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RESUMEN

Estudio de la estabilidad de aceite comestible de gira-
sol coloreado con pigmentos clorofilicos y con adicién de
oleorresina de orégano ( Origanum vulgare L.) durante el
almacenamiento en oscuridad.

Se estudi6 la estabilidad de aceite comestible de girasol
(Helianthus annuus L.) de marca comercial sin antioxidantes,
coloreado con pigmentos obtenidos de hojas verdes. Al aceite
coloreado se adicion6 oleorresina de orégano, como antioxidante,
en cuatro concentraciones diferentes (200, 400, 600 y 800 ppm).
Como controles, se utiliz6 aceite coloreado sin oleorresina (A.C.)
y aceite puro (A.P). Se almacend en oscuridad y temperatura
ambiente (10-20 °C) por seis meses. Se evalud la oxidacion de
lipidos (ésteres metilicos de &cidos oleico y linoleico e indice de
peréxidos), pigmentos clorofilicos y color.

El total de los pigmentos clorofilicos adicionados a las
muestras de aceite comestible de girasol se mantuvo estable
durante los tres primeros meses, evidenciandose s6lo cambios en
la proporcién de clorofila a,b y feofitina a,b en el primer mes.

Dado que no se encontraron diferencias significativas (p>
0,05) entre los tratamientos A.P.y A.C., para ésteres metilicos de
acidos oleico y linoleico e indice de perdxidos, se podria concluir
que el aceite comestible de girasol coloreado muestra una
estabilidad equivalente al aceite puro, cuando es almacenado en
oscuridad por tres o seis meses. No se observd un claro efecto de
la accion antioxidante que tendria la oleorresina de orégano
adicionada al aceite coloreado.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de girasol - Antioxidante natural
- Colorantes - Oleorresina de orégano (Origanum vulgare L.) -
Oxidacion lipidica - Pigmentos clorofilicos.

SUMMARY

Stability study of edible sunflower oil colored with
chlorophyll pigments and with addition of oregano oleoresin
(Origanum vulgare L.) during the storage in darkness.

Sunflower (Helianthus annuus L.) oil was coloured with
pigments extracted from green leaves. Different amounts (0, 200,
400, 600, and 800 ppm) of oleoresin extracted from oregano
(Origanum vulgare L.) as antioxidant, were added to the coloured
oil. As controls, coloured oil without oleoresin (A.C.) and pure oil
(A.P) were used. The samples were stored at room temperature
(10-20 °C) in the dark for up to six months. During this time the
oxidation of oleic acid, linoleic acid, peroxides index and the
chlorophyll pigments were analized and the colour of the oil was
determined. During the first month, only the ratio of chlorophyll to
pheophytin changed, whereas all the other parameters stayed

constant, independently to the amount of antioxidant added.
Since among the treatments A.C. and A.P. not significant
differences (p>0,05) were found, for oleic and linoleic methyl ester
acids and peroxides index, it can be concluded that the edible,
coloured sunflower oil shows an equivalent stability to the pure oil,
when stored at darkness for three or six month. There was not
observed an evident antioxidant action with the added oregano
oleorresin to the coloured oil.

KEY-WORDS: Chlorophyll pigments - Colorants - Lipid oxida-
tion - Natural antioxidant - Oregano oleorresin (Origanum vulgare
L.) - Sunflower oil.

1. INTRODUCCION

Variados esfuerzos han sido hechos para propor-
cionar estabilidad a los lipidos presentes en los ali-
mentos. Para disminuir la rancidez de aceites y
grasas, se ha usado antioxidantes sintéticos como
ter-butil-4-hidroxianisol (BHA) y ter-butil-4-hidroxito-
lueno (BHT), y antioxidantes naturales como tocofe-
roles. Sin embargo, en varios paises esta restringido
el uso de BHA y BHT, como aditivos en los alimen-
tos, porque estos antioxidantes parecen causar un
efecto indeseable en enzimas del higado y pulmon
humanos (Inatani et al., 1983). Por esto se ha centra-
do la atencién en plantas comestibles como fuentes
de antioxidantes naturales seguros y mas efectivos,
entre ellas especias, como orégano, salvia, romeroy
tomillo, y también canela y cebolla. Se ha enfatizado
la investigacion en el efecto antioxidante y en la es-
tructura quimica de los componentes activos (Chang
et al., 1977; Schmidt-Hebbel, 1980; Inatani et al.,
1983; Cuvelier et al., 1994; Giese, 1994; Frankel et
al.,1996).

Lindberg and Bertelsen (1995) han reportado el
efecto antioxidante de compuestos quimicos presen-
tes en el orégano (Origanum vulgare L.) e informan
gue cinco diferentes compuestos fendlicos con acti-
vidad antioxidante han sido aislados del extracto me-
tanodlico del orégano, siendo uno de ellos el acido
rosmarinico. Adballa and Roozen (1999) evidencia-
ron el efecto antioxidante de extracto de orégano
aplicado en aceite de girasol a concentracion de 600
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y 1.200 ppm, bajo condiciones de oxidacién acelera-
da (60 °C) y en oscuridad. En funcién de los com-
puestos con accién antioxidante, la aplicacion de
oleorresina de orégano puede ser una alternativa
interesante para mantener estables los lipidos de
aceites, grasas y otros alimentos en condiciones
normales de almacenamiento.

El aceite de oliva virgen tiene un color natural que
oscila del verde al amarillo dorado y se debe a la so-
lubilizacion de pigmentos clorofilicos y carotenoides,
gue provienen de la aceituna (Gandul-Rojas et al.,
1999). Imitando lo que ocurre naturalmente, se ha
pensado en colorear aceites vegetales no verdes. La
incorporacién de pigmentos clorofilicos naturales en
alimentos lipidicos no esta limitado desde el punto
de vista toxicoldgico y su uso no representa peligro a
la salud. La limitacion en la adicién de pigmentos clo-
rofilicos como colorantes en aceites, grasas u otros
alimentos se encuentra asociada a procesos de de-
terioro, dado que tales compuestos contribuyen a la
formacion de radicales libres, que promueven la au-
toxidacion y fotoxidacion de lipidos. La explicacion
biolégica de la aparente inestabilidad de las clorofi-
las es que, en el estado excitado, estas metalopro-
teinas son agentes reductores fuertes y por lo tanto,
facilmente oxidadas. Las porfirinas de Mg pierden un
electrén al ser excitadas por la luz como ocurre en la
fotosintesis (la razén biolégica) o en el foto — blan-
queo (el fenédmeno que ocurre en la clorofila separa-
da de su ambiente bioldgico natural). Después de la
excitacion, la clorofila oxidada resultante sufre una
serie de reordenamientos electrénicos que llevan a
la inestabilidad y los productos degeneran rapida-
mente en compuestos incoloros (Hendry, 1996).
Henry (1996) sefiala que la adicién de clorofila como
colorante a productos alimenticios esta bastante li-
mitada, principalmente debido a la escasa estabili-
dad del pigmento. Sin embargo, Endo et al. (1985 a,
b) reportaron que en pruebas aceleradas y en oscu-
ridad, clorofilas y feofitinas presentaron actividad an-
tioxidante al utilizar metil linoleato como substrato y
gue las clorofilas a 30°C retardaron el deterioro de
los triglicéridos del aceite comestible de semilla de
colza y soja, al reducir los radicales libres.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la es-
tabilidad de aceite comestible de girasol coloreado
con pigmentos clorofilicos y evaluar el efecto antioxi-
dante de oleorresina de orégano (Origanum vulgare
L) en el aceite almacenado en oscuridad durante
seis meses.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Aceite, oleorresina y pigmentos
clorofilicos

Se utiliz6 aceite comestible de girasol (Helianthus
annuus L.) comercial, sin antioxidantes, pero que
contenia como aditivos acido citrico y dimetilpolisilo-
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xano. Todo el aceite empleado procedioé de un mismo
lote de fabricacion.

Para extraer la oleorresina se mezcl6 15 g de oré-
gano (Origanum vulgare L.) con 150 mL metanol, se
agité a temperatura ambiente durante dos horas a
800 oscilaciones por minuto, procedimiento que se
repitid 3 veces. El extracto obtenido fue secado en
un rotavapor a vacio, a una temperatura de 85°C,
guedando libre de solvente.

Como fuente de pigmentos se emple6 hojas de
diente de Leon (Taraxacum officinalis) y romaza (Ru-
mex crispus) que se homogeneiz6 en un mortero
con acetona al 80% y arena. Luego se centrifug6 por
3 minutos a 1.041 x g. El sobrenadante fue traspasa-
do a un embudo de decantacion, se agitd suavemen-
te con un doble volumen de dietiléter y se dejé
reposar durante 2 minutos, obteniéndose la separa-
cion de fases; la fase inferior fue eliminada, se agre-
g6 10 mL de agua destilada, se agité nuevamente en
forma suave para evitar la formacién de una emul-
sién. Se dejo reposar y se elimind la fase inferior. La
fase etérea fue recibida en un vaso precipitado seco,
se secO utilizando nitrdgeno gaseoso, se adiciond
gotas de acetona para evitar que queden restos de
agua y se secO a temperatura ambiente. Los pig-
mentos fueron disueltos en un volumen conocido de
acetona. De esta solucion se preparé una dilucion
para ser leida en un espectrofotometro Hewlett Pac-
kard 8452A y se cuantificé la cantidad de clorofila
(clordfila a,by feofitina a,b) extraida con las férmulas
indicadas en French (1969), Wellburn (1994) e Ihl et
al. (1998) y ademas por HPLC.

2.2. Preparacion de las muestras y descrip-
cion del experimento

En envases de plastico transparente de 500 mL
se mezclaron los pigmentos disueltos en un minimo
de acetona, con el de aceite comestible de girasol,
obteniendo una concentracion medida por HPLC de
150 nmol de pigmentos clorofilicos por mL de aceite.
La homogenizacién de los pigmentos en el aceite y
la eliminacion de la acetona se realiz6 con burbujeo
de nitrégeno. Con esa concentracion de pigmentos
de obtuvo una coloracién verde palida, atrayente vi-
sualmente (L* 21,89, a* 0,45y b* 4,13).

Al aceite coloreado con pigmentos clorofilicos se
adiciono oleorresina de orégano en cuatro concen-
traciones diferentes (200, 400, 600 y 800 ppm).
Como controles, se utilizaron aceite coloreado sin
oleorresina (A.C.) y aceite puro (A.P). El experimen-
to contd con cuatro repeticiones para cada uno de
los seis tratamientos.

Se almacené en oscuridad y temperatura am-
biente (10-20°C) por seis meses. Durante ese perio-
do se evalué la oxidacion de lipidos (ésteres
metilicos de acidos grasos insaturados e indice de
peréxidos), pigmentos clorofilicos y color.
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2.3. Evaluacion de la oxidacion de lipidos

La evaluacion de la oxidacion de lipidos de las
muestras de aceite comestible coloreado con oleo-
rresina y de los dos controles se realizo a través de
la cuantificacion de ésteres metilicos de los acidos
grasos insaturados provenientes de triglicéridos y
del indice de peroxidos.

La hidrdlisis y metilacion de los acidos grasos in-
saturados se realiz6 segun la metodologia descrita
por Araujo (1995). Se hidrolizé 50 uL de muestra uti-
lizando 1 mL de solucion KOH/MeOH 0,5M a 100°C
durante 5 min. en un tubo con tapa rosca. Luego se
agrego6 400 pL de solucién HCI:MeOH = 4:1 (viv) y
nuevamente se colocd a 100°C, durante 15 min. A
continuacion, se enfrié y agregé 2 mL de agua desti-
lada y 3 mL de éter de petréleo. La mezcla fue agita-
da y se dejo reposar durante un minuto,
obteniéndose la separacion de fases. La fase supe-
rior fue retirada y la fase inferior fue lavada con 3 mL
de éter de petroéleo, se agitd y se dejé reposar por un
minuto, recuperédndose nuevamente la fase superior.
El solvente del volumen total recuperado de la fase
superior se evapor6 por completo y el remanente fue
luego disuelto en 750 pL de acetona. De esta Ultima
solucion se tomé 100 pL y se le adicionaron 20 pL
del estandar interno. Luego se analiz6 utilizando un
cromatografo Varian Star 3400 CX, con una columna
capilar de 30 m de largo, 0,53 mm de diametro inter-
noy 0,5 um de fase estacionaria (DB-23), programa-
da con gradiente de temperatura a 160°C, durante 2
minutos de tiempo inicial, con aumento de 3°C/min
hasta 220°C, permaneciendo a esta temperatura por
20 minutos. Se opero con inyeccion “split” de 96/1 y
se mantuvo la temperatura en el inyector y detector
FID a 250°C. Para identificacion y cuantificacién se
utilizé una mezcla estandar de ésteres metilicos de
acidos grasos palmitico, estedrico, oleico, linoleico y
linolénico y el éster metilico del acido heptadecanoi-
co como esténdar interno, todos de marca Alltech.

El indice de perdxidos se determin6 seguin el mé-
todo 965.33 de la AOAC (1990).

2.4. Analisis de pigmentos clorofilicos

Se analizaron los pigmentos clorofilicos de las
muestras correspondientes a las cinco formulacio-
nes de aceite comestible de girasol coloreado, cony
sin adicion de oleorresina de orégano (control).

La extraccion de los pigmentos clorofilicos se rea-
lizé de acuerdo a lo descrito por Minguez-Mosquera
et al. (1992), con modificaciones. Se tom¢é 500 pL de
muestra en un tubo de ensayo, se agreg6é 1 mL de
hexano y 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), se
agité fuertemente por 30 s y se dejé reposar unos
segundos hasta que se separaron las fases. Con pi-
peta Pasteur se elimin6 la fase hexano. Se lavo la
fase DMF tres veces con hexano para eliminar la ma-
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yor cantidad de aceite. Se agregd 2 mL de éter etilico
y agua destilada y nuevamente se agit6 por 30 s. Se
dejo reposar unos segundos hasta separacién com-
pleta de las fases y se elimin6 la DMF mezclada con
agua. El éter se lavo 3 veces con agua destilada
para asegurar la completa eliminacion de DMF. Lue-
go se recogi6 la fase etérea en tubo de ensayo lim-
pio con ayuda de una pipeta Pasteur seca. Se dejo
secar el éter y finalmente se disolvié la muestra en
200 pL de acetona pura. Durante la extraccion se tra-
bajé en ausencia de luz para evitar el foto — blanqueo
de los pigmentos. La identificacién y cuantificacion
de los pigmentos clorofilicos se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, inyectando-
se 20 pL de la solucién resultante de la extraccion de
pigmentos. Se utilizé una columna Lichrosphere 100
RP18 (5 pm) marca Merck, una bomba HPLC La-
Chrom (Merck - Hitachi, modelo L-7100) y un detec-
tor lineal UV — visible (Merck - Hitachi, modelo
L-4250). Se realiz6 elucion en gradiente (a una velo-
cidad de 1 mL/min), empleando al inicio de la corrida
100% de A (80% metanol y 20% agua) y 0% de B
(acetato de etilo) hasta llegar en 20 minutos a 50% A
y 50% B; y luego se mantuvo en esta condicién por
otros 25 minutos. Se uso el detector a 420 nm, dado
gue a esa longitud de onda absorben todos los pig-
mentos clorofilicos (clorofila a,b, clorofilida a,b, feofitina
a,b y feoférbido a,b). Los carotenoides que aparecian
en los cromatogramas, porque absorben a esa longi-
tud de onda, no pudieron identificarse por falta de los
correspondientes estandares. Se emplearon estanda-
res de clorofila ay clorofila b de marca Sigmay las clo-
rofilidas a,b fueron obtenidas al hacer reaccionar la
clorofila correspondiente con clorofilasa obtenida de
acelga (Beta-vulgaris L cv. Cicla) (Schoch and Ihl,
1998). Las fedfitinas a,b se prepararon adicionando
una gota de HCI 2N a las respectivas clorofilas y des-
lavando la fase hexano hasta neutralidad. Los feoférbi-
dos a,b se prepararon acidificando las clorofilidas
extraidas en acetona; los feofdrbidos formados se ex-
trajeron con acetato de etilo, se deslavaron con agua
hasta pH neutro, se secaron en corriente de N, y se
disolvieron en acetona (Schoch and Brown, 1987;
Shioi, 1991; Yamauchi and Watada, 1991).

Los pigmentos fueron inyectados disueltos en
80% de acetona en triplicado, para diferentes concen-
traciones, obteniendo el tiempo de retencién y una re-
laciéon area/pmol, con un margen de error de 5%. El
tiempo de retencion para cada pigmento fue: clorofili-
da b 2,8+0,5 min; clorofilida a 5,5+0,5 min; feoférbido
b 9,7+0,3 min; feoférbido a 12,5+0,3 min; clorofila b
21,5+0,5 min; clorofila a 23,7+0,7 min; feofitina b
26,0+0,3 min y feofitina a 29,4+0,5 min (Figura 1).

2.5. Determinacién de color

La determinacion del color de las muestras de
aceite comestible coloreado con oleorresina y de los
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Figura 1
Cromatograma obtenido del analisis de pigmentos clorifilicos
de una de cuatro repeticiones de la formulacion de aceite
coloreado control (A.C.) al inicio del almacenamiento,
identificandose clorofilas b (1), clorofilas a (2), feofitinas b (3)
y feofitinas a (4).

dos controles se realizd con un colorimetro Minolta
utilizando el sistema CIE L* a* b*.

Se tomé una alicuota de 30 mL de muestra y se
deposité en un cilindro de cuarzo, colocandole un
papel blanco en la superficie libre del aceite para evi-
tar interferencia de la luz. Se dispar6 el haz de luz del
colorimetro en el fondo del envase y se anotaron los
valores de L*, a*, b*.

2.6. Andlisis estadistico

Los datos de concentracion de ésteres metilicos
de &cidos grasos insaturados, indice de peroxidos,
pigmentos clorofilicos y color, obtenidos durante el
almacenamiento en oscuridad, se trataron a través
de andlisis de varianza y prueba de Duncan, consi-
derando un nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estabilidad de lipidos durante el
almacenamiento

En las Tablas | y Il se muestra, durante el periodo
de almacenamiento en oscuridad, la evolucion de la
concentracion de los dos principales acidos grasos
insaturados presentes en las muestras de los seis
tratamientos, los que fueron analizados en la forma
de ésteres metilicos provenientes de la hidrélisis de
los triglicéridos, que forman parte del aceite comes-
tible de girasol.

Se observa una disminucién significativa
(p<0,05) en las concentraciones de los acidos oleico
y linoleico entre el inicio y final del sexto mes de al-
macenamiento. Mientras la concentracion del &cido
oleico al final del almacenamiento (6° mes) repre-
senta entre un 57,7% - 64,9% de la concentracion
inicial, para los distintos tratamientos, las concentra-
ciones finales para el 4cido linoleico representan en-
tre un 24,1% - 31,1% de la concentracion inicial.
Esto significa que la reduccién en la concentracion
de &cido linoleico fue mayor que la del acido oleico.
Por otro lado, el analisis de varianza determin6 que
no existieron diferencias significativas (p>0,05) entre
los tratamientos durante el periodo de almacena-
miento, tanto para el parametro concentracion de
acido oleico como concentracion de &cido linoleico.
Por consiguiente, se puede entender que la transfor-
macién quimica, tanto del acido oleico como linolei-
co esterificados al glicerol, se procesé de igual forma
para las cinco formulaciones de aceite coloreado
con y sin adicion de oleorresina (A.C., 200, 400, 600
y 800 ppm) y el control de aceite puro (A.P.). Esta
transformacion se podria deber a la autoxidacion li-
pidica con formacion de peroxidos.

En la Tabla Ill se muestra la evolucion del indice
de peréxidos de los distintos tratamientos las mues-
tras de aceite. La determinacion de indice de peroxi-

Tabla |
Evolucién de la concentracion de ésteres metilicos de &cido oleico en el aceite comestible de girasol
coloreado con pigmentos clorofilicos y adicionado de oleorresina de orégano (200, 400, 600 y 800 ppm)
y en los controles (aceite puro A.P.y aceite coloreado sin oleorresina A.C.), durante el almacenamiento
en oscuridad (mg/50 pL de muestra)

Tiempo

Tratamientos*

(Meses) A.P. AC.

200 ppm

400 ppm 600 ppm 800 ppm

3 9,06t1,59 9,28:0,48 7,99t0,65 8,08:0,74 9,381,225 8,49t1,67F
6 7,13t0,66° 7,04t0,6G° 6,640,158 6,88:0,56° 7,46t0,50 6,70t0,62

*La concentracion de ésteres metilicos de &cido oleico en el tiempo cero de almacenamiento fue 11,50+1,53 mg/50 pL de muestra (prome-

dio entre los datos de una repeticion de cada tratamiento).

abpromedios y desviacion estandar de cuatro repeticiones por tratamiento. Los valores de una misma linea que presentan igual letra no

difieren entre si a p < 0,05 por la prueba de Duncan.
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Tabla Il
Evolucién de la concentracion de ésteres metilicos de 4cido linoleico en el aceite comestible de girasol
coloreado con pigmentos clorofilicos y adicionado de oleorresina de orégano (200, 400, 600 y 800 ppm)
y en los controles (aceite puro A.P. y aceite coloreado sin oleorresina A.C.), durante el almacenamiento
en oscuridad (mg/50 pL de muestra)
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Tiempo Tratamientos*

(Meses) ™A P. A.C. 200 ppm 400 ppm 600 ppm 800 ppm
3 19,331,10 18,2%0,42° 18,56:1,10° 18,14:1,3° 21,3%0,56 19,09:1,04°
6 7,0%0,79  6,9%0,64 545035 6,12¢1,18° 6,81+0,51° 5,670,95

*La concentracion de ésteres metilicos de acido linoleico en el tiempo cero de almacenamiento fue 22,5+3,74 mg/50 pL de muestra (pro-

medio entre los datos de una repeticiéon de cada tratamiento).

a-cPromedios y desviacion estandar de cuatro repeticiones por tratamiento. Los valores de una misma linea que presentan igual letra no

difieren entre si a p < 0,05 por la prueba de Duncan.

Tabla Il
Evolucién del indice de perdxidos en el aceite comestible de girasol coloreado con pigmentos clorofilicos
y adicionado de oleorresina de orégano (200, 400, 600 y 800 ppm) y en los controles (aceite puro A.P. y
aceite coloreado sin oleorresina A.C.), durante el almacenamiento en oscuridad (meg/kg de muestra)

Tiempo Tratamientos’

(Meses) ™A P. AC. 200 ppm 400 ppm 600 ppm 800 ppm
1 3,86:0,26  54(:0,39% 517027 3,830,62 3,940,0F  4,0%0,26
2 6,510,468  6,86:0,02 540057 5,66:1,50 4,170,448  4,90:1,37
3 14,68#2,04 12,3%0,85° 11,190,44° 956:3,84 9,32:0,68 9,332,972

*El indice de peroxidos en el tiempo cero de almacenamiento fue 1,98+0,02 meqg/kg de muestra (promedio entre los datos de una repeticion

de cada tratamiento).

a,bPromedios y desviacion estandar de cuatro repeticiones por tratamiento. Los valores de una misma linea que presentan igual letra no

difieren entre si a p < 0,05 por la prueba de Duncan.

dos se realiz6 solo hasta el tercer mes de almacena-
miento debido a que en ese momento se alcanzaron
valores correspondientes al limite maximo estableci-
do en la normativa chilena para grasa y aceites co-
mestibles y que es de 10 meqg/kg (Ministerio de
Salud, 1997).

Se observé un aumento significativo (p<0,05) en
los valores de indice de peréxido entre el inicio y fin
del tercer mes de almacenamiento, pero no se en-
contraron diferencias entre los tratamientos (p>0,05)
para ese periodo de tiempo.

Para poder evaluar el efecto de la adicién de pig-
mentos clorofilicos y de la oleorresina de orégano en
la estabilidad del aceite comestible de girasol, se
consideraron los resultados de los dos acidos grasos
estudiados e indice de peréxidos, obtenidos al final
del tercer mes de almacenamiento. No existieron di-
ferencias significativas (p>0,05) entre los tratamien-
tos para la concentracién de acido oleico, pero si

(p<0,05) para la de &cido linoleico, siendo la concen-
tracion de formulacién de 600 ppm significativamen-
te mayor que en los demas tratamientos (Tablas | y
I). Los valores de indice de peroéxidos al final del ter-
cer mes de almacenamiento (Tabla Ill), muestran
gue los tratamientos A.P y A.C. no difirieron estadis-
ticamente y tampoco las formulaciones de aceite co-
loreado control, 200, 400, 600 y 800 ppm de
oleorresina.

Por lo tanto, al realizar la comparacion al final del
tercer mes de almacenamiento entre concentracion
de &cidos grasos insaturados e indice de peroxidos,
se observa que existe una relacién inversa entre los
dos parametros estudiados. En las Tablas I, Il y lll se
constata que a mayores concentraciones de los dos
ésteres metilicos de acidos grasos, menor es el valor
de indice de perdxidos. Esto concuerda con el pro-
ceso de autoxidacion lipidica de los aceites y grasas
en que los acidos grasos insaturados, que forman
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parte de los triglicéridos, son transformados en pero-
xidos (Araujo, 1995).

Al final del sexto mes de almacenamiento se en-
contraron diferencias significativas (p<0,05) entre
tratamientos, tanto en las concentraciones de &acido
oleico como de acido linoleico (Tablas | y Il). Al com-
parar los tratamientos A.P.y A.C., se observa que no
difirieron significativamente (p>0,05) en &cido oleico
y linoleico, por lo tanto se podria considerar que am-
bos tratamientos presentaron similar estabilidad al fi-
nalizar el sexto mes de almacenamiento. Cuando se
compara el tratamiento A.C. con los tratamientos
200, 400, 600 y 800 ppm no se evidencia la accion
antioxidante de la oleorresina de orégano adicionada
al aceite coloreado. De hecho, la concentracion del
acido oleico en el tratamiento A.C. no difirié (p>0,05)
de la concentracién de las cuatro formulaciones en
gue se adiciond oleorresina, y para el acido linoleico,
la concentracion de éste en el tratamiento A.C. fue
mayor que la presentada por todas las otras formula-
ciones coloreadas y con oleorresina.

Considerando que no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos A.P.y A.C., para
concentracion de ésteres metilicos de &cidos grasos
e indice de peréxidos, se puede indicar que el aceite
comestible de girasol coloreado con pigmentos clo-
rofilicos muestra una estabilidad equivalente al acei-
te puro, cuando es almacenado en oscuridad por
tres o seis meses.

Al comparar las cuatro formulaciones de aceite
comestible de girasol, coloreado y con adicién de
oleorresina en distintas concentraciones, con el tra-
tamiento A.C., en general no se pudo observar al fi-
nal del tercer y sexto mes un claro efecto de la
accion antioxidante que tendria la oleorresina de
orégano adicionada.

En general, los tratamientos en que se adiciond al
aceite coloreado oleorresina (200, 400, 600 y 800
ppm) fueron todos equivalentes tanto al final del ter-
cer como del sexto mes de almacenamiento.

Grasas y Aceites

3.2. Color

En la Tabla IV se muestra la evolucion en la dife-
rencia de color (AE), durante el periodo de almace-
namiento en oscuridad, para las muestras de aceite
comestible de girasol, coloreado con pigmentos clo-
rofilicos, adicionado de oleorresina de orégano y
para los dos controles.

Los resultados de diferencias de color [AE =
(AL*) + (Aa*)® + (Ab*)?] del sistema CIEL*a*b* pre-
sentados en la Tabla IV muestran la variacion en el
color de las muestras entre el inicio del almacena-
miento y el final de cada uno de los tres primeros
meses de almacenamiento.

Los AE determinados durante el almacenamiento
no difirieron significativamente (p>0,05) entre si. Por
tanto, se puede entender que para todos los trata-
mientos ocurrié una variacion en el color de las
muestras en el primer mes y este parametro se man-
tuvo estable en los dos meses siguientes. Sin em-
bargo, para el tratamiento A.P, la variacion en el
color ocurrié durante el segundo mes, dado que el
valor de AE fue cero entre el inicio y final del primer
mes.

Al final del tercer mes se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los AE de las distintas
formulaciones. Esto significa que la intensidad con
gue varié el color entre el inicio y el final del tercer
mes fue diferente entre los tratamientos, siendo el
color de las muestras de aceite comestible de girasol
puro el que mayor variacion experimento en ese pe-
riodo de tiempo.

La variacién en el color que se observo durante el
almacenamiento, para las cinco formulaciones en
gue se adicionaron pigmentos clorofilicos, se debi6
principalmente a la transformacién de clorofilas en
feofitinas, y que como se ve en la Tabla V, provocé
una disminucién en el porcentaje de clorofilas y un
aumento en el de feofitinas entre el inicio del almace-

Tabla IV

Evolucién en la diferencia de color ( AE) para el aceite comestible de girasol coloreado con pigmentos
clorofilicos y adicionado de oleorresina de orