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RESUMEN

En este estudio se presentan las caracteristicas
generales de los antioxidantes, asi como su mecanismo de accién
en la degradacien de grasas y aceites Ccap. 1). Se hace un
bosquejo histdérico de los tocaoferoles, su importancia,
estructura y propiedades; tratando en detalle su actividad
antioxidante ¥y sinergismo, para los contenidos normalmente
encontrados en los alimentos, inecluyendo los efectos

pro-oxidante y degradativos relacionados Ccap. 23.

En el capitulo 3 se resumen las referencias relacionadas
a las formulaciones y se clasifican en funcién de su uso y
alimentos de aplicacidén. Los métodos analiticos organizados
bajo el patrén anterior, para resaltar su evolucién,
aplicabllidad y precisién, se incluyen en el capfitulo 4. En el
cap, B se exponen a manera de discusidn las observaciones
consideradas como relevantes derivadas del - analisis de la
informacidn previa presentada y finalmente las conclusiones
obtenidas (cap. 68) asi{ como la bibliograffia consultada para la

consecucidn de este trabajo.



INTRODUCCION

Los tocoferoles son uno de los cince antioxidantes
mas ampliamente usados en productos alimenticios con un alto
contenide lipidico, tantoc a nivel mundial como naciocnal. Estos
compuestos l1nhiben o© retardan la oxidacién evitandose 1la
rancidez y deteriorc, y a diferencia de otros antioxidantes,
mejoran la calidad de un producto para consumo humano ya que
estdn comprendideos dentro de la serie de sustancias con
actividad de vitamina E, esencial para la reproduccidén y

fertilidad.

Dada su importancia y al hecho de no existir ningin
trabajo sobre el tema de 1873 a la fecha en el acerve de tesis
de la biblioteca, el presente trabajo contempla como objetivos:
Revisar las fuentes bibliograficas en cuante a antioxidantes y
su mecanisme de accidn. Degradacién de grasas Yy aceites.
Tocoferoles, estructura quimica, propledades, actividad
antioxidante ¥y temas relacionados. Aplicaciones en alimentes,
formulaciones. Métodos analiticos para su deteccidén y control.
Resumir, actualizar y organizar la informacién existente a fin

de visualizar y analizar su estatus en este campo,



1 ANTIOXIDANTES GRADO ALIMENTICIO

1.1 Generalidades (1)

Desde hace aproximadamente medico siglo los antioxidantes
grado alimenticio se adicionan a las grasas y aceites o a los
productos que poseen un alto contenido lipidico, con el fin de
ratardar o inhibir la oxidacién por radicales libres,
evitandose la rancidez y deterioro en el color y sabor. Durante
este periodo se ha evaluade la efecividad antioxidante y la

seguridad para el h de cient de tos

naturales ¥y sintéticos y hasta la fecha, alrededor de veinte
compuestos han cumplido con los parametros citados y se han
aprobado como aditivos alimentariocs. De esos veinte sdélo cinco
antioxidantes se usan ampliamente en todo el mundo.

w BHA Cbutil hidroxtianisol)

# BHT Cbutil hidrexdtoluencd

# Galato de propu.b

% TBHQ Cterbutil hidroquinonad

» Toco!‘crol..s-.

Estos productos usados en forma individual o en
combinacién con acidos sinergistas, tales como el &cido citrico.
acido ascérbico y sus correspondientes ésteres, cumplen con las
principales exigencias de un antioxidante para productos

alimenticios,

1.2 Caracteristicas de los antioxidantes ¢1.2>
+ Un antioxidante para alimentos debe cumplir con los

siguientes requisitos esenciales:



- efectividad a bajas concentraciones

- compatibilidad con el sustrato, por ejemplo el pH del
alimento,

- estabilidad durante el procesamiento del alimento: frefdo,
horneado, secado por aspersidén, extrusién, etc.

~ solubilidad o dispersabilidad en el alimento,

~ no conferir color, olor y sabores desagradables al producto
alimenticio,

- ausencia de toxicidad para el consumidor,

- los requisitos que sefiala la legislacidn sanitaria.

1.3 Tipos de antioxidantes C2,3)

Se ha hecho una clasificacién de los antioxidantes con
base en el modo de accidn de estos compuest.os. distinguléndose
aquelles que son capaces de donar rapidamente un Atomo de
hidrégeno a un radical lipidico, éstos son 1lamados
antioxidantes primarios é Unicamente antioxidantes.

El otro grupo son los antioxidantes secundarios, algunos
autores les han .l].al;ndo sinergistas, estos compuestos retardan
la velocidad de autoxidacién de los lipidos, por la conversidn
de radicales libres en especies estables.

Los mecanismos por los cuales operan pueden ser: ligar
lones metalicos, atrapar o absorber e! oxigeno, degradar los
hidroperéxidos a especies no radicales, absorber la radiacién
UV o desactivar el oxigeno.

Antioxidantes Pr rios
Tocoferoles

Goma guayacol



Galato de propilo
Butil hidroxianisol CBHAD
Butil hidroxitolueno CBHTD
2,4.5-Trihidroxibutirofencna ¢ THBPY
4-Hidroximetil-2,8-di-ter-butilfencl
ter-Butilhidroquinona CTBHQ)
Sipergistas
Acldo citrico y citrato de isopropilo
Acido fosférico
Acido tiodipropiédnico y
sus ésteres: didodecil, dilauril y dioctadecilico
Acido ascérbico y palmitato de ascorbilo
Acido tartarico
Lecitina

1.4 Mecanismo de accién (1,2>

Los antioxidantes para grasas Y aceites funcicnan
interfiriendo en la formacién de radicales libres que tnician y
propagan la oxidacién. Las siguientes reacciocnes quimicas
describen el mecanismo antioxidante.

La reacciédn C1) ilustra como el antioxidante inhibe o

retrasa la etapa de iniciacién de la oxidacién por radicales

lipres. REACCION 1
y i
AH =+ ~C-C-C=C-C~ > AN + "C-(E-C-C-C"‘
H
Antroxi-— Radical libre Radical Molécula
dantc’ del liptdo Libre del original del

antioxidante liptdo



La reaccién €2) ilustra como se inhibe la etapa de
propagacidn.

MEACCION 2

i H
AH =+ "€-C-CeC-C™ | ——-> A+ *c—dl:—c-c-c"
0
[ 1
0 0—-H
| Antioxi- Radical libre Radical libre Hidroperéxi-
dante del perdéxido del antioxidante do

La estructura ftfendlica de los antioxidantes primarios
grado alimenticio les permite formar radicales libres de baja

energia a través de hibridos de resonancia;

04 0 a 0
@”’ﬁ ©:©$©

Fenol Radical lidre Hibridos en resonancia estables

Los grupos sustituyentes alquilo en las posicliones 2, 4
© 6 del anilloc aromitico del fencl, incrementan la densidad
electrénica en el grupo hidroxilo por efecto inductivo, esto

trae como ia un to en la reactividad con los

radicales liptidicos.



Un nuevo grupo hidroxilo en la posicién 2 o 8 del anillo
fendlico produce un {incremento en la actividad antioxidante,
debido a la estabilidad que adquiere el radical fenoxil a traves

de un puente de hidrégeno intramolecular.

]

0

La actividad antioxidante de los derivados del
1,4~-dihidrosd banceno se debe en parte, al he&hc de que el
radical semiquinoidico preducido inicialmente, puede ademas Sser
oxidado hasta quinona, mediante la reacclidén con otro radical
lipidico o puede descomponerse hasta una molécula de quinona e

hidroquinona:

OH 0° 0

—
ROO" - ROOH
ROO" ROOH

OH oH 0

Hidroguinona Quinona



1.5 Uso adecuado de antioxidantes C2>

Desde luego, la industria de alimentos no debe de
reemplazar las buenas practicas de manufactura por el uso de
antioxidantes. ya que estos compuestos pueden inhibir o retardar
la oxidacidédn, peroc no pueden mejorar la calidad de un producto
ya oxidado. En los sistemas lipidicos, especlialmente, la
oxidaciédn hecesita del oxigeno y las reacclones se inieian
debide a un incrementa de energia. Por consiguiente es
importante:

- Minimizar los activadores de la oxidacidn exsdgena: almacenar
en lugar frio y eliminar la luz innecesaria, especialmente la

radiacisn UV.

Eliminar los activadores de la oxidacidn enddgena: eliminar o
reducir las trazas de metal CCu, Fed, pigmentos Cclorefilasd o
perdxidos.
- Usar materias primas de buena calidad.
~ Eliminar el oxigeno tanto como sea posible y mantener la
entrada de é&ste en niveles bajos durante el procese y el
almacenamiento.
~ Utilizar contenedores y materiales de empaque adecuados.
1.8. Degradacién de grasas y aceites Ci1,3D
La degradacién de las grasas y los aceites alimenticios
ocurre inicialmente a partir de dos reacciones quimicas:

hidrolisis y oxidacién.

Hidrolisis
La bidrélisis de grasas y aceites ocurre cuando el agua

[y



reacciona con el triglicérido para formar glicerol, mono y
diglicéridos y acidos grasos libres. La hidrélisis de las grasas
y los aceites naturales Canimales y vegetales) se cataliza
frecuentemente por las enzimas lipasas, pero son desactivadas
por las condiciones térmicas de refinacidédn del aceite.

Muy frecuentemente este tipo de degradacién '~ ocurre
durante el procesamiento de los alimentos a altas temperaturas,
por ejemplo. en el freido de alimentos con un alto contenido de
agua, como son las papas.

Como consecuencia de la hidrélisis de las grasas y
aceites se observa:

- disminucién del punto de humo,

formacién de espuma durante el freido.

corrosidén del equipo de proceso, factor para la produccidn de
4cidos grasos libres, y
- formacién de sabores amargos y desagradables debido a los
acidos grasos libres Cespecialmente cuando se usan los aceltes
de coco ¥y almendra de palmad; debido a esto, se le ha
llamado rancidez hidrolitica.
dm seffalar que nl los antioxidantes ni otro aditivo
usado en la industria alimentaria pueden corregir el problema de

hidrélisis lipidica.

Oxtdacién

La oxidacién de las grasas y aceites es el problema mas
frecuentemente asociado con la produccidén, almacenamiento y uso
de estos productos. Este tipo de daffo se inicia con la formacién

de radicales libres debido a la exposicién de los lipides al



calor, la luz, los iocnes metilicos y el oxigeno.

Para explicar la oxidacién de las grasas ¥y ar:an'.es se ha
propuesto .. un mecanismo que incluye tres pasos, estos son:
iniciacién, propagacién y terminacién.

Esta reaccién de oxidacién ocurre en los grupos metileno

adyacentes al doble enlace carbono-carbono Cposicidn alilicad:

"
| -H* i
"C-C-CaC-C™ —--> ~C=C-CaC—C"™
R intciador
Liptdo Radical libre del lipido

La oxidacidn prosigue al reacclonar el radical libre de la grasa

con el oxigeno para formar @l radical libre del perdxido:

f i
I
“C-C-C=C-C™ + 02 ———D "'C—(?—C-C—C“’
0
|
[\
Radical libre del Radical libre del
Lipido perédxido

Enseguida el radical libre del perédxido extrae un
radical hidrégeno de otra molécula de grasa para formar un
hidroperdxido y otro radical libre de la grasa. Esta reaccién

constituye la etapa de propagacién y se caracteriza entre otras



cosas por efectuarse en cadena:

H H
1 |
[ ...c—(I:—c-C—c- ] + —c-(I;-c.c-c—— ————

" b
0

H H
1 1
[ ~C~C-CmC~C :‘ + [ “C-C-CeC~C™

Radical libre de Nidroperéxido

la grasa
En la tercera etapa conocida como terminacién, se forman
polimeras debido a la reaccién de dos moléculas de radicales

libres, que pueden ser de igual o diferente especie:

R* + R == RR

10



2TOCOFEROLES

2.1 Bosquejo Histérico €4,5,8,7)

El nombre de wvitamina proviene del griego "“vita" que
significa vida y “amina” es referido al grupc de compuestos
quimicos amnés. al cual pertenece la tiamina (51) que fus el
primer factor identificado con caracleristicas relativamente
puras.

