en Francia y limitado

en Alemania y Suiza, por su parte en los Estados Unidos no se encuentra aprobado por la



FDA. Ninguno de los factores toxicos ni antinutricionales del lino, o cualquier otro factor
adverso, se han encontrado en las semillas o el aceite de chia, por tal motivo, la FDA no

pone restriccion alguna para su empleo en alimentacion (Ayerza & Coates 2005).

Alteracion de los aceites

La oxidacion de los lipidos alimenticios constituye un grave problema, tanto para los
consumidores como para los fabricantes. Las reacciones de oxidacion motivan una
disminucién de la calidad nutricional y sensorial de los alimentos, debido a pérdidas de
acidos grasos esenciales, actividad vitaminica y color. Ademas, algunos productos de
oxidacion son potencialmente téxicos (Esterbauer 1993; Colles et al 2001; Dobarganes &
Marquez-Ruiz 2003). Estas reacciones que dan como resultado el deterioro de los aceites,
siendo mas vulnerables los méas insaturados, se conocen comunmente como rancidez y
pueden deberse a dos mecanismos: la auto oxidacion o rancidez oxidativa y la lipolisis o

rancidez hidrolitica que seran explicadas con detalle en el Capitulo I1.

Los antioxidantes

Son moléculas o procesos de proteccion fisica capaces de retardar o prevenir el
deterioro asociado a los lipidos. Los antioxidantes quimicos pueden ser de origen natural o
artificial, y sus mecanismos de accion son variados y seran tratados con detalle en el
Capitulo 11. Si bien la mayor parte de los antioxidantes de grado alimentario son sustancias
fendlicas sintéticas, a la luz de las nuevas tendencias en alimentacion, la presencia de estos
aditivos estd siendo cuestionada cada vez en mayor grado. Muchas sustancias naturales,
entre las que se encuentran fenoles simples, acidos fendlicos, carotenoides, antocianinas,
flavonoides y vitaminas, presentan probadas propiedades antioxidantes (Maestri et al 2006).

La eficacia de un antioxidante depende no sélo de sus caracteristicas quimicas sino
también del tipo de sustrato, es decir, sistema lipidico simple o complejo. A su vez, los
antioxidantes muestran diferente grado de eficacia en la proteccién de un alimento si se
encuentran solos o combinados con otros, siendo las combinaciones entre ellos las que
suelen proporcionar una proteccion mas completa que la que se puede alcanzar por los

efectos aditivos de cada uno de ellos por separado. Asi, la mezcla de antioxidantes tiene en



ocasiones una accion sinérgica, si bien en muchos casos su mecanismo de accion se

encuentra sin esclarecer (Fenemma 1993).

Hipotesis

Antioxidantes naturales y/o sus combinaciones estabilizan al aceite de chia, una
matriz sumamente vulnerable a la auto oxidacion debido a su perfil altamente insaturado,
de manera similar a como antioxidantes sintéticos cominmente usados en la industria

aceitera estabilizan a los aceites tradicionales.

Objetivo General
Analizar la eficacia de antioxidantes naturales solos y/o combinados sobre la

estabilidad oxidativa del aceite de chia obtenido por prensado en frio.

Objetivos Especificos

e Objetivo 1: Obtener aceite de chia por prensado en frio, caracterizarlo y evaluar la
calidad quimica del mismo.

e Objetivo 2: Analizar la eficacia de sustancias naturales y sintéticas, solas y en diferentes
combinaciones, sobre la estabilidad oxidativa del aceite de chia mediante oxidacion
acelerada (Rancimat).

e Objetivo 3: Evaluar la conservacion del aceite de chia en condiciones controladas de
almacenamiento prolongado utilizando concentraciones seleccionadas de los
antioxidantes estudiados teniendo en cuenta no solo los factores de proteccion
obtenidos por Rancimat sino también la legislacion vigente en el Codigo Alimentario
Argentino (CAA).



CAPITULO I: CARACTERIZACION DEL ACEITE DE CHIA

Antecedentes

Los aceites vegetales estan constituidos por triglicéridos (95-98%), acidos grasos
libres (0,1-3%) fosfoglicéridos (0,1-3%) y también por una gran variedad de otros
componentes minoritarios, entre los cuales se pueden mencionar: los esteroles, alcoholes
triterpénicos, hidrocarburos, tocoferoles, carotenoides, clorofilas y flavonoides que
componen la fraccion insaponificable.

El aceite de chia conocido como Chiamatl era usado por los antiguos mexicanos
como cosmético y alimento. Actualmente, se comercializa principalmente en forma de
capsulas o en envases de 100-150 mL como un suplemento dietario fuente de acidos grasos
®-3. Existen empresas Argentinas como “Sturla”, “Sol azteca” y “Chiacaps” entre otras,
que se destacan por sus productos en este mercado.

El contenido de aceite en las semillas de chia varia entre 32 y 39% siendo algo
superior en las semillas blancas (Ayerza 1995; Ixtaina et al 2008).

El Cddigo Alimentario Argentino (CAA) en el capitulo XVII (alimentos de
régimen o dietéticos) en el articulo 1381 bis (Resolucion Conjunta SPRel N° 76/2009 y
SAGPyYA N° 391/2009), denomina al aceite de chia como el obtenido de semillas de Salvia
hispanica L. y menciona las siguientes exigencias:
- Aspecto: color amarillo claro, brillante, libre de materiales extrafios e inmiscibles con el
agua.
- Sabor y aroma: Caracteristico del aceite, sabor y olor suave, sin indicios de rancidez u otra
anormalidad en los ensayos organolépticos.
- Acidez libre: menos del 1%
- indice de iodo: 205-215.
- Composicion de acidos grasos determinada por cromatografia en fase gaseosa: acido
miristico (C14:0): 0,04 %; acido palmitico (C16:0): 6,7 %; acido palmitoleico (C16:1):
0,1%; &cido estearico (C18:0): 3 %; acido oleico (C18:1): 7 %; acido linoleico (C18:2):
21% ; &cido linolénico (C18:3): 60 %. Relacion w-6/w-3: 0,35.

Palma et al (1947) fueron de los primeros en analizar quimicamente al aceite de

chia, cuya caracteristica sobresaliente es su alto contenido (> 60%) de acido linolénico,



seguido del &cido linoleico (aprox. 20%), del esteérico (aprox. 6%) y del oleico (aprox.
5%), manteniéndose los demas a niveles trazas (< 0,4%). Este perfil de &cidos grasos, no se
ve afectado por el método de extraccion del aceite (prensado vs solvente) (Ixtaina et al
2011), pero si por las condiciones ambientales de la zona de cultivo (Ayerza 1995; Ayerza
& Coates 2004; 2009). Ayerza & Coates (2011) mostraron que el contenido de &cido
linolénico aumentd a medida que aumentaba la altura de la zona de cultivo, este &cido graso
también varié segun el estado fenoldgico de la planta, disminuyendo de 649 a 499 g/Kg
durante la recoleccion de las semillas (Peiretti & Gai 2009).

Seguln Ixtaina et al (2011), el triglicérido mas abundante es el tLNA oLNA oLNA
(32,8%) seguido del aLNA oLNA LA (20,3%); mientras que el isomero y de los
tocoferoles es el mayoritario. A su vez, evidenciaron que el método extractivo afecta
significativamente los rendimientos en vitamina E.

Los aceites vegetales poseen antioxidantes naturales que ejercen efecto protector
contra la oxidacion lipidica. En el aceite de chia se ha encontrado la presencia de
antioxidantes naturales, tales como flavonoles y polifenoles (acidos clorogénico y cafeico),

pero en menor proporcion que en sus semillas (Taga et al 1984).

Objetivo Especifico
Obtener aceite de chia por prensado en frio, caracterizarlo y evaluar la calidad quimica

del mismo.

Materiales y Métodos

Obtencion del Aceite

Las semillas de chia, previamente humedecidas (ver metodologia a continuacion),
fueron prensadas en una prensa de tornillo helicoidal escala piloto marca Komet (Modelo
CA 59 G) (Fig.3) en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICTA-UNC).
La longitud, total y efectiva, y el diametro interno del barral de la prensa fueron de 7 cm, 3
cm y 3,5 cm, respectivamente y la longitud y didmetro del tornillo de acero inoxidable

fueron de 15 cm y 3 cm. La temperatura de salida del aceite y de la torta o residuo de
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extraccion se controlé mediante un termémetro digital colocado en el orificio de salida
(reduccidn) de la prensa.

Las condiciones de prensado fueron las siguientes: humedad de la semilla 0,11
segun base seca (bs), temperatura de extraccion 30°C, reduccién de la prensa 6 mm y
velocidad de prensado 20 rpm (Martinez et al 2012).
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Figura 3: Esquema de la prensa de tornillo helicoidal utilizada para la extraccién del aceite.

El porcentaje de humedad inicial de las semillas (previamente molidas) fue obtenido
en estufa de vacio a 60°C hasta alcanzar peso constante. La humidificacion de las semillas
a prensar se llevo a cabo segun la metodologia propuesta por Martinez & Vance (2008). El
agua se agrego a la muestra mediante aspersion, luego se colocé en una bolsa de polietileno
con cierre hermético y se almaceno durante 48 h hasta alcanzar el equilibrio. La bolsa fue
sometida a agitacion, a intervalos regulares de tiempo, para asegurar una distribucion
uniforme de la humedad en el material. Antes de ingresar a la prensa, se determind el
contenido de humedad de cada muestra.

Una vez obtenido el aceite, éste fue almacenado en botellas color &mbar a -20°C en
atmosfera de nitrogeno vy, luego fue filtrado utilizando un filtro prensa perteneciente a la
aceitera “Aceites del Desierto” (Rio Cuarto, Cordoba). A una fraccion de este aceite se le

realizaron los analisis quimicos que se detallan a continuacion.
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Métodos Analiticos
Rendimiento de Aceite

El material vegetal previamente molido y secado en estufa (60°C) fue sometido a un
proceso de extraccion continua sélido-liquido en equipo Soxhlet, durante 10 h, utilizando
como disolvente n-hexano (AOCS 1998) y se expreso segun base seca (bs) y base himeda
(bh).

Grado de acidez

Se pesaron 300 mg de aceite aproximadamente y se disolvieron en una mezcla de
3,5 mL de etanol desnaturalizado (1:10 metanol en etanol) y 3,5 mL de éter etilico. Se le
agregaron 3 gotas de solucion etanolica de fenolftaleina (1 % p/v) y posteriormente se tituld
con una solucién de KOH 0,02 N (valorada al momento de ser utilizada) con agitacion
magnética hasta viraje del indicador y persistencia de este color por, al menos, 30 s. El
grado de acidez (GA) se expresd como porcentaje (p/p) de &cido oleico mediante la

siguiente ecuacion:

GA=(V xPM x N)/ (10 x Pa)

Donde:

V: volumen de solucion de KOH utilizados para la titulacién (mL).
PM: peso molecular del &cido oleico (PM: 282).

N: normalidad real de la solucion de KOH.

Pa: peso de aceite (Q).

Indice de peroxidos

Se pesaron 600 mg de aceite y se le agregaron 3mL de una solucion de acido
acetico:cloroformo (3:2 v/v), se agitd vigorosamente hasta disolucién. Se adicionaron 0.5
mL de solucién saturada de KI, se agitd y luego se dejo en reposo en oscuridad durante 1
min. Posteriormente, se agregaron 3 mL de agua destilada y se titularon, agitando
continuamente, con solucion 0,1 N de Na,S,03 hasta desaparicion del color amarillo. Se

adicionaron 0,5 mL de solucion de almidon (1% p/v) y se continué titulando hasta
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desaparicion del color azul. El indice de perdxidos (expresado como miliequivalentes de
oxigeno/kg de aceite) se calculd en base a la siguiente ecuacion:
IP = (S x N* x 1000) / (g de aceite)

Donde:
S = mL de solucién de Na,S,03 consumidos.

* = normalidad de la solucion de Na,S;0;. Cuando se utilizan menos de 0,5 mL de
solucion 0,1 N, se repite la determinacién con solucién 0,01 N o 0,001 N.

Composicidn acidica de los aceites
La identificacion y cuantificacion de acidos grasos de los aceites se llevo a cabo por
cromatografia gaseosa (CG).

