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RESUMEN

En el presente proyecto se estudia la relacion entre el grado de oxidacion
en aceite de soya y la eficiencia de diferentes anlioxidantes:
Terbutilhidroquinona (TBHQ), extracto de romero, citicidal (extracto de semillas
de toronja), capsaicina, extracto de romero-capsaicina, citricidal-capsaicina. Las
muestras se sometieron a condiciones controladas de tiempo y temperaturas de
25°C, 37°C y 70°C, y fueron almacenadas en la obscuridad. La adicién de
antioxidantes fue al 0.02%. Para la determinacion del grado de oxidacion en el

aceite de soya, se aplicaron las pruebas de para-anisidina e indice de

perdxidos.

Los resultados para indice de perdxidos indican que el antioxidante mas
eficiente es el TBHQ (permite una estabilidad 7.04 veces mayor que el control}
seguido del citricidal (3.58 veces mas estable), capsaicina (3.45 veces mas
estable) y extracto de romero (3.38 veces mas estable). En las mezclas de

antioxidantes, no fue evidente accién sinergista entre elios.

Los resultados para indice de p-anisidina musestran un comportamiento
similar, el TBHQ es el antioxidante mas estable {haciendo al aceite 4.08 veces
mas estable que el control) le sigue el citricidal (2.03 veces mas estable), Ia
mezcla de citricidal-capsaicina (2 veces mas estable} y extracto de romero (1.94

veces mas estable).

Las pruebas para la medicion de rancidez mostraron gue la capsaicina
tiene accion antioxidante a un nivel de uso del 0.02%, y que ésta es comparable
con la del citricidal y con la del extracto de romero. Los resuitados estadisticos



(andlisis de varianza), indican que en los antioxidantes naturales no existen

diferencias significativas en cuanto a su poder antioxidante.

La temperatura fue la variable de accién en este proyecto para acelerar
las reacciones de oxidacion en el aceite de soya. Se cbservd que a temperatura
de 70°C los antioxidantes tanto naturates como el sintético (TBHQ), no ofrecen

proteccion.
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INTRODUCCION

La oxidacién de grasas y aceites comestibles es un proceso inevitable
que comienza desde el momento en que el lipido es extraido de la célula
animal o vegetal de la cual proviene, y el tiempo de oxidacion, varia de acuerdo
a la estructura quimica del lipido, de su contenido natural de antioxidantes y de
las condiciones de luz, temperatura y humedad a la que es sometido. Como
consecuencia de este proceso oxidativo, se pierden elementos nufricionales
importantes como son las vitaminas y provitaminas liposolubles ademas de los
lipidos poliinsaturados; y aparece el atributo sensorial conocido como rancidez,
que es descrito como [os olores y sabores desagradables ocasionados por la

acumulacion de los productos de descomposicion de los lipidos.’

La presencia de &cidos grasos libres es una indicacién de la actividad de
fa lipasa. Ei oxigeno es tomado por fa grasa con formacion de hidroperoxidos
(R-OOH) estos se denominan generalmente peroxidos. En general, mientras
mayor sea el grado de insaturacién, mayor es la posibilidad de que [a grasa
presente rancidez oxidativa. Cuando la concentracién de perodxidos alcanza
cierto nivel, ocurren cambios quimicos complejos y se forman productos

volatiles los cuales son [os principales responsables del sabor y olor rancios.”?

Los antioxidantes, son aditivos que estan presentes en un producto
alimenticio como resultado de su adicién premeditada, con el fin de controlar la
oxidacién de los lipidos y consecuentemente conservar sus propiedades

sensoriales y nutricionales durante un periodo de tiempo mayor.’



El presente proyecto se enfoca al deterioro oxidativo que sufre el aceite

de soya y comparar (a eficiencia de ia adician de diferentes antioxidantes.

Para determinar et grado de oxidacién del aceite, se emplearon dos

meétedos:

a) Indice de perdxidos
b) indice de p-anisidina

£1 primer método se basa en la gran reactividad de los peroxidos; el
yodurc de potasio en solucion acida reacciona con el oxigeno combinado,

seguida de la titulacion det yodo liberado con tiosulfato de sodio.

El segundo método esta basado en que el grado de oxidacion se puede

determinar por la medicién de compuestos carbonilicos.

También se determinara si la capsaicina (responsable de la sensacion
picante de los chiles), tiene actividad antioxidante en un aceite, para lo cual se
realizard una comparacion contra un control (sin antioxidante) sometidos a
diferentes condiciones de tiempo y temperatura. También se hara comparacion
con otros antioxidantes naturales (extracto de semillas de toronja y extracto de

romera) y con TBHQ (terbutithidroguinona}, de origen sintético.

Dada la tendencia de la gente hacia lo natural, vale destacar las
caracteristicas antioxidantes de los compuestos naturales como una opcion a

los sintéticos.
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OBJETIVO GENERAL

o Comparar la aclividad de diferentes antioxidantes en aceite de soya

refinado y deodorizado.

e Evaluar la actividad antioxidante mediante la determinacién del grado de
oxidacion en el aceite de soya empleando los métodos del indice de

perdxidos y el valor de p-anisidina.

« Determinar sila Capsaicina tiene efectos antioxidantes en aceite de soya.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Comparar la actividad de los diferentes antioxidantes naturales referente a
un antioxidante comercial (TBHQ) para evaluar su eficiencia en el aceite de

soya.

» Observar si existe sinergismo entre la capsaicina con los antioxidantes

naturales.

« Determinar cual es el mejor antioxidante bajo las condiciones de estudio
mediante un andlisis de varianza y célculando las constantes de

degradacién para cada antioxidante
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ANTECEDENTES

Las grasas y los aceites pueden sufrir diferentes transformaciones que
ademas de reducir el valor nutritivo del alimento producen compuestos volatiles
que imparten olores y sabores desagradables; esto se debe a que el enlace
éster de los acilglicéridos es susceptible a la hidrélisis quimica y enzimatica, ¥
a que los acidos grasos insaturados son sensibles a reacciones de oxidacidn.
El grado de deterioro oxidativo depende del tipo de grasa o de aceite, en
términos generales, los que mas faciimente se afectan son los de origen
marino, seguidos por los aceites vegetales y finalmente por las grasas

animales.

El término rancidez se usa para describir los diferentes mecanismos a
través de los cuales se alteran los lipidos y se han dividido en dos grupos:
liptlisis o rancidez hidrolitica y autoxidacion o rancidez oxidativa; la primera se
debe basicamente a la accion de las lipasas que liberan acidos grasos de 08
triacilglicéridos, mientras que la segunda se refiere a la accion del oxigeno y de

fas lipoxigenasas sobre las insaturaciones de los 4cidos grasos.

Existe una tercera forma de deterioro que se produce por un fendémeno
llamado reversion, cuyo mecanismo es pocd conocido; a pesar de gue se
presenta en algunos lipidos cuando se almacenan en ciertas condiciones, tiene
menos importancia que las dos anteriores. La reversion se relaciona con
aquellos aceites que contienen una elevada proporcion de acido linolenico.
Sensorialmente, en el aceite de soya se han identificado olores que recuerdan
el de la mantequilla y el de algunas semillas, pero posteriormente se

transforman en el de pintura y el de pescado.



Se han identificado muchos compuestos en aceites revertidos, entre los
que destacan diversos aldehidos y cetonas, como el 2-n-pentilfurano, el
diacetilo, la 2,3-pentadiona, el 2 4-pentadienal, el 3-cis-hexanal y el 3-trans-
hexeenal; algunos de estos son incluso semejantes a los que se encuentran en
algunos lipidos autoxidados. Aun cuando no es muy claro el mecanismo, la
reversion se considera como una oxidacion muy baja que se debe al alto

contenido de acido linolénico.’

1.1. LIPOLISIS

Mediante esta reaccién, catafizada por las enzimas lipoliticas llamadas
lipasas, y por efecto de las altas temperaturas, se liberan Acidos grasos de los

triacilglicéridos y de los fosfolipidos.

£n semillas crudas de las oleaginosas se presenta una fuerte actividad
lipasica, cuya funcion biolégica es aprovechar los lipidos que sirven para

suministrar nutrimentos y asi fortalecer la germinacion.

Durante la extraccion industrial del aceite de soya, el primer paso es
triturar la semilla con lo cual se favorece la accién de estas enzimas, se
hidroliza el enlace éster, se producen Acidos grasos libres y se incrementa el
indice de acidez; dichos acidos grasos libres deben eliminarse en la refinacion,
ya que de otra manera pueden provocar muchos problemas; por gjemplo, en
estas condiciones son mas sensibles a ja autoxidacion que en forma
eslerificada; ademés, si en los aceites que se emplean para freir hay una
concentracion de 1.0 % de &cidos grasos libres, esto provoca que la

temperatura de formacion de humo se reduzca a 65-80°C.



En los aceites vegetales, los acidos grasos liberados por la lipasa son
de mas de 14 atomos de carbono, poco volatiles y por lo tanto no se perciben

por €l olfato; su presencia solo se puede advertir mediante la determinacién del

indice de acidez.

La hidrolisis de los acilglicéridos no solo se efectda por accion
enzimatica; también la provocan las altas temperaturas en presencia de agua
como ocurre durante el freido de los alimentos; si los acilglicéridos estan en
estado liquido, tienen una gran movilidad y pueden, consecuentemente,

favorecer el contacto con la lipasa y provocar la reaccion.

Por otra parte, muchos hongos y levaduras que se encuentran
cominmente como contaminaciones, dado su sistema enzimético, llegan a

ocasionar severos problemas de lipdlisis.®
1.2. AUTOXIDACION

Esta transformacién es una de las mas comunes de los alimentos que
contienen grasas y otras sustancias insaturadas; consiste principalmente en la
oxidacién de los acidos grasos con dobles ligaduras, pero se liega a efectuar

con otras sustancias de interés bioldgico, como la vitamina A,

Recibe el nombre de autoxidacién, ya que es un mecanismo que genera
compuestos que a su vez mantienen y aceleran la reaccidon, Entre los
productos generados se encuentran algunos de peso molecular bajo que le

confieren el olor caracteristico a las grasas oxidadas.



La autoxidacion se favorece a medida que se incremenia la
concentracion de &cidos grasos insaturados (o el indice de yodo}; esto se ha
comprobado en sistemas modelo de ésteres metilicos de los acidas estearico,
oleico, linoleico, linolénico, que absorben oxigeno con un patron determinado;
es decir, que los mas insaturados necesitan menos tiempo para absorber la
misma cantidad de gas y, por consiguiente, se oxidan mas répido. Por to tanto
las grasas y los aceites con mayor indice de yodo se deterioran mas

facilmente, de ahi la importancia de la hidrogenacion para estabilizarlos.