Podria definirse la palabra vitamina como aquél grupo de
moléculas organicas que son indispensables como tales para los
procesos metabdlicos del cuerpé, ya que éste es incapaz de
sintetizarlas en cantidades adecuadas y que no son los
aminodcidos ni los 4cidos grasos esenciales. que también son
indispensables,

Las vitaminas se han clasificado en dos grandes grupos,
las vitaminas hidrosolubles y las vitaminas liposolubles. En el
primer grupe quedan comprendidas la vitamina C y las que
conforman el complejo B; dentro del segundo grupo se encuenu;an
las vitaminas A, D, K y E , esta dltima objete de estudio.

Existen caracteristicas que diferencian a ambos grupos,
por ejemplo las vitaminas liposolubles se abscrben en el
intestino Junto con otros lipidos y llegan a acumularse en
cantidades importantes en el higade. En cambio, las vitaminas
hidrosolubles se absorben con dificultad en el intestinc y no se
acumulan en el organisme en gran cantidad.

Las vitaminas sirven como coenzimas o precursoras de

éstas, cuya funcidén es catalizar las reacciones en la fisiclogia

1



corporal, por tal motivo =e requieren en cantidades muy
pequeiias.

La wvitamina E comprende una serie de compuestos
denominados tocoferoles y tocotrienoles. En la naturaleza se
encuentran ocho derivados de tocoferol, seis son derivados del
tacol y dos del tocotriencl. La diferencia entre estos dos Libos
de moléculas es que el tocotrienol tiene tres dobles enlaces en
la cadena lateral.

En el afo de 1822 Evans y Bishop determinaron 1la
presencia de un compueste responsable de la reproduccidn de
ratas, trece afios mas tarde Evans y los Emerson obtuvieron la
vitamina E a partir de la fraccidn insaponificable del aceite de
german de trigo. A estos investigadores se debe el nombre de
tocoferol cuyo significado proviene de 'tokos'" que significa
alumbramiente o parto; “phera”, llevar © transportar y “ol*
alecohol. En 1838 Karrer y colaboradores sintetizaron la vitamina
E.

La vitamina E es un antioxidante bioldégico que protege a
los A&cidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares
contra la accién de moléculas peroxidantes tales como perdxidos,
superédxido y radicales libres portadores de oxigenc.

La carencia de vitamina E lleva a pérdida de fertilidad
en ‘el hombre y es causa de abortc en la mujer, se presenta
cuando hay una absorcién deficiente y crédnica de las grasas que
se manifiesta por trastornos gastrointestinales como nauseas y
dolor abdominal, debido posiblemente a la acumulacién de un
pigmento en el intestino delgado. Existe también una pérdida de

tejido muscular; en niffos recién nacidos o lactantes los

12



eritrocitos son mas propensos a .L_a hemélisis, debido al ataque
de los radicales libres sobre los acidos grasos poliinsaturados
de la membrana.

La fuente natural mAs abundante de los toceferoles son
los aceites vegetales: aceite de germen de trigo Cel de mas alta
concentracisén), le siguen el acejte de maiz, el de semilla de
algedén y el aceite de girasol, entre otros. La vitamina E
tamblén se encuentra en las verduras de hoja verde C(lechuga,
alfalfad, nueces y cereales. En el tejido animal, el higado es
el que presenta mayor contenido de esta vitamina, aunque en
general esta fuente es baja en tocoferol, dentro de este grupo

se contempla la carne, leche, mantequilla y la yema de huevo.
2.2 Estructura quimica ¢2,42

En la naturaleza se han encontrade ocho diferentes
sustancias que Lienen actividad de vitamina E. Estas sustancias
pertenecen a dos familias con los nombres genéricos de ‘“tocoles"
y "tocotriencles”. Los miembros de cada familia se designan con
a, 3, ¥, & & dependiendo del numero y posicién de les grupos
metilo unidos al anillo cromanol.

En los tocoles Ctabla 2.1) la cadena lateral es saturada
e insaturada en los tocotrienoles Ctabla 2.2). Las estructuras
de los tocoferoles Ctocoles) indican tres centros de asimetria
en C-2, C-4' y C-8'., Los tocotrienoles poseen un centro de
asimetria en C-2. Por lo tanto., para cada tocoferol y
tocotriencl existen 8 y 2 estereocisémeros respectivamente, en

base a,estos centros quirales.



Tabla 2.1

ESTRUCTURA QUINICA DE TOTOFERDLES

Compuesto Férmula Sustituyentes

HO

Tocoles

Ry
0
R
Ry Ry Ry

Tocol CmH »” 402 H H
8-Metiltocol C27H 4502 H H CH3
Cé6-Tocoferold
8,8-Dimetiltocol c28H 4802 CH3 H CH3
Cf3-Tocoferold
7:,8-Dimetiltocol c28H48°2 H CH3 C}‘l3
Cy-Tocoferold
5,7.8-Trimetiltocol Caﬂsooa CH3 (:H3 Cl-la

Ca-Tocoferold

P.M.

388. 84

402.67

418. 69

418.68

430.72




Tabla 2.2

ESTRUCTURA QUINICA DE TOCOFEROLES

Compuesto

Ry

* 8-Metiltocotrienol

C6-Tocotrienold

% 5,8-Dimetiltocotriencl

CfA-Tocotriencld

 7,8-Dimetiltocotriencl

Cy-Tocotrienold

» 5,7,8-Trimetiltocotrienocl

Ca-Tocotrienold

Férmula

Sustituyentes

Tocotrienocles

CarHao®z

C o H,

zaf4202

CogMa2C2

CagHadO%

CH, CH, CH,.

P.M, .

410.85

410.08

424.087




Este arreglc espacial de los compuestos influye en su
actividad biolégica. El! 2R, 4'R, 8°'R-a-tocoferol natural es
aproximadamente 35% mas activo que el dl-a-tocoferol sintético.
Estos hechos deben considerarse en el calculo del contenido de
vitamina E en los alimentos.

Para designar a los compuestos naturales se les antepone
la letra d, letra que se refiere a la ordenacién en torno al
atomo de carbono 2 asimétrico, es decir, pertenecen a la serie

d. El a-tocoferol sintético es di-a-tocoferol.

2.3 Propiedades fisicas (2
En la tabla 2.3 se describen las propiedades fisicas de

los tocoferoles comercialmente importantes.

2.4 Contenido en los alimentos (2.9

En los alimentos de origen animal sélo el a-tocoferol
se encuentra en cantidades significativas., dependiendo de la
alimentacién de los animales. CTabla 2.42

los alimentos vegetales contienen en sus 1lipidos
cantidades importantes de diferentes tocoferoles y
tocotrienoles. Los cereales Yy productes a base de éstos,
semillas de aceite, nueces y vegetales tales come ejotes,
frijoles y =zanahorias son fuentes ricas en tocofercles y
tocotrienoles.

Los contenidos de tocoferocles pusden depender mucho de
la variedad y de las condiciones de crecimiente de la planta y
del proceso de almacenamiento del aceite. Bajo buenas practicas

de manufactura., el contenioc total de tocoferol en aceite se

16



Tabla 2.3

PROPIEDADES FISICAS DE

TOCOFEROLES COMERCIALMENIE IMFORTANTES

Propiedad a v -]
Férmula CEQHSOOZ CBSH 4802 C27H 4802
Peso Molecular 430.72 418,69 402, 67

Indice de Re~-
fraceidn N20
D
Viscosidad CcP)
c20°c>
Absorcién UV
A max, 7/EtOH <nmd

E™ min. cnm

1em

1.503-1.507 1.803-1.807 1.500-1.504

S000~-6000 cP

297-298
255 a57-258 257

Descripcidén Los tocoferoles son sustancias aceitosas
claras, viscosas, de color amarillo
palideo, casti sin oler, se oxidan y
oscurecen por exposicién a la luz y al
aire.

Solubilidad Insoluble en agua. Miscible en cualquier

proporcién con aceites vegetales, etanol,

éter, cloroforme y acetona.

7



Tabla 2.4

CONTENIDO APRORIMADO DE o-TOCOFEROL
EN

ALINENTOS DE ORIGEIN ANIMAL

Al imento a-Tocoferol
Cmg/Kgd
Carne roja 6
pollo 4
carne de puerco 8
grasa de cerdo 12
huevos S-11
Gamarén ’ 7
mantequilla 10-33
leche de octofio 1.2




reduce a no mas del 30-40% durante el refinamiento
Cneutralizacién, blanqueco y desodorizaciénd. La Tabla 2.5
muestra el contenido de tocofercoles en aceites vegetales y

productos derivados.

2.5 Actividad antioxidante <25

La actividad antioxidante de los tocoferoles se basa

principalmente en un sistema redox "tocoferol-tocoferilquinona™.

+H0 -2H 0

HO
—
“H0 sz .
0 0
C1gHs C16M33
a-tacoferol a-tocoferilquinona

Cestabled
Los tocoferoles CAHEJ extinguen a los radicales libres
CR’) de acuerdo al esquema general:

R+ AHZ —--> RH + AH

200 -—> A+ AHp
El resultado de la acciédn es una molécula regenerada del
acido graso CRH). Después de la reaccién de dos moléculas
radicales de tocoferil semiquinona CAH'), se forma una molécula
de tocoferil quinena CAY y se regenera una molécula d..
tocoferol. La eliminacién de radicales peréxido pueden sufrir la

misma reaccidn.

19



Tabla 2.5

CONTENID® DE TOCOFEROLES Y TOCOTRIENOLES
[EN ACEITES VEGETALES VY MARGARINAS
ACEITES: TOTAL DE TOCOFEROLES TOCOTRIENOLES
TOCOFEROL Cmg/Kgd CmgrKgd
Cmgkgd
alfa beta gama delta alfa beta gama delta
coco 5-10 - 5 S S trazas 1-20 -
algodén 40-560 - 270-410 (o) - - - -
maiz 80-260 [s] 400-900 1-50 - o] 0-240 o]
germen de maiz 300-430 1-20 450~790 5-60 - - i -
olivo 1-240 o o o] - = - -
palma © senegal 180-260 trazas 320 70 120-150 20-40 280-300 70
cacahuate 80-330 - 130-590 10-20 - - - -
colza o nabo 180-280 - 380-590 10-20 - - - -
cartamo 340-450 - 70-190 230-240 - = - -
soya 30-120 0-20 250-930 50-450 o [o] [e] -
girasol 350-700 20-40 10-50 1-10 - - - -
nuez de castilla 580 - 590 450 - - - -
germen de trigo 560-1200 660-810 280 270 20-g0 80-190 - =

avena

MARGARINAS:

senisuaves

suaves

duras
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El mecanismo de oxidacién del a-tocoferol con
hidroperdxidos del Aacido linoleice se ha estudiado en detalle:
la secuencia incluye varias etapas. La primera es, después de la
liberacidén de un Atomo de hidrégeno, la formacién de un radical
libre a-tocoferil, enseguida hay una segunda liberacién de un
Atomo de hidrégeno para dar metilentocoferilquinona. Este. Gltimo
comuesto es inestable Y da origen finalmente a la

a-tocoferilquinoena, como producto principal.

HO
-H*
=
0 C16M33

“CH,
0 HO
+*—b
0 C1g%33 0 Ca633

CH

2
0 0
~°H HZO
0 CygMag c ¢ Cy6Ma3
H

Las rutas de oxidacién de tocofercles dependen de sus

!

condiciones. ' La reaceidn entre dos radicales puede conducir a
a dimeros de a-tocoferol que poseen nuevamente propledades

antioxidantes. También se han sugeride las reacciones de
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dismutacién basadas en radicales qtte producen

metiltocoferilquinona y tocoferaol.

2.8.1 Actividad entre los tocoferoles

Se han hecho estudios para <c¢onocer la actividad
antioxidante que presentan las formas mas comunes del tocoferol:
alfa Ced, beta €3, gamma Cy) y delta (&).

Para conocer la actividad del a-tocoferol se utilizé el
2,28,5,7.,8-pentametil ~-8-hidroxicromano, Yy para representar al
7 -tocot'erol se emples al 2,2,7,.8-tetrametil-6-hidroxicromano;
el sustrate sobre el cual actuaron fue el acido lincleico asi

como su éster metilico.

HO HO
0 0
2,2,8,7,8-pentametil- a2,2,7,8~tetrametil-
8-hiroxtcromano B~hidroxticromano

En este estudio se observd gque los productos de la
oxidaciédn del a-hidroxicromano no son afectados por las
condiciones de reaceidén €37 a 47 °C). Por otro lado, los
productos del py-hidrosxdcromano mostraren una elevada actividad

antioxidante, de manera que el p-tocoferol es un antioxidante

superior al a-tocoferal debido a la mayor estabilidad y
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actividad antioxidante de sus productos de oxtdaciéon € 10 2.

Se compard la actividad antioxidante del a-, f3-, - y
&-tocoferol, el sustrato fue linoleato de metilo en solucidn
homogénea, Cada uno de los tocoferoles mostraron ser efectivos
antioxidantes, se consumieron a la misma velocidad y suprimieron
la oxidacién por el mismo periodo. los radicales cromaniloxil
derivados a partir de su correspondiente tocoferol tuvieron una
estabilidad variable ya que, disminuyeron en el siguiente orden:
a> =y > S-cromaniloxil.

En las mismas condiciones de reaccidn se demostré que el
a-tocoferol reacciona rapidamente con cada uno de los radicales
- ¥~ y 6-cromaniloxil, para formar el correspondiente radical
a-cromaniloxil y el f3-, »-, ¥y S-tocoferol.

Al usar los cuatro tocoferoles en una mezcla, el primero
en consumirse fue el u—Loéofero].. después la forma 3 y y. El
S~tocoferol empezd a disminuir después de que la mayor parte
de a-, f3- y y—tocofercl ya se hablan consumido ¢ 11 3.

En general el orden de efectividad antioxidante de los
tocoferoles es el sigulente: delta > gamma > beta > alfa. Este
orden algunas veces puede variar dependiendo del sustrate y
otras condiciones como la temperatura (8,

El eicosapentaencato de etilo se almacena sin cambio a
a 50 °C durante 10 difas con 60 ppm de a-tocoferol; contra 2 dias
cuando se usa &-tocoferol € 12 ).

La actividad antioxidante de los tocotriencles
se estudié adicionandoc 400 ppm de vitamina E Ccomposicién:
21.9% de a-tocoferal, 31.1% de a-tocotrienol, 37.7% de

y-tocotrienol y 8.3% de &6-tocotrienold, a la oleina de palma
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Céster metilicol y sobre oleina de palma refinado, blanqueado y
desodorizado.

En dicho estudio se encontréd que el orden de actividad
antioxidante de los tocotrienoles as: r-tocotrienol >
S-tocotrienol > a-tocotrienol. La actividad del py-tocotrienol
es alrededor de dos veces la actividad de a-tocotrienol € 13 D,

£l acelte de maiz, es un aceite alimenticio aunque de
menor grado comercial. Se obtiene del germen del grano de maiz
como un subproducto en la obtencidn del almidén de este grano.
Es un aceite de los mis altamente insaturados y es poco propenso
a la oxidacién ¢ 8 ).

En un estudic realizado en el aceite de maiz, se
comprobd que existe mayor actividad antioxidante en mezclas de
a—, y- y 6- analogos que cuando se usan los tocoferoles por
separado. En estas mezclas el a—anilogo tiene una descomposicidn
mas rapida que el y- y S-tocoferol C 14 3.

El aceite de palma o de senegal (talba 2.8 es
semisélido a temperatura ambiente, se obtiene del fruto de la
palma. Es altamente saturado y resistente a la oxidacidén pero es
susceptible de hidrélisis debido a la humedad y a la accién de
las enzimas preéentes en la pulpa de la fruta, previo a la
extraccién del aceite C 8 ).

Se estudid el efecto que presenta el a-, r- vy
&=tocoferol a una concentracidn de 0.03 — 0.07% en el aceite de
senegal, usado para freir trozos de papa. Los tres analogos
presentaron un marcado efecto antioxidante. Por otro lado se
determiné que el a-tocoferol disminuys marcadamente su

concentracién en el aceite que se uséd pér varias ocasiones, pero

24



Tabla 2.8

ACIDOS GRASOS MAS CONUNES EN CRASAS ¥ ACENTES CFUXENTE NA TURALD

a) Saturados: o
Acido miristico CHs—CCHa)‘.a—C—OH .
CAcetite de almendrad

Acido palmitico CHS—CCH2>1‘—C—OH

CAceite de palma o senegald

|
Acido estearico C%—Ccua)ie-c—ou

(Sebo de resd>
b) Insaturados “
Acido oleico CHa—CCHa)7-CH=CHCCH237—C-OH

CAceite de cacahuated

Acido Linoleico CH3<CH2)‘-CH=CH-CHa—CH=CH-'C CHa) .’—C-OH

CAceite de cartamod

Acido Linolénico CH3-CH2-CH=CH—CH2—CH=CH—CH2—CH=CH—C CHED 7—C—OH

CAceite de soyad
Lix?oleato de metilo CHa—(CHal‘-CH=CH—CHa—CH=CH—CCHa>7-C—xH3

Elicosapentaencato de etilo

) CH3—< CHZ—CH=CH) 5~ CHaD 3—C~O—CHaCH3
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el decremento en y- y S-tocoferoles fue poco C 15 2.

El aceite de soya es extraldo de las semillas de la
leguminosa, Esz altamente insaturado y contiene 8% de a&cido
linoleénico, es susceptible a la rancidez oxidativa y reversidn

del sabor C © 3.

La actividad antioxidante de los tocofercles en el
aceite de soya puede resumirse an el siguiente orden: a- < - <
y- < é6-tocoferol. Para el aceite de avena la actividad
antioxtdante fue: [-tocoferol < ﬂ—!.ocot‘.rionol < a-tecoferol,
a-tocotrienol. La actividad antioxidante de los isémeros del
tocoferocl a una temperatura en particular depende del tipo de
aceite y de la naturaleza de otras sustancias presentes ¢ 16 ).,

Los cereales no son considerados como alimentos grasos
puesto que estan consitituidos principalmente de carbohidratos
y proteinas, con un bajo contenido de grasa, aceite o materia
lipidica. Estos componentes grases pueden ser altamente
insaturados y ser propensos a la oxidacién de tal manera que
causen la rancidez oxidativa o cualquier otro detericre gque
pueda ser de importancia relevante ¢ 8 .

Se ha reconocide que la rancidez producto de la
degradacién oxidativa, hidrolitica y enzimitica en los cereales
ocurre después de la molisnda de los granos, etapa requerida
para la producciédn de harina, dado que se destruye el equilibrio
en el metabolismo de la semilla C 8 .

El deteriorc de lipidoes en los cereales se debe

principalmente a la hidrélisis y a la oxidacién, en consecuencia )

hay un cambio en su sabor € 8 ).
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Para prevenir el deterioro en el sabor de las galletas
de harina de arroz, se utilizé una mezcla de tocofercles a una
concentracién de 100-200 ppm. Esta mezcla integrada por a-, -
y &-tocoferol en una relacién de 3:685:32, mostrd la mayor
actividad antioxidante. Como resultado se previno la generacién
de sabores desagradables en las galletas almacenadas durante 2
dias a 60 °¢ bajo la irradacison de luz U V., ¢ 17 2.

En otro estudio, se encontré que el S-tocoferol presenta
mayor efecto antioxidante en la manteca de cerdo. Esta se
utilizé en freir trozos de papa. Le sigue el p-tocoferol y por
ultimo el a-tocoferol. También se comprobd una mayor efectividad
al adicionar &-tocoferal al 0.05% que a una concentracidén del
0. 02%

Al probar una mezcla con los tres tocoferol es
anteriores, se observéd un mayor efecto antloxidante conforme
disminuia la forma alfa. La velocidad de desaparicién de los

tocoferoles fue:a > y > & € 18 D.
2.5.2 Comparacién con otros antioxidantes

Para retardar la degradacién oxidativa del aceite de
aguacate se probaron tres antioxidantes a razén de 250 ppm.
estos son galato de propileo, a-tocoferol y etoxiquin., Se
experimentd sometiendec el aceite a dos condiciones. una en la
que se almacend en la oscuridad a 60°C y la otra, se expuso a la
luz del dia en un cuarto,

© El grado de oxidacién se monitores midiendo el valor de

perdxido ¥y de anisidina. Se encontré que el etoxiquin y el
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a-tocoferol mostraron una actividad antioxidante pobre, en
contra de lo observado por el galato de propilo, el cual aumentd
en gran propercidn la estabilidad del aceite almacenado en el

)

euarto oscurs a 80 C. Este compuesto no presentd el mismo

efecto en el aceite expuesto a la luz del dia ¢ 19 D).

H
N

s

0

l/

En otro estudio se deterimind el antioxidante mas

Ltoxtiquin

efectivo en retardar la degradacién del aceite de soya que se
uséd para freir papas. Los compuestos a que se hace referencia
son el “anoxomer" a una concentracién del 0.02%, el acetato de
dl-a-tocoferol al 0.1% ¥ un extracte alcochélico de romeroc o
salvia al 0.1%.

Se encontré que el acetato de taocoferol fue un
antioxidante inefectivo, mientras que el anoxomer presentd
la mayor actividad antioxidante € 20 3.

En la estabilizacidn del aceile de palma al
calentamiento a 250°C durante una hora., se probaron diversos
compuestos tales como tocoferoles, acido galico y el residuo
después de la extraccidn de gliciricina, asi como la mezcla de
todos ellos. En cada una de las pruebas se determind el tiempo
del valor 100 de perdéxide CTlooJ.

Las concentraciones finales de los antioxidantes, en el
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aceite, fueron: derivado-licorice 0.01%., tocofercles 0.04% y
acido galico 0.004% . En los resultados se cbservd que la mezcla
de los antioxidantes tuvo un valor de ‘1'100 de &5 horas en
comparacién con 38, 46 y 42 horas respectivamente, al utilizar
los antioxidantes por separade € 21 2.

4dcido gliciretfnico

I
0

CO0H
0
H 0
0
H H
OH H H HO
H COOH

oH oy

Gliciricina Cglucdsido del Acido gliciretinicod
En otro estudioc donde el objetivo era mantener la

°c

calidad de la grasa usada en confiteria, almacenada a 48
durante 20 dias, se encontré que =1 Aacido ascédrbico a una
concentracidén de 0.02% o caselna al 10.05% fueron
satisfactorios hasta el séptimo u octavo dia y después su
actividad antioxidante disminuyd. El tocoferol al 0.01% tuvo
una actividad relativamente pobre. En cambio la grasa que

contenia ionol al 0.02% con o sin &dcldo citrico, fue wun

efectivo antioxidante.

OH

Ionol (CH3)3C . C(CH3)3

CH
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Se hizo una prueba en confiterfia donde se confirmd el
efecto antioxidante del ionol, usado a l1a micsma concentracién
€0.02%. El resultade fue que el dulce rabricado con la grasa
que contenia el ionol mantuve su calidad durante mas tiempo que
el dulce control C 22 D.

La estabilidad a la oxidacien de productos
farmacéuticos a base de aceite de pescado encapsulado, se ha
comparado utilizando galato de dodecilo y la vitamina E, cuyas
condicliones de almacenamiento fueron 2 temperatura ambliente
durante aproximadamente un afo.

Se encontré que todos los productos mostraron peoca
oxidacién, pero que aquellos estabilizados por galate de
dodecilo registraron menor oxidaclén que al usarse la vitamina

E. € 23 ).

2.6 Sinergismo

Los sinergistas son sustancias que, a diferencia de los
antioxidantes quienes retardan o previenen los procesos de
oxidacién, potencian la actividad de dichos antioxidantes, sin
ser ellos antioxidantes.

Los sinergistas pueden mejorar la efectividad
antioxidante mediante uno © mas de los sigulentes mecanismos:
1> proporcionar un medio acideo para mejoraer la estabilidad de

antioxidantes primarios, grasas y aceltes,
&> regenerar antioxidantes primarios,
3> gquelar y desactivar contaminantes metalicos pro-oxidantes tal

como el fierro y cobre,
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40 atrapar oxigeno Cacide ascédrbicod.

El efecto sinergista permite una reduccidn considerable
en la cantidad de antioxidante adicionado a las formulacicnes
alimenticias, con esto se consigue una reduccién en los costos y
menor posibilidad dé tener efectos indeseables en el producto
alimenticio. Por razones practicas los industrializadores de
alimentos prefieren las mezclas sinédrgicas que a los
ant.ioxidantes individuales.

Los sistemas sinérgicos con el tocoferol de tipo acido
mads importantes son el 4cido citrico y su #éster, citrato
monoglicérido; y el Acido L-ascdédrbico o vitamina € y su éster,

palmitato de ascorbilo.

# Efecto sinergista del Acido ascérbico y sus esteres 2D

El Acido ascérbice y el palmitato de ascorbile, cuya
funcidn es eliminar el oxigeno de las soluciones, muestran un
mecanismo antioxidante totalmente diferente al de los
antioxidantes fendlicos.

El acido ascorbico se oxida hasta acido
deshidroascérbico cuando funciona come atrapador de oxigeno, por

ello es importante que las posiciones 2 y 3 deban estar

insubstitusidas.

GH,OH GHa0H

H-C-0H H-C-OH
0 0
0 0
H H
OH 0 [

Aeido ascérbico Actdo deshidroascordbico
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Se han informado cbservaciones directas de la
interaccién de oa-tocoferal y 4acldo ascorbico, los cuales
mostraron actuar sinérgicamente, El oa-tocoferol actua como
antioxidante primario y el radical oa-tocorferil resultante
reacciona con el Acido ascérbico para regenerar al a-tocoferol
€ &84 >. El radical oa-tocoferil generado por el radical estable
2,2-direnil-1-picrilhidrazil CDPPH) Cestructura en tabla 2.7),
desaparece muy rapido cuando se mezecla con el Acido ascérbico
< 28 3.

En otro estudio se comprobé la desapariciédn del
a~tocoferol y Acido ascorbico en la oxidacién del lincleato de
metilo, iniciado con 2.2’ ~azobis (2.4-dimetilvaleronitrilod.
Se observéd que cuando el a-tocoferol y el 4acido ascérbico
se usan solos, desaparecen linealmente con el tiempo. Sin
embargo cuande se usa una mezcla de ellos, se consume
primero el acldo ascérbico y el a-tocoferol empleza a consumirse
una vez que el Acido ha desaparecido.

Estos resul tados sugirieron que al a-tocoferol
elimina el radical peroxilo del linoleatc de metilo mas
rApJ.damehLe que el Acido asedrbico, pero el radical a-tocoferil

reacciona con el Acido ascérbico para generar el a-~tocoferol

< 28 0.
LoO o~TOCOFEROL RADICAL DEL. ACIDO
ASCORBICO*
LOOH a-TOCOFERIL® ACIDO ASCORBICO
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Tabla 2.7

INICOADORES DE RADICALES

2,2-difenil-1-picrilhidrazil

No,

2,2 -azobis(2,4-dimetilvaleronitrilod

iy e

CHS-(iH—CHa-C—N=N—C—CH2>CH~CH3

CHQ CN CN CHy

33



Se encontré un marcado efecto sinérgico entre el acido
L-ascérbico con el a-, »— y &— tocoferocl al usarse sobre el
elcosapentaencato de etilo como sustrate. Pero el uso combinade
de estos puede ser inefectivo en los aceites marinos altamente
insaturados ¢ 27 ).

En alimentos grasos el palmitate de ascorbilo resulta
ser mas efectivo que el 4cido ascérbico, debido a la gran

solubilidad que presenta en la fase lipidica.
. HZ('I-O-CO-(CHZ)MCH3
H-C-0H

OH OH
Palmttato de ascorbilo
€8-0-palmitoil-L-ascorbate)

Un aditive compuesto de palmitato de ascorbilo,
dl-a-tocofarol Y lecitina, presenta efecto sinérgico.‘ Al
adicionarse a la grasa a una concentracién de 1000 ppm Yy
almacenarla en frioc (6-10 °C) los resultados obtenidos mostraron
que el valor de peréxido se mantuve en menos de 0,08 meq.0sKg de
grasa durante 12 meses, en cambio para la grasa anhidra de leche
que no contenia el aditivo, los valores de perdédxide se
incrementaron de 0.108 a 0.8 meq.0-Kg de grasa (¢ 28,209 ).

Aunque el acido ascérblico puede funcionar como
atrapador de oxigeno, es particularmente efectivo en combinacién
con antioxidantes primaries, tales como tocoferoles. Una

explicacién a el.l’o es Qque. el A4cido ascédrbico actda por
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descomposicién de los hidroperédxidos lipidicos a productos no
radicales, pero también puede ser efectivo en regenerar al

tocofercl, reduciendo el radical tocoferoxilo o el tocoquinona.

#* Efecto sinergista del aAcido citrico <20

E)l Aacido citrico, usado ampliamente en alimentos es un
agente quelante mix débil que el EDTA. Sin embargo es muy
efectivo en retardar la degradacién oxidativa de lipidos en

alimentos y comunmente se adicliona a las aceites vegetales

d

P de su d dorizacidn,

El efecto antioxidante del &cido citrico disminuye sobre
la esterificacién de los grupos carboxilices, mientras que la
esterificacién del grupe hidroxilo no tiene efecto. De ello
se deduce que, los grupos carboxileo estan involucrados en la
quelacidén de los metales idnicos.

Se demostré que la adicién de acido citrico a la grasa
de cerdo y al aceite de palma, presenta poce efecto
antioxidante. Los resultados indicaron que el efecto de los
Acidos citrico, milico y succinico es el esperado con base en la
funcién de los scidos como desactivadores de metales, El citrato
de moncacilglicerilo y citrato de isopropile mostraron un
pequelic o ningin efecto sinergista del &cido citrico con la
grasa de cerdo y con el aceite de palma, aunque pueden actuar
también como desactivadores de metales ¢ 30 D.

En una margarina como modelo de estudio, preparada a
partir de grasa de cerde y suplemetada con vitamina A y

fi—caroteno. Se encontré que el citrato de isopropilo Ctabla 2.8
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Tabla 2.8

FORMULAS QUINICAS DE SINERGISTAS

CHZCOOH
Acide citrico HO~—C—COO0H
CHZCOOH
Citrato de moncacilglicerilo CHZCOO-CHZCH (o) CHZOH

HO—~C- COO-CHZCH(OH)CHZOH
CHZCOO-CHZCH(OH)CHZOH

Citrato de isopropilo
CHZCOO-CH( (IH3)2

H0-C --C00-CH( CH3)2
CHZCOO-CH(CH3 )2

Estearato de ascorbilo Hy [':.0_8-(CH2)16-CH3
H-C-0H
0
H
Acido malico # ﬁ oH M
OH-[IZ- =-0H
H-C-C-OH
I
Acido succinico HoO Ho
Al
H;?-C-OH
H-C~C-0H
|l
HO
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presenta un pequeffc efecto contra la degradacién oxidativa de
este alimento. Por otro lado, el acido citrico y el estearato de
L-ascorbilo mostraron tener un efecto sinérgico con una mezcla
d-tocofercles en la estabilidad de dicha margarina. Un efecto
similar Se presentd al adicionar galata de preplle o
ter-butilhidroquinona a la mezcla de tocoferoles, perg éstos
compuestos producen un oscurecimiento a la margarina durante su

almacenamiento ¢ 31 .
#* Efecto sinergista con aminoicidoes

Las proteinas y los hidrolizados de proteinas tienen
efectos sindrgicos con antioxidantes, asi también se con‘oce
que los aminoicidos presentan efecto sinergista.

Se encontrd que la carne Antarctic Krill <(Enphausia
superbad tiene efaecto antioxidante frente a clertos alimentos.
Al analizar la carne Se encontré que =u principio antioxidante
consiste de a-tocoferol y una mezcla sinérgica de aminoacidos
Lc.32 0.

2.7 Efecto pro-oxidante (20

En la figura 2.1 se cbserva que la actividad de algunos
antioxidantes no se incrementa linealmente al aumentar la
cantidad del aditivo. A niveles suficientemente altos de adicidn
se 1llega a presentar el afecto pro-oxidante. Entre los
antioxidantes naturales este hecho tiene que considerarse
principalmente con el a- y A-tocoferol, mientras que -~ y

S-tocoferol no producen un efecto pro-oxidante en el rango de
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niveles reales de adicién.
Las reacciones se pueden resumir como sigue:
+ Actividad antioxidante, Ca baja concentracién de tocoferold:
ROO* + AH, -——-> ROOH + AW
+ Inactivacién de radicales:
ROO" + AH -=—-> ROOH + A Coxidaciénd
AH + AH —_——— AA Cdimarizacidnd
AH + AH —— AHa + A Cdismutaciénd
ROO* + AH ——> ROOA Cadiecidnd
4 Actividad pro-oxidante Calta concentracién de tocoferold:
ROOH + AH -——=> ROO" + AH,
ROCH: hidroperoxidos
ROO: radicales perdxido
AH2 : antioxidante Ctocoferol)
AH' : radical del antioxidante.

Se investigd la influencia de varias concentraciones del
a~tocoferol en grasas vegetales y animales y se concluyd que
a bajas cantidades ¢ < 600-700 mg-Kg grasad no muestra
actividad pro-oxidante a temperatura ambiente. Cuando 1la
temperatura se 4incrementa en tal sistema, la formacién de
radicales del antioxidante se acelera mas rapidamente que la
oxidacién del sustrato. Por consiguiente el antioxidante se
convierte en un pro-oxidante por el incremento en la
descomposicidn de hidroperéxideos ¢ 33 D.

En el aceite de ‘soya purificado se estudiaron los
efectos de la adicién de O, 100, 250, 500 y 1000 ppm de a—, y—.
& S-tocaferol a una temperatura de S5 °c. se conecluyd que 1¢;s

tocoferoles actuan como antioxidantes y pro-oxidantes
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dependiendo de su concentracién. La concentracién &ptima de
a-, y=-, &-tocoferoles para incrementar la estabilidad del aceite
fue de 100, 250 y 500 ppm respectivamente. Los tocofercles
presentan un importante efecto pro-oxidante a elevadas
concentraciones C 34 D.

En sistemas de modelo acuosos, el efecto pro-oxidante
del a-tocoferol durante la oxidacién del &cide linoleico,
depende de dos factores:

- el disolvente: uUnicamente en sistemas acuosos se observo un
aefecto pro-oxidante ceonsiderable,

- la concentracidén: debajo de 5 mmol de a-tocoferol/litro de
acido linoleico, no se presentd efecto pro-oxidante (35, 36).

En un estudio se investigaron los inhibidores de 1la
actividad pro-oxidante del a-tocoferol. Se encontrd que podria
actuar por dos diferentes rutas: mediante la quelacién de trazas
de metales pro-oxidantes (por ejempla aminoacidos, EDTAY y /o por
la regeneracion del a-tocoferol CHSPOL' Acido maldnice y
citrico., cisteina y los antioxidantes comunes), de manera que
reduzcan la concentracién del radical cromanoxilo, el cual

podria estar involucrado en la activicdad pro-oxidante C 37 D.

2.8 Degradacién C20

Se han hecho muchos experimentos relacionades a 1la
degradacién de antioxidantes bajo condicicnes de autooxddacidédn
de grasas y aceites, por ejemplo la oxidacién térmica, oxidacién
por el método de activacién de oxigeno y la oxidacién por la
luz UV y visible.
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El a-, 3=, y- y é-tocorerol son antioxidantes naturales
monofendlicos presentes en aceites comestibles, Se ha informado
una varledad de productos de oxidacién quimica de elleos, tales
productos son sus dimeros y trimeros.

Los mecaniszsmos de formacién de dimeros involucran la
formacién inicial de radicales fenoxilo, los cuales reaccicnan
de dos diferentes maneras:

15 dos radicales fenoxilo unidos a travées de oxigeno o de
posiciones orto en el anillo, Cfig. 2.2);

@) radicales fenoxilo transpuestos a radicales benzoilo seguidos
del acoplamiento. Se nota una fuerte preferencia para la
reacciédn relacionada en posicién 5 contra la posicién 7, si
los sustituyentes en estas posiclones son hidrédgenos o
metilos.

Los factores electrénicos -] estéricos seffalan esta
praferencla que no es facilmente aparente.

Para prevenir completamente la descomposicidén del
tocoferol presente en el aceite de oclivo, sometido a un
calentamiento de 180 “C durante 10 horas, se le adicioné scido
galico o© 4cido tiedipropiénico a una concentracién de 0.03%,
pero después de 30 y S0 h de calentamiento sélo quedaba del
tocoferol original el 48 y 16% respectivamente C 38 D,

En otro estudio se observd que el aceite de palma o de
senegal en forma normal e hidrogenade, tuvieron a 180°C una
degradacidén térmica semejante de tocoferoles . En cambio, en el
aceite de colza la degradacidn térmica fue mayor en el aceite
hidrogenado que en el no hidrogenado.

En ese mismo estudic se encontréd que para prevenir la
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aceites, Los dimeros tipo éter bifenflico <30y
¢5) se producen preferentemsente en la oxidacidn
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descomposicién térmica del tocoferol en el aceite deo senegal con
Y sin  hidrogenar se las adiciond Acido gllico y Acide
tiodipropidnico. En el aceite de colza fueron efectivos los dos
compuestos anteriores, y la lecitina <39,

El aceite de girasol obtenido de las semillas de la
planta contiene aproximadamente as% de acldos - grasos
insaturados. Es muy predispuesto a la oxidacién, pero tiene muy
poco acido linoleico en su composicién y no es susceptible a
la reversidén del sabor € 8 O,

Msdiante el desrrolloc de ecuaciocnes basadas en
parametros de la cinédtica de oxidacién, se determind la
inactivacién de antioxidantes naturales (tocoferoles) presentes
en el aceite de girasol refinado y aceites de girasol y maiz
desodorizado. Tales parametros fueren 1.7, 2.5 y 4.0 afios
respectivamente a 208 °l<. C 40 3.

En un estudio se investigaron los efectos que presentan
la xilosa y la glucosa en la degradacién del &-tocoferol
presente en el pan. La estabilidad se evalué por los cambios en
el valeor de perdxido de la fraccidn lipidica después de horneado
¥y almacenado a 40 °c

Se encontréd que sdlo la xllosa inhibe ligeramente
la pérdida del &-toceferol durante el alamcenamiento del pan.
También la xilosa acenttia el oscurecimiento y disminuye laos
aminoacidos libres, en cambio, la glucosa lo hace en muy poca
proporcion ¢ 41 D.

Durante la preparacién de los alimentos pueden ocurrir
pérdidas significativas de tocofercles y tocotrienoles. Por

ejemplo, en las harinas sucedsn reacciones degradativas durante
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su almacenamiento o cuando el tiempo de preparacién de la masa
es prolongado.

Durante el horneado del pan de trigo se destruye
alrededor del 285% del o-tocoferol y a-tocotrienol, asi como
cerca del 12% de [3-tocoferol y f3-tocotrienol. En general, los
met.odos de horneado tradicionales destruyen cerca del S0% del

a—-tocoferol en el pan de centeno C 42 3.
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3. FORMULACIONES Y USOS

3.1 Formulaciones (1,2>

Los antioxidantes son ampliamente usados en la industria
alimentaria, l.as formulacicnes que los contienen ofrecen
ventajas en sus propledades Yy procesos de manufactura. La
mayoria de las formulaclones generalmente contienen une o mas de
los antioxidantes principales, junto con un sinergista disuelto
en un disolvente grado alimenticio. Estos disclventes incluyen
aceites vegetales, propilenglicol, monooleatoc de glicerilo,
etanol b'4 moncacilglicéeridos acetilados. Tambieén se usan
combinaciones de disolventes para mejorar la soclubilidad ¥y
dispersabilidad de los antioxidantes.

Las formul aciocnes de antioxidantes an preoductos
alimenticios tienen las siguientes funciones:
1D proporcionar facilidad de uso y manejo,

20 mejorar la exactitud de la aplicacidn,

30 permitir la combinacién de antioxidantes y sinergisias en
un producto,

4> mejorar la sotubilidad y dispersabilidad de los
antioxtdantes, )

5> minimizar las tendencias de decoloracién de los
antioxidantes,

&2 proporcionar combinactiones sinergisticas de antioxidantes.

La adecuada incorporaci®én de antioxidantes requiere de
las siguientes consideraciones:

1. Asegurarse que el antioxidante esté totalmente disuelto y
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homogéneamente disperso en el producto final, Las rfallas en
este aspecto son el error mis comin en el uso de
antioxidantes.

2. Adicionar el antioxidante en el momento adecuado.
Tener precaucién que en las etapas del proceso no se eliminen
o destruyan a los antioxidantes.

4. Adicionar la cantidad permitida del antioxidante.
3.2 Uso en alimentos, farmacos y cosméticos.

Una formulacién propuesta para uso general en alimentos,
estad hecha a partir de vitamina E natural a una concentracidn
del 20%, triglicéridos con &cidos grasos de cadena recta de
Ce_ia 20% , 1-0.2% de decaglicina como emulsificante, 5% de
dcido citrico y B3% de bases CHaO. aleohol de cafla,
polialcoholes, aztcares, etcd, pH 1.8, o ajustarlo a un valor
menor de 3 con acidos orgdnices o inorganicos. Esta preparacién
fue estable a 37°%C por un poco més da 3 meses y facilmente
dispersable C 43 >.

Otra formulacidén informada para uso en alimentos,

productes icos y ticos, parte de los diésteres de

acorbil fesfato tocoferil. En su estructura general ilustrada R1

y Ra Pueden ser:

r! &?
15 eHy  cHy
2 H cHy
3D CHB H
o H H
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La emulsidn se prepara a partir de 2,5% de a&cido estearico, 1.5%
de alcohol cetilico, 8.0% de vaselina, 10.0% de parafina
liquida, 2.0% de moncoleato de polioxietileno, 3.0% de propilen—
glicol, 1.0% de trietanclamina, S.0% de Acido ascérbico, 0,1%
del derivado diéster, lo necesario de agua para completar el
.100% en peso, con saborizante y conservadores Cq.s> € 44 3.

Para 1la conservacién de alimentos Ay cosméticos se
describe una formulacién que comprende *“gambir® como principal
componente y tocofercles a una concentracién igual © mayor al
10% en pesc del gambir. Se hizo una prueba con S0g de aceite
para ensalada y S.0 g de gambir con 0.3 g de &-tocoferol, ésta
se sometid a un calentamienta de 180°C durante 80 min con
7 aereacién. Se ocbtuve un valor de 13.2-15.5 nmol de peréxidos/ml
comparade con 37.5 - 73.5 nmol de perdxidoss/ml sin la adicidén
de gambir y &~tocofercl C 45 O,

El gambir es el residuc seco del extracto acuoso de las
hojas y tallos de la Uncaria y de la Ourouparia gambier,
rubi aceas del sudeste de Asia, cuyos constituyentes principales

son: el scido catecutsnico, catecol y quercitina.
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Otra formulacién antioxidante para alimentos incluye
1-50% tocoferol, 1-90% de azucar, 0.1~30% de emulsificante y
1-10% en peso de etanol. Esta fomulacidén se homogenizé y se
almacend a ®0°C durante 10 dias, sin cambios en su
solubilidad y fluidez C 48 O.

Una formulacidn para alimentos y comida, hecha a base de
extracto de cafa, se preparé al triturar 10 g de la cubierta de
caffa, enseguida el polvo se humedecid en ¢ter durante la noche,

se -evapord este disolvente y se ocbtuvieron 0.3 g de dicho
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extracto. La composicisdn de la formulacidn es: 0.1-50% ' de
extracto de caffa, 1-20% de tocoferol y 1-50% en peso de lecitina
C 49 O,

Una formulacién para alimentos acuosos contiene como
principales ingredientes de 1-80% & 99-40% en pesoc tocoferol y
5-80% de solucién acuosa de almiddn. Especificamente la
formulacidén contiene 3.158 Kg de agua, 1.38 Kg de APDEX Calto
contenido de dextrinas ramificadas 10% ciclodextrinad) y 0.5 Kg
de tocofercl natural Ccaliente a una temperatura de 50-70°C>. La
mezcla se homogeneizéd y se secd para obtener un polvo. Este
aditivo fue estable durante un mes a una temperatura de 20% v
humedad relativa de 81% ¢ 50 D.

Otra formulacidén 4incluye una mezcla de toceferoles,
obtenidos a partir de la destilacién al vacio de los aceites de
las semillas de colza, girasol y soya. Este aditivo contiene
10-38% de a-tocoferol, 4-288% de una nwzlca de - y y-tocoferol,
1.5—1'32 S-tocoferol, 9-13% de fitcesteroles y 4-8% de 4cidos
grasos libres ¢ B1 3.

Es posible solubilizar aditivos a base de tocoferol al
1igarlos con aductos de ciclodextrina. Esto se logré diselviendo
0.2 partes de a-tocoferol en 100 partes de éter etilico, esta
solucién se pasd a través de una columna con 10 partes de aducto
de pfA-ciclodextrina. El aducto se secd al vacio y luego se
disolvié en 1000 partes de agua, onsaqutda s=e cenhtrifugd
para obtener finalmente al antioxidante ya soluble en el liquido
sobrenadante.

Para comprobar su actividad se adiciond una solucién de

azul de metilenc (S mg~ 100 ml de aguad a 2.8 ml de la solucién
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intioxidante, se leys la absorbancia de la mezcla a una
tongitud de onda de 660 nm, las lecturas fueron: 0.65 y 0.63
lespués de O y 45 min de irradiacién UV respen:t.i;/amente; contra
.68 y 0.48 sin el aducto € 82 D). Otros estudios comprendan la
formacién de un compuesto de inclusién a partir de 1 parte de
fi-ciclodextrina y 1 parte de o-tocoferol en sulféxido de
dimetilo, mismo que al ponerlo en solucién acuocsa de azul de
metileno mostré una velocidad de decoloracién de'tho_a/nd.n

contra 1.4940-3/m1n sin antioxidante ¢ 83 ),
3.3 Saborizantes.

Muchos saborizantes son compuestos muy sensibles a la
oxidacién. Los productos de oxidacidén pueden iniciar la
descomposicién de otros componentes de los alimentos. Por

ejemplo, el aceite de naranja en bebidas sabor naranja tiene que

protegerse d. te para evitar la descomposicién de los
carotenvides. los cuales dan el color amarillo-naranja al
producto.

Para estabilizar el aceite esencial de limén se utilizé
tocofercl como antioxidante a una concentracién de 0.01 a 0.05%,
obteniéndose resultados similares al ascorbato de estearilo a

las mismas conentraciones ¢ 54 D.

3.4 Productos cérnicos.
. En productos carnicos con una larga vida de anaquel, la
rancidez puede llegar a ser un verdaderoc problema. Un ejemplo

es el salami, el cual es muy . susceptible a la rancidez,
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especialmente despuds de cortarse y empaquetarse. El y-tocoferol
adicionado a este producto no mejora la estabilidad del color
pero retarda la oxidacién de la grasa e inhibe la formacidén de
sabores rancios.

La adicién de tocoferol como antioxidante a una masa de
carne picada con sal, presentd buen sabor al asarse después

de haber sido almacenada durante tres meses a 20°C ¢ 52 >.

3.5 Confiteria.

Los productos de confiteria usan antioxidantes para:

- proteccidn de la fase graszsosa {(grasa, emulsificantes,
carotenoides, etc.). Se usan para este propédsito tocoferoles y
palmitato de ascorbile o© mezclas sinérgicas incluyendo
lecitina o Acido citrico,

- En dulces duros o productos con baja cantidad de lipidos, se
puede incluir acido ascérbico y acido citrico para proteger a
los carotenoides usados con el propésito de colorear,
En gomas masticables se pueden usar tocoferoles para evitar el
sabor amargo resultante de la oxidacidn del acido ablético. La
goma masticable estiA compuesta de una base de goma inscluble
en agua y de componentes soclubles en agua tales como azudcar,
acidos, etc. Dos componentes tienen que protegerse contra la
oxidacién: el sabor/componentes de arema y las gomas tipo
éster, las cuales dan elasticidad y plasticidad a la base de
goma.

Los ésteres de goma son gliceril ésteres de acidos resinicos y

Q0% ésteres glicéridos del 4&cido ablético. La colofonia
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Crosina) es la materia prima basica para la manufactura de los
ésteres de goma. En general los productos de descomposicidén

del Acido abiético son amargos.

Acido abiético

La grasa usada en confiterfa puede almacenarse a 45°C
durante un mes sin perder su calidad al adicicnarle 4acido
ascérbico ¥y tocoferol. Se comprobd que estos compuestos fueron
capaces de prevenir la pérdida de Acidos graseos i{insaturados
¢ S6 D, Sin embargo el 4cldo ascérbico ¥y sus derivados son menos
adecuados como antioxidantes en gomas masticables por las
siguientes razones:

- el Actdo ascérdico puede provocar reacciones de oscurecimiento
- los ascorbatos de sodio y de calcio son tnestables en las

gsomas masticables.

3.8 Pescado y productas derivados.

El pescado y productos derivados sufren descomposicdn
por varios procesos de oxidacién. La oxidacién de los
lipidos se realiza por el mecanismo de radicales libres. La

rancidez puede promoverse por la oxidacién enzimstica, por
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ejemplo en pescado congelado. En otros productos, tales como
pescado sin congelar. la decoloracién enzimitica se debe a la
oxidacién de compuestos fendlicos. Ctra fuente de decoloracién
es la oxidacidn del pigmento.

Para conservar pescado seco se empled un aditivo a base
de tocoferoles y ésteres grasos de sacarosa. Se mezclaron 40 g
de tocoferol con 50 g de éster graso de sacarosa C(densidad
1.148> y 10 g de éster graso de glicerina, para formar el
antioxidante. El pescade fue hervido en solucién de NaCl Jjunto
con el antioxidante. Después se secd y se estuqio el efecto
conservador del aditive, cuyos resultados mostraron un mayor
tiempo de almacenaniento sin pérdida de sus caracteristicas
< 57 J.

Para la conservacién de sardinas se usd una emulsién de
aceite en agua con un contenido de 1-60% en peso de tocoferol y
0.1-25 % de un agente emulsificante que se obtiene de una
solucidn acucsa de proteinas con ésteres aclidos de sacarosa.
Esta formulacién antioxidante se adhiere a la superficie del
pescado mejor que las emulsiones convenclonales. Una compuesto
comercial cuya composicidén es similar a lo antes seffalado
€S, 0% de tocofercl, 0.5% de leche descremada y 94.5% de aguad,
retarda muy bien el oscurecimiento en la superficie de la
sardina ¢ S8 3.

Para controlar la oxidacién de alimentos marinos se
empled una emulsién antioxidante formulada a partir de
tocoferol, fitina y gomas naturales como estabilizadores de
emulsiones. Especi{ficamente se utilizé tocoferol natural

emulsificado en una solucidén conteniendo acido fitico, goma de
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tragacanto, 4acide galico y acido ascérbico. Esta emulsion fue
estable a B0°C, ademas controla la decoloracién oxidativa del

sorgo € 59 ).

3.7 Aceites y grasas, comestibles y para freir.

Las concentraciones de los compoanentes de agentes
antioxidantes liquidos, usados en aceites y grasas comestibles,
asi como aceites usados para freir pescado, caen normalmente en
los intervales: 1-40% de tocoferol, 0.1-10% de &cido galico,
0.1-5% de acido L-ascérbice o su sal o éster, 20-95% de agua,
0.1-8% de glicerol esteres de aAcide graso, 0.01-5% de gomas y
0.1-8% vitamina P ¢ 46.47 O.

Por ejemplo: 40% de tocoferol natural Cpureza 4040,
2% de Acido succinico monoglicérido, 2% Acido ascérbico. 1% de
acido galico, 0.2% de quercitina, 0.05% goma de carrobo, 54.75%
agua y vitamina P € 486,47 D.

Para prevenir la decoloracién de papas peladas, éstas
se trataron con una emulsidén que contiene 0.001-10% de
tocofercoles, 0.0001-5 % de acido galico y 0.001-10% de acido
L-ascérbico o algun derivado. Después se picaron en cubo y se
sumergieron en la emulsidn durante S5 minutos. Enseguida se
secaron y fueron mantenidas a 2°C en aire. Las papas
bajo estudico no mostraren decoloracidén después de 3 dias,
mientras que las que no fueron sometidas a este tratamliento
presentaron decoloracién después del primer dia ademas de no

estar sanas para el consumo C 60 ).
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Al comparar algunas propiredades de los tocoferoies con
otros antioxidantes de grasas y aceites usados para freir, se
econtrd que a altas temperaturas los tocoferoles no son
volatiles, como lo son el butilhidroxianisol CBHAY y el
butilhidroxitolueno (BHT); no causan deterioro del sabor como la
ter-butilhidroquinona CTBHQ, ni decoloracidén como la lecitina.

Los tocofercles se pueden usar de cualquier forma para

aestabilizar las grasas de freir, dado que a 1ao°c la

establlidad que presentan es relativamente buena y depende de la

eclase de grasa donde se aplique C B1 ).,
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4. METODOS ANALITICOS

4.1 Técnica de separaclén.

Los tocoferoles presentes en los alimentos pueden
existir en forma libre o© esterificada, Por ejemplo en los
aceites de semilla se encuentran pricipalmente en estado libre.
Como ya se ha mencionado, las nueces, semillas, algunos granos y
aceites vegetales son buenas fuentes de antioxidantes naturales.

Se conocen diversos métodos para el analisis de los
toceferoles Cvitamina ED en productos alimenticios. La figura
4.1 muestra un esgquema general analitico para la determinacidn
de tocoferocles en aceites y alimentos. En general las técnicas
para la cuantificacién de tocoferoles se clasifican como:

- espectrofoctométricos / colorimétiricos,
- electroquimicos C(polarograficos / voltamétricos),

- cromatograficos.

Para la aplicacién de cualquier técnica de
cuantificacién de tLocoferoles en alimentos es necesario
primeramente su extraccién o separacién. En la fig. 4.2 se
describe la metodologia indicada en el *Official Methods of

Analysis of the Association of Official Analytical - Chemists*
CADACY.

4.2 Wétodos colorimétricos

Estos métodos determinan el total de tocoferoles. El
procedimiento clasico se reportd aproximadamente hace 5O afios.
Este método se basa en la reaccién de color entre el reactivo

2'a2-bifuridil y F.E*. @]l cual resulta a partir de la oxidacién
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Muestra de alimento

Extraccicn de lipidos

Cerealesl—— [Lipidos 11l?resj Aceite sin .
protratamiento

Saponificacién en La polaraografia 7 voltametria
presencia de no separa 3= y y-tocoles,
pirogalol o tocotrienoles ni tocoferoles
4cido ascérbico esterificados.

Extraccién de HPLC, deteccidén por UV o
insaponificables fluorescencia.

Se determinan todos los
tipos con o sin saponifica-
ey cidén para convertirlos de
ésteres de tocoferilo a
tocoferoles libres.

- Separacidn de tocoferoles
por cromatografia en capa
fina, columna o papel.

!

Cuantificacién por
colorimetria/ espectrofotometria
o por CGL C(empacada o capilar)
después de una derivatizacidn.
Los 8 tipos pueden determinarse
por CGL s&lo cuando se emplea
una columna capilar.

Fig. 4.1 Metodologia analitica general para la determinacién de

tocoferoles.
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Fig. 4.2 Preparacién y saponificacién de muestra. CAOAC)
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total de los tocoferoles con FeCla. Affos mas tarde se modifico
este procedimiente para la cuantificacién de los tocoferoles
totales en mezclas que contienen S-tocoferol.

Como método oficial para cuantificar a-tocoferol el ACAC
seffala que después de la separacién de los tocoferoles por
cromatografia en capa fina, se hacen reaccionar ceon las
soluciones de ortofenantrolina y FeC.ls. segundos después se
adiciona una solucién de H3PO‘ y se agita. La solucidén colorida
resultante se puede centrifugar para sedimentar las particulas
absorbentes. Se mide la absorcién de la soluc‘!.én sobrenadante en
un espectrofotémetro a una longitud de onda de S34 nm. La
cantidad de tocoferol se determina por interpolacién en una
curva de calibracién ¢ &2 D.

Las dificultades encontradas son las diferentes
velocidades de reactividad de los diferentes tocoferoles, la
desventaja de los procedimientos clisicos es que sélo se mide el
contenido total de tocofercles. Sin embarge es importante medir
la concentracién de las diversas formas de tocofercles para
calcular la potencia biolédgica de la vitamina E en los
alimentos ¥y para comprender su efecto antioxidante en la

estabilidad de los aceites,

4.3 Métodos electroquimicos

La técnicas voltamétricas y polarograficas se aplican
exitosamente en la medicién de tocofercles individuales. Los
primeros procedimientos para 1la determinacién de varios
tocoferola; emplearon la reduccién electroquimica de

tocoferilquinonas en el electrodo de gota de mercurio. Después
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de saponificar la muestra y extraer con éter el material
insaponificable, los tocoferocles se oxidan con Cerpara formar
tocoferilquinonas, requeridas para la reduccidén polarografica.
ANos mas tarde. los métodos polarograficos involucraron la
oxidacion directa de los tocoferoles por medio de diferentes
electrodos de carbono.

Los métodos recientes son rapides, directos y adecuados
en la determinaclidn de los principales tocoferoles Ca, y y &)
para propésitos de control de calidad, por ejemplo, en el
monitoreo de la pérdida de tocoferoles durante el procesamiento
de las grasas o en el control de calidad de alimentes
enriquecidos con vitamina E.

Se describe un método electroquimico mejorado para
determinar tocoferocles en aceites, grasas y alimentos quer
contienen grasas. La aplicacién de un método electroquimico de
micro flujo a través del detector ha reducido el limite de
deteccidn a 0.01 mg Cpara o, p y 6-tocoferold por kg de grasa.
La reproducibilidad del método es +- 5% al nivel de tocoferol de

0.1 - 600 mgrkg € 83 ).

4.4 Método polarimétrico

Para la cuantificacién del d- & dl-a-tocofercl por
polarimetria el AOAC especifica medir la rotacién éptica de lia
muestra purificada por cromatografia en columna, antes y después
de la oxidacidén. La oxidacidén es llevada a cabo por la solucidén
de KaFeCCN)e. A la muestra oxidada se hacen una serie de lavadcos
¥ se conhcentra en atmésfera de Na para evitar degradacién. Por

ultimo se mide la rotacién dptica para después calcular la
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rotacidn especifica come se indica en la referencia C 62 ).

4.5 Analisis cromatograficos.

Las técnicas croma!.ogréficas tales como cromatografia en
capa fina, cromatografia gas-liquide y cromatografia de alta
resoiucioén CHPLO se han usado ampliamente para la
cuantificacién de tocofercles individuales en aceites y en una
variedad de alimentos.

La metodologia de cromatografiz en capa fina se
emplea en forma rutinaria, ya que esti al alcance de muchos
laboratorios y puede usarse para la separacidén de tocoferoles y
tocotriencles.

El método de la "Official International Union of Pure
and Applied Chemistry" CIUPAC) se basa en la saponificacién del
aceite con Alcall, la extraccidén del material insaponificable en
presencia‘ de pirogalol para prevenir la oxidacién de los
tocoferoles, ensegulfla la separacién por cromatografia en capa
fina Y después la cuantificacioén de los tocoferoles
espectrofotométricamente.

El método anterior también se puede usar para la
determinacién de dimeros de tocoferol, pero no discrimina entre
Ltocoferoles y tocotrienoles., aunque tampoco se separan los f3- y
r-tocoles, ya que la etapa de saponificacidn convierte al
tocoferil acetato en tocoferoles libres, por consiguiente este
procedimiento cuantifica el tocofercl combinadeo y libre en

conjunto.

Por ejemplo,. se ha detectado tocoferol a través de la
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cromatograrfia en capa fina en la mantequilla de cacahuate,
salami, salchicha “wiener®. trozos de papas, entre otros. Mismo
que se ha verificado por HPLC C &4 D.

El método de cromotografia en capa fina establecido por
el AOAC para la separacidén de a-tocoferol permite la seleccidn
de los sistemas de solventes de elucién. La muestra se aplica
en una hoja de alumina empleando una micropipeta. La
cromatoplaca se desarrolla en dos dimensiones usando dos camaras
con solventes de elucién diferentes. Se seca la cromatoplaca
con Na y se rocia con solucién alcohdlica de
dicloroflucresceina. Una vez seca la placa se localizan las
manchas da toceferct bayo la luz UV sin exceder la exposicién a
la luz UV, ya que se puede destruir al tocoferol ¢ 62 D.

La cromatografia gas-liquido C(GLC) también se emplea
regularmente para la cuantificacién de tocoferoles después de
una separacién preliminar y limpleza de las muestras por
cromatografia en capa fina. El método oficial del AOCAC lo aplica
a preparaciones farmacéuticas que contienen vitamina E tales
como: tabletas, capsulas, inyectables y liquidos, asi como otras
formulaciones.

En un procedimientc por comatografia gas-liquido para la
cuantificacién del contenido de la vitamina E en aceites
vegetales y aceites extraides de alimentos tipo bocadilles,
la vitamina E se determina por saponificacidén del aceite,
ext.raceién con <ter de la mezcla saponificada, secado y
evaporacién del extracto, seguldo de esterificacidn -y
determinacién de los ésteres butirato usando un cromatégrafo de

gases equipado con un detector F10 y una columna de vidrio
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€1.83m de longitud y 5 mm de didmetro interno) empacada con 3%
de SE-30 eb gas Chrom. Q, malla 100-120. El limite de
detecclén de a-tocoferol es alrededor de S mgsKg de aceite., sin
separacién de - y p-tocoferol. Se detectd wuna cantidad
considerable de tocotrienoles en el aceite de palma y sus
fracciones ¢ 65 D,

La mayoria de los procedimientos empleados en la
cromatograrfia gas-liquide y en capa fina, asi como los métodos
colorimétricos requieren de largos periodos de analisis desde
la preparacién de la muestra y-so derivatizacién de los
tocoferoles, previos a su estimacién. Ya que los tocoferoles son
sensibles a la luz y propensos a la oxidacién, pueden ocurrir
algunas pérdidas debido a la degradacién oxidativa durante el
tratamiento de la muestra. Ademas, los métodos requieren
saponificacidn, los cuales impiden la posibilidad de determinar
la proporcién relativa de tocoferoles presentes en forma de
ésteres. Estas limitaciocnes y dificultades de los procedimientos
anal{ticos mencionados sefalan el desarrolle de un método de
cromatografia de liquidos, razén por la cual esta técnica se usa
con mayor frecuencia en la actualidad.

Se han descrito muchos sistemas de HPLC para la
determinacién de tocoferoles en aceites vegetales empleando una
columna de sflice. Una solucién de aceite en n-hexano o en la
fase mévil se aplica directamente a la columna. La separacidén
cromatografrica se realiza generalmente con una mezcla de dos o
tres disolventes como fase mévil, siendo los principales
componentes el hexano o el heptano a una velocidad de flujo

de 1-2 mlomin, usando un detector de UV a 280 nm Co a la
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longitud de onda de maxima absorcién entre 280 y 287 nmd o por
deteccidn de fluorescencia (excitacion entre 280 - 296 nm;
emisién entre 325 - 340 nmd C 68 ).

Se ha logrado considerable desarrollo de las fases
estacionarias, particularmente por la introduccién de
microparticulas en el empaque de las columnas (generalmente S
umd. Esto condujo a mejorar el poder de separacidn y a reducir
el tiempo de analisis a aproximadamente 10 minutos.

La maycria de los aceites vegetales contienen
tocofercles en la forma inesterificada y pueden inyectarse
directamente a la columna sin ningin pretratamiente, aparte de
disolver la muestra en la fase mévil © en hexano. Los lipidos
que contienen tocofercles necesitan extraerse de las muestras
alimenticias previo a la cromatografia. Un procedimienta de
extraccidn para una gran variedad de muestras alimenticias
tales como espinaca, leche, carne de res y productos de
cereales, parte de 10 g de muestra homogenizada en isopropanocl y
acetona, la cual se extrae dos veces con hexano. Los extractos
de hexano se lavan dos veces con agua Yy luego se evaporan bajo
presidén reducida. La eficiencia del procedimiento de extraccidn
para la vitamina E es mayor del 97% C 67 D.

Los alimentos enriquecidos que contienen acetato o
palmitato de tocoferilo se analizan después de una
saponificacidén, ya que los ésteres de tocoferol no son
fluorescentes. La etapa de saponificacién se emplea tamblén para

liberar a la vitamina E cuando la muestra Se encuentra en forma

encapsulada o cuando contiene leche en polve homogenizada y .

secada por aspersién. Los tocoferoles, especialmente los
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tocotrienoles son muy sensibles al oxigeno en presencia de
4lcali y debe tenerse cuidado para evitar su destruccién
durante la saponificaclidn.

Los antioxidantes tales como el 4cido ascérbico o el
Pirogalol, se adicionan a la mezcla saponificada, la cual se
somete a reflujo suave bajo atmésfera de nitrdgeno con luz
suave. Los materiales insaponificables pueden extraerse con
éter dietilico, éter de petrdleo © hexano.

Cuando los disolventes se evaporan completamente, se
deben agregar a la fase médvil antioxidantes como el BHT, para
proteger a los tocoferocles de la degradacién oxidativa, perc el
BHT y otros antioxidantes adicionados deberan separarse y ser
identificados por el equipo de HPLC ¢ 68 3.

Para el analisis de vitamina E en alimentos se usa una
gran variedad de sistemas de HPLC en fase inversa. especialmente
cuando se determinan otras vitaminas simultaneamente. Sin
embargo se puade seffalar que el uso de columna de fase inversa
C18 y fase mévil metancl:Hao (96:4 v/v), no separa (i~ nl
r-tocoferoles usando detector de UV a 2062 nm o detector de
flucrescencia Cexcitacién a 200nm, emisién a 330 nmd. Por lo
tanto se emplea un sistema cromatografico de fase normal cuando
se desea la separacién de las ocho formas comunes naturales del
tocoferol .

Los tocoferoles libres exhiben fuerte fluorescencia y
una buena eleccidén para su determinacién es con un detector de
fluorescencia. Los ésteres der tocoferol no fluorescen
efectivamente y debe usarse detector de UV si los ésteres no

se saponifican antes de aplicar cromatografia. Por lo tanto los
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tocoferoles libres y esterificados se pueden determinar
separadamente por el uso simultanec de detectores de UV y de

fluorescencia y comparar los resultados.

En contraste can lo anterior se informa la separacidén
del acetato de tocoferilec a partir de los 8 tocoferoles libres,
usando una columna de si{lica portisil 8 con una fase mévil de
hexans seco: hexano-saturado con agua: éter dibutilico:
2~-propanol (45:45:10:0.8, wv/v) y detector de fluorescenclia
Cexcitacién a 290 nm, emisidn a 330 nm). Se ha observado que los
tocoferoles fluorescen mas fuertemente en disolventes tales
como dioxano o éter dietilico y la inclusién de estos
disolventes en la fase mévil incrementa la sensibilidad del

detector C 68 ).

Al usar una fase mévil al S% de éter dietilice ean
hexano. se informa un limite de deteccién para tocoferoles de
2 mgskg de lipidos. Recientemente se demostrdéd un método de HPLC

para separar a- f3- - y &S-tocoferoles, los correspondientes

t les, t trienoles y plastocromanol-8 Cun tocol
estructuralmente relacionado a y-tocotrienol); en una columna
amino-ciano de S micras usando como fase movil hesano
tetrahidrofurano €(94:8, v-vl. El limite de deteccidn CseMal de

ruido en relacidén de I ‘para a-tocoferol usando excitacién de

flucrescencia a 210 nm fue de 0.5 mg/Kg aceite. Ademis se

descubrié la pr a de a-t 1 Cno identificado
previamented) en el aceite de palma, a un nivel de 25 mg-Kg

C70).
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Se han determinado facil, rapida y confiablemente los
tocoferoles del café por HPLC con una celumna RP (280 mm X 4.6
mm) con un gradiente de solvente de 87% de metanol acuoso hasta
100% de metanol <7 minutesd y un detector UV-Visible a una
longitud de onda de 206 nm. Se obtuvieron resul tados
reproducibles con un contenido promedic de 12.02 ugsg de café
Para a- y 41.84 ug fi- + py-tocoferol por gramoc de café, en
extracciones hechas con etanol. Para extraccicnes con éter de
Petrédleo los resultados fueron 4.82 y 33.2 ugs/g de café para a—
¥y ¢ + y)— tocoferol respectivamente. Se encontré ademas que las
cantidades de tocofercles difieren grandemente entre el café
verde y el calfé tostado en extracciones de éter de petrdéleo.

Por otro lado, al estudiar los camblos durante la
oxidaciédn del aceite de café y al anpalizar las fracclcnes
aceltosas, se encontr.é que los tocofeoles no son responsables de

la gran resistencia del acelte de café a la oxidacién ¢ 71 D.
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5. DISCUSION

Unos autores han clasificado a los antioxidantes como
primarios y secundarios; ctros simplemente como antioxidantes y
sinergistas. En general poedriamos deecir que los antlioxidantes
primarios & antioxidantes son los compuestos que actdan con los
radicales producidos en la oxidacién, como son los peréxides,
hidroperéxidos, etc., en cambio los antioxidantes secundarios o
sinergistas reaccionan con el oxigeno ya sea atrapandoleo o
bien peor quelacidén con iocnes metilicos como el fierro y cobre y
ademA; pueden reaccionar con los antioxidantes primarios para
regenerarlos,

Se ha encontrade que al comparar l1a actividad
antioxidante de una mezcla de tocoles, el a-tocoferol es el
primero en consumirse, esto probablemente se debe a que los tres
grupos metilos presentan efecto inductivo en el anille
aromatico, lo cual no le permite formar el hibride de
resonancia, sino que incrementa la rectividad del grupo
hidroxile del a-tocoferol.

Es frecuente encontrar una mayor actividad
antioxidante cuandc se usa una mezcla de tocoferoles que al
usarse cada tocoferol por separado. Dade que 'al terminarse el
poder antioxidante de un andlege continta otro y al final
puede decirse que se presenta un efecto aditive, pero sl se usa
sélo un Lipe de tocoferol, Unicamente se registrara la actividad
antioxtdante de ese analogo de tocoferol.

Los tocofercoles de mayor actividad antioxidante

Vinformados en la mayoria de los casces son: &- y y-tocoferol.
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Esto se debe tal vez a que sus principales productos de
oexidacidédn Cdegradaciénd) presentan una elevada estabilidad y
actividad antioxidante. Los compuestos a los que se refieren son
el S-tocoferol ~eter-dimeroc Y el r—tocoferol ~eter—-dimero
respectivamente. Su estabilidad se puede deber a la forma éter
que presentan, ya que ello le confiere un mejor arreglo espacial
¥ a2 la vez le permite una mejor interaccidn del grupo hidoxilo
con los radicales libres, que es el responsables de que aun
presenten actividad antioxidante.

Existen otros factores que determinan la efectividad de
los antioxidantes, tales san: tipo de sustrato, condiciones
de temperatura, presencia de oxigeno o inicladores de radicales,
Li‘empo de exposicidén a éstos y tipo de alimento, por lo tanto es
importante conocer éstes y otros facteores para hacer un
adecuado uso de los tocoferoles como antioxidantes.

Al comparar la actividad antioxidante de los tocoferoles
con otros antioxidantes en diversos sustratos tales como aceites
de aguacate, soya, de palma y grasa para confiterfa, en todas
las pruebas se describié la actividad antioxidante como menor,
inefectiva o relativamente pobre, para cada una de las
condiciones de tiempo y temperatura a las que se sometid.

En el caso del aceite de aguacate sometide a un

. almacenamientoc de 80° ¢ en la oscuridad, la pobre actividad
antioxidante mostrada por el a-tocofercl y el etoxiquin se debe
probablemante a una baja reactividad con los componentes grasos
del aceite, en cambio, el galatoc de propilo presenta mayor
actividad antioxidante tal vez, por su anillo polihidroxilado,

lo que le permite reaccionar con un mimero mayor de radicales,
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y a la vez, le coenfiere una mayor estabilidad.

En este tipo de estudio, donde se compara la actividad
antioxidante del tocoferol con otros compuestos llama la
atencidn que la caseina se utilice a una concentracién de
10.05%, en comparacidn al tocoferel a 0.01%; esto presupone una
menor actividad antioxidante del primer compuesto en productos
de confiteria., Aunado a esto, su costo relativo es probable que
limite su uso a productos caros de confiteria lacteos.

Para retardar la oxlidaclidn de grasas, aceites o
alimentos con elevado contenido de iacidos graseos se utilizan
ampliamente mezclas de compuestos, dado que se ha observado que
presentan una mayor actividad que si se usara un solo compuesto
© antioxidante.

El 4acido ascérbico puede actuar a diferentes niveles,
uno es mediante la reaccidén con el radical tocoferiloc para
regenerar al antioxidante tocoferocl y la otra forma es cuando
reacciona con el oxigeno presente para fdrmr el acido
deshidroascérbico (forma oxidadad. Esta Gltima manera de
actuar did origen a que se le nombre como agente atrapador de
oxigeno, Por ello se ha usado frecuentemente Jjunta con
tocofercles para inhibir o retardar la oxidacién de diversos
alimentos.

También se han usada formulaciones que Lincluyen a
tocoferoles y al acido citrico. Los ésteres del acido citrico no
se@ han empleado porque presentan bajo nivel desactivador de
matales, contrarico a lo que muestra la forma acida. Por ello

cabe pensar que los grupos carboxilos libres interactdan con los

iones metalicos de manera similar que el aclido -
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etilendiaminotetracético CEDTA) © agentes secuestrantes de
metales,

Las protelnas ., péptidos y aminocacidos presentan
efecto sindérgico con los tocofercles dado, que los primeros por
sus largas cadenas. grupos carboxile y amino intermedios y
terminales, pueden actuar como agentes quelantes.

Uno de los parametros a vigilar en la adicidén de
antioxidantes es su concentracién, que debe ser lo suficiente
como para inhibir la oxidacién de la grasa, pero no excesiva
Ya que puede presentarse el efecto pro-oxidante

La actividad pro-oxidante consiste en que el proplo
antioxidante actde a favor de la oxidacién, esto se produce
porque el namero de radicales del antioxidante es mayor al
del sustrato.

Existen factores que modifican el comportamiento
pro—oxidarit.e. tal es el caso del incremento de la temperatura y
la presencia de agua, que aceleran este comportamiento. E1
primero, acelera el movimiento molecular y con ello el choque
entre las moléculas reactantes, el agua probablemﬁte sea el
vehiculo de sustancias iniciadoras de radicales tales como iones
u oxigeno disuelto. En cambio la presencia de sinergistas puede
reducir la actividad pro-oxidante. que en determinado momento
pudiera manifestar el antioxidante, por regenaracidén del
mismo o mediante la quelaclidn de trazas de metales.

La concentracioén adecuada del antioxidante debe
estudiarse en determinadas condiciones de temperatura y tiempo
de interaccién, asi como el tipe de sustrato o alimento donde se

aplique porque pueden causar la degradacién de los tocoferoles
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que se traduce en pérdida de actividad antioxidante o proteccioén
del alimento.

La degradacié¢n de los tocofercles produce una serie de
compuestos que pueden presentar en determinados casos, cierta
actividad antioxidante. Para prevenir la degradacién de los
tocoferoles naturales se hace necesario el uso de otros
compuestos antioxidantes, por ejemplo los 4acidos galico y
tiodipropiénico, entre otros, que se oxidan en lugar de los
tocoferoles.

Debe de tomarse en cuenta que los. componentes del
alimento interactuan con los tocoferoles, por ejemplo: la xilosa
inhibe ligeramente la pérdida del &-tocoferol del pan, tal vez
por su caracter reductor, pero es menos reactivo que el grupo
hidroxilo del tocoferol.

Se encontrd que los tocoferoles pueden destruirse
durante los tratamientos teéermicos comunes que sufren los
alimentos tales como el horneado, calentamiento de los aceites
usados para freir, por lo que es importante tener en cuenta el
tipo de procesamiento que va a sufrir el alimento al cual se le
adicionaron tocoferoles.

El teocoferol se usa junto con Ssinergistas como los
acidos citrico y ascérbico y otras sustancias como el gambir
extracto que comprende entre otras sustancias, al catecol,
catecol rojo y quercitina, por lo que podria decirse que es un
concantrado de antioxidantes polihidroxilados, que ayudan a
evitar la oxidacién de los alimentos.

La mayoria de las formulaciones revisadas hacen uso de

emulsificantes, que ayudan a la incorporacidén del tocofercl y
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estabilizan las enulsiones. dado que reducen la tensién
superficial entre la fase hidréfoba e hidrofilica. f.os
emulsificantes mas frecuentemente usades son los acidos grasos
libres Cacldo estearicod, acilglicéridos, propilenglicel,
algunas gomas, polisacaridos y lecitina.

El tocoferol es una opcidn para evitar la oxidacién del
acido abiético que produce sabor amargo. Esta nota amarga se
debe a la polimerizacién del acido abiético, puestc que es una
sustancia policiclica cuya parte susceptible a la oxidacién son
los dos dobles enlaces presentes an dos anillos de la molécula.

El tocofercl ademias de prevenir la oxidaciédn de Aacidos
grasos, estabiliza sustancias terpénicas, tal es el caso del
limonenc y del -caroteno. Estos son responsables del sabor a
1imén y del color amarillo-naranja, respectivamente. El primero
es un monoterpenc (2 unidades isoprénicas) y el segundo es un
tetraterpeno C4 unidades ‘isoprémicasb.

La aplicacién de los tocoferoles Junto con sustancias
sinérgicas y otros antioxidantes, previene en buena medida
la oxidacién de diversas sustancias, por lo cual forman parte de
formul aciones que sSe emplean en aceites comestibles Y
esenciales, en la carne, pescada, sardina y en general
alimentos marinos, granos y productos derivadeos de estos cemo
harinas, panes Yy galletas.

El AOAC utiliza la cromatografia en capa fina como

m‘podo oficial de separacién de tocoferoles, previa

axtracclén y saponificacién de la muestra de alimento, dado que

los tocoferoles farman parte del material liptdico

insaponificable. Como en la etapa de saponificacién ze rompe el
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C-0 de los #steres de tocoferilo. se deben determinar: el
tocoferol total proveniente de la forma éster, el suplementado
¥ el tocoferol natural.

La cromatografia en capa fina no separa las diversas
formas del tocoferol, cuyo contenide se cuantifica por
colorimetria, oxidacidn-polarografia & por cramatografia
oxidativa. El contenido se reporta en la forma o— , pero
dependiendo del objetive de la cuantificacidn, se especifica el
tipo de tocoferol Cnatural, suplementado o total)d.

Una metodolegia que no esti comprendida como oficial
pero que se usa actualmente con gran éxito, es la
cromatografi{a de liquidos de alta resolucidn que reduce el
tiempo de preparacién de las muestra y aumenta la exactitud en
la cuantifiacién de tocofercles, no sélo del tocoferol total

sino de cada uno de los derivados tocoles y tocotriencles.
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CONCLUSIONES

Los tocofercles son compuestos que pueden actuar como
antioxidantes grado alimenticio.

Inhiben la oxidacién de grasas, aceites o cualquier
alimento susceptible a este tipo de deterioro. .

El nombre genérica tocofercles englcbha los analogoes
llamados a-, f3-, ¥y~ y OS—tocoferoles que presentan una misma
estructura general y se diferencian entre otros aspectos por la
posicién de los grupes metilo.

Los tocoferoles se encuentran principalmente en
alimentos con alto contenido lipidico como son aceite y grasas,
nueces, semillas oleaginosas y en menor proporcidén en granos.

El &~ y p-tocoferol presentan una mayor actividad
antioxidante que el resto de los analogos.

La actividad antioxidante que presentan los tocoferoles
aes baja o pobre cuando se compara con otros antioxidantes de
origen sintética.

Ei uso de tocofercles Junta con otros compuestos
signergistas tales como Acido citrico, acido ascérbico,
péptidos y aminoécidos, entre otros, 'pci.enc.ta su  actdividad
antioxidante.

Los tocoferos sometidos a procesos térmicos sufren
reacciones degradativas y - consecuentemente la pérdida o
reduccidn de su actividad.

El exceso de tocoferoles en una formulacidn induce la
oxtdacién del alimento por el proplo antioxidante o efecto

pro-oxidante.
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Una formulacién adecuada a base de tocoferoles es
aquella que cumple con su objetivo de inhibir el deterioro
oxidativo del alimento, a la concentracién minima.

El uso y aplicaciocnes desarreclladas considera diversos
aspectos como son: tipo de materia prima, condiciones a las
cuales seri sometido el alimento, caracteristicas finales del
producto y condiciones de almacenamiento.

La deteccidén y anidlisis de toceferoles es fundamental
tante en su control de calidad, como para cuantificar su
cemposicién y concentraciones en formulaciones y alimentos.

Los métodos analiticos son la base del control de
calidad, del proceso y de la validacidn en investigacién y
desarrollo.

Los métodos cromatografices en capa fina, en columna y
gas-liquido, as{ como los colorimétricos y polarograficos, son
oficiales para la cuantificacién del a-tocoferol.

Todos los métodos analiticos requieren previamente la
extraceidn y saponificacién de la muestra para obtener los
lipidos insaponificables.

Los métodos de anAlisis mAs modernos confiables y
precisos son los cromatograficos instrumentales CCGL y HPLC) con
los que se han podido cuantificar las diversas formas de

tocoferoles y tocotrienoles presentes en alimentos.
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