Preparacion de la muestra: Los aceites crudos (0,5 g aproximadamente) se saponificaron

con 30 mL de solucion de KOH 1 N en metanol mediante reflujo durante 45 min. El
material insaponificable se extrajo con n-hexano (3 x 30 mL). Los é&cidos grasos
hidrolizados se esterificaron con 50 mL de solucion de H,SO4 1 N en metanol mediante
reflujo durante 45 min. Los ésteres metilicos de los acidos grasos se extrajeron con n-
hexano (3 x 40 mL). La solucion resultante se secé con Na,SO, anhidro, se filtro y

concentrd en evaporador rotatorio a 40 °C.

Anaélisis de &cidos grasos: La mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos se analizé en un

cromatografo de gases (GC Clarus 500, Perkin Elmer) equipado con detector de ionizacion
de llama. La separacion se realizé en una columna capilar de fase Supelcowax-10, de 30 m
de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de fase. Se empled
nitrégeno como gas portador (1 mL/min) y el siguiente programa de temperatura: T° inicial
180 °C, con un aumento de 4 °C/min hasta 240 °C (10 min). Los tiempos de retencion
relativos se consideraron en relacion al del palmitato de metilo y el contenido de cada uno
de los &cidos grasos identificados se expres6 como valor porcentual en relacion al

contenido total de los mismos (Maestri et al 1998).
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indice de Yodo y AGMI/AGPI

Se determino el indice de yodo (1Y) tedrico, que mide el nivel de insaturacion de un
aceite, en base a los valores porcentuales de los &cidos grasos insaturados (Maestri et al
1998) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

I'Y = (% Oleico x 0,899) + (% Linoleico x 1,814) + (% Linolénico x 2,737)

También se determind la relacion de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) sobre
los &cidos grasos polinsatudados (AGPI) segun la siguiente formula:

AGMI/AGPI= (% Palmitoleico + % Oleico) / (% Linoleico + % Linolénico)

Contenido de pigmentos

Se diluyeron en ciclohexano grado espectrofotométrico 7,5 g de aceite hasta un
volumen final de 25 mL. Una alicuota de esta solucién se utilizd para cuantificar la
concentracion de pigmentos carotenoides, mediante la medida de la absorbancia a 470 nm
(correspondiente al maximo de absorcion de la luteina), y de clorofilas (670 nm, maximo de
absorcion de la feofitina), de acuerdo a la metodologia propuesta por Minguez-Mosquera et
al (1991). La concentracion de cada fraccion de pigmentos se obtuvo aplicando la siguiente
ecuacion (Papaseit 1986):

C =[(E x V) I (E1% X P)] x 10000

Donde:

C = concentracion de pigmentos (mg de clorofilas o carotenoides/Kg de aceite).

E = absorbancia a la longitud de onda especifica.

Vs = volumen final de la solucion aceite: ciclohexano (mL).

P = peso de la muestra de aceite (g).

E14 = absorbancia especifica en una solucién al 1 % medida en una cubeta de 1 cm de paso
optico (Eiq feofitina = 613; E;¢ luteina = 2000).
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Coeficientes de extincion especifica: dienos (kzsz) y trienos (kz70) conjugados

Se pesaron 0,15 g (kzs2) ¥y 0,30 g (k27o) de aceite y se colocaron en matraces
aforados de 25 mL completando el volumen final con ciclohexano de calidad
espectrofotométrica. Las soluciones resultantes se homogeneizaron y una alicuota de cada
una se utiliz6 para medir la absorbancia a 232 nm (kzs2) y 270 nm (ka70), utilizando el
disolvente puro como referencia. Cuando los valores de extincion especifica obtenidos no
estuvieron comprendidos en el intervalo entre 0,1 y 0,8 se realizaron nuevas

determinaciones utilizando soluciones méas concentradas o mas diluidas segun corresponda.

k)\=

Donde:

k »= coeficiente de extincion especifica a la longitud de onda A.

A, = absorbancia leida en el espectrofotometro a la longitud de onda A.
c= concentracion de aceite de la disolucion en g/100 mL.

b= espesor en cm de la cubeta.

Estabilidad Oxidativa

Fue determinada mediante el método de oxidacion acelerada por Rancimat (Fig. 4a)
(AOCS Cd 12b-92 e ISO 6886). La muestra se expone a temperaturas entre 50°C y 220 °C
en una corriente de aire de caudal fijo. Los productos de oxidacion ligeramente volatiles (en
su mayor parte derivados del acido formico) se transfieren con la corriente de aire al equipo
donde se absorben en la solucion de medicién (agua destilada). Mediante el registro
continuo de la conductividad de esta solucion se consiguen curvas de oxidacion (Fig. 4b)
cuyo punto de inflexién se designa como tiempo de induccién (TI), el cual se expresa en
horas. En el presente trabajo las condiciones utilizadas fueron: 100°C, flujo de aire de

20mL/min y cantidad de aceite 3 g.
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Figura 4: Distribucién esquematica del equipo Rancimat (a) y curva de oxidacion tipica (b).

Actividad antioxidante (radical DPPH)

El radical DPPH presenta un pico maximo de absorcién a 515 nm y tras entrar en
contacto con los compuestos antioxidantes presentes en el aceite produce una disminucion
de la absorbancia proporcional a la concentracion y actividad de dichos antioxidantes
(Brad-Williams et al 1995). A 100 mg de aceite se le agregé 1 mL de tolueno, se agito
vigorosamente y se adiciond 3,9 mL de solucién 10 M de DPPH- (radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) en tolueno, seguido de agitacion. Finalmente, se mididé la absorbancia a 515
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nm luego de 30 min de incubacion, utilizando tolueno puro como blanco. La actividad

antioxidante al DPPH se calculé mediante la siguiente ecuacion:

DPPH, = {1 — [ (Absorbancia del Control - Absorbancia de la Muestra) / Absorbancia del
Control] } x 100

Donde, DPPH;, expresa la cantidad de DPPH' que permanece en el medio una vez que los
antioxidantes presentes en el aceite son consumidos. El Control es la mezcla de reaccion sin

aceite.

Contenido de tocoferoles

Los tocoferoles se analizaron por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de
acuerdo con el procedimiento propuesto por Pocklington & Dieffenbacher (1988). Se peso
19 de aceite con una aproximacion de 0,01 g y se coloco en un matraz aforado de 25 ml. El
volumen final se completd con n-hexano calidad HPLC. Una alicuota de 20 pl de la
solucion previamente filtrada (filtro de nylon, poro 0,45 pum) se inyect6 en una columna de
silica de fase normal (Lichrosorb Si 60). Como fase movil se utilizé n-hexano:acetato de
etilo (70:30 v/v) con un flujo de 1 mL/min. Se empled un detector UV a una longitud de
onda de 295 nm. Los componentes de la mezcla (a-, y- y 6-tocoferol) se identificaron por
comparacion de sus tiempos de retencion relativos con respecto a patrones corridos bajo
idénticas condiciones. Para la cuantificacion de los componentes individuales se valoré la
respuesta del detector (como porcentaje de area) a diferentes diluciones de cada uno de los

patrones puros. La concentracion se expresd como mg de tocoferol/Kg de aceite.

Escualeno

Se utilizé la técnica propuesta por Lanzon et al (1995), se mezclo vigorosamente 0,2
g de aceite con una aproximacion de 0,01 g, 1 mL de KOH 2N en metanol, 0,5 mL de
hexano y 1 mL de una solucion de escualano en hexano (1mg/lmL) que actla como
estandar interno, luego se realizaron dos lavados de esta mezcla con 4 mL de una solucién
etanol:agua (50:50) en una ampolla de separacion. La fase superior se recupero y se analizo
mediante cromatografia en fase gaseosa en un cromatégrafo (Clarus 500, Perkin Elmer)

equipado con detector de ionizacion de llama utilizando la columna capilar polar HP-5 (12
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m x 0,2 mm x 0,33 um). La temperatura de horno se programé de manera isotérmica a
270°C durante 15 min; las temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 290°C y el
gas portador fue nitrogeno (1ImL/min).

Fenoles totales y orto-difenoles

La cuantificacion de estos compuestos se realiz6 tanto en la semilla como en el
aceite. En el primer caso 1 g de semillas previamente molidas fueron sometidas a tres
lavados en agitacion con 10 mL de metanol durante 15 min cada uno. Luego se realizaron
tres lavados sucesivos (40 mL x 3) con n-hexano, utilizando una ampolla de decantacion.
Se recuperd la fase metandlica, se filtrd y se concentrd hasta sequedad en evaporador
rotatorio bajo atmosfera de nitrogeno a 35 °C. El residuo se disolvié en 5 mL de metanol
grado cromatografico. En el caso del aceite, 20 g del mismo se disolvieron en 10 mL de
hexano, esta mezcla se lavo con metanol:agua (60:40 v/v) (15 mL x 3) luego se procedi6 de
la misma manera que en la técnica para semilla descripta previamente. Finalmente la
cuantificacion del contenido de fenoles totales se llevo a cabo mediante la reaccion con el
reactivo de Folin-Ciocalteau y posterior lectura espectrofotometrica a 725 nm (Vazquez-
Roncero et al 1973). En el caso de los o-difenoles la concentracion se calculo a partir de la
reaccion con Na;,Mo0,.2H,0 y lectura a 350 nm (Gutfinger 1981). La curva de calibracion
fue construida con concentraciones conocidas del estandar &cido cafeico y acido galico

respectivamente.

Fraccion insaponificable

Se saponificd 1 g de aceite con 20 mL de una solucion de KOH 1 N en metanol
mediante reflujo durante 45 min. EI material insaponificable se extrajo con n-hexano (30
mL X 3), se concentrd en evaporador rotatorio y se analizé mediante cromatografia en capa
delgada (CCD) de silica gel (0,5 mm de espesor) utilizando tolueno:acetona (95:5 v/v)
como fase movil. Posteriormente, la placa se asperjo con solucion etandlica de 2,7-
diclorofluoresceina (3 % p/v) y se observé bajo luz UV. Se observaron tres fracciones, las
cuales fueron identificadas mediante el empleo de patrones, como esteroles, metil-esteroles
e hidrocarburos. Cada una de estas fracciones fue removida de la placa en forma separada,

re-suspendida en cloroformo y purificada nuevamente por CCD bajo las condiciones
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sefialadas anteriormente. Las fracciones identificadas tentativamente como esteroles, metil-
esteroles y alcoholes triterpénicos se analizaron, separadamente, mediante CG y CG —
espectrometria de masa (CG-MS), bajo las siguientes condiciones: CG: se utilizd una
columna capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espesor de fase) VF - 5ms (5 % fenil, 95 %
polidimetilsiloxano); gas portador nitrégeno (1mL/min); temperatura de horno programada
desde 240 °C (1 min) hasta 290 °C (2 °C/min); temperaturas de inyector y detector, 300 °C.
GC-MS: se utiliz6 una columna capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espesor de fase) HP
5 (5 % fenilmetilsiloxano); gas portador, helio (1 mL/min). Las temperaturas de horno,
inyector y detector fueron iguales a las utilizadas en el analisis por GC.

Los esteroles, metil-esteroles y alcoholes triterpénicos se identificaron mediante
comparacion con espectros de masa de compuestos de referencia. La fraccion de
hidrocarburos se analizd mediante GC utilizando la columna capilar VF - 5ms. La
temperatura de horno se programo desde 70 hasta 300 °C (4 °C/min); las temperaturas del
inyector y del detector se fijaron en 320 °C; el gas portador fue nitrogeno (1 mL/min). Para
el andlisis por GC-MS se utilizd la columna capilar HP 5 y helio (1 mL/min) como gas
portador. Las temperaturas de horno, inyector y detector fueron las mismas que las
utilizadas en el analisis por GC. Los hidrocarburos se identificaron por comparacion de sus
tiempos de retencion relativos con respecto a patrones corridos bajo idénticas condiciones y
por comparacion con datos de espectros de masa obtenidos de compuestos puros

(estandares) de referencia.

Analisis estadisticos
La base informatica utilizada fue el programa INFOSTAT version 2011. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
Resultados y Discusion

En la tabla 2 se presentan los resultados de la caracterizacion quimica del aceite de

chia obtenido por prensado en frio.
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Parametro Media + DE
GA (% Oleico) 0,13 £ 0,003
IP (meq O,/Kg aceite) ND
Acidos Grasos (%)

Palmitico 7,46 £ 0,15
Palmitoleico Tr
Esteérico 2,98 £ 0,09
Oleico 7,18 £0,15
Linoleico 20,08 £ 0,16
Linolénico 61,82 + 0,46
Araquidico Tr

Y 212,08 + 1,699
AGMI/AGPI 0,09 £ 0,002
Carotenos (mg/Kg) 5,41 £ 0,09
Clorofilas (mg/Kg) 4,66 £ 0,06
K232 1,35 + 0,07
K270 0,15 + 0,02
EO (horas) 3,04 £ 0,25
DPPH 40,33 £ 0,29
Tocoferoles (mg/Kg)

o Tr

B ND

Y 651,76 + 41,89
d 64,77 £ 2,68
Escualeno (mg/Kg) ND
Fenoles Totales en aceite(mg/Kg) 42,09 + 3,96
o-difenoles en aceite(mg/Kg) 3,99 £ 0,85
Fraccion Insaponificable

Esteroles (% sobre el total de

esteroles)

Stigmast-5-en-3-ol, (3pB)(B-Sitosterol) 59, 99 + 0,04
4,6-Colestadien-3-ol 30,31 £ 0,02
Ergost-5en-3-ol(Campesterol) 9,7+0,01
Hidrocarburos (% sobre el total de

hidrocarburos)

Tetradecano (C:14) 7,96 + 0,03
Hexadecano (C:16) 29,25 + 0,05
Octadecano (C:18) 36,42 + 0,08
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5-Eicoseno (C:20) 3,77 £0,02

Henicosano (C:21) 1,96 £ 0,02
Docosano (C:22) 16,33 £ 0,04
Pentacosano (C:25) 0,86 + 0,01
Hexatriacontano (C:36) 0,76 + 0,01

Tabla 2: Parametros quimicos y composicion de &cidos grasos del aceite de chia obtenido por
prensado en frio. Abreviaturas: GA, grado de acidez; IP, indice de perdxidos; 1Y, indice de yodo;
AGMI/AGPI: relacion acidos grasos monoinsaturados y polinsaturados, EO: Estabilidad oxidativa y
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. Valores medios (n=3) + desvio estandar. Tr: valores trazas. ND
(No Detectado).

El valor medio de rendimiento (bs) obtenido (39%) y el de % de humedad (6,37 %)
resultaron cercanos a valores obtenidos en bibliografia (Palma et al 1947; Ayerza 1995;
Ixtaina et al 2011; Martinez et al 2012).

El GA indica la cantidad de &cidos grasos libres presentes en el aceite, resultantes de
la hidrdlisis (quimica o enzimatica) del enlace éster que mantiene unido al acido graso y al
glicerol formando el triglicérido, fue muy bajo (0,13 % ac.oleico) y se correspondié con los
niveles permitidos (< 1%) para este aceite segun el CAA. La importancia de que el GA de
un aceite resulte bajo radica en que los acidos grasos libres se encuentran mas expuestos a
sufrir un deterioro oxidativo que cuando estan unidos al glicerol formando los triglicéridos.
Los aceites vegetales crudos pueden tener niveles altos de &cidos grasos libres si la semilla
ha sido dafiada, se almacenan inadecuadamente y/o las condiciones de extraccion y
almacenaje del aceite no son las apropiadas, ya que las enzimas lipasas son activadas por la
humedad. Por lo tanto, este bajo % de acidos grasos libres que obtuvimos resulta del escaso
contenido de humedad de las semillas de chia, de las adecuadas condiciones de
almacenamiento de estas y de extraccidn del aceite que se llevaron a cabo.

En cuanto a los compuestos de oxidacion primaria, no se detectdé presencia de
peroxidos, los valores de dienos (kzs2) Y trienos (Kz7o) conjugados resultaron bajos en el
aceite de chia obtenido. Si bien el CAA no determina un valor limite de IP para el aceite de
chia en particular, si lo especifica para otros aceites vegetales. Para un aceite de girasol

virgen no refinado determina un limite maximo de 15 miliequivalentes de oxigeno por
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kilogramo de aceite (meqO./Kg). EI Codex, por su parte, es mas general y determina para
aceites virgenes prensados en frio un maximo también de 15 meqO./Kg; mientras que para
otras grasas y aceites de 10 meqO./Kg.

Respecto a kys, ¥ Ka7o, aunque el CAA no establecid limites para estos parametros
respecto al aceite de chia en el articulo 1381 bis detallado anteriormente, se puede tomar de
referencia los limites establecidos para el aceite de oliva extra virgen; K70 < 0,22 y kosp <
2,5. Los valores obtenidos para el aceite de chia analizado fueron de 0,15 y 1,35
respectivamente, similares a los obtenidos por Martinez et al (2012).

En cuanto a la composicion acidica, el &cido graso mayoritario fue el linolénico
(61,8%) seguido del linoleico (20,1%), palmitico (7,46%) y oleico (7,18%), valores que
estan dentro de los establecidos por el CAA para el aceite de chia y que coinciden con
estudios previos (Ayerza 1995; Peiretti & Gai 2009; Ayerza & Coates 2009; Ixtaina et al
2011; 2012; Martinez et al 2012). El elevado porcentaje de linolénico resulta en una
relacion monoinsaturados-polinsaturados (AGMI/AGPI) de 0,09 y en un 1Y de 212 que,
comparandolo con el de otros aceites (Tabla 3), resulta significativamente alto.

Porcentajes de acidos grasos (AG) mayoritarios en aceites vegetales comestibles

6:0 8:0 10:0 12:0 14:0 | 16:0 18:0 20:0 22:0 24:0 16:1 18:1 18:2 18:3 2011 221 1Y

Coco <1.2 315 315 41- 13- 412 15 312 1-3.7 6-
56 23 1

Palmiste | <0.5 26 257 | M- 14- 6.5- 1-3.5 10- 0.75 13-
55 20 1 23 23

Palma «1.2 0.5- 32- 158 | «1 <0.6 27- 514 <1.5 50-
6 59 52 55

Olivo 7-20 0.5- 0.3- 56- 3-20 <1 75-
3.5 3.5 83 94

Mani 6-16 165 | 1-3 15 0.53 | =1 35- 13- <1 052 | =2 80-

80 45 106

Maiz 8-19 0.54 | =1 <0.5 <0.5 19- 34- <2 <0.5 103
50 62 -

128

Canola 256 | 121 0.11 <0.5 <0.6 50- 18- 6-14 143 | <5 110
66 30 -

126

Girasol <0.5 | 310 1-10 <1.5 =1 <0.5 <1 14- 20- <0.7 =0.5 =0.5 110
65 75 -

143

Soja <0.5 | 714 1-5.5 <1 <0.5 <0.5 19- 44 4-11 <1 120
30 62 -

143

Uva <0.5 5.5- 36 =1 <1.2 12- 58- <1 130
1 28 78 -

138

Tabla 3: Acidos grasos mayoritarios presentes en aceites vegetales y los indices de yodo (1Y)
correspondientes (Padley 1986; Maestri 2010).
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La estabilidad oxidativa es decir el Tiempo de Induccion (TI) del aceite de chia fue
de 3 h aproximadamente, evidenciando su baja estabilidad termo-oxidativa. Valores
similares se obtuvieron en aceites extraidos por prensado en frio (2,8 h), no asi en los
obtenidos con solventes, en los cuales la estabilidad fue menor (2,4 h) (Ixtaina et al 2011).

El contenido de pigmentos: clorofilas y carotenoides, responsables en parte del
color de los aceites, fue de 4,66 y 5,41 mg/Kg de aceite, respectivamente. De acuerdo a
Wong (1995) y Frankel (2005) es importante conocer la cantidad de pigmentos presentes en
un aceite vegetal dado que la foto-oxidacién representa una via importante de generacién
de peréxidos a partir de acidos grasos insaturados, cuando la misma sucede en presencia de
un fotosensibilizador adecuado como las clorofilas. Si bien el aceite de chia contiene una
baja concentracion de clorofilas, de acuerdo a Suzuki et al (1984) esta cantidad de
pigmento fotosensibilizador es suficiente para la produccion fotoquimica de oxigeno
singulete. Esta es una especie altamente reactiva del oxigeno y puede reaccionar mas
rapidamente (unas 1500 veces mas rapido que el oxigeno en su forma mas estable, el estado
triplete) con zonas de alta densidad electronica, como son los dobles enlaces C—C de los
acidos grasos insaturados. Respecto a los pigmentos carotenoides, tienen una funcion
antioxidante actuando como protectores del deterioro fotoxidativo atrapando al oxigeno
singulete. Warner & Frankel (1987) han demostrado que la presencia de p-caroteno en el
aceite de soja, en concentraciones entre los 5 y 20 mg/ Kg de aceite, tuvo efectos
protectores contra los dafios oxidativos causados por la luz. Por lo tanto el efecto resultante
de los pigmentos sobre el aceite de chia sera evaluado en el Capitulo 111 de la presente tesis.

Con respecto a la actividad antirradicalaria, la valoracion del DPPH; que
proporciona una medida de la capacidad de las sustancias antioxidantes naturalmente
presentes en el aceite para estabilizar radicales libres, fue de aproximadamente 40,33 %, la
cual puede ser atribuida principalmente a su contenido de tocoferoles.

El valor obtenido de tocoferoles totales en el aceite de chia analizado fue cercano a
los 700 mg/Kg de aceite, siendo valores superiores a los reportados en trabajos anteriores
(Ixtaina et al 2011; 2012). En cuanto a la abundancia de los distintos isémeros de
tocoferoles (a, B, v y d), este aceite se caracteriza por su alto contenido en y-Tocoferol (651

mg/Kg), siendo comparable por ejemplo con los aceites de soja y maiz (tabla 4).
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Contenido de tocoferoles (mg/kg) en algunos aceites vegetales

Aceite a-Toc p-Toc y-Toc 8-Toc
Canola 103 -170 134 174 - 403 10-41
Girasol 622 - 723 19-41 5-65 -
Soja 81-151 27 - 33 545 - 624 207 - 300
Nuez 15-29 1-8 207 - 355 30-62
Mani 49 - 304 1-41 99 - 389 -
Oliva 104 - 425 1-3 5-30 -
Germen de trigo 984 -1845 386-739 231-681 105
Palma 3-185 - 4-36 ---
Sésamo 12-113 3-6 244 - 400 5-32
Maiz 134 - 344 14 - 31 412 -729 36-39
Algodon 402 - 573 1.5-40 317 - 572 7-10

Tabla 4: Contenido de tocoferoles (mg/Kg) en aceites vegetales (Padley 1986).

El contenido de fenoles totales en el aceite resultdé mucho mas bajo (42,1 mg/Kg)
que en la semilla (680 mg/Kg), ya que estos compuestos son generalmente hidrofilicos. En
comparacion por ejemplo el aceite de oliva, matriz que se caracteriza generalmente por su
alto contenido de antioxidantes naturales, contiene polifenoles totales que varian entre 50 y
800 mg/Kg (Cioffi et al 2010; Ziogas et al 2010; Ceci & Carelli 2010) en funcién del
clima, la variedad, el método de extraccion y la madurez del fruto (Vinha et al 2005;
Torres & Maestri 2006; Gomez-Rico et al 2008). Respecto a los o-difenoles; en la semilla
de chia analizada se detectd un contenido de 543 mg/Kg pero en el aceite so6lo 4 mg/Kg.
Estos compuestos por su estructura quimica poseen una alta capacidad reductora.

La fraccion insaponificable de los aceites estd conformada por hidrocarburos,
esteroles, alcoholes grasos, triterpenos, compuestos fendlicos, vitaminas liposolubles como
los tocoferoles, clorofilas y compuestos aromaticos. No existen, ademas de la
cuantificacion de tocoferoles y pigmentos (Ixtaina et al 2011; 2012; Martinez et al 2012),
antecedentes de analisis de esta fraccion en aceite de chia. En la tabla 2 se presenta la
composicion de la misma; los esteroles estuvieron representados por el -sitosterol (Fig.5a)
(60 % del total de esteroles), el 4-6-Colestadien-3p-ol (Fig.5b) (30%) y el campesterol (Fig.5c) (9,7

%), alcoholes triterpénicos y metilesteroles no fueron detectados. Mientras que, la fraccién de
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hidrocarburos estuvo representada, en su mayor parte, por alcanos, entre los principales se
encuentran el octadecano (36,42 % del total de hidrocarburos), el hexadecano (29,25 %), el
docosano (16,33 %), el tetradecano (7,96 %), y el nonadecano (2,68 %). Respecto al
escualeno, triterpeno que se encuentra de forma caracteristica en el aceite de oliva (entre un
0,2 y un 0,7%) posee actividad antioxidante y antitumoral (Warleta et al 2006). Debido a la
ausencia de estudios previos respecto a la presencia de este hidrocarburo en el aceite de
chia es que se analiz6 la posible presencia del mismo, sin embargo no se detectaron niveles

significativos de este compuesto.

(b)

Figura 5: Estructura quimica de los esteroles de la fraccion insaponificable del aceite de chia:
(a) p- sitosterol (b) 4,6-Colestadien-3p-ol y (c) Campesterol.
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Conclusiones

La cantidad de trabajos cientificos que describen las bondades nutricionales de la
chia respecto de otras fuentes de &cidos grasos -3 y la comercializacion de productos que
la incluyen, esta creciendo alrededor del mundo. La ciencia moderna explica porqué las
antiguas civilizaciones mesoamericanas consideraban a la chia como componente basico de
sus dietas y después de 500 afios de ser forzado a la oscuridad, el cultivo oculto de los
aztecas ofrece al mundo una oportunidad de volver a los origenes y mejorar la nutricion
humana, suministrando una fuente natural de acidos grasos -3 y antioxidantes.

Si bien la composicion quimica de un aceite vegetal es un factor importante, la
susceptibilidad a la oxidacion depende también del procesamiento, el empaque y las
condiciones de almacenamiento, pudiendo los antioxidantes incrementar la vida media de
los productos alimenticios retardando la oxidacion lipidica. El aceite de chia posee un
elevado contenido de AGPI (>60 %) y relativamente bajo de antioxidantes, por lo que
constituye un sustrato particularmente susceptible al ataque por el oxigeno atmosférico, por
lo que es de interés comprobar la eficacia de antioxidantes naturales que actualmente estan

ganando mercado a los sintéticos tradicionalmente utilizados en la industria alimenticia.
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CAPITULO I1: DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
ADITIVOS NATURALES Y ARTIFICIALES SOBRE EL ACEITE DE CHIA

Antecedentes

Las reacciones de oxidacion de los lipidos constituyen una de las causas de mayor
importancia comercial en la industria alimentaria por las pérdidas que producen en grasas,
aceites y alimentos que contienen lipidos. Los sustratos de estas reacciones son
fundamentalmente los &cidos grasos no saturados que, cuando estan libres, se oxidan por lo
general mas rapidamente que cuando son parte de moléculas de triglicéridos o fosfolipidos.
Es el grado de insaturacién el factor que mayormente influye en la velocidad de oxidacion;
por ej. a 100°C las velocidades relativas de oxidacion de los acidos estearico (C18:0), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) son 1 : 100 : 1000/1500 : 2000/3500,
respectivamente (Frankel 2005). Los &cidos grasos saturados solo se oxidan a temperaturas
superiores a 60 °C, mientras que los poliinsaturados se oxidan incluso durante el
almacenamiento de los alimentos, en estado congelado. También pueden sufrir reacciones
de oxidacidn otros sustratos no saturados: algunos hidrocarburos presentes en los aceites, las
vitaminas Ay E y los pigmentos carotenoides.

Los AGPI tienen en comun la presencia de dobles enlaces separados entre si por un
grupo metileno (CH,) interruptor. Los atomos de hidrégeno de este grupo estan activados
por la vecindad de los dobles enlaces y son mas reactivos que otros hidrogenos de la
molécula del &cido graso. La luz y la temperatura favorecen la oxidacién. La remocién de
un adtomo de hidrogeno a partir del grupo CH, interruptor produce un radical alquilo
inestable, el cual sufre inmediatamente una estabilizacion electronica para formar hibridos
de resonancia conjugados. En condiciones de presion normal de oxigeno, el radical alquilo
reacciona rapidamente con el oxigeno para formar el radical peroxido. Este sustrae un
atomo de hidrégeno a otra molécula de &cido graso para formar un hidroperoxido y un
nuevo radical libre. Esta secuencia de reacciones (Fig.6) constituyen la rancidez oxidativa o
auto-oxidacion de lipidos propiamente dicha y se caracteriza por la acumulacion de
perdxidos lipidicos (hidroperdxidos) y por ser una reaccion autopropagada, ya que dichos
hidroperdéxidos favorecen la iniciacion de la reaccion actuando como catalizadores.

Finalmente, los hidroper6xidos se rompen en varias etapas dando lugar a una amplia
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variedad de productos de descomposicién entre los que se encuentran hidrocarburos,
aldehidos, cetonas, acidos, epdxidos, furanoides, etc. Desde el punto de vista practico, los
aldehidos volatiles que se forman tienen gran importancia debido a que imparten sabores y
olores rancios a las grasas, aceites o alimentos que los contienen, disminuyendo asi su
calidad.

La lipdlisis o rancidez hidrolitica consiste en la rotura de los triglicéridos
constituyentes del aceite, en &cidos grasos libres y glicerol. Esto conlleva a un aumento de
la acidez y a una mayor vulnerabilidad a la autoxidacion. Los principales factores que
afectan a la lip6lisis son la humedad, la temperatura, ciertas enzimas lipasas y lipoxigenasas

enddgenas (lipdlisis enzimatica) y varios microorganismos (lipolisis microbiana).

Acido linoleico

13 12
/V\/%\/V\/cm”
H 'H

Luz, Calor | - H.

/r\__/ TN Radical alquilo

|

— — — - Hibridos de
/_\/ \ /_\/ \ m resonancia

02
HOO . , OOH
V8 Ve NIt
13-Hidroperéxido 9-Hidroperoxido

Figura 6: Reaccidnes de la autoxidacion de lipidos insaturados (Martinez 2010).
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Antioxidantes

Se pueden clasificar a las sustancias y métodos utilizados como antioxidantes en tres
categorias:

e Tipo I: Se trata de sustancias capaces de interrumpir la propagacién en cadena de
radicales libres actuando como donores de hidrégeno o como aceptores de radicales
libres. Los principales antioxidantes de Tipo | utilizados en los alimentos son los
fenoles mono o polihidroxilados con varias sustituciones en el anillo (Fig.7). Siendo el
Terbutilhidroxianisol (BHA), Diterbutilmetilfenol (BHT) vy Diterbutilhidroquinona
(TBHQ) los antioxidantes mas utilizados en aceites, por su alta efectividad a bajas
concentraciones y su relativo bajo costo. Aunque estos antioxidantes sintéticos son muy
utilizados en la industria como aditivos alimentarios, su seguridad ha sido cuestionada
(Shahidi & Zhong 2005) estimulando la investigacion de compuestos naturales con

similares propiedades antioxidantes.

_O—(CHy)s—CH;
OCH;
/E‘EL (H5C);C C(CH;); C(CH3);
C(CH3)3
CH;
Esteres del acido galico BHA BHT TEHG

3-terbu til-4-hidroxianisol 2, 6-diterbutil-4-metilffenol  2,5-diterbutil hid roquinona

Figura 7: Antioxidantes de Tipo I: compuestos fendlicos sintéticos.

e Tipo Il: Los antioxidantes de esta categoria son compuestos que actdan impidiendo o
disminuyendo la formacion de radicales libres. Los mas utilizados son los agentes que
acomplejan los metales. Muchos de los agentes quelantes utilizados en la industria
alimentaria son sustancias naturales, como el EDTA (acido etilendiaminotetraacético) ,
los é&cidos policarboxilicos (citrico, malico, succinico, entre otros) (Fig.8) vy

macromoléculas (porfirinas y proteinas).
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Figura 8: Antioxidantes de Tipo Il: quelantes o secuestrantes de metales.

e Tipo Ill: Se clasifican en esta categoria los procedimientos de proteccién contra la
oxidacion, que consisten en establecer condiciones fisicas o fisico-quimicas (contenido
de oxigeno en el embalaje, humedad, temperatura, iluminacién, pH, etc.)
convenientemente escogidas.

Como se menciond, los antioxidantes artificiales estan siendo cada vez mas
cuestionados respecto a su seguridad y reevaluados en cuanto a sus rutas metabodlicas
(Shahidi & Zhong 2005; Igbal & Bhanger 2007). Es por ello que actualmente existe un gran
interés en obtener y utilizar compuestos con propiedades antioxidantes provenientes de
fuentes naturales, entre los que se encuentran fenoles simples, acidos fendlicos,
carotenoides, antocianinas y flavonoides extraidos de hierbas y especias (Irwandi et al
2000; Yanishlieva & Marinova 2001; Frankel 2005; Maestri et al 2006). Entre estos, el
extracto de romero (Rosmarinus officinalis L) (ER), se encuentra reconocido como un aditivo
GRAS, no existen regulaciones que limiten su uso y estd disponible en el mercado en
distintas formulaciones. Variadas investigaciones indican que el acido carnosico (Fig.9), al
igual que en la salvia comun (Salvia officinalis), es el componente activo mayoritario que
actGa como antioxidante en el ER, aunque también se mencionan al carnosol y al acido
rosmarinico aungque en menor medida (Richheimer et al 1996; Terpinc et al 2009; Visentin
et al 2011). EI ER en distintas concentraciones, solo y en combinacién con otros
antioxidantes, ha sido evaluado en variados trabajos (Wada & Fang 1994; Frankel et al
1996; Chu & Hsu 1999; Gamel & Kiritsakis 1999; Nguyen et al 1999; Hras et al 2000;
Erkan et al 2008; Ixtaina et al 2012; Martinez et al 2013% Martinez et al 2013%; Chen et al
2014) con el objetivo de estabilizar distintas matrices (aceite de pescado, maiz, mani, oliva,
colza, girasol, chia, nuez y almendra) tanto en ensayos de oxidacién acelerada como de

almacenamiento prolongado.
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Figura 9: Acido carndsico.

Otro ejemplo es el acido ascorbico (Vitamina C) (Fig. 10), sustancia que posee
propiedades fuertemente reductoras, debido a la presencia del grupo enodiol. En
consecuencia, ademas de su actividad vitaminica, presenta propiedades antioxidantes y se
lo utiliza como aditivo para esa finalidad, a menudo en combinacion con un antioxidante
fendlico. Si bien el mecanismo de accidn no esta completamente esclarecido, la mezcla de
ambos antioxidantes tiene frecuentemente una accion sinérgica. Se cree que el acido
ascorbico puede regenerar el antioxidante fendlico proporcionado atomos de hidrégeno a
los radicales fenoxi. Sin embargo este antioxidante como tal no se solubiliza en aceites, lo
que se consigue mediante la esterificacion con &cidos grasos habitualmente laurico o
palmitico. EI mecanismo de accion del palmitato de ascorbilo (PA) (Fig. 10) no esta
esclarecido en su totalidad, sin embargo Lee et al (1997) han reportado que el PA puede
actuar como un “atrapante” de oxigeno en reacciones de fotooxidacion de aceites vegetales.

Este antioxidante demostrd su potencialidad en aceite de canola: s6lo (McMullen et
al 1991) y en combinacion con galato de propilo (Hawrysh et al 2006), ademas de mostrar
sinergismo con tocoferoles (Marinova & Yanishlieva 1990) y con ER (Hras et al 2000) en
aceite de girasol y con este Gltimo en aceite de nuez (Martinez et al 2013%) y de almendra
(Martinez et al 2013"). En aceite de chia también fue estudiado por Ixtaina et al (2012) en
un ensayo estatico de almacenamiento prolongado (225 dias) a una concentracion de 250
ppm, manteniendo el IP cercano a 1 meqO,/Kg durante todo el ensayo, mientras que el ER

a la misma concentracién no protegio eficazmente a dicho aceite.
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Figura 10: Acido ascorbico y su derivado lipofilico Palmitato de ascorbilo.

Los tocoferoles (Fig. 11) abundan de forma natural en las grasas vegetales sin refinar, y
especialmente en los aceites de germen de trigo, arroz, maiz o soja. En forma general, se los
conoce a todos los isomeros (a, B, v y d) en conjunto con los tocotrienoles (cadena

polipronoide insaturados) como vitamina E.

Tocoferoles R’ R? R® Nom
CHa CHa CHa a-tocoferol
CH= H CH= p-tocoferol
H CHa CHa y-tocoferol
H H CH= b-tocoferol

Figura 11: Estructura quimica de los tocoferoles.

El mas abundante y potente en su actividad vitaminica es el a tocoferol. El B, vy y o-
tocoferol también tienen actividad vitaminica y se encuentran juntos en los aceites
vegetales. Estos compuestos, se obtienen industrialmente como un subproducto del refinado
de estos aceites o por sintesis quimica (E306: extracto rico en tocoferol, E307: a-tocoferol
sintético, E308: y-tocoferol sintético y E309: d-tocoferol sintético). Su actividad como
antioxidante parece seguir un orden inverso a su actividad biolégica como vitamina, siendo
el més eficaz el 6, retardando el enranciamiento de las grasas y la degradacion oxidativa de
la vitamina Ay los carotenoides presentes en los alimentos. EI CAA no pone limites para

este tipo de aditivo, el Codex en cambio delimita 300 ppm sélos 0 mezclados.

Khan & Shahidi (2001) obtuvieron una efectividad equiparable a la obtenida con BHA

con una mezcla comercial de a-f y y tocoferol, con mayor porcentaje de este tltimo, sobre
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triglicéridos purificados de aceite de primula en un ensayo de termoxidacion acelerada
(60°C, 168 h). Ademas la mezcla resulté ser mas eficaz que los tocoferoles individuales. En
un estudio llevado a cabo por Wagner & Elmadfa (2000), en aceite de oliva, el y-tocoferol
presentd la mayor actividad antioxidante, siendo el a-tocoferol el menos eficaz. Ixtaina et
al (2012) en cambio, no lograron estabilizar el aceite de chia mediante el agregado de 5000
ppm de una mezcla de tocoferoles donde el y era el mayoritario. Por otro lado, Hras et al
(2000), informaron que en aceite de girasol el a-tocoferol exhibié un efecto prooxidante y
no presentd sinergismo con ER. En contraposicion, Wada & Fang (1994) obtuvieron
sinergismo entre estos dos antioxidantes en aceite de sardina a 30°C. Estas premisas
evidencian que la eficacia de los antioxidantes naturales no sdlo depende de la matriz en

estudio, sino también del tipo, concentracion e interaccion de los mismos.

Objetivo Especifico
Evaluar la eficacia antioxidante de sustancias naturales y sintéticas, individualmente
y en diferentes combinaciones, sobre la estabilidad oxidativa del aceite de chia mediante

ensayo de oxidacion acelerada (Rancimat).

Materiales y Métodos

Estimacion de la vida util del aceite de chia sin aditivar

A través de la metodologia de analisis de estabilidad oxidativa por oxidacion
acelerada mediante Rancimat ya explicada en el Capitulo I, se calcul6 el periodo de vida
atil del aceite de chia sin aditivar mediante una extrapolacion de los resultados. Esta
herramienta que ofrece el software del equipo, permite convertir a una temperatura deseada
los resultados medidos a diferentes temperaturas. Para lo cual se obtuvieron los tiempos de
induccion (TI) del aceite de chia a distintas temperaturas (130°C, 120°C, 110°C, 100°C,
90°C y 80°C) y luego mediante una regresion se calcularon los valores de la siguiente
expresion:

T = In(t)/A - In(A)/ B
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Donde:

T: temperatura (°C)

t: tiempo (h)

A'y B parametros estimados por el programa.

Reemplazando en ésta formula el valor de “T” por 25°C y despejando “t” se puede
estimar el periodo de vida util del aceite sin aditivar a esta temperatura.

Determinacion del factor de proteccion de los antioxidantes naturales seleccionados

Se evaluaron a 100°C distintas concentraciones (tabla 5) de los siguientes
antioxidantes:
Mezcla de Tocoferoles al 70 % (Danisco) (TOC): que fue analizado mediante HPLC y se
comprobaron los siguientes porcentajes de cada uno de los isomeros: o= 8,8%, p= 1,55%,
v=61,82% y d= 27,82%.
Palmitato de Ascorbilo (PA): s6lo y en combinacion con Tocoferoles (TOC) para probar la
posible existencia de sinergismo.
Terbutilhidroguinona (TBHQ): este antioxidante sintético se tendra como un control
positivo, debido a su conocida capacidad en la estabilizacion de aceites comestibles y por
su amplio uso en la industria alimenticia con estos fines.
Extracto de Romero (ER): el utilizado fue al 1% (Danisco) de compuestos triterpénicos y
fue evaluado sélo en diferentes concentraciones y en combinacién con PA, AC y TOC sélo
a una concentracion (8000 mg/Kg).
Acido Citrico (Danisco) (AC): Sélo y en combinacion con ER, ya que el AC es un agente
quelante y generalmente se utiliza combinado con otros.

En la tabla 5 se presentan las distintas concentraciones y combinaciones ensayadas de
los antioxidantes descriptos. Resulta importante explicar que, en algunas determinaciones
se utilizaron concentraciones superiores a las establecidas por el CAA con el objetivo de
intentar identificar, la concentracién por encima de la cual el antioxidante comienza a

actuar como pro-oxidante, en el caso que esto suceda.
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Antioxidante/s Concentraciones probadas (ppm)

TOC 50, 100, 150, 200, 250, 500, 600, 700 y 800
ER 1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 12000, 14000 y 16000
PA 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600 y 700
PA+TOC |50, 75,100, 125, 150, 200, 250, 300, 400, 500 y 700
AC 100

TBHQ 100y 200
ER + AC 8000 + 100
ER + PA 8000 + 200

ER+TOC | 8000 + 200

Tabla 5: Concentraciones (ppm) de los antioxidantes probados en el ensayo de termo-

oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C).

La capacidad antioxidante se midio determinando el tiempo de induccion del aceite

y calculando el factor de proteccion (FP) empleando la siguiente ecuacion:

tiempo de induccion del aceite con antioxidante (horas)

~ tiempo de induccién del aceite sin antioxidante (horas)

En el caso de las combinaciones de dos antioxidantes, los TI resultantes para cada
concentracion se utilizaron para calcular el sinergismo entre antioxidantes mediante la
ecuacion propuesta por Bishov et al (1977). Si el resultado obtenido es positivo significa

que existe sinergismo entre los antioxidantes evaluados.

%Syn: mmezcla‘Tlcontrol) - [(Tll - Tlcontrol) + (T|g - Tlcontrol)] x 100
[(Tll - Tlcontrol) + (T|2 - Tlcontrol)]

Donde:

Tl y Tly: los tiempos de induccion de los antioxidantes individuales.

Tlmezcia: €l tiempo de induccion de la mezcla de antioxidantes 1 y 2 ambos en la
misma proporcion y en la misma concentracion que estos estanen Tl y Tl

Tleontror: €1 tiempo de induccion del aceite sin aditivar.
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Andlisis estadisticos

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. La base informética utilizada
fue el programa INFOSTAT version 2011. Las diferencias entre los tratamientos se
estimaron mediante analisis de la varianza (ANAVA). En aquellos casos en donde se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), se utilizO un test a

posteriori de comparaciones multiples (Fisher LSD).
Resultados y Discusion

En la Figura 12 se representa la recta calculada T = In(t)/(-0,111) — In(139776,47)/(-
0,111) segun la cual el periodo de vida til del aceite de chia sin aditivar a 25 °C seria
aproximadamente de 1 afio (8797 h). Dado que este tiempo estimado es un valor puramente
teorico y su exactitud depende en gran medida del tipo de matriz lipidica, en el Capitulo 111
de la presente tesis, se determinara experimentalmente el tiempo de vida Gtil del aceite de
chia bajo condiciones de anaquel (25 °C) y asi se podran comparar ambos resultados y
evaluar la veracidad de dicha prediccidn.

En las figuras 13, 14, 15 y 16 se muestran los FP de los antioxidantes utilizados a
diferentes concentraciones. En el caso del ER (Fig. 13), al no estar legislado por el CAA, se
evaluaron concentraciones altas alcanzando un FP de 3,28 con 16000 ppm. Si bien existen
diferencias estadisticamente significativas entre los FP (p<0,05) de todas las
concentraciones ensayadas, a partir de las 10000 ppm se evidencid una marcada
disminucion de la solubilidad del extracto en el aceite la cual impartia turbidez al sistema.
Sumado a este inconveniente tecnoldgico, el aumento de la estabilidad oxidativa, aunque
sostenida, no fue proporcional al incremento en la concentracién de ER, por lo que, se

decidio continuar trabajando con 8000 ppm de ER (Tabla 6).

36



140

130

120

110

100

.

a0

=20

o

70

&0

S0

30

20

101 100 101 102 103 10+
h

Figura 12: Recta Temperatura (°C) vs. Tiempo (horas) para lograr la estimacion del tiempo de vida
atil del aceite de chia sin aditivar a 25°C.
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Figura 13: Factores de proteccion (h) de Extracto de Romero (ER) a distintas concentraciones
(ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacién mediante el método Rancimat (caudal de
aire 20 I/h, temperatura 100°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p <£0.05).
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Cuando el ER se combin6 con AC, PA'y TOC (Tabla 6); s6lo la mezcla binaria, 100
ppm de AC mas 8000 ppm de ER, mostrdé un efecto protector adicional significativo
(p<0,05) respecto al ER s6lo. Sin embargo, el sinergismo alcanzado, aunque positivo, fue
relativamente bajo (17,25%). Teniendo en cuenta estos resultados, en el ensayo de
almacenamiento prolongado (Cap.lll) no se utilizaran ninguna de estas combinaciones.
Estos resultados contrastan con los obtenidos por Hras et al (2000) en aceite de girasol
sometido a 60°C durante 12 dias, quienes observaron sinergismo entre ER, AC y PA 'y con
Martinez et al (2013°) en aceite de almendra también sometido a 60 °C durante 12 dfas,
quienes lograron buenos resultados en la estabilizacion del mismo con 400 ppm de ER (3%
ac.carnosico) combinado con 100 ppm de AP demostrando un efecto adicional cuando se
encontraban juntos, sin embargo el TBHQ presentd los mejores resultados sélo y en
combinacion con AP y ER en este aceite. En un trabajo realizado en aceite de girasol por
Zhang et al (2010), en el cual se evalud la actividad antioxidante del &cido carndsico puro a
tres concentraciones diferentes en comparacion con antioxidantes sintéticos (BHA, BHT y
TBHQ), en un ensayo de oxidacion acelerada (21 dias-60°C), el mayor efecto protector se
obtuvo con el TBHQ, seguido por la concentracion mas alta de acido carndsico. Resultados
similares fueron reportados por Chen et al (2014) también en aceite de girasol, quien utilizo
extractos alcohdlicos de romero en un ensayo bajo las mismas condiciones. En aceite de
nuez (Martinez et al 2013%) en un ensayo de oxidacion acelerada a 110 °C, observo que la
mayor estabilidad oxidativa se lograba con 800 ppm de ER (3 % de ac. carndsico)
alcanzando un FP de 2,18, este extracto combinado con PA y con TBHQ en un ensayo
prolongado (180 dias) mostrd sinergismo en la matriz lipidica estudiada. Finalmente, en
aceite de chia Ixtaina et al (2012), a través de un ensayo de oxidacién acelerada llevado a
cabo en Rancimat a 98 °C evaluaron la eficacia antioxidante de ER (4%) s6lo y en
combinacion con tocoferoles y té verde. Los resultados obtenidos con este extracto en dicho
estudio son comparables con los obtenidos en el presente trabajo, por otro lado, las
combinaciones con tocoferoles y con té verde no mostraron diferencias significativas

respecto al ER solo.
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Factor de Proteccién

Antioxidante/s Concentracion (ppm) (h)
Control 0 1,00%+ 0,01
Acido Citrico (AC) 100 1,08 + 0,01
Palmitato de Ascorbilo

(PA) 200 3,55°+ 0,07
Tocoferoles (TOC) 200 1,22°+ 0,03
Extracto de Romero (ER) 8000 2,41°+ 0,09
ER + AC 8000 + 100 2,66" + 0,06
ER + TOC 8000 + 200 2,49°+ 0,08
ER + PA 8000 + 200 3,64° + 0,08

Tabla 6: Factores de proteccién (h) de antioxidantes individuales y su combinacién con Extracto
de Romero (ER), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion mediante el método Rancimat
(caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C). Valores medios (n = 3) + desvio estandar. Valores
medios seguidos por letras diferentes difieren significativamente (p < 0.05).

En la Figura 14 y 15 se muestran los FP alcanzados con distintas concentraciones de
PA 'y TOC, respectivamente. EI méximo FP (7,24) se alcanzo con 800 ppm de PA (Fig.14),
mientras que entre 200 y 500 ppm no existieron diferencias significativas en los FP. Por lo
tanto, teniendo en cuenta la cantidad maxima permitida del presente aditivo en el CAA
tanto aislado como mezclado con otro/s antioxidante/s, se seleccioné la concentracion de
200 ppm para el ensayo de almacenamiento prolongado (Cap. I11). En el caso de los TOC la
capacidad antioxidante resultd considerablemente mas baja (Fig. 15) siendo el FP logrado
con la méxima concentracion examinada (800 ppm) de 1,39. Segun el CAA se puede
utilizar tocoferoles en concentracion que no exceda la necesaria para el efecto deseado, sin
embargo el Codex especifica un limite maximo de 300 ppm solos o mezclados con otros
antioxidantes. En cuanto al FP alcanzado con 200 ppm (1,22) no fue significativamente
diferente al arrojado con 400 ppm. Estos resultados son comparables con los obtenidos por
Ixtaina et al (2012) en aceite de chia, quienes también ensayaron TOC y PA
individualmente en Rancimat (98°C), y al igual que en este trabajo los tocoferoles no
presentaron un efecto protector considerable.

Cort (1974) quien estudid el efecto antioxidante de los siguientes compuestos:
TBHQ, BHT, &cido ascorbico (AA’), PA y la combinacion de estos dos ultimos, sobre
aceite de soja almacenado a 45 °C, reporto el siguiente orden de efectividad: 200 ppm de
TBHQ > 200 ppm de PA> 100 ppm de PA méas 100 ppm de BHT > 100 ppm de PA> 200

39



ppm de AA’> 200 ppm de BHT. Més aun, McMullen et al (1991) observaron que el PA
(200 ppm) retard6 el enranciamiento del aceite de canola almacenado a 65 °C. Por su parte
Calvo et al (2004), en aceite de girasol, probaron la efectividad de antioxidantes sintéticos
(BHA, BHT, TBHQ y Propilgalatos) y naturales (mezcla de tocoferoles, ER y Salvia)
obteniendo distintos resultados segin el origen y composicidon del aceite de base. Sin
embargo el TBHQ fue el antioxidante més efectivo frente a la totalidad de los aceites
analizados; los tocoferoles por su parte, tuvieron una efectividad practicamente nula a todas

las concentraciones analizadas.
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Figura 14: Factores de proteccion (h) de Palmitato de Ascorbilo (PA) a distintas
concentraciones (ppm), obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion mediante el método
Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C). Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 15: Factores de proteccion (h) de Tocoferoles (TOC) a distintas concentraciones (ppm) |,
obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacién mediante el método Rancimat (caudal de aire 20
I/h, temperatura 100°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05).

Con la finalidad de corroborar el sinergismo entre PA y TOC informado por otros
autores (Marinova & Yanishlieva 1990), en el presente trabajo se evalud la eficacia de la
combinacion de PA 'y TOC en una proporcion de 50% de cada uno (Fig.16). EI maximo FP
alcanzado fue de 9,49 con una concentracion de 500 ppm de la mezcla (250 ppm de cada
uno); a partir de este punto un aumento de la concentracion de antioxidantes pasa a tener un
efecto negativo, es decir, disminuye el FP. En la Figura 17 se muestran conjuntamente los
FP de la combinacién PA + TOC con los de dichos antioxidantes individuales. En la misma
se observa que, a partir de las 300 ppm la mezcla presenta mayor efectividad que el PA sélo
y esto se mantiene hasta las 700 ppm. El grafico concentracién (ppm) vs. Sinergismo (%)
(Fig.18) demuestra el efecto prooxidante del aumento de la concentracién de ambos
antioxidantes, cayendo él % de sinergismo de 141% (300 ppm de c/u) a 41,89 % (400 ppm
de c/u), no presentando este Ultimo valor diferencias significativas (p < 0,05) con él % a las

50 ppm (32,8 %). EI ANAVA permitié determinar que no existen diferencias significativas
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entre las concentraciones 150, 200, 250 y 300 ppm de cada uno de los antioxidantes
(Fig.17).
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Figura 16: Factores de proteccion (h) de la combinacion de Palmitato de Ascorbilo (PA) vy
Tocoferoles (TOC) en una proporcién 1:1 y a distintas concentraciones (ppm), obtenidos a partir
del ensayo de termo-oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura
100°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 17: Factores de proteccion (h) de Palmitato de Ascorbilo (PA), Tocoferoles (TOC) y de la
combinacion (50:50) de ambos a distintas concentraciones (ppm), obtenidos a partir del ensayo de
termo-oxidacién mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C).Letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 18: Porcentaje (%) de sinergismo entre los antioxidantes Palmitato de Ascorbilo (PA) y
Tocoferoles (TOC) a distintas concentraciones (ppm) de cada uno. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Finalmente, en la tabla 7 se muestran, a los fines de comparar la eficacia de los
antioxidantes naturales utilizados en esta tesis con un antioxidante artificial cominmente
utilizado en aceites y con efectividad conocida en la industria alimentaria como es el
TBHQ, los FP del TBHQ y de los antioxidantes naturales a 100 y 200 ppm (a excepcién del
ER porque las concentraciones utilizadas con este, al ser altas no resultaron dtiles a los
fines comparativos con el TBHQ). Los analisis demuestran que la capacidad antioxidante
del TBHQ es significativamente superior a la de todos los antioxidantes naturales. EI FP
maximo cercano a 7 logrado con TBHQ a 200 ppm, se alcanza con PA a 700 ppm (Fig.14)
y con este combinado con TOC en una proporcion de 200 ppm de cada uno (Fig. 16).

Ademas de los trabajos ya citados en los que se utiliz6 TBHQ como antioxidante, se
puede mencionar que en aceite de pescado, Méndez et al (1990) quienes utilizaron TBHQ,
ER, extracto de té verde, mezcla de tocoferoles y PA combinados entre si; concluyeron que
la adicion de 200 ppm de TBHQ resultd ser mas efectiva que la adicion de 500 ppm de
cualquiera de los cuatro antioxidantes naturales solos o0 combinados. Por su parte, en aceite
de lino Omar et al (2010) obtuvieron buenos resultados combinando el TBHQ con
polifenoles de té en un ensayo de 20 dias a 60°C. Es comdn que en ensayos de oxidacion
acelerada el TBHQ se comporte mejor que cualquier antioxidante natural (Cort 1974;
Méndez et al 1990; Calvo et al 2004; Zhang et al 2010; Ixtaina et al 2012; Martinez et al
2013% Chen et al 2014), sin embargo, debido al cuestionamiento que existe sobre la
utilizacion de este y otros antioxidantes artificiales, seria una buena alternativa reducir la
cantidad de los mismos en una matriz lipidica. En este sentido, Martinez et al (2013")
demostraron que, en el caso de la estabilidad oxidativa del aceite de almendra, se obtienen
similares resultados con 100 y 200 ppm de TBHQ. Por el contrario, en el aceite de chia esto

no sucede ya que entre estas dos concentraciones el FP practicamente se duplica (tabla 7).
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Concentracion Factor de Proteccién

Antioxidante/s (ppm) (h)
Control 0 1,00%+ 0,01
Tocoferoles (TOC) 100 1,12°+ 0,02
Tocoferoles (TOC) 200 1,22°+ 0,03
Palmitato de

Ascorbilo(PA) 100 2,07°+ 0,04
Palmitato de

Ascorbilo (PA) 200 3,55°+ 0,07
PA + TOC 50 + 50 2,14+ 0,05
PA + TOC 100 + 100 3,29+ 0,05
TBHQ 100 3,797+ 0,07
TBHQ 200 6,64% 0,01

Tabla 7: Factores de proteccion (h) de antioxidantes naturales a 100 y 200 ppm en comparacion con
Terbutilhidroguinona (TBHQ) a las mismas concentraciones, obtenidos a partir del ensayo de
termo-oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 100°C) .Valores
medios (n = 2) = desvio estandar. Valores medios seguidos por letras diferentes difieren
significativamente (p < 0.05).

Conclusiones

El periodo de vida util del aceite de chia sin aditivar a 25 °C estimado mediante una
extrapolacion de los TI obtenidos a distintas temperaturas fue de aproximadamente un afio
(8797 h).

En cuanto a los antioxidantes evaluados en este aceite a través de Rancimat a
100°C:

*Con 16000 ppm de ER se llega a un FP de 3,28. Se demostrd que no existe
sinergismo entre ER con AC, PA ni TOC.

* En el caso del PA se alcanza un FP de 7,24 a 800 ppm, sin embargo el maximo
permitido por el CAA para este antioxidante tanto aislado como mezclado con otro/s es de
200 ppm, a esta concentracion el FP fue de 3,55.

*De los antioxidantes evaluados, los TOC presentan la eficacia antioxidante mas
baja siendo el FP maximo alcanzado de 1,39 con 800 ppm. Sin embargo en el presente
trabajo, se utilizara una concentracion de 200 ppm en el ensayo de almacenamiento
prolongado (Cap. IIl) con la finalidad de poder comparar su comportamiento combinado
con PA.
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*La combinacion de PA 'y TOC, demostro ser efectiva hasta las 500 ppm (250 ppm
de c/u) punto en el cual se observa una actividad antioxidante con un FP de 9,49. Con el
aumento de la concentracién de ambos antioxidantes se observa un efecto prooxidante,
evidenciandose también una disminucion del % de sinergismo. Teniendo en cuenta lo
legislado en el CAA se evaluara en el ensayo de almacenamiento prolongado (Cap. I11) la
eficacia antioxidante de la mezcla de 200 ppm de PA méas 200 ppm de TOC.

*De todos los antioxidantes evaluados, el TBHQ, presentd la méaxima capacidad
protectora. EI FP cercano a 7 logrado con TBHQ a 200 ppm se alcanza con PA a 700 ppm
y con este combinado con TOC en una cantidad de 400 ppm en total, demostrando una vez
mas la efectividad de la combinacion de PA + TOC. Este antioxidante artificial se utilizara
a 200 ppm en el ensayo de almacenamiento prolongado como un control positivo.
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CAPITULO I11: ENSAYO DE ALMACENAMIENTO PROLONGADO

Antecedentes

Numerosos estudios cientificos han evaluado la eficacia de antioxidantes y sus
combinaciones en distintas matrices lipidicas. La mayoria de ellos mediante ensayos de
oxidacion acelerada ya sea utilizando Rancimat a temperaturas altas (98°-120°C) u hornos
y estufas a temperaturas medias (60°C), muchos de estos han sido citados en el Capitulo II.
Por el contrario, los trabajos que se llevan a cabo bajo condiciones reales de anaquel
(aprox. 25°C) son escasos.

Okogeri & Tasioula-Margari (2002) y Gomez Alonso et al (2007), estudiaron el
efecto de compuestos minoritarios del tipo fendlico propios del aceite de oliva sobre la
estabilidad oxidativa del mismo evaluando parametros quimicos y sensoriales. En este
contexto Sinesio et al (2005) analizaron los cambios en atributos sensoriales como la
amargura y la pungencia que son indicadores de calidad en el aceite de oliva extra virgen,
en un ensayo de 18 meses variando la temperatura de 10 °C a 28 °C simulando asi las
condiciones de almacenamiento de un hogar y sus variaciones estacionales.

Por su parte, Arcoleo et al (2009) quienes estudiaron el efecto de agregar aceite
esencial de limon al aceite de oliva en un ensayo de 10 meses (10°C a 22°C) evidenciaron
un marcado efecto antioxidante de dicho aceite esencial. También en este aceite
Gambacorta et al (2006) informaron una alta actividad antioxidante del orégano y el
romero, y baja de la pimienta y el ajo, después de 7 meses de almacenamiento.

Olmedo et al (2008; 2009), en aceite de mani adicionado con aceite esencial de
orégano, romero, laurel y aceite de oliva lograron minimizar el IP hacia el final del ensayo
(112 dias) con todos los antioxidantes probados, demostrando también la reduccion en el
desarrollo de aromas y sabores indicadores de rancidez.

Let et al (2007) evaluaron la estabilidad del aceite de pescado adicionado con: y-
tocoferol, EDTA, PA y la combinacion de los tres durante 6 semanas almacenado a
temperatura ambiente. Siendo EDTA el que presentd la mayor efectividad seguido del y-
tocoferol, por el contrario PA mostr6 un efecto prooxidante a una concentracion de 300
ppm y una ligera capacidad antioxidante a una concentracion de 50 ppm. Resultados

similares fueron obtenidos por Horn et al (2009), quienes evaluaron durante 10 meses la
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estabilidad oxidativa de barras de cereal aditivadas con aceite de pescado utilizando acido
cafeico, PA y y- tocoferol como antioxidantes. Para cada una de estas sustancias,
observaron efectos pro y antioxidantes dependientes de la concentracion.

Particularmente en aceite de chia, Ixtaina et al (2012) realizaron un ensayo de
almacenamiento prolongado con reposicion o estético a dos temperaturas (4°C y 20 °C). En
dicho trabajo se ensayo: ER, extracto de té verde y PA a 500 y 2500 ppm cada uno ademas
de un control sin aditivar, todos en condiciones de oscuridad. Los aceites que se
mantuvieron mas estables fueron los almacenados a 4°C y el PA fue el antioxidante que
mejores resultados mostrd en cuanto a la conservacion del aceite en el tiempo.

Mas recientemente, en aceite de nuez, una matriz similar al aceite de chia por ser
altamente insaturado (> 50% é&cido linoleico), Martinez et al (2013%), evaluaron la
capacidad protectora de PA, ER y TBHQ, solos y combinados, a 25 °C bajo condicién de
luz y oscuridad durante 6 meses. Estos autores observaron que, ninguno de los
antioxidantes logré ser eficaz para contrarrestar los efectos causados por la fotoxidacion,
por el contrario en ausencia de luz todos los tratamientos con agregado de antioxidantes
fueron eficaces para inhibir la formacion de productos de oxidacion primaria durante el
periodo de almacenamiento, siendo el mas efectivo el TBHQ y las combinaciones mas
efectivas las de este con PAy ER.

Finalmente, es importante tener en cuenta lo que la legislacion determina para el uso
de aditivos alimentarios antioxidantes en aceites: segun el CAA, legislacion que se tendra
en cuenta en esta tesis, en el Articulo 523bis - (Res 2012, 19.10.84) del Capitulo VII de
alimentos grasos y aceites alimenticios: "Los aceites y grasas vegetales comestibles podran
ser adicionados, con la exclusion de los aceites de oliva de presion no refinados, de los
siguientes antioxidantes y sinergistas:

1. Galato de propilo, galato de octilo y galato de dodecilo (o sus mezclas), Max: 100
mg/Kg, aislados o mezclados.

2. Hidroxianisolbutilado (BHA), Max: 200 mg/Kg.

3. Hidroxitoluenobutilado (BHT), Méx: 200 mg/Kg.

4. Terbutilhidroguinona (TBHQ), Méax: 200 mg/Kg.

5. Mezcla de los galatos citados, BHA y/o BHT, Max: 200 mg/Kg siempre que no

incorporen mas de 100 mg/Kg de galatos.
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6. Mezclas de TBHQ con BHA y BHT, Méx: 200 mg/Kg .

7. Tocoferoles naturales o sintéticos (en concentracion que no exceda la necesaria para el
efecto deseado).

8. Palmitato y estearato de ascorbilo, Max: 200 mg/Kg , aislados o mezclados.

9. Acido citrico, &cido fosforico, citrato de monoisopropilo, ésteres de monoglicéridos con

acido citrico, Max: 100 mg/Kg, aislados o mezclados.”

Objetivo Especifico

Evaluar la conservacion del aceite de chia en condiciones controladas de
almacenamiento prolongado utilizando concentraciones adecuadas de los antioxidantes
teniendo en cuenta los factores de proteccion obtenidos en Rancimat y la legislacion
vigente en el CAA.

Materiales y Métodos

Con el propdsito de evaluar la estabilidad oxidativa del aceite de chia se llevo a
cabo un ensayo de almacenamiento prolongado de tipo dinamico o también denominado
“sin reposicion” durante 165 dias. En este tipo de ensayos a diferencia de los estaticos
(Ixtaina et al 2012) a medida que se van tomando muestras el espacio de cabeza, que
contiene oxigeno, aumenta. Esta situacion coincide con lo que sucede con el aceite
almacenado por el consumidor. En los estaticos o “con reposicion” cada muestreo esta
representado por frascos individuales de igual capacidad, los cuales no se abren hasta el
momento de su analisis.

Los aditivos, en las concentraciones y combinaciones que se detallan en la tabla 8,
se disolvieron en una alicuota de 50 mL de aceite de chia (obtenido por prensado en frio
como fue detallado en el Cap. I) usando un agitador magnético durante aproximadamente 5
minutos o hasta lograr una apariencia homogénea. Esta mezcla fue transferida a envases de
vidrio transparente de 250 mL de capacidad que contenian 200 mL de aceite crudo. La
condicion de almacenamiento en oscuridad se logrd recubriendo los envases con una
lamina de aluminio. Se prepard también un control sin aditivar (CO) y uno sin aditivar y sin

recubrir con aluminio (CL) para analizar los efectos producidos por la luz (fotooxidacién).
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Los tratamientos se realizaron por triplicado y se almacenaron durante un periodo
de 6 meses aproximadamente en una camara con iluminacion permanente (luz fluorescente,
intensidad 800 Lux) y temperatura controlada (25°C). Para la seleccion de los aditivos
antioxidantes utilizados y su concentracién, se tuvieron en cuenta: i) los FP obtenidos a
partir del ensayo de termo-oxidacién acelerada (Cap. I1), ii) la solubilidad de las sustancias
y iii) la legislacion vigente. De esta manera, se descartaron las combinaciones de ER con
AC, PA y TOC por no presentar FP significativos respecto al ER sélo (ver Tabla 6). Para
TBHQ y PA se utiliz6 la maxima cantidad permitida (200 ppm) por el CAA. En el caso de
TOC se utiliz6 200 ppm a los fines comparativos con la combinacion de PA 'y TOC de la
cual se selecciono la de 400 ppm (200 ppm de cada uno) debido al sinergismo manifestado
en el Capitulo 11 y a que no existieron diferencias estadisticas con 250 ni 300 ppm, ademas
de que respetamos asi la maxima cantidad permitida por el CAA de 200 ppm para el PA.
Todos los aceites aditivados presentaron un aspecto translicido. En la siguiente tabla se

resumen los tratamientos utilizados y se detallan los cddigos que se manejaran a lo largo

del capitulo.
Cadigo Antioxidante/s Concentracion Condicion
Tratamiento (ppm)
CL - Control Luz

CO Control Oscuridad

PA Palmitato de Ascorbilo | 200 ppm Oscuridad

ER Extracto de Romero 8000 ppm Oscuridad

TBHQ Terbutilhidroquinona 200 ppm Oscuridad

TOC Tocoferoles al 70% 200 ppm Oscuridad

PA+TOC Palmitato de Ascorbilo | 200 ppm de c/u Oscuridad

y Tocoferoles

Tabla 8: Tratamientos utilizados para evaluar la estabilidad del aceite de chia en un ensayo de
almacenamiento prolongado (luz fluorescente, intensidad 800 Lux, 25°C).

Con una periodicidad quincenal se extrajeron muestras (10 g) de cada uno de los

tratamientos a fin de evaluar posibles cambios en la calidad quimica de los aceites y en los
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pardmetros indicativos de oxidacion. Las muestras se almacenaron en recipientes de vidrio
de 10 cm® color &mbar en atmésfera de nitrégeno a -20°C hasta el momento de su analisis.
Los parametros medidos fueron: grado de acidez (GA), indice de peroxido (IP), dienos y
trienos conjugados (kos2 Yy Ko7o), cuyas metodologias fueron detalladas en la seccién
materiales y métodos del Capitulo I. Con el objetivo de analizar posibles cambios en el
perfil caracteristico del aceite, se realizaron sobre los controles (CL: luz y CO: oscuridad)
los siguientes ensayos segiin metodologia descripta en el Capitulo I: perfil de &cidos grasos
e 1Y, pigmentos, cuantificacion de tocoferoles y actividad antioxidante al DPPH tanto en el
tiempo inicial como en el final (165 dias).

Analisis estadisticos

La base informatica utilizada fue el programa INFOSTAT version 2011. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. Las diferencias entre los tratamientos se
estimaron mediante analisis de la varianza (ANAVA). En aquellos casos en donde se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), se utilizO un test a
posteriori de comparaciones multiples (Fisher LSD). También se realizd una regresion
lineal con IP como variable dependiente y los dias como variable regresora o

independiente.

Resultados y Discusion

En las figuras 19, 20, 21 y 22 se muestra la evolucion de los parametros oxidativos a
lo largo del periodo de almacenamiento. Particularmente el GA (Fig.19) no se diferencio
significativamente (p < 0,05) entre los distintos tratamientos, incluso en el tiempo no hubo
un aumento significativo en ninguno de ellos. Teniendo en cuenta que el maximo permitido
para este parametro en aceite de chia segun el CAA es de 1%, en el presente ensayo a los
165 dias de almacenamiento el CL, presentdé un GA de 0,22. Este hecho evidencia que el
aceite de chia es estable frente a la degradacion hidrolitica de los glicéridos, ain en
condiciones de exposicién a la luz.

Un comportamiento similar muestra el pardmetro k7o (trienos conjugados) (Fig. 20),

no mostrando diferencias significativas entre tratamientos hasta los 105 dias de
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almacenamiento, momento a partir del cual los tratamientos: CL, CO, TOC y ER
comienzan a diferenciarse del resto. Resulta importante destacar que el ER muestra valores
significativamente (p < 0,05) més altos de ka7o que los controles, infiriendo cierta accion
prooxidante de este extracto.

Los parametros ks, (dienos conjugados) (Fig.21) e IP (Fig.22), en cambio si
muestran diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05),
demostrando una capacidad diferencial de los compuestos antioxidante utilizados para
proteger al aceite de chia de la oxidacion y prolongar su periodo de induccion, tiempo
necesario para que la acumulacién de perdxidos alcance el valor de 15 meqO./kg
(Economou et al 1991).

En la ks, (Fig.21) los tratamientos CL y ER se diferencian del resto de los
tratamientos desde los 15 dias de almacenamiento en adelante. A partir de los 75 dias tanto
CO como TOC se diferencian de los tratamientos aditivados con PA, PA + TOC y TBHQ,
acercandose a los valores de ki3, que presentan CL y ER, incluso este ultimo y TOC
superan los valores de CL a partir de los 120 dias, alcanzando a los 165 dias valores de 3,58
con ER y de 3,35 con TOC respecto al CL que fue de 3,23. Por su parte, los tratamientos
PA, PA +TOC y TBHQ presentan valores de ki3, por debajo de 1,7 no mostrando
diferencias significativas entre ellos a lo largo de todo el periodo de almacenamiento.

En cuanto al IP (Fig.22), sin tener en cuenta el CL que se diferencia del resto a
partir de los 15 dias y sera discutido mas adelante; se puede observar un comportamiento
similar al observado para ku3,. A partir de los 60 dias de almacenamiento los tratamientos
se dividen en dos grupos, uno compuesto por: CO, ERy TOC y otro por TBHQ, PAy PA +
TOC. El primer grupo de antioxidantes detallado no muestra buena capacidad protectora
superando la cantidad maxima de IP admitido por el CAA; en el caso de TOC a partir de
los 135 dias (FP: 15,87) y en el caso de CO y ER a partir de los 150 dias de
almacenamiento (15,78 y 17,82 respectivamente). El segundo grupo es el que muestra
mayor efectividad en la proteccion del aceite de chia, no exhibiendo diferencias
significativas entre ellos hasta los 135 dias; momento a partir del cual la combinacion PA +
TOC, se diferencia significativamente de los otros dos y presenta los valores mas bajos de

IP finalizando el ensayo con 0,42 meqO,/Kg (Fig. 23). Estos tres tratamientos mantienen el
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IP por debajo de 1meq O,/Kg hasta los 135 dias en el caso del TBHQ, hasta los 150 dias en
el caso del PA y no superandolo nunca en el caso de PA + TOC (Fig. 23).

Del anélisis conjunto de los pardmetros evaluados surge que la condicion luminica
ejerce un efecto significativo sobre la generacién de productos de oxidacion primarios:
dienos conjugados (Fig.21) y peroxidos (Fig. 22) en el aceite de chia. Con CL se demuestra
que la fotoxidacion acelera el proceso de deterioro del aceite siendo el IP a los 165 dias de
24,3 respecto al CO que fue de 18,4. De acuerdo a Wong (1995) y Frankel (2005) la foto-
oxidacion representa una via importante de generacion de perdxidos a partir de acidos
grasos insaturados, cuando la misma sucede en presencia de un fotosensibilizador adecuado
como las clorofilas, feofitinas o flavinas. Estas reacciones de oxidacion fotosensibilizadas,
al igual que las que ocurren durante la auto-oxidacion, conducen a la formacion de
peréxidos pero, a diferencia de estas ultimas, no presentan un periodo de induccion
apreciable, puesto que no son inhibidas ni retardadas por sustancias inhibidoras de la
propagacion en cadena de radicales libres, como los antioxidantes utilizados o los que estan
presentes naturalmente en un aceite. Si bien el aceite de chia utilizado como sustrato para
evaluar la actividad antioxidante de las diversas sustancias ensayadas en este trabajo
contiene una baja concentracion (4,66 ppm) de clorofilas (tabla 2), de acuerdo a Suzuki et
al (1984) esta cantidad del pigmento fotosensibilizador es suficiente para la produccion
fotoquimica de oxigeno singulete. Esto se evidencia en la Figura 22, donde el tratamiento
CL carece de periodo de induccidn, observandose un aumento lineal y sostenido del IP. Por
tal motivo en el presente trabajo de tesis, y basdndonos en antecedentes previos (Martinez
et al 2013% es que la eficacia de los antioxidantes seleccionados solo fue evaluada en

ausencia de luz.
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Figura 19: Evolucion del grado de acidez durante el almacenamiento del aceite de chia en
condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.
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Figura 20: Evolucion del coeficiente de extincion especifica (ka7o, trienos conjugados) durante el
almacenamiento del aceite de chia en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 °C) controladas.
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Figura 21: Evolucién del coeficiente de extincion especifica (K,s,, dienos conjugados) durante el
almacenamiento del aceite de chia en condiciones de iluminaciéon (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 ° C) controladas.
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Figura 22: Evolucién del indice de perdxidos (meqOa/kg aceite) durante el almacenamiento del
aceite de chia en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C)
controladas.
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Figura 23: Detalle de la Fig. 22. Evolucién del indice de peréxidos (meqO./kg aceite) durante el
almacenamiento del aceite de chia en condiciones de iluminaciéon (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 °C) controladas de los tratamientos que presentaron mejores resultados:
Terbutilhidroquinona (TBHQ), Palmitato de ascorbilo (PA) y la combinacién (50:50) de Palmitato
de Ascorbilo y Tocoferoles (PA+ TOC).

Para aquellos aceites extraidos por prensado en frio y sin una legislacion particular,
el CAA, como se menciono anteriormente, admite un valor de IP maximo de 15 meqO,/Kg
de aceite. En virtud de este hecho, en la Tabla 9 se expresan los dias de almacenamiento
estimados (a partir de la regresion con los datos experimentales) para alcanzar un
determinado valor de IP (IP=15: para CL, CO, ER y TOC; IP=2 para PA y TBHQ e IP=1
para PA + TOC). Estimando segln esta metodologia que es PA + TOC el tratamiento que
mayor vida util brinda al aceite de chia (207 dias para llegar a 1 megqO./Kg) y es el
tratamiento con TOC el que menos proteccion brinda (126 dias para llegar a 15 meq
0,/Kg), menos aun que CO (142 dias). En cuanto al CL, es decir un aceite sin ninguna
proteccién ni siquiera a la luz, se estima que a los 108 dias llegaria a un IP de 15 meq
0,/Kg, resultando menor al tiempo de vida util que resultd de la estimacién realizada

mediante Rancimat a distintas temperaturas (Fig. 11- Cap. I1).
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Dia Dia Dia

Tratamiento Po P P R? estimado estimado estimado

(IP15) (1P2) (1P1)

Control Luz 0,12 0,13 0,000093 0,98 108

Control Oscuridad -1,42 0,05 0,00043 0,96 142

TBHQ (200 ppm) -0,13 0,01 0,000016 0,95 216

PA (200 ppm) 0,26 -0,01  0,0001 0,96 190

TOC (200 ppm) -10,8 0,24 0,00046 0,99 126

PA +TOC -1,67 0,03 -0,00008 0,87 207

ER (8000 ppm) 0,01 -0,02 0,00092 0,99 144

Tabla 9: Coeficientes de regresion y R? para los indices de perdxidos (meq O,/Kg aceite) de los
distintos tratamientos utilizados en el ensayo de almacenamiento prolongado. Ecuaciones de
regresion: “y= fo + fix + fox’donde “y” es la variable dependiente (IP), S es la constante que indica
el valor esperado de “y” cuando “x =0, “f,” es el coeficiente de “X”, “ B,” es el coeficiente de “x*”

b

“x” es la variable independiente o regresora (dias). Abreviaturas: Terbutilhidroquinona (TBHQ),
Tocoferoles (TOC), Extracto de Romero (ER) y Palmitato de Ascorbilo (PA).

Finalmente, en la tabla 10 se muestran los resultados de los analisis quimicos (%
AG, 1Y, Tocoferoles y DPPH) de los tratamientos CO y CL al tiempo cero y a los 165 dias
de almacenamiento. Se observé que los pigmentos disminuyen significativamente a lo largo
del periodo de almacenamiento, no existiendo diferencias significativas para los carotenos
entre las condiciones de luz y oscuridad, pero si para las clorofilas las cuales sufren una
reduccion de aproximadamente un 80% en luz y de un 63% en oscuridad. En concordancia
con lo observado por Ixtaina et al (2012) y Martinez et al (2013 ), el perfil de 4cidos
grasos tanto saturados, monoinsaturados como polinsaturados no se ve afectado por las
condiciones de almacenamiento. Si bien a los 165 dias, CL y CO, no evidencian una
disminucidn significativa en el contenido de tocoferoles; Ixtaina et al (2012) informé que
en periodos mas prolongados de tiempo (225 dias), el contenido de tocoferoles, disminuye
en un rango de 10% al 24% dependiendo del tratamiento. Mas aun, en aceite de oliva
Okogeri & Tasioula-Margari (2002) observaron una reduccién en el a- tocoferol del 50%
en 12 meses en oscuridad y del 79% en 4 meses bajo luz; por su parte Gobmez Alonso et al
(2007) también en este aceite percibieron una reduccion de este compuesto aunque mas
leve (12% al 23%). En cuanto a la actividad antirradicalaria medida mediante DPPH se
mantuvo aproximadamente en una media de 43 % trascurridos los 165 dias de

almacenamiento; lo cual puede ser atribuida a su contenido constante en tocoferoles.
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Control Luz Control Oscuridad

Pardmetro Dia 0 Dia 165 Dia 0 Dia 165
% Acidos Grasos
Palmitico 7,46°+0,15  6,54%+ 0,39 7,46 £ 0,15 6,88%+ 0,34
Palmitoleico Tr Tr Tr Tr
Estearico 2,984 +0,00  2,46%+0,2 2,984 +0,09  2,62°+0,21
Oleico 7,18°+0,15 6,54°+1,28  7,18°+0,15 6,29%+ 0,49
Linoleico 20,08°+0,16 19,14°+0,96 20,08°+0,16 19,94% 0,39
Linolénico 61,82°+0,46 66,39°%+291 61,82°+0,46 64,28% 1,36
Y 212,08% + 0,94 222,31% 6,49 212,08%+0,94 217,75°+2,6
Carotenoides
(mg/Kg) 541°+0,09 322°+035 541°+0,09  3,44°+ 0,09
Clorofilas (mg/Kg) 4,66% + 0,06 0,9+ 0,09 4,66° + 0,06 1,69°+ 0,08
DPPH 40,33+ 0,29 42,24°+0,41 40,33 +0,29 45,45% 1,24
Tocoferoles (mg/Kg)
o Tr Tr Tr Tr
B Tr Tr Tr Tr
Y 651,76°+41,9 598,39°+ 8,4 651,76°+41,9 600,15% 13,2
d 64,77°+2,68 68,39°+1,39 64,77°+268 67,68° 1,76

Tabla 10: Parametros quimicos medidos a los 0 y 165 dias de almacenamiento en los aceites control
(luz y oscuridad).Valores medios (n=3) * desvio estandar. Tr: valores trazas. Valores medios
seguidos por letras diferentes difieren significativamente (p < 0.05). Abreviaturas: Indice de Yodo

(1Y), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).
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Conclusiones

La estabilidad oxidativa de un aceite o grasa depende de varios factores entre ellos;
el grado de insaturacion de los éacidos grasos, la cantidad y tipo de antioxidantes, la
presencia de trazas metélicas y de luz, la disponibilidad de oxigeno y la exposicion a
temperaturas elevadas. El aceite de chia constituye un sustrato altamente susceptible a
reacciones oxidativas que deterioran su calidad quimica y organoléptica. Este hecho hace
necesario que para su conservacion deba ser protegido mediante el empleo de sustancias y
condiciones de almacenamiento que puedan inhibir o retardar los procesos de oxidacion.

Entre los antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria se
encuentran el BHA, BHT y TBHQ. El uso de estos esta siendo cada vez mas cuestionado
dado que se le atribuyen efectos negativos sobre la salud. Por tal motivo, en los ultimos
afios, ha surgido un interés creciente en el estudio y aplicacion de antioxidantes naturales.

El analisis de la estabilidad del aceite de chia frente a la auto-oxidacion, permitio
determinar la eficacia antioxidante de algunas sustancias bajo condiciones de
almacenamiento que simulan las utilizadas por el consumidor. El efecto protector de la
combinacion de PA con TOC en una proporcion 50:50 y respetando los limites establecidos
por el CAA de 200 ppm para PA fue mayor que con TBHQ, uno de los antioxidantes
artificiales méas usados y citados por su conocida eficacia.

Tanto la composicion de acidos grasos como la actividad antirradicalaria y la
proporcion y cantidad de tocoferoles, en los aceites control, permanecieron practicamente
sin modificaciones al cabo del periodo de almacenamiento. Por el contario, la cantidad de
pigmentos carotenoides disminuyd proporcionalmente, tanto en luz como en oscuridad,
mientras que las clorofilas se redujeron significativamente bajo condiciones de iluminacion

permanente.
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CONCLUSION GENERAL

El creciente interés de los consumidores en cuanto a la relacion alimentacion-salud
ha intensificado la bdsqueda para adoptar un estilo de vida sano. Una alimentacion rica en
acidos grasos insaturados: -3, o-6 y -9 disminuye el riesgo de padecer enfermedades,
especialmente las cardiovasculares, cancer y sindrome metabolico. Su consumo habitual
constituye un remedio eficaz para reducir el nivel de colesterol y de triglicéridos en sangre,
y contribuye a regular la presion arterial. Los Comités Internacionales de Nutricion y
Alimentacion convocados por FAO/OMS (1994) recomiendan que la distribucion de
consumo de los distintos acidos grasos corresponda, dentro de un 30% total, a un aporte del
10% por parte de los saturados (AGS), de un 10% de los acidos grasos monoinsaturados
(AGMI) y de un 10% de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Ademas, la relacion de
AGPI -6 y de AGPI »-3 deberia estar en el rango de 5:1 a 10:1 como maximo.

En este contexto el aceite de chia, por su perfil altamente insaturado puede jugar un
papel importante, ya que son pocos los aceites vegetales con caracteristicas semejantes. Sin
embargo, esta ventaja nutricional acarrea una desventaja tecnologica en cuanto a la
estabilidad del producto debido a la vulnerabilidad de los dobles enlaces mencionada en el
capitulo Il de esta tesis. Si bien el aceite de chia contiene naturalmente sustancias
antioxidantes con efecto protector, cuando sSe encuentra expuesto a factores
medioambientales como el aire, la luz y la temperatura se oxida alterando su calidad
quimica y organoléptica. Por lo tanto, una alternativa tecnoldgica para preservar la calidad
quimica de este tipo de aceite radica en el agregado de antioxidantes sintéticos o naturales,
teniendo estos ultimos un interés creciente tanto por parte de la industria como de los
consumidores.

En respuesta a esta realidad, en esta tesis se comprobd que, el efecto protector de la
combinacion de los antioxidantes naturales palmitato de ascorbilo (PA) y tocoferoles en
una proporcion 50:50, respetando los limites establecidos por el CAA de 200 ppm para PA,
fue superior al alcanzado con el antioxidante sintético TBHQ. Por lo tanto, constituye una
alternativa interesante para la industria aceitera, la cual actualmente se encuentra interesada
en este tipo de aceites no convencionales, provenientes de cultivos que estan siendo

revalorizados en el pais y el continente.
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