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Resumen: Por su elevado nivel de insaturacion (> 68%), el aceite de nuez es altamente
susceptible al deterioro termo y foto-oxidativo. En este trabajo se propone analizar el
efecto de algunas sustancias naturales y sintéticas sobre la estabilidad oxidativa y la
conservacion del aceite de nuez. Las condiciones de iluminacion empleadas (luz
fluorescente, intensidad 800 Lux) promovieron la formacion de productos de oxidacion
primarios, aun en los aceites aditivados; los antioxidantes evaluados resultaron poco
eficaces como inhibidores de oxidacion fotosensibilizada. En ausencia de luz, todos los
tratamientos con agregado de antioxidantes fueron igualmente eficaces para inhibir la
formacion de productos de oxidacion durante el periodo de almacenamiento. La valoracion
de la capacidad antirradicalaria de los aceites aditivados permiti6 determinar que: a) TBHQ
es un efectivo inhibidor de radicales libres en el aceite de nuez, b) su actividad no resulta
afectada por la luz, pero es dependiente de la concentracion, c) el extracto de romero y el
palmitato de ascorbilo no ejercen un efecto aditivo sobre la actividad del TBHQ.

1. Introduccion

Las reacciones de oxidacion de los lipidos constituyen una de las causas de mayor
importancia comercial en la industria alimentaria. Los sustratos de estas reacciones son
fundamentalmente los 4cidos grasos no saturados que, cuando estan libres, se oxidan por lo
general mas rapidamente que cuando son parte de moléculas de triglicéridos o fosfolipidos
(Frankel, 2005).
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El aceite de nuez constituye un sustrato altamente susceptible a reacciones oxidativas que
deterioran su calidad quimica y organoléptica. Este hecho hace necesario que para su
conservacion debe ser protegido mediante el empleo de sustancias o condiciones de
almacenamiento que puedan inhibir o retardar los procesos de oxidaciéon mencionados. La
adicion de antioxidantes, en su mayor parte sintéticos, es un procedimiento tecnologico
habitual en la industria alimentaria ya que mejora la estabilidad de los lipidos y prolonga la
vida util de los alimentos que los contienen. Los mecanismos por los cuales estas
sustancias ejercen su actividad son diversos y su eficacia se ve influenciada notablemente
por las caracteristicas del sustrato (Yanishlieva y Marinova, 2001; Decker et al., 2005;
Frankel, 2005). Si bien la mayor parte de los antioxidantes de grado alimentario son
sustancias sintéticas, la presencia de ellos estd siendo cuestionada cada vez en mayor
grado. Entre las sustancias de origen natural, el palmitato de ascorbilo ha mostrado
actividad antioxidante frente a la termo-oxidacion del aceite de canola, pero tiene un efecto
limitado sobre el deterioro foto-oxidativo (McMullen et al., 1991). Hras et al. (2000)
compararon la actividad antioxidante de un extracto de romero (rico en acido carndsico),
a-tocoferol, palmitato de ascorbilo y 4cido citrico, solos y en combinacion, sobre aceite de
girasol almacenado a 60 °C. Estos autores observaron un efecto sinérgico del extracto de
romero cuando se combina con palmitato de ascorbilo o con acido citrico, disminuyendo la
formacion de peroxidos y productos de oxidacion secundarios.

Una revision exhaustiva de la bibliografia disponible hasta el momento, da cuenta de la
carencia de estudios cientificos en donde se evalten alternativas para la conservacion del
aceite de nuez. En este trabajo se propone analizar el efecto de algunas sustancias naturales
y sintéticas sobre la estabilidad oxidativa y la conservacion del aceite de nuez.

2. Objetivo:

Analizar la eficacia de sustancias naturales (extracto de romero y palmitato de ascorbilo) y
sintéticas (2,5-diterbutil hidroquinona), solas y en diferentes combinaciones, sobre la
estabilidad oxidativa y la conservacion del aceite de nuez en condiciones de
almacenamiento prolongado.

3. Materiales y métodos

Se utiliz6 aceite de nuez (variedad Franquette) obtenido mediante prensa de tornillo escala
piloto (Martinez et al., 2008). Sustancias empleadas como antioxidantes: extracto de
romero (ER) Guardian y palmitato de ascorbilo (PA) Grindox 562 ambos de Danisco, 2,5-
diterbutil hidroquinona (TBHQ, Sigma Aldrich).

Ensayo de almacenamiento prolongado: estabilidad frente a la foto-oxidacion.

Se utiliz6 una cdmara con iluminacidon permanente (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) y
temperatura controlada (25 °C). Mediante un estudio de termo-oxidacion preliminar se
definié la cantidad de ER a incorporar al aceite. Las cantidades de PA y TBHQ se
definieron segun lo establecido en el Codigo Alimentario Argentino (CAA) para aditivos
antioxidantes en aceites (Tabla 1). La condicién de almacenamiento en oscuridad se logro
recubriendo los envases con una lamina de aluminio. Los aceites se almacenaron durante
un periodo de 6 meses. Con una periodicidad quincenal se extrajeron muestras de cada uno
de los tratamientos a fin de evaluar posibles cambios en la calidad quimica de los aceites.

Tabla 1: Aditivaciones realizadas al aceite de nuez (AN).
Tratamiento Antioxidante
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1 Control

2 TBHQ 200 ppm

3 TBHQ 100 ppm

4 TBHQ 100 ppm + PA 100 ppm
5 PA 100 ppm

6 ER 800 ppm

7 ER 800 ppm + PA 100 ppm

8 ER 800 ppm + TBHQ 100 ppm
9 ER 800 ppm + TBHQ 100 ppm + PA 100 ppm
10 PA 200 ppm

11 ER 800 ppm + PA 200 ppm
12 ER 800 ppm + TBHQ 200 ppm

Métodos analiticos

Se determinaron el indice de peroxidos (IP), grado de acidez (GA), p-anisidina (IA) y la
estabilidad oxidativa (Rancimat, tiempo de induccion (TI)) de los aceites segin
metodologia descripta en los métodos oficiales AOCS (2009). La actividad antirradicalaria
y la composicion acidica de los aceites se evaluaron de acuerdo a Martinez et al. (2008).

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Las diferencias entre los
tratamientos se estimaron mediante andlisis de la varianza (ANAVA) y un test a posteriori
de comparaciones multiples (LSD).

4. Resultados y discusion:

La composicion quimica del AN obtenido por prensado en frio se muestra en la Tabla 2.
Los AN expuestos a la luz mostraron incrementos significativos en IP y TI a lo largo del
periodo de almacenamieto. En condiciones de luz, ER y PA resultaron poco eficaces para
evitar la formacion de compuestos de oxidacion primaria. Luego de 180 dias de
almacenamiento se observo una reduccion del 78,2 % en el TI respecto de su valor inicial
en el AN control. Los aceites expuestos a la luz también presentaron un incremento
significativo del IA, alcanzando valores superiores a 3 luego de 180 dias de
almacenamiento. Por otra parte, los valores de GA mostraron un leve incremento (0,22 g
acido oleico /100 g aceite) luego de 180 dias de almacenamiento, indicando que el AN es
estable frente a la degradacion hidrolitica, ain en condiciones de exposicion a la luz.

En funcion de la valoracion de la actividad antiradicalaria (DPPHr) de las sustancias
utilizadas como antioxidantes, los tratamientos se asociaron en tres grupos: tratamientos
control, tratamientos aditivados con ER y PA (solos o combinados), tratamientos
additivados con TBHQ (s6lo o combinado). Estos ultimos presentaron los valores mas
elevados de DPPHr, confirmando que esta sustancia es un efectivo inhibidor de radicales
libres manteniendo su actividad al menos durante un periodo de 6 meses. Dicha actividad
no fue afectada por la luz, pero resultd dependiente de la concentracion. Los tratamientos
adicionados con 100 ppm TBHQ, s6lo o en combinacién con ER o PA, no se diferenciaron
significativamente entre si demostrando que estas dos ultimas sustancias no ejercen un
efecto aditivo sobre la actividad antirradicalaria del TBHQ.

Del analisis conjunto de los datos obtenidos surge que la condicion luminica ejerce un
efecto significativo sobre la generacion de productos de oxidacion primarios en el AN. Los
aceites adicionados con ER, PA y TBHQ, solos o combinados, cuando fueron almacenados
en presencia de luz, no se diferenciaron significativamente del tratamiento control (aceite
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sin aditivos), indicando que las sustancias ensayadas fueron poco eficaces para prolongar
el periodo de induccion. Estas reacciones de oxidacion fotosensibilizadas, al igual que las
que ocurren durante la auto-oxidacion, conducen a la formacion de perdxidos pero, a
diferencia de estas ultimas, no presentan un periodo de induccidn apreciable puesto que no
son inhibidas ni retardadas por sustancias inhibidoras de la propagacion en cadena de
radicales libres, como los antioxidantes afiadidos (ER, PA y TBHQ) o los que estan
presentes naturalmente en el aceite (tocoferoles).

Tabla 2: Caracterizacion del AN

Parametro Valor *
Distribucion de acidos grasos (% relativo)

Acido Palmitico (16:0) 7.20 £ 0.04
Acido Palmitoleico (16:1) 0.08 +£0.01
Acido Esteérico (18:0) 2.14+0.01
Acido Oleico (18:1) 22.92 +0.02
Acido Linoleico (18:2) 52.40 £ 0.02
Acido Linolénico (18:3) 15.24£0.03
Tocoferoles Totales (ug/g oil) 289 + 14.6
Carotenoides (ug/g oil) 0.93£0.25
Clorofilas (ug/g oil) 0.52+0.02

*Valores medios + DE (desvio estandar) n=3
5. Conclusiones:

El analisis de la estabilidad del aceite de nuez frente a la foto-oxidacion, permitid
determinar la eficacia antioxidante de algunas sustancias (ER, PA y TBHQ) bajo
condiciones de almacenamiento que simulan las utilizadas en el comercio. Las condiciones
de iluminacion empleadas (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) promueven rapidamente
la formacion de productos de oxidacion primarios, ain en los aceites aditivados. En
consecuencia, los antioxidantes evaluados resultan poco eficaces como inhibidores de
oxidacion fotosensibilizada en el AN. En ausencia de luz, todos los tratamientos con
agregado de antioxidantes fueron igualmente eficaces para inhibir la formacion de
productos de oxidacion durante el periodo de almacenamiento. La valoracion de la
capacidad antirradicalaria de los aceites aditivados permitié determinar que: a) TBHQ es
un efectivo inhibidor de radicales libres en AN, b) su actividad no resulta afectada por la
luz, pero es dependiente de la concentracion, ¢) ER y PA no ejercen un efecto aditivo sobre
la actividad del TBHQ.
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Tabla 3: IP (meq/kg aceite) y TI (h) para AN y sus aditivaciones durante el ensayo de almacenamiento.

Tratamientos Parametros
IP (meq/kg aceite) TI (h)
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
0 90 180 0 90 180
LUZ
Control 0.55+0.06 22.25"9£0.06 | 70.928"+0.01 | 2.75+0.07 | 1.85+0.07 | 0.60°+0.14
ER 19.31%1.41 | 64.37°+1.44 | 5.35™+£0.07 | 2.90°+0.14 | 1.30°+0.14
ER + 100 ppm PA 22.33°40.01 | 72.26"+1.04 | 6.1540.21 | 3.15+0.21 | 1.75"+0.07
ER + 200 ppm PA 22.29"40.01 | 56.54™£1.92 | 6.05°+0.21 | 3.15°£0.21 | 1.95°+0.21
ER + 100 ppm TBHQ 25.36+1.46 | 69.33"+2.11 | 12.10°£0.57 | 5.45°+0.07 | 3.40°+0.01
ER + 200 ppm TBHQ 27.03£0.01 | 67.04°+0.01 | 17.10°40.01 | 7.20+0.01 | 4.40°+0.01
ER + 100 ppm PA + 100 ppm TBHQ 19.21°0.06 | 49.10+0.21 | 12.90+0.57 | 6.65+0.49 | 3.15%+0.64
100 ppm PA 23.86°+0.71 | 59.11°+0.90 | 4.00™+0.01 | 2.35+0.07 | 1.25"+0.07
200 ppm PA 20.37"+0.04 | 55.52°+1.77 | 3.50°+0.01 | 2.50"+0.42 | 1.55™+0.07
100 ppm TBHQ 20.69"+0.49 | 58.53°£1.04 | 10.90°+2.26 | 5.20°+0.28 | 3.10°+0.42
200 ppm TBHQ 20.86™+0.66 | 53.86°+1.03 | 16.45+2.62 | 8.45%+0.07 | 4.75°:0.07
100 ppm PA + 100 ppm TBHQ 22.43°+1.81 | 59.50%£0.17 | 11.90°+0.42 | 5.30°+0.14 | 3.35°+£0.35
OSCURIDAD
Control 0.55+0.06 17.69°+0.66 | 68.87+1.53 | 3.00°+0.28 | 1.80°+0.28 | 0.90°+0.14
ER 2.53°+0.39 | 8.97+1.13 | 5.15°+0.07 | 4.55°£0.07 | 3.45°+0.35
ER + 100 ppm PA 1.62%40.43 | 5.75%+0.54 | 6.50°+0.28 | 5.20°+0.01 | 4.55°+0.07
ER+ 200 ppm PA 1.43™°40.01 | 4.50°°£0.56 | 6.25°+0.07 | 5.6040.01 | 4.60°+0.28
ER + 100 ppm TBHQ 1.95°40.11 | 3.19™+0.16 | 11.70°+0.14 | 11.95°+1.06 | 10.35°+0.07
ER + 100 ppm PA + 100 ppm TBHQ 1.71£0.13 | 4.75°£0.47 | 12.60°£0.85 | 11.65°+0.21 | 10.00°+0.28
100 ppm PA 1.77°40.18 | 54.11%+1.52 | 3.95+0.49 | 3.05°+0.35 | 1.35"+0.49
200 ppm PA 1.16°+0.07 | 7.20e+0.33 | 3.75+0.07 | 3.10°+0.28 | 2.70°°+0.42
100 ppm TBHQ 1.47"°40.07 | 2.31°£0.06 | 11.00°£0.85 | 12.20%1.13 | 10.80+0.57
200 ppm TBHQ 1.31°+0.03 | 2.55°+0.03 | 18.25+0.78 | 17.90°£0.71 | 16.75%1.34
100 ppm PA + 100 ppm TBHQ 1.01°+0.16 | 2.86™+0.01 | 11.85%+0.64 | 11.45°+0.49 | 8.95°+1.91

Media + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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Figura 1: Evolucion del IP (meq/kg aceite) durante el almacenamiento del AN en
condiciones de iluminacion (800 Lux) y temperatura (25 °C) controladas.
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Figura 2: Evolucion del IP (meq/kg aceite) durante el almacenamiento del AN en
condiciones de oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.
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