La autoxidacion requiere una energia de activacion (Ea) de 20 a 35
Kcalimol: en sistemas modelo de linoleato de metilo se ha visto que puede ser
de 20 Kcalfmoi. Aungue la Ea sea baja comparada con ofras reacciones,
generalmente necesita de catalizadores que la inicien, ya que el oxigeno en su
estado normal de triplete es muy poco electréfilo y por si sole no actiia sobre
los dobles enlaces; sin embargo, cuando los spin son diferentes se presenta
una fuerte repulsion entre elios, el atomo de oxigeno se encuentra en estado
excitado y se vuelve muy electréfilo; a esta configuracion electronica se e
liama singulete y es lo suficientemente reactiva como para unirse directamente
a los acidos grasos, lo cual se facilita por que estos dltimos también estan

como singuletes.

El cobre y el hierro inician esta transformacion en concentraciones
menores de 1 ppm, el primero tiene mds especificidad para catalizar la
oxidacion de las grasas lacleas, y el segundo para los aceites vegetales. tos
acidos grasos libres solubilizan estos iones y facilitan su accion catalizadora

pues provocan un mayor contacto con el lipido.



La aclividad acuosa desempefia un papel muy importante en 1a
velocidad de la autoxidacién, cuando a: se encuentra entre 0.4 y 0.8 se
favorece la reaccion debido a que se incrementa la movilidad de los reaclivos,
se solubilizan los metales catalizadores y se exponen nuevas superficies del

alimento por el aumento de volumen causado por la hidratacion.

Se ha comprobado que el aceile de soya contiene de 0.05 a 0.7 % de los
4cidos estearico, oleico, linoleico y linolénico en estado libre que actdan como
prooxidantes; también se ha identificade una fraccion del monoglicérido o-
monolinoleina que en concentracion de 0.01 % acelera igualmente [a

autoxidacion.®

Los procesos de termoxidacion, es decir, el calentamiento de aceites y
grasas provocan una serie de transformaciones fisicoquimicas en los mismos
que repercuten en la propia naturaleza de la grasa. Estas transformaciones
quimicas son debidas fundamentalmente a la alteracién de las cadenas grasas
insaturadas que dan lugar a la formacion de una cantidad apreciable de nuevos

compuestos, tanto no volatiles como volatiles.

El interés de los compuestos no volaliles esta fundamentalmente
relacionado con sus repercusiones desde el punio de vista fisiologico y
nutricional. El estudio de los componentes valatiles es centro de atencién
debido principalmente a tres razones: 1) muchos de ellos son compuestos de
elevada significacion sensorial, con la incidencia que tal proptedad tiene en
olor y sabor de los alimentos, 2) sirven de base al conocimiento de muchas
acciones implicadas en la degradacion termoxidativa y 3) su identificacion
permite establecer las posibilidades de reaccién con otros componentes de ia

dieta, en la operacion de fritura, dando lugar a productos no volatiles.



Los fenémenos de oxidacién estén condicionados por muitiples
pardmetros (naturaleza de la grasa, grado de insaturacion, tiempo de

calentamiento, temperatura, presencia de aire, catalizadores, etc. )18

La autoxidacién de los lipidos es autocatalitica y tiene la caracteristica
de ser una reaccién en cadena que consta esencialmente de tres pasos:

iniciacién, propagacion y terminacién.™*
1.2.1. INICIACION

Durante esta etapa se sustrae uno de los atomos de hidrégeno
adyacentes a la dobie ligadura, formandose un radicat libre al cual el oxigeno

puede unirse faciimente.

La reaccion de iniciacién es catalizada principalmente por la presencia
de metales, oxigeno, luz y temperatura, aunque cuando el oxigeno tiene una
configuracién electrdnica de singulete, puede unirse directamente al &cido
insaturado sin la previa formacion de radicales libres; produciéndose asi los

correspondientes hidroperdxidos.
1.2.2. PROPAGACION

El radical hidroperdxido es capaz de sustraer un atomo de hidrogeno de
nuevos acidos grasos, formando hidroperoxidos y mas radicales libres con o

cual se propaga la reaccién.



1.2.3. TERMINACION

El paso final de las reacciones de oxidacion se efectia a través de

reacciones de condensacion formando compuestos muy estables.

Por otro lado, las reacciones de descomposicion de los hidroperdxidos

formados en la etapa de propagacion producen diferentes compuestos como

peroxidos, aldehidos, cetonas, acidos, epoxidos, polimeros y cetogliceridos;

algunos de los cuales, son responsables de las propiedades sensoriales de las

grasas oxidadas, ademas, los perdxidos tienen la capacidad de interaccionar

con olros constituyentes de los alimentos como proteinas y pigmentos

reduciendo su valor nutritivo y generando sustancias toxicas.’

CUADRO 1. Mecanismo de oxidacién de lipidos.

Iniciacién RH

Propagacién R'+02
ROO" +RH

Terminacibn R +R’

R +ROQ’
ROO" +ROOR
RO +R’

2RO +2 ROO’

R+H’
ROO’

R’ +ROOH
RR

ROOR
ROOR +0p
ROR

2 ROOR +05

Radical libre

Radical hidroperoxido
Hidroperdxido
Compuestos muy

estables.




CUADROQ 2. Susfancias producidas a partir de hidroperéxidos.

Hidroperdxidos
" 4 i N N
Segunda Polimerizacién Ruptura Deshidratacién Reaccion ¢on
Onddacién | | | otras dobles
I | ] | ligaduras
4 i i d 4
Dipertxidos Dimeros Aldehidos Cetoglicéridos Epéxidos
I i Cetonas
| | Acidos
i 1
Polimeros Polimeros de
alto peso
molecutar

1.3 ANTIOXIDANTES

De acuerdo con la definicion que da la Secretaria de Salud, un
antioxidante es una sustancia o mezclas de sustancias destinada a retardar o

impedir la oxidacion y enranciamiento de los alimentos.”

El papei de los antioxidantes es confrolar en parte el deterioro que
pueden sufrir las grasas (a un nivel de uso del 0.02 %) prolongando de esta

forma la vida Gtil de los alimentos.

Existen dos categorias fundamentales de compuestos que se utilizan
para evitar el deterioro oxidativo de los lipidos: los donadores de protones y los
secuestradores. Entre los anfioxidantes mas usados estan; BHA, BHT, TBHQ,
Propil galato (PG) y a-Tocoferol. Estos compuestos son generalmente del tipo
fendlico y en el caso del BHA y BHT se les ha asociado una accion

11



antimicrobiana contra  Sfaphifococus — aureus, Vibrio  parahaemoliticus,

Salmonefia tiphymurium, Pseudomona, Escherichia coli, entre ofros.

Por ofro lado existe una gran tendencia para el uso de antioxidantes

naturales como los del romero y los del ajonjoli >°

Para que un antioxidante sea efectivo, se debe adicionar tan pronio
como sea posible en €l proceso de manufactura o en el producto final. La
seleccion del antioxidante apropiado es determinada por su compaitibilidad con
cierlas grasas, su aplicacion de acuerdo con la FDA, su solubilidad en 1a grasa
o en la fase acuosa del producto, su dispersabilidad en el alimento y su
estabilidad para mantener su accion antioxidante ain después de haber

pasado por procesos térmicos tales como el freido y el horneado.”™
1.3.1. ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

Existen dos tipos de antioxidantes, antioxidantes primarios o fenolicos y
antioxidantes secundarios. Entre los primeros estan el butilhidroxianisol (BHA),
el butilhidroxitolueno (BHT), la terbutilhidroguinona (TBHQ) y el galato de
propilo; éstos no detienen la formacién de los radicales que se generan en la
oxidacion sino que al reaccionar con ellos ios estabilizan y se producen
radicales del antioxidante que son menos activos. Es decir, se consumen en 1a
reacciony por lo tanto la estabilidad del lipido siempre va a depender de la

cantidad residual de aditivo que contenga.™

Estos compuestos contienen una 0 mas funciones hidroxilo y actian en
los pasos de iniciacion y propagacion de la oxidacion, pues ceden un alomo de

hidrégeno tanto a los radicales acido graso (R} como a los hidroperoxidos

i2



{ROO+), restaurando el primero al acido (RH) y formando el correspondiente
hidroperdxido (ROOH) con el segundo. Los radicales de los antioxidantes son
estables debido a su resonancia y no promueven la oxidacion como lo hacen
tos radicales de los acidos grasos. En el cuadro 3 se ilustra la accién de los

antioxidantes fendlicos.

CUADRO 3. Mecanismo de accién de los antioxidantes fendlicos.

R+ AH _ RH+A’ Radical antioxidante
ROO +AH _— A’ +ROOH

A +R _ RA Compuestos estables.
A +ROO s ROCA

A A —_ AA

Los antioxidantes fendlicos pueden estar naturalmente presentes en un
producto alimenticie (por ejemplo tocoferoles en aceites vegetales), pueden ser
producidos durante el procesado de un producto alimenticio (por ejemplo,
producios de la reaccidn de Maillard), o pueden ser ahadidos coma parte de la

formuta.®

Los antioxidantes secundarios retardan la oxidacion de los lipidos pero
lo hacen indirectamente. Pueden secuestrar los iones de metal, coma en el

caso del EDTA, lecitina, glucona delta tactona, acido citrico o glicina.

Los antioxidantes secundarios pueden también absorber oxigeno yfo

actuar como agentes reductores. El 4cido ascorbico, acido eritdrbico y sus

13



derivados funcionan de esta manera. Se usa una combinacion de antioxidantes
secundarios y antioxidantes fenélicos en muchos casos ya que estas funcionan

sinérgicamente.”
1.4. ANTIOXIDANTES PRIMARIOS

1.4.1. BUTILHIDROXIANISOL (BHA)

Es una mezcla de 2 isémeros, el 3-terbutil-4-hidroxianisol y el 2-terbutil-
4-hidroxianisol. Contiene un grupo hidroxilo y un grupo terbutilo que ocasiona

su relativa no-polaridad.

Este antioxidante es mas efectivo para estabilizar emulsiones que
aceites puros ya que por ser lipdfilo, se concentra mas cerca de la membrana

de las micelas donde se lleva a cabo la oxidacién.

Es un antioxidante grado alimentario® y fiene un valor de DL, oral para
ratas de 2.2 giKg. con la ventaja de que ei cuerpo humano lo elimina

rapidamente (aproximadamente 80 % en 24 Hrs).?

El BHA es un sdlido (escamas cristalinas) blanco, soluble en grasa e
insoluble en agua. Es usado en barras de granala, cereales, grasas animales,
papas fritas, goma de mascar, margarinas, cosméticos, productos

farmacéuticos, etc.'®



Figura 1. Estructuras del BHA

OH OH
c(cH),
C(CHy,
OCH, OCHs3
3-terbutil-4-hidroxianisol 2-terbutil-4-hidroxianisol

1.4.2. BUTILHIDROXITOLUENO (BHT)

Es un solido (perlas cristalinas) blanco con propiedades similares al
BHA™. Por su estructura quimica es sumamente débil como estabilizante en
aceites vegetales ya que al igual que el BHA presenta impedimento estérico, y
es mas efeclivo para estabilizar emulsiones que aceites puros. Es ideal para
grasas animales. Tiene un DLy, oral para ratones de 1.4 gfKg pero el cuerpo

humano lo absorbe en pequefias cantidades.”

El BHT es particularmente buen antioxidante cuando es usado solo,
aunque normalmente se usa en mezclas con otros antioxidantes como BHA,

acido citrico, acido fosforico y propilgalato para obtener efectos sinergis:tas.21
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Figura 2. Estructura del BHT

OH

(CHyC C(CHys

CH,

2, 6-diterbutil-4-metilfenol

1.4.3. TERBUTILHIDROQUINONA (TBHQ)

Polvo de color beige, tiene una estructura muy similar ai BHT solo que
incluye un grupo hidroxilo en vez del grupo metilo, Es un antioxidante grado
alimentario y exhibe una excepcional potencia en aceites vegetales altamente
insaturados y en grasas animales comestibles. No presenta decoloracion
cuando es usado en presencia de hierro. No produce olor ¥ sabor discernible

cuando es adicionado a varios aceites, grasas y alimentos.
Tiene buena solubilidad y puede mezclarse con BHA y BHT para permitir

combinaciones de antioxidantes altamente efectivas para la estabilizacion de

aceites, grasas y alimentos cuya formutacion contiene grasas."
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El TBHQ fue aceptado para uso en alimentos en un numero
considerable de paises, asi mismo existia un bajo nivel de preocupacion acerca
de 1a toxicidad de los antioxidantes en general, y en base a estudios, algunos
de estos no encontraron estandares en pruebas de toxicidad. Estudios mas
recientes han indicado que el TBHQ puede ser mutagénico in vivo, lo cual

requiere mas investigacion.®

Figura 3. Estructura def TBHQ

CH

{CH,),C. C(CHy,

CH

2,5-di(terbutil) hidroguinona

Haciendo una comparacién entre estos tres antioxidantes, e BHT es el
menos potar y el mas lipofilico, es insotuble en propilenglicol y tiene alta

solubilidad en d-limoneno.

En la fabricacién de saborizantes, el propilenglicol se usa comunmente
como solvente, el BHT no puede usarse en esta aplicacion porque es insoluble

en el mismo, pero se usa el BHA mas cominmente en saborizantes.



El TBHQ es el mas polar y el mas hidrofilico de los tres antioxidantes. Es

ligeramente soluble en agua a 25°C y poco soluble en d-limoneno.

En cuanto a la volatilidad, el BHT es mucho mas volatil que ef BHA o &
TBHQ. Esta es una veniaja en algunas aplicaciones. Por ejemplo, el papel
encerado conteniendo BHT es usado algunas veces para empacar productos
alimenticios como galletas o cereales. El BHT emigra por sublimacion de! papel
encerado a fa superficie del producto durante su almacenamiento otorgando

una proteccion antioxidante efecliva.

En ofros casos fa volatilidad del BHT es una desventaja. En productos
homeados, el BHT se pierde por deslilacion por vapor durante el horneado. Ei

BHA es menos voldtil y funciona mejor que el BHT en productos horneados.
1.4.4. GALATOS DE ALQUILO

Los Galatos son ésteres del 4cido galico y los que méds se emplean son
los de propilo, octilo y dodecilo; el incremento del tamafio de la cadena alifatica

los hace mas lipasolubles, y asi el galato de propilo es algo soluble en agua.

Los galatos de alquilo tienen fa particularidad de producir una coloracion
azut en los alimentos que contienen hierro al formarse un complejo azul-negro
en una reaccién tan sensible que se lleva a cabo con el propio hierro de la
mioglobina de la came en los embutidos. En los alimentos que tienen una
composicion compleja, es factible que se induzca esta interaccion en la fase

acuosa ya que es ahi donde se encuentra el hierro.’



E! propilgatato es un polvo blanco cristalino ligeramente soluble en agua,
adecuado para grasas animales y aceites vegetales. Su punto de fusion es de
148°C, por lo que pierde su efectividad bajo condiciones de calentamiento a

temperaturas de mas de 190°C."

Comercialmente, podemos encontrar al propilgalato solo 0 en mezclas
con otros antioxidantes por su accion sinergista. Se puede mezclar con BHA y
acido citrico para mejorar su accion en diferentes grasas y aceites, donde el
4cido citrico es usado como agente secuestrante de cualquier traza de iones
metalicos presentes, reduciendo asi ia posibilidad de formacion de compuestos

coloridos en el producto final.*'

En general y para efectos comerciales son muy frecuentes las mezclas
de antioxidantes, por ejemplo, TBHQ y BHT con aspecto de un fiquido ambar
de baja viscosidad para aplicacién en aceites y grasas vegetales o animales

gue se vayan a utilizar en procesos con temperaturas bajas.

El TBHQ y acido citrico, que también es un fluido ambar de baja
viscosidad, pero a diferencia del anferior, se emplea en procesamientos que
requieran temperatura moderada o de panificacién. Es perfectamente soluble y
estable a la oxidacién y no causa incremento en fa acidez del aceite o grasa

por su bajo nivel citrico.
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Figura 4. Estructura de algunos Galatos de Alquilo

O—=C—0~——C3H7 O=—C—0——CgHy7
OH OH OH OH
OH OH
Propilgalato Galato de Octilo
0='0~—‘0——'C12H5
OH OH
OH

Galato de Dodecilo
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Otra variedad de esta mezcla puede emplearse en alimentos de freido

profundo y se recomienda en procesos donde haya alto contenido de hierro.”

En cuanto al aspecto regulatorio en los Estados Unidos, el BHA, BHT,

TBHAQ y propil galato son permitidos para su uso en alimentos a niveles que no

excedan los niveles permitidos por la FDA (contenido total maximo de

antioxidante del 0.02% o 200 ppm).*

CUADRO 4. Reglamentaciones de la FDA refacionadas con antioxidantes

Aplicaciones Regulacién Antioxidante Limitacion
Usos generales 21CFR182.3169 BHA 0.02% (200 ppm)
solo o en

21CFR182.3173 |BHT

21CFR184.1660 Propilgalato

21CER172.185 TBHQ*

21CFR182.3830 Tocoferoles

combinacion,  en
peso, grasas o
partes oleosas de
alimentos,

incluyendo  aceite
esencial  (volatil)
excepto cuando
este prohibido por
la norma de
identidad.

« CFR (Siglas en intés para el Codigo de Regulaciones Federales).
El TBHQ es [2gal s6lo en combinacidn con BHA y/o BHT.
« Fuente: Food and Drug Administration

La regulacidn por parte de la FDA requiere que los antioxidantes estén

declarados en la etiqueta seguido de una explicacién del propésito de su

adicion.’®
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En cuanto a la reglamentacion por parte de la Secretaria de Salud de

nuestro pais, fos lim

cuadro 5.

CUADROD 5. Reglamentacién de la Secretaria de Salud

ites permitidos de diferentes antioxidantes se muestra en el

Aplicaciones| Regulacion Antioxidante Limitacion

Tocoferoles Maximo 0.03% (300
ppm)

Grasas Propilgalato Maximo 0.01% (100
Articulo BHA ppm)

Y T8HQ, BHT Maximo 0.02% (200
No.555 ppm)

aceites BHA; BHT; No mayor de 0.02%

Propilgalato (200 ppm} en

comestibles Galato de octilo combinacion siempre y

Galato de dodecilo

cuando los galatos no
sobrepasen el 0.01%

Galato de octilo
Galato de dodecilo

Maximo 0.01% (100
ppm} solo o en
combinacion

Paimitato y estearato de
ascorbilo.

Maximo 0.02% (200
ppm} solo 0O en
combinacion

Fuente: Secrelaria de Salubridad y Asislencia

1.5. ANTIOXIDANTES NATURALES

Los antioxidantes naturales mas importantes indusirialmente explotados

son los focoferoles y el dcido ascorbico. Asi también los extractos vegetales

han alcanzado cierta importancia {(especialmente extractos de especias que

contienen acido camosico y 4acido romérico). Varios compuestos de soya y
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avena son también incluidos en las formulaciones alimenticias para oponer fa

oxidacion de productos.

1.5.1 TOCOFEROLES

La actividad antioxidante de los tocoferoles esta basada principalmente

en "ol sistema redox tocoferol-tacoferilquinona™

a-tocoferol <= a-tacoferilquinona
Hy0

Los tocoferoles (AH,) son también llamados “radicales basureros”, ios

cuales eliminan los radicales libres (R') de acuerdo con et esquema general.

R + AH;— RH + AH’
2AH———> A+ AH,

El resultado de esta accién es una molécula regenerada (RH). Después
de la reaccion de dos moléculas radicales tocoferil semiquinona (AH) una
molécula de tocoferilquinona (A), se forma una molécula regenerada de
tocofero). Se puede presentar Ia eliminacion de radicales perdxida por la misma

reaccién.®

Los tocoferoles presentan dos caracteristicas muy importantes A} su
actividad biolégica y B) su actividad antioxidante. Con respecto a ella se ha
encontrade que los tocoferoles con alta actividad biolégica de vitamina E son
antioxidantes relativamente pobres, mientras que aquellos que tienen baja

actividad biolégica presentan una alta potencia antioxidante.®
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MAYOR ACTIVIDAD BICLOGICA

+ -

o,Y,0

> +

MAYOR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los tocoferoles son solubles en grasa por |0 que se pueden usar con

facilidad tanto en grasas como en aceites. Son considerados GRAS como

aditivos alimentarios.*

£| a- tocoferol es considerado la principal fuente de vitamina E. A pesar
de que el alfa-tocoferol tiene poca actividad antioxidante, el delta y gama
tocoferoles son considerados substancialmente antioxidantes mas efectivos.
Mezclas de gama y delta tocoferoles pueden ser efectivos reemplazantes
donde antioxidantes sintéticos no son permitidos o como una fuente de

antioxidante natural si es preferida **

Los tocoferoles estan pefmitidos en alimentos de acuerdo con las
Buenas Practicas de Manufactura {21 CFR 182,3890) a niveles del 0.03% o
300 ppm (9 CFR 318.7)."
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Figura 5. Esfructfuras del alfa, gama y delfa tocoferoles
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1.5.2. BETA-CAROTENO

Los carotencides como offos compuestos ciclicos poliinsaturados,

ademas de algunos contar con actividad de provitamina A, tambien cuentan

con accion antioxidante.

E! beta-caroteno es usado principalmente como colorante en la industria
alimentaria. Puede ser adicionado a aceites vegetales mostrando una

proteccion antioxidante similar a ia del BHA.

Figura 6. Estructura del Beta-caroteno

CHs CHa CH3 CHy CH, CH3 CHz CHi

CP#CHO=C§+CH=GI—FC=CH~CH=CHCH=C—CH=CH-CH=1-CH=CH

CHs cHy

Los aceites como los de soya y maiz, deben su color amarillo a los
carotencides disueltos, mismos que pueden desaparecer en el proceso de

refinacion.
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1.5.3. ANTIOXIDANTES DEL ROMERO

Los antioxidantes predominantes en el Romero y la Salvia son solubles

en soluciones acuosas alcalinas sugiriendo un carécter acido (o fendlico).

Entre las fracciones antioxidantes se encuentran el Carnosol,
Royleanona, Acetoxiroyleanona y Dehidroxiroyleanona. También se han
aislado de las hojas de! Romero ofros compuestos antioxidantes como son el

Rosmanal, Rosmaridifenol y Rosmariquinona.

La actividad antioxidante de estos se demostré tanto en grasas animales
como en aceites vegetales, manteniendo la estabilidad del sabor en aceite de
soya y también tiene una menor volatilidad y una mejor estabilidad a

temperaturas elevadas que los antioxidantes BHA y BHT.> ™ 32

Los compuestos naturales en el extracto de oleorresina del Romero
exhiben propiedades antioxidantes comparables con una mezcla comercial de
BHA/BHT/4cido citrico. En la figura 7 se muesfran algunos compuestos

antioxidantes del Romero.

Historicamente, el Romero ha sido usado por su agradable sabor, aroma

y por la habilidad que tiene de retardar el deterioro del sabor.
El extracto de Romero ayuda a estabilizar grasas, aceites y aceites

esenciales contra [a rancidez y para proteger los pigmentos carotenoides de la

oxidacion y pérdida de color en el producto.
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En aceites para ensaladas, los niveles usados para una buena
estabilidad son bajos (0.01-0.05%) por lo que el sabor a Romero es casi

imperceptible.

Los extractos de Romero pueden ser adicionados a diferentes productos
alimenticios para evitar su oxidacién, tales como botanas, mayonesas y
aderezos, mariscos, aceites marinos, productos carnicos, confiteria, productos

horneados, etc.”-?°

El Romero es una hierba que pertenece a la familia Labiatae como la
salvia (Salvia officinalis) y el orégano (Organum vulgare L.}, que también

cuentan con actividad antioxidante.

En el caso del oréganc, se han aislado diferentes compuestos de
caracter fendlico que explica su actividad antioxidante, y se ha encontrado
también que eslos compuestos son mas activos que el alfa-tocoferol y su

accion es comparable con la del BHA® %

Estudios actuales han aislado algunos de los constituyentes

antioxidantes en la Salvia que son los mismos que el Romero: Carnosol,

rosmanol, rosmadial, espirosmanol y acido carndsico.®
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Figura 7. Algunos compueslos antioxidantes del Romero
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1.5.4. CAPSAICINA

El género Capsicum (familia Sofanaceae) comprende alrededor de 200
variedades de chiles desde el chile jalapefio hasta el morron. Los frutos tienen

una gran diversidad en forma, tamafio, sabor y pungencia.

La Capsaicina, es un capsaicinoide de los frutos Capsicum al cual se
asocia el sabor picante de los chiles, donde se presenta a niveles det 0.14 al
0.22 %. La capsaicina y sus analogos {dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicing,
homocapsaicing, homodihidrocapsaicina) han sido usados desde hace muchos

afios como especia, como aditivo alimentario y por sus efectos farmacéuticos.”

Los capsaicinoides son almacenados y degradados durante el desarrollo
del fruto, esto es particularmente interesante en [os frutos Capsicum annuum
donde los capsaicinoides son sintetizados en ia placenta (a partir de la L-
fenilalanina, L-valina y tirosina) y luego acumulados en las vacuolas de las

células epiteliales de la placenta. > ** %

La capsaicina y la dihidrocapsaicina son los responsables de la 90% de
la pungencia en los chiles, son compuestos derivados de la vainillitlamida y del

acido 8-metilnoranoico.

Se cree que la capsaicina se acumuia en las semillas por difusion. Es
soluble en disolventes organicos e insoluble en agua. Se puede determinar
colorimétricamente por medio de oxicloruro de vanadio reaccionando con su

grupo hidroxilo.”
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La estereoquimica de la cadena tiene un marcado efecto de la
pungencia, que para evaluarla se ha sugerido el uso de unidades arbitrarias
ltlamadas “Scoville”, asi tenemos que un chile morron tiene 0 unidades, el chile
verde tiene aproximadamente 1000, el jalapefio y el habanero pueden variar

enire 2000 y 25000 unidades.

Las propiedades antioxidantes de la capsaicina son afribuidas a su
estructura fendlica. En la figura 8 se muestran las estructuras de la capsaicina

y dos analogos.

Se ha encontrado en estudios que el (-)-Capsaicinol fue aistado del fruto
de Capsicum frutescens L, y su aclividad antioxidante es tan fuerte como la del

a-tocoferol.

El (-)-Capsaicinol es un antioxidante natural analogo a la capsaicina y su
estructura es muy similar a la de la capsaicina. El {(-)-capsaicinol no presenta

pungencia en contraste con la capsaicina.

Otros estudios han demostrado que tanto fa capsaicina como Sus
analogos tienen actividad de termogénesis causada por la aceleracién del
metabolismo de lipidos. A pesar de que la capsaicina y sus analogos cuentan
con actividad atil, su pungencia iimita su uso en cierias aplicaciones como
aditivo en alimentos. El (-)-capsaicinol podria ser una allernativa como aditivo
alimentario, sin embargo no se obtiene en suficiente cantidad de las fuentes

naturales."”
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Figura 8. Estructura de la capsaicina, dihidrocapsaicina y (-)-capsaicinol
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32



1.5.5. CITRICIDAL

Se ha encontrado que otros extractos de origen natural han demostrado
tener accién antioxidante. En el extracto de semillas de citricos (principalmente
toronja) predominan compuestos polifendlicos (flavonoides derivados del
citrico), que ademas de tener accion antioxidante, es un antimicrobiano de

amplio espectro, antiviral, antiparasitario y antifungal.

Comercialmente lo podemos encontrar como CITRIDIDAL® (mezcia de
extractos de semillas de toronja 60%, glicerina 40% y trazas de &cido
ascorbico, dehidroascérbico y compuestos de la familia de los tocoferoles). En
los Estados Unidos esta listado como GRAS bajo el Codigo de Regulaciones
Federales como 21CFR182.20 y reconocido por la FDA. Se utiliza en una gran
vartedad de aplicaciones dentro del area de alimentos, ya que su versatilidad

permite desinfectar, conservar y proteger.

En la industria de alimentos, el citricidal es utilizado en niveles de uso

que van de 10 a 250 ppm. En la industria agricola, es usado como bactericida y

fungicida en un rago de 50 a 250 ppm.

El citricidal de apariencia es un Hquido muy viscoso de color amarillo
limén y de olor ligeramente citrico fresco, es soluble en agua, alcohol y
solventes organicos. Su seguridad ha sido probada en animales, humanos y el
medio ambiente considerandolo no téxico y no irritante en diluciones hasta del
2%. La DLs, es de 5000 ma/Kg.

43,44

En la figura 9 se ilustran las estructuras de algunos flavonoides

presentes en citricos.
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Figura 9. Estructuras basicas de algunos flavonoides

Flavona Isoflavona

Flavonol

1.5.6. OTROS ANTIOXIDANTES NATURALES

Productos de frijol de soya son aplicados en varios alimentos. En aceite
de soya, sin embargo, solo los tocoferoles, especialmente y-tocoferol, pero
también § y, en menor proporcién a-tocoferol, son antioxidantes activos. Los
esteroles tales como campesterol, stigmasterol o B-sitosterol, no presentan

actividad antioxidante.
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La harina de frijol de soya y otros derivados del frijol de soya son fuentes
de una amplia gama de compuestos antioxidantes: tocoferoles, flavonoides,
glicosidos de isoflavona y sus derivados y, como sinergistas, fosfolipidos,

aminoacidos y péptidos. Otros antioxidantes de origen vegetal son el eugenol,

vainillina y ajonjoli.* **

Se han encontrado ofros antioxidantes naturales en las cascaras de
citricos, aceitunas, algarrobo y hojas de té verde. En uvas, vinos y productos
de uvas contienen altas cantidades de flavonoides hidroxilados y oiros
compuestos fendlicos como algunas antocianinas responsables de
coloraciones en flores y frutos a las que también se les ha relacionado con

accioén antioxidante. 2>

Frutas tales como peras, fresas, manzanas, cerezas, duraznos y citricos
como naranjas, mandarinas, limones y toronjas contienen varios flavonoides
que son los responsables en gran medida de la astringencia de algunos
alimentos.” Entre todos los flavonoides destacan los flavonoles, los cuales se
encuentran en cebollas, miel, fresas y uvas. Dada su capacidad de capturar
radicales libres y de crear complejos con los iones metalicos, tienen una

actividad antioxidante muy alta; sin embargo, son poco solubles en lipidos.?

1.6. AGENTES REDUCTORES
La funcion de los agentes reductores es por fa transferencia de atomos

de hidrégeno. Tales compuestos inciuyen al &cido ascdrbico, acido eritorbico,

palmitato de ascorbilo y sulfitos.
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1.6.1. ACIDO ASCORBICO

£] acido ascorbico o vitamina C es usado para incrementar 1a vida de
anaquel de alimentos procesados, enlatados y congelados. Retarda el
desarrollo del proceso oxidative ya que actia atrapando el oxigeno. El

mecanismo de oxidacién del acido ascorbico es el siguienle.EI

0O,
acido ascoérbico <= &cide dehidroascérbico
2H

Aproximadamente 3.5. mg de &cido ascorbico son requeridos para
atrapar el oxigeno en 1 cm®. Es GRAS como aditivo afimentario y no tiene

restricciones en cuanto a niveles de uso (21 CFR 182.301 3).'8

El acido ascorbico como su sal, ascorbato de sodio, actdan
secuestrando el oxigeno y provocando que este no este disponible para futuras

reacciones.

También tiene accion como agente quelante evitando asi que los iones
metalicos presentes promuevan la oxidacion aunque de esta manera pierde su
actividad fisiolégica. Asi mismo actia como protector conira la oxidacion en

vinos, cerveza, frutas, vegetales, etc.®
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Figura 10. Oxidacién del &cido ascorbico
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1.6.2. PALMITATO DE ASCORBILO

Es un polvo blanco-amarillento cristalino, es GRAS y no tiene
restricciones en cuanto a los niveles de uso. Incrementa apreciablemente la
vida de anaquel de los aceites vegetales cuando es usado al 0.01%. Puede ser

usado en aceites comestibles y colores.™

Su uso en alimentos esta aprobado por la Secretaria de Salud y es

liposoluble.
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1.6.3. ACIDO ERITORBICO

E| acido eritérbico y su sal, eritorbato de sodio, son fuertes agentes
reductores que actiian como secuestradores de oxigeno, reduciendo el oxigeno

molecular.

El acido eritorbico es GRAS para su uso como aditivo alimentario (21
CFR 182.3041). Es libremente soluble en agua, aproximadamente 15g/100 mi a
20°C, y sus propiedades antioxidantes se desarrollan solo cuando se encuentra

disuelto en agua.

Es usado para confrolar la oxidacion del color y la deterioracion del

sabor en frutas a niveles de 150-200 ppm."
1.6.4. SULFITOS

El didxido de sulfuro, sulfito de sodio y bisulfito de potasio son usados
como antioxidantes débiles en alimentos. Por ejemplo, el dioxido de sulfuro es
adicionado a la cerveza para inhibir la deterioracion del sabor durante el
almacenamiento. Los sulfitos controlan obscurecimientos no enzimaticos y

también reacciones enzimaticas. Son usados en bebidas, vinoy frutas.'

Debido a la posible refacién de los sulfitos con reacciones alérgicas y
asmaticas, la FDA en 1988 solicitd que este tipo de aditivos sean declarados
en la etiqueta cuando estén presentes en niveles defectables definidos desde
10 ppm o mas. No son considerados GRAS para su uso en cames, frutas y

verduras crudas.”
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1.7. MEDICION DE LA RANCIDEZ

Hay un gran numero de pruebas que nos ayudan a determinar la calidad
de un aceite. Estas incluyen las pruebas fisicas, quimicas y sensoriales.
También existen varias pruebas rapidas que pueden ser utilizadas como
herramientas de calidad. La calidad de las grasas y aceites utilizada en el

proceso de manufactura afecta directamente [a calidad del producto terminado.

Los métodos que a continuacion se mencionan, estan relacionados con el

grado de oxidacién en aceites y grasas:

1.7.1. METODO DEL OXIGENO ACTIVO (AOM, American Oil Chemists’
Society-AOCS Cd 12-57).

Mide la estabilidad de oxidacion. Se hace burbujear aire a traves del
aceite o grasa que se encuentra a una temperatura de 97.8°F. Se extraen

muestras de aceite a intervalos regulares y se determina el indice de perdxido.

Es expresado en horas y es el periodo de tiempo que necesita el indice
de peroxidos para alcanzar cierto nivel, por lo que es utilizado como una
caracleristica especifica de las grasas y los aceites. Las horas del AOM
tienden a aumentar conjuntamente con el grade de saturacion o©

endurecimiento de [a muestra.
1.7.2. INDICE DE ANISIDINA (AOCS Cd 18-90).

El grado de oxidacién en aceites y grasas se puede determinar por la

medicién de la formacion de compuestos carbonilicos. Los aldehidos son
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productos de la descomposicion de los 4cidos grasos peroxidados. El indice de
anisidina mide los niveles de aldehidos utilizéndolos como un indicador que

determina 1a cantidad de material peroxidado que ha sido desdoblado.

La reaccion de los aldehidos con paraanisidina informa de una buena
correlacion entre el indice de anisidina de los aceites y sus caracteristicas

crganolépticas.
1.7.3. INDICE DE PEROXIDO (PV, AQCS Cd 8b-90)

Es una medida de los peréxidos contenidos en el aceite durante el
almacenamiento, la formacién de perdxidos es lenta al principio durante el
periodo de induccion el cual puede variar desde unas semanas a varios meses,

de acuerdo al aceite o grasa en particular, la temperatura, etc.

El indice de peroxido es determinado usualmente por métodos
volumétricos, los cuales han sido ampliamente desarroltados por Lea. Estos
dependen de la reaccién del yoduro de potasio en solucién acida con el
oxigeno combinado, seguida de titulacion del yodo fliberado con tiosulfato de

sodio. Usualmente se utiliza cloroformo como disolvente > °

Este es el método clasico para medir Ia oxidacion del aceite fresco, pero
tiene poco valor para ef aceite de fritura ya que esta prueba es altamente
sensible a las temperaturas. Un indice de perdxido mayor de 2 es un indicador
de que el producto tiene un gran polencial de rancidez y que puede fallar

cuando se encuentre en el anaquet.”
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1.7.4. SUSTANCIAS POLARES (TPM, AOCS Cd 20-91)

Gran cantidad de procesadores consideran que la medicion de las
sustancias polares es la prueba individual mas importante para medir la
degradacion del aceite. Los materiales polares son fodos materiales no

Iriglicéridos solubles, emulsivos o suspendidos en el aceite de fritura.

UUna vez que el aceite es expuesto a una determinada temperatura de
fritura, una porcion de los triglicéridos es convertida en una innumerable

cantidad de productos de degradacion acumulativa del aceite.

1.7.5. PRUEBA DE KREIS.

La reaccion de Kreis incluye la produccién de un color rojo cuando el
florogiucinol reacciona con la grasa oxidada en solucidn acida. Ei color
formado parece estar relacionado con la produccion creciente de algun
aldehido epihidrina o de malonaldehido. Los diversos métodos que se han
propuesto para realizar la reaccidn de Kreis han sido revisados por
Mehlenbacher {1880).

Debido a su elevada sensibilidad la prueba tiende a dar resultados

confusos, dado que con frecuencia se obtiene coloracion con aceites

comparativamente recientes.” °

1.7.6. METODO DEL ACIDO TIOBARBITURICO. (TBA)

Et fundamento de este método esta basado en la reaccidon de

condensacion entre dos moléculas de TBA y una de malonaldehido, gue forma
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un compuesto cromégeno de color rojo. La conceniracién de color se puede

determinar espestroscopicamente a 532 nm.

La ventaja de este método es que se puede aplicar a los alimentos en
forma directa después de eliminar todos los pigmentos, 0 bien en la fraccién del

alimento que se obtiene por una destilacion con vapor> "

HCl
TBA + malonaldehido ———— TBA cromégeno + 2 H0

H20

1.7.7. CROMATOGRAFIA DE GASES.

La cromatografia de gases se ha usado para separar identificar los

productos de oxidacion de los lipidos.

Se ha utilizado este método para la determinacion de rancidez en
aceites de soya, identificando compuestos volatiles que fueron productos de
autoxidacion de &cidos grasos insaturados como son: pentano, 1-pertanal,
hexanal, n-octano, t-2-hexanal, heptanal, t-2-heptanal y dodecano. También es
un método para comparar la eficiencia de diferentes antioxidantes, tanto

naturales como sintéticos. ' 2
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CAPITULO I
DESARROLLO EXPERIMENTAL



DIAGRAMA GENERAL DE LA EXPERIMENTACION

Condiciones de
almacenamiento

h 4

A

L

(" totEH (— otes2 ) [ LlotEs3 )
25°c e 70°c
OBSCURIDAD OBSGURIDAD OBSCURIDAD
MATRAZ: MATRAZ: MATRAZ:

1- CAPSAICINA 1-CAPSAICINA 1-CAPSAICINA

2- CITRICIDAL 2. CITRICIDAL 2- CITRICIDAL
3-ROMERO 3- ROMERO 3-ROMERO

4.TBHQ 4 TBHQ 4- TBHQ

5- CITRICIDAUCAP §- CITRICIDALICAP 5- CITRICIDAL/CAP
6- ROMEROI CAP 8- ROMERO/CAP 6- ROMERQICAP
QGDNTROL J & CONTROL _) & CONTROL J

Determinacidn del W}df’\ “Andlisis Estadlstico
de oxidacién del aceite "Constantes de Degradacién
mediante:

a) Indice de p-anisidina

b) Indice de peréxidos Andlisis de

Resultados

Conclusiones
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

2 1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE ACEITE DE SOYA REFINADO Y
DEODORIZADO

MATERIAL

« Material de vidrio comin
o Estufas a temperaturas constantes de 25°C, 37°C y 70°C

ANTIOXIDANTES

« Capsaicina { Sigma® - Chemical Company )

e Extracto de semillas de toronja (Citricidal® - Bio/Chem Research Inc.)
s Extractos de romero ( Herbalox® - Kalsec Inc.)

s TBHQ (Terbutilhidroquinona). ( Dresen Quimica }

e Capsaicina-Citricidal

+ (Capsaicina-Romero

METODOLOGIA

1. Adicionar al aceite de soya 0.02% de cada antioxidante.

2. Tapar el matraz y envolver en papel aluminio.

3. Distribuir un matraz de cada antioxidante en cada una de las estufas

temperatura constanfe.
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2.2 [NDICE DE P-ANISIDINA

Referencia:
Egan Harold “Analisis Quimico de los Alimentos de Pearson”.1987 Ed. Cecsa.
Segunda Impresién. México.pp 711
Traduccion de: Pearson’s Chemical Analysis of Foods.
Célculos:
I-PA = 25 {1.2A-A)) I M
Donde:
A, = Absorbancia inicial
A, = Absorbancia final
M = Peso de la Muestra

Equipo usado durante la experimentacion.

SPECTRONIC 20 / Bouch & Lomb
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2 3. INDICE DE PEROXIDOS

Referencia:

Official Methods of Analysis of AOAC International. 1995. 16™ Edition. Volume fi
Chapter 41 Qils and Fat.. P.9B.
Edited by Patricia Cunniff

Célculos:
indice Peroxidos ( meg/Kg) = (S)(N)}(100) /M
Donde:
S = ml gastados de la solucion de tiosulfato de sodio

N = Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio

M = Peso de la muestra

46



2 4 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los datos se realizé por medio de un programa estadistico de

computacion obteniendo el andlisis de varianza:

Origin 3.5 for Windows
Nivel 0.2

2 5. CONSTANTES DE DEGRADACION PARA LOS DIFERENTES
ANTIOXIDANTES.

En el caso de las reacciones de rancidez siguen un patrén de orden uno.
Para dichas reacciones se ha establecido una expresion matematica que define

la perdida de calidad en los alimentos:
- dA f dt = KA"
Donde:
A = Factor de calidad medido en las unidades correspondientes.
t = Tiempo.
K = Constante de degradacidn.

-n = Orden de reaccion.

dA ! dt = Constante de cambio del factor de calidad contra et tiempo.
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Integrando la ecuacion:

A t
| dA 1 A =] Kdt
Ao to
Se obtiene:
In A/ Ao = - Kt
In A -In Ao = - Kt
in A =1in Ao - Kt
Despejando K
K= 1/t In A/l Ao
Donde:

K = Constante de degradacion del aceite de soya para cada antioxidante.
A = Valor maximo obtenido de indice de peroxidos o para-anisidina para cada

antioxidante.
Ao = Valor inicial de indice de perdxidos o para-anisidina para cada

antioxidante.
t = Tiempo en que se obtiene el méximo valor de indice de perdxidos o para-

anisidina para cada antioxidante.

48



Para el calculo de los valores de “Z” para los diferentes antioxidantes

tenemos que:

D=1/K

Por medio de la regresion lineal del Log D vs T obtenemos la pendiente

y de esta forma el valor de “Z" para cada antioxidante:

Z=-1/m

£l valor comparativo de estabilidad se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

E = Z Control / Z Antioxidante
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CAPITULO iIl
ANALISIS DE RESULTADOS



3.1. RESULTADOS ESTADISTICOS
ORIGIN 1.5 FOR WINDOWS

NIVEL 0.2
ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PEROXIDOS A 25°C)
SIGNIFICATIVAMENTE NO SON SIGNIFICATIVAMENTE SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTE DIFERENTES DIFERENTE
Control Capsaicina, citricidal, extractos de TBHQ
romero, citricidal/capsaicina, extractos
de romerofcapsaicina
ANALJISIS DE VARIANZA (INDICE DE PEROXIDOS A 37°C)
SIGNIFICATIVAMENTE NO SON SIGNIFICATIVAMENTE SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTE DIFERENTES DIFERENTE
Control Capsaicina, citricidal, extractos de TBHQ
romero, citricidal/capsaicina, extractos
de romero/capsaicina
ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PEROXIDOS A 70°C)
NO SON SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES
Capsaicina, citrcidal, extractos de romero,
citricidal/capsaicina, exfractos de
romero/capsaicina, TBHQ y control
ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 25°C}
SIGNIFICATIVAMENTE NO SON SIGNIFICATIVAMENTE SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTE DIFERENTES DIFERENTE
Control Capsaicina, ciliicidal, extractos de TBHQ
romero, citricidal/capsaicina, extractos
de romero/capsaicina
ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 37°C)
SIGNIFICATIVAMENTE NO SON SIGNIFICATIVAMENTE SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTE DIFERENTES DIFERENTE
Control Capsaicina, citricidal, extractos de TBHQ
romero, citricidalfcapsaicina, exiractos
de romero/capsaicina
ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 70°C}
NGO SON SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES
Capsaicina, cifricidal, extractos de romero,
citicidal/capsaicina, extractos de
romero/Gapsaicina, TBHQ y control
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3.2. VALORES “Z”Y “E” PARA LOS DIFERENTES ANTIOXIDANTES.

TABLA 1.
VALORES DE “Z" PARA CADA ANTIOXIDANTE

ANTIOXIDANTE | INDICEDE | INDICE DE
PEROXIDOS | P-ANISIDINA

CAPSAICINA 100 111

CITRICIDAL 96 102

ROMERQ 102 107

TBHQ 49 51

CITRICIDALICAP 100 104

ROMEROICAP 114 112

CONTROL 345 208

TABLA 2.
VALORES COMPARATIVOS DE ESTABILIDAD “E” PARA CADA
ANTIOXIDANTE
ANTIOXIDANTE | INDICEDE | ANTIOXIDANTE iNDICE DE
PEROXIDOS P-ANISIDINA

TBHQ 7.04 TBHQ 4.08
CITRICIDAL 3.59 CITRICIDAL 2.03
CAPSAICINA 3.45 CITRICIDAL/CAP 2
CITRICIDAL/CAP 345 ROMERO 1.94
ROMERO 3.38 CAPSAICINA 1.87
ROMERO/CAP 3.03 ROMERO/CAP 1.86
CONTROL 1 CONTROL 1
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3.3. ANALISIS DE RESULTADOS

En este trabajo, para la determinacién del grado de oxidacién en aceite
de soya, se eligieron los métodos de indice de peroxidos € indice de para-
anisidina, debido a que el primero se enfoca a la medicién en las primeras
etapas de la oxidacion, especificamente a la etapa de |a propagacion durante la
cual hay formacion de radicales hidroperdxido, los que son indirectamente
cuantificados por dicho método. La siguiente etapa, posterior a la propagacion,
es la terminacién, en donde hay una gran formacion de compuestos muy
estables, tales como aldehidos, cetonas, &cidos, efc..y paré la cuantificacion de
este tipo de compuestos se eligi6 el indice de para-anisidina, ya que la anisidina
reacciona favorablemente con los compuestos carbonilicos, como un indicador
que determina la cantidad de material peroxidado que ha sido desdoblado.

El efecto de la luz se controlé con el fin de evitar su accién sobre el
aceite, de manera que las variables fueran la temperatura y el tiempo en
relacion a la estabilidad. La adicién de los antioxidantes fue al 0.02%.

En la gréfica 1 se presenta el indice de perdxidos con respecto al tiempo,
en el aceite de soya mantenido a una temperatura de 25°C y en la obscuridad
con cada uno de los antioxidantes empleados. El antioxidante mas eficiente a
esta temperatura resulté ser como se esperaba el TBHQ, que de acuerdo con el
valor comparativo de estabilidad “E"(Tabla 2) es 7.05 veces mas estable que la

muestra sin antioxidante.

Los antioxidantes naturales mostraron su accion como tales al comparar
el indice de peroxidos en cada temperatura y el indice medido en el matraz
contro! {el cual no contenia antioxidante), y de acuerdo con los célculos
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estadisticos se encontré que no existen diferencias significativas entre dichos
anlioxidantes con respecto a su eficiencia. Se encontraron diferencias
significativas entre el TBHQ y los antioxidantes naturales, asi también entre

todos los antioxidantes y e! control.

Analizando los resultados se puede observar que la capsaicina, citricidal
(extractos de semillas de toronja), extractos de romero y las mezclas de
antioxidantes, muestran poder antioxidante pero este es menor al que
proporciona el TBHQ. Se encontré que a los 9 dias el indice de per6xidos para
capsaicina fué de 0.0880 meg/kg de muestra, en tanto que un valor aproximado
a este indice lo obtuvo el TBHQ a los 30 dias (0.0895 meaq/kg de muestra).

En la gréfica 2 se presenta el indice de peroxidos con respecto al tiempo
en el aceite de soya mantenido a 37°C, la cual muestra un compoertamiento
similar al de la grafica 1. €l TBHQ muestra un alto poder como antioxidante en
tanto que los antioxidantes naturales muestran un comportamiento similar entre
ellos, es decir, no se encontraron diferencias significativas. Lo anterior sugiere
que la capsaicina presenta actividad antioxidante comparable con la de los

extractos de romero y citricidal.

Baséndose en los resultados de los valores comparativos de estabilidad
(Tabla 2), tenemos que la muestra con capsaicina es 3.45 veces mas estable
que la muestra sin antioxidante, las muestras con extractos de romero y

citricidal son 3.38 y 3.59 veces mas estables respectivamente.
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El comportamiento del aceite de soya almacenado a 70°C se muestra en
la gréfica 3, donde la curva que corresponde a Ja muestra de aceite sin aditivo y
las curvas con los diferentes antioxidantes, presentan un rapido incremento en
el valor de indice de peroxidos después de los 5 dias de almacenamiento. Esto
no significa que los antioxidantes no sean realmente efectivos, sino que las
condiciones de almacenamiento fueron tan dréasticas, que Ia oxidacion se

acelerd de tal manera que los antioxidantes no pudieron controfaria.

En la grafica 4, se muestra el incremento del indice de para-anisiding del
aceite de soya almacenado 25°C con respecto al iempo. En esta grafica es
importante destacar que el comportamiento de los antioxidantes naturales es
similar a los 18, 22 y 25 dias, de acuerdo con los célculos estadisticos no
existen diferencias significativas entre los antioxidantes naturales, donde se
encontraron diferencias significativas fue nuevamente entre los antioxidantes
naturales y el TBHQ, e! cual muestra una proteccion superior & los demas

antioxidantes.

A esta temperatura, la muestra que contenia TBHQ presentd un indice
de para-anisidina a los 32 dias de 1.6701 en contraste con la muestra que
contenia capsaicina, la cual presentd un indice de para-anisidina proximo al
anterior a los 11 dias. Es importante hacer mencion de que la capsaicina otorga
proteccién al aceite, y esto se puede apreciar comparando los indices de la
muestra con capsaicina y con la muestra control, la primera present6 un indice
de para-anisidina a los 32 dias de 3.6681, en tanto que en la segunda dicho

indice fue de 8.0265; fo mismo ocurre con los ofros antioxidantes naturales.
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Este comportamiento lo podemos confirmar si analizamos los valores
comparativos de estabilidad. L.a muestra con TBHQ es 4.08 veces mas estable
que el control, la muestra con citricidal 2.03 veces méas estable y la mezcla
citricidal/capsaicina resulté ser 2 veces mas estable, la muestra con capsaicina

es 1.87 veces mas estable.

El incremento del indice de para-anisidina del aceite de soya almacenado
a 37°C con respecto al tiempo se muestra en la gréfica 5, en esta grafica se
aprecia de manera muy clara el comportamiento similar que presentan los
antioxidantes naturales, los cuales no presentan diferencias significativas entre

ellos en cuanto a su eficiencia.

El aceite sometido a 70°C (gréafica 6), presentd un comportamiento muy
similar al de la grafica 3. En la grafica se muestra un rapido incremento del
indice de para-anisidina debido a que a esta temperatura los antioxidantes no
otorgan proteccion. Los célculos estadisticos muestran que no existen
diferencias significativas en cuanto a la eficiencia de las muestras con los

diferentes antioxidantes y la muestra control.

En el caso de las mezclas de antioxidantes, no se observd sinergismo de
acuerdo can los resultados de indice de perdxidos y de para-anisidina ya que
los resultados estadisticos revelan que no existen diferencias significativas

entre ios antioxidantes naturales.
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De acuerdo con las graficas 7 y 8 que muestran los valores de Z para los
diferentes antioxidantes (Log D vs temperatura), pocdemos observar que a
mayor valor de Z mayor es ja degradacién del aceite, asi tenemos que para
indice de peréxidos el valor de Z para el TBHQ es de 49, el de la muestra con
capsaicina de 100 y el del conlrol es de 345. Los comportamientos para |os
antioxidantes naturales son muy similares entre ellos, 1o anterior confirma 10s

resultados del anélisis de varianza.

Es importante mencionar que los cambios sensoriales se evaluaron de
manera sencila {como observaciones experimentales  unicamente),
comparando al olfato los aceites al inicio y al final de la experimentacién. las
muestras sometidas a 25°C y 37°C con los diferentes antioxidantes no

presentaron cambios de olores rancios.

Para las muestras con antioxidantes sometidas a 70°C, se percibio olor
rancio. En la muestra sin antioxidante se lograron percibir ademas de ias notas

rancias caracteristicas, ciertas notas con olor a pescado.

La capsaicina, a pesar de ser un compuesto con caracleristicas
pungentes, a la concentracion usada para el experimento (0.02%), no se
percibi6 en el aceite notas irritantes, olor o sabor y tampoco tiubo cambio visibie

en la coloracion del aceite.

Es importante mencionar que en el caso de la muestra que contenia
extractos de romero, el aceite en el inicio de la experimentacion, presenté un
olor ligeramente diferente a los demas (notas herbales), esto es muy importante

porque este problema limita su uso en la industria alimentaria.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

La capsaicina tiene accion antioxidante a nivel del 0.02% en el aceite de
soya refinado y deodorizado. Se demostré que la actividad antioxidante de fa
capsaicina es comparable con la de fos otros antioxidantes naturales (extractos
de semillas de toronja y de romero) ya que de acuerdo con ios resultados
estadisticos, no se observaron diferencias significativas entre los antioxidantes

naturales.

£l antioxidante mas eficiente segtn las pruebas de indice de para-
anisidina € indice de peréxidos resultd ser el TBHQ. La muestra de aceite que
contenia este antioxidante fue la que menos se degrado de acuerdo con los
valores de “Z", asi también la que mayor proteccion ofrecid basandose en los
resultados del valor comparativo de estabilidad “E”. Se observaron diferencias
significativas entre los antioxidantes naturates y el TBHQ.

Las mezclas de antioxidantes citricidal-capsaicina y extractos de romero-
capsaicina, no presentaron sinergismo, no se encontraron diferencias

significativas entre las mezclas y los antioxidantes naturales.

A 70°C, los antioxidantes no ofrecen proteccién como fales ya que las

condiciones de almacenamiento fueron muy drasticas.

£n cuanto a las caracteristicas sensoriales del aceite y como sugerencia,
en trabajos futuros se podria comer in analisis sensorial mediante el
entrenamiento de jueces analificos que describan, analicen y evallen ia calidad

y cambios sensoriales en el aceite de soya.
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ANEXO No.1 METODOS DE ANALISIS

INDICE DE P-ANISIDINA
REACTIWVOS

N-hexano
Solucion de P-anisidina (2.5 g/l en Acido acético glacial).

METODOLOGIA

Pesar con exaciitud 0.5-4.0 g (M) de la muestra seca en un matraz volumétrico de
25mi. Disolver y diluir a la marca con iso-octano o con n-hexano.

Medir [a absorbancia (A;) de la solucidén a 350 nm en una celda de 10 mm contra
un blanco de iso-octano.

Con pipeta tomar 5ml de la solucidn de la muestra a un tubo de ensayo de 10ml
provisto de lapdn y adicionar exactamente 1mi de solucién de p-anisidina (2.5 g/l
en acido acético glacial) que contiene menos de 0.1% de humedad).

De manera similar, se determina un tesligo con reactivos. Después de
exactamente 10 minutos se determina la absorbencia (A;) como se hizo con
anterioridad, comparando con ia determinacion del blanco de reactivos.

FpA=25x (12 Ao —-ATM

iNDICE DE PEROXIDOS
REACTIVOS
1) Solucién de cloroformo-acido acético giacial { 2:3 viv ),
2) Solucion saturada de Yoduro de Potasio

Disolver 113g de Yoduro.en 100ml de-agua destilada, se decanta y se
conserva en un frasco de boca esmerilada y obscuro. Diariamente debe reailizarse
la siguiente prueba: a 0.5ml de la solucién de Kl se adicionan 30ml de la solucidn
de cloroformo-acido acético, 2 gotas de almidén al 1%. Si la solucidn se torna azul

y requiere mas de una gota de solucion de tiosulfato de sodic 0.1N para que el
color desaparezca debera prepararse una solucion nueva,
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3) Solucion de tiosulfato de sodio 0.1N y 0.01N. Valorar ambas soluciones con
Yodato de potasio.

METODOLOGIA

Pesar una muestra de 5.00 +- 0.05g de aceite en un matraz Erlen-meyer con
lapén.

Adicionar 30ml del disolvente cloroformo-acido acético y agitarse por rotacion para
disojver 1a muestra.

Adicionar 0.5mi de la solucion saturada de Kl con una pipeta Mohr.

Se tapa el matraz con tapdn y esperar un minuto agitando de vez en cuando
{dejandolo en ia obscuridad por 5 minutos ).

Adicionar 30ml de agua destilada.

Titular con Ia solucién de tiosulfato de sodio 0.1N valorada con yodato.

Adicionar 0.5mi de la solucion de almidén al 1% y continiese la titulacién agitando
vigorosamente hasta que desaparezca el color azul.

73



ANEXO No.2 RESULTADOS INDICES DE PEROXIDOS

[NDICE DE PEROXIDOS A 25°C

(meq/Kg)
TIEMPO | CAPSAICINA | CITRICI- | ROMERO TBHOQ | CITRICIDALS ROMERO/ CONTROL
{dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
1 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531
§ 0.0759 0.0610 0.0881 0.0550 0.0643 0.0691 0.0976
9 0.0880 0.0881 0.0884 0.0568 0.0901 0.1085 0.1213
12 0.1342 0.1420 0.1194 0.0584 0.1424 0.1774 0.2010
16 0.1606 0.1589 0.1669 0.0613 0.1733 0.1778 0.2258
19 0.1714 01722 0.18587 0.0682 0.1823 0.1905 0.4466
23 0.1886 0.1815 0.1900 0.0721 0.197M 0.2041 0.8311
26 0.2265 0.2036 0.2762 0.0793 0.2413 0.2955 1.3297
k1] 0.3014 0.2897 0.3210 0.0895 0.2103 0.4042 1.6864
iNDICE DE PEROXIDOS A 37°C
(meg/Kg)
TIEMPO | CAPSAICINA | CITRICI- | ROMERO | TBHQ CITRICIAL/ ROMERO/ CONTROL
___(dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
1 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531
5 0.0845 0.0645 0.0922 0.0548 0.0727 0.0856 0.0987
9 0.0921 0.0944 0.0955 0.0835 0.0951 0.1088 0.1237
12 0.1265 0.1494 0.1036 0.1034 0.1515 0.1804 0.2177
16 0.1675 014577 0.1623 0.1053 0.1715 0.1867 0.2487
19 0.1720 0.1789 0.1857 01094 0.1876 0.1925 (.4546
23 0.1897 0.1841 0.1982 0.1159 0.2006 0.2084 1.0777
26 0.2329 0.2119 0.2572 0.12257 0.2307 0.3023 1.69082
n 0.3401 0.3180 0.3298 0.1470 0.3439 0.4143 2.8989
INDICE DE PEROXIDOS A 70°C
(meq/Kg)
TIEMPO | CAPSAICINA | CITRICI- {| ROMERO | TBHQ CITRICIDALS ROMERO/ CONTROL
__{dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
1 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0531
5 0.4803 0.6187 0.4076 0.3704 0.8073 0.8511 0.9345
9 1.1174 1.5042 0.8685 0.6479 1.4387 1.7581 1.8300
12 1.9266 2.5157 1.5033 0.8049 2.2255 2.5481 2.5764
18 2.4869 3.0910 2.5148 2.1269 34141 3.9566 3.9777
18 29144 3.5522 27089 26132 3.5711 3.9616 41855
3 5.0144 49294 4.0283 3.2978 4.3186 4.9128 5.1360
6 5.1983 5.6309 471556 43111 5.2695 5.4685 58173
30 5.4890 5.7904 54722 4.5047 5.8792 6.2122 6.3198
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ANEXO No.3 RESULTADOS INDICE DE P-ANISIDINA

iNDICE DE P-ANISIDINA A 25°C

TIEMPO | CAPSAICINA | CITRICI- | ROMERO | ¥BHQ | CITRICIAL/ | ROMERO/ CONTROL
(dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
1 71175 11175 | 11175 | 1.1175 11175 11175 11175
4 1.3997 1.2644 | 1.14384 | 1.1176 1.2313 1.5229 1.6688
) 1.4423 1.2748 | 1.7079 | 1.1545 15992 17251 22173
1 1.5218 14818 | 1.7219 | 1.1637 1.7025 2.1546 2 5606
15 2.5507 21717 | 25071 _ | 1.4953 23176 26835 3.6780
18 2.6061 55804 | 2.5080 | 1.5697 2.5572 2.7907 4.6647
22 2.9615 27696 | 3.0617 | 1.5911 28612 31817 5 8610
25 3.2342 59404 | 3.1678 | 1.6062 20752 34864 6.8660
29 3.3769 31692 | 3.4607 | 1.6266 31742 3.7399 7 1686
32 3.6681 32860 | 35320 | 16701 3.4252 3.8389 8.0265
iNDICE DE P-ANISIDINA A 37°C
TIEMPG | CAPSAICINA | CITRICI- | ROMERO | TBHQ | CITRICIDAL/ | ROMERO/ | CONTROL
{dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
i 11175 11175 | 11175 | 11175 11175 11175 1.1175
4 1.2330 12714 | 12872 | 1.2012 1.6532 1.3778 18111
8 1.5979 16307 | 1.8661 | 1.5806 1.6610 1.7422 2 3021
11 2.5132 16630 | 1.9180 | 1.6033 1.9401 2.1807 2.8605
15 2.7807 25785 | 27323 | 1.7615 2.5948 2.8144 3.7264
18 3.4417 27835 | 3.3196 | 1.8753 3.4718 3.5514 4.7514
22 3.4530 34723 | 3.4473 | 19390 3.7823 3.8309 5.9943
25 4.1394 37382 | 3.7814 | 1.9514 4.0666 42118 7.1809
29 43117 40772 | 4.2738 | 1.9569 4.1066 46129 7.2188
32 46937 45355 | 4.6476 | 20096 44437 4.7203 8.2128
iNDICE DE P-ANISIDINA A 70°C
TIEMPO | CAPSAICINA | CITRICI- | ROMERO | TBHQ | CITRICIDAL/ | ROMERO/ | CONTROL
{dias) DAL CAPSAICINA | CAPSAICINA
1 11175 14175 | 14175 | 11175 11175 11175 11175
4 2.0224 22116 | 2.6868 | 1.5219 3.0791 3.0674 3.4616
8 6.7458 50620 | 4.9718 | 4.8271 5.0860 4.4222 6.9713
11 6.8350 52004 | 53865 | 5.0456 6.3748 7.0838 7.8246
15 7.0868 53201 | 6.55256 | 5.2779 70113 8.4570 8 7594
18 8.0418 86526 | ©.0059 | 7.0268 86981 9.1511 10 1919
22 12.3261 171089 | 121118 |10.7304] 11.1772 12,5978 14.3993
25 144133 | 13.4530 | 14.0621 [12.9554|  14.0597 15.7075 16.7145
29 198202 | 19.0028 | 19.4919 |16.2673| 19.9318 20.0976 22.8668
32 223516 | 22,0832 | 223537 |19.9431| 221261 23.1842 26.1058




ANEXO No.4 CALCULO DE LAS CONSTANTES DE DEGRADACION
PARA LOS DIFERENTES ANTIOXIDANTES.

VALORES DE "K" PARA CADA ANTIOXIDANTE.

iNDICE DE PEROXIDOS
T
ANTIOXIDANTE 25°C 37°C 70°C
CAPSAICINA 0.05793 0.06189 0.15459
CITRAL 0.05661 0.05965 0.15637
ROMERO 0.05996 0.06087 0.15449
TBHQ 0.01740 0.03393 0.14800
CHRAL/CAPSAICINA | 0.05883 0.06226 0.15688
RONERQICAPSAICNA|  0.06765 0.06847 0.15872
CONTROL 0.11526 0.13331 0.15929
iNDICE DE P-ANISIDINA
ANTIOXIDANTE 25°C 37°C 70°C
CAPSAICINA 0.0371 0.0447 0.0933
CITRAL 0.0336 0.0437 0.0930
ROMERO 0.0359 0.0444 0.0934
TBHQ 0.0125 0.0183 0.0899
CITRAL/CAPSAICINA 0.0349 0.0430 0.0931
ROVERQUCAPSAICNA|  0.0384 0.0449 0.0946
CONTROL 0.0615 0.0622 0.0983
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Log D PARA CADA ANTIOXIDANTE

iNDICE DE PEROXIDOS
ANTIOXIDANTE 25°C 37°C 70°C
CAPSAICINA 1.2373 1.2090 0.8110
CITRAL 1.2471 1.2247 0.8060
ROMERO 1.2225 1.2160 0.8113
TBHQ 1.7494 1.4698 0.8297
CITRAL/CAPSAICINA 1.2306 1.2062 0.8046
RONMEROICAPSAICINA 1.1700 1.1649 0.7994
CONTROL 0.9385 0.8751 0.7980
iNDICE DE P-ANISIDINA
ANTIOXIDANTE 25°C 37°C 70°C
CAPSAICINA 1.4306 4.3496 1.031
CITRAL 1.4736 1.3595 1.0315
ROMERO 1.4449 1.3526 1.0296
TBHQ 1.9030 1.7375 1.0462
CITRAL/CAPSAICINA 1.4571 1.3665 1.0310
ROVEROICAPSAICINA 1.4156 1.3477 1.0241
CONTROL 1.2111 1.2062 1.0074

VALORES DE “m” PARA CADA ANTIOXIDANTE

ANTIOXIDANTE | INDICEDE | iNDICE DE
PEROXIDOS | P-ANISIDINA
CAPSAICINA -0.0100 -0.0090
CITRAL -0.0104 -0.0098
ROMERO -0.0098 -0.0003
TBHQ -0.0203 -0.0194
CITRAL/CAPSAICINA -0.0100 -0.0096
ROVEROCAPSAICINA| + -0.0088 -0.0089
CONTROL -0.0029 -0.0048




ANEXO No.5 RESULTADOS ESTADISTICOS

ORIGIN 3.5 FOR WINDOWS.
NIVEL 0.2

ANALISIS DE VARIANZA {INDICE DE PEROXIDOS A 25°C}

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL

No son significativamenie diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - TBHQ

Son significativamente diferentes,

CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - TBHQ

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERQ / CAPSAIGINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO - TBHQ

Son significativamente diferentes.

ROMERQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMERQ - ROMERQ / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMERO - CONTROL

Son significativamente diferentes.

TBHQ - CITRICIDAL { CAPSAICINA

Son significativamente diferentes.

TBHQ - ROMERQ 7 CAPSAICINA

Son significativamente diferenles.

TBHQ - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL/ CAPSAICINA - ROMERO/ CAPSAICINA

No son significativamente diferentes,

CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL

Son significalivamente diferentes.

ROMERQ / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PEROXIDOS A 37°C}

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO

Ne son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - TBHQ

Son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferenies.

CITRICIDAL - ROMERO

Ne son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - TBHQ

Son significativamente diferenies.

CITRICIDAL - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferenles.

CITRICIDAL - ROMERG / CAPSAICINA

No son significalivamente diferentes.

CITRICIDAL - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO - TBHQ

Son significativamente diferentes.

ROMERO - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente_diferentes.

ROMERO - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente_diferentes.

ROMERO - CONTROL

Son significativamente diferentes.

TEHQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

Son significativamente diferentes.

TBHQ - ROMEROQ / CAPSAICINA

Son significativamente diferentes.

TBHQ - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - ROGMERO/ CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.
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ORIGIN 3.5 FOR WINDOWS.
NIVEL 0.2

ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PEROXIDOS A 70°C)

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL No son significativamente diferentes.
CAPSAICINA - ROMERO No son significalivamente diferentes.
CAPSAICINA - TBHQ No son significativamente diferentes.
CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA No son significativamente diferentes.
CAPSAICINA - ROMERO / CAPSAICINA Mo son significativamente diferentes.
CAPSAICINA - CONTROL No sen significativamente diferentes.
CITRICIDAL - ROMERO No son significativamente diferentes.
CITRICIDAL - TBHQ No son significalivamente diferentes.
CITRICIDAL - CITRICIDAL / CAPSAICINA No son significativamente diferentes.
CITRICIDAL - ROMERO / CAPSAICINA No son significativamente _diferentes.
CITRICIDAL - CONTROL No son significativamente _diferentes.
ROMERO - TBHQ - No son significativamente diferentes.
ROMERO - CITRICIDAL / CAPSAICINA . No son significativamente diferentes.
ROMERO - ROMERO / CAPSAICINA No son significativamente _diferentes.
ROMERO - CONTROL No son significativamente_diferentes.
TBHQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA No son significativamente diferentes.
TBHQ - ROMERO / CAPSAICINA No son significativamente diferentes.
TBHGQ - CONTROL No son significativamente diferenies.
CITRICIDAL / CAPSAICINA - ROMERO/CAPSAICENA No son significativamente _diferentes.
CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL No son significativamente _diferentes.

ROMERO / CAPSAICINA - -CONTROL

No son significativamente diferentes.

ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 25°C)

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERC

No son significativamente diferenles.

CAPSAICINA - TBHQ

Son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente _diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente _diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO

No son significalivamente diferentes.

CITRICIDAL - TBHQ

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO - TBHQ

Son significativamente diferentes.

ROMERO - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMERO - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMERO - CONTROL

Son significativamente diferentes.

TBHQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

Son significativamente _diferentes.

TBHQ - ROMERO / CAPSAICINA

Son significativamente diferentes

TBHQ - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA-RONMERC/ CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.
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ORIGIN 3.5 FOR WINDOWS.
NIVEL 0.2

ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 37°C}

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL

No son significativamenie diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - TBHQ

Son significativamente _diferentes.

CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA

Mo son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO 7 CAPSAICINA

No son significativamente diferentes,

CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - TBHQ

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CITRICIDAL f CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO - TBHQ

Son significativamente diferentes.

ROMERQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMEROQ - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

ROMERQ - CONTROL

Son significativamente diferentes.

TBHG - CITRICIDAL / CAPSAICINA

Son significativamente diferentes.

TBHQ - ROMERO / CAPSAICINA

Son significativamente diferenies.

TBHQ - CONTROL

Son significativamente diferentes.

CITRICIDAL/ CAPSAICINA - ROMERO/CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ROMERO / CAPSAICINA - CONTROL

Son significativamente diferentes.

ANALISIS DE VARIANZA (INDICE DE PARA-ANISIDINA A 70°C)

ANTIOXIDANTE

RESULTADOS

CAPSAICINA - CITRICIDAL

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO

No son significalivamente diferentes.

CAPSAICINA - TBHQ

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CAPSAICINA - CONTROL

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - ROMERO

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - TBHQ

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes,

CITRICIDAL - ROMERC / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL - CONTROL

No son significativamente diferentes.

ROMERQ - TBHQ

No son significativamente diferentes,

ROMERQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes,

ROMERO - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes,

ROMERO - CONTROL

No son significativamente diferenles.

TBHQ - CITRICIDAL / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

TBHQ - ROMERO / CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

TBHQ - CONTROL

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - ROMERO/ CAPSAICINA

No son significativamente diferentes.

CITRICIDAL / CAPSAICINA - CONTROL

No son significativamentie diferentes.

ROMERQ / CAPSAICINA - CONTROL

No son significativamente diferentes,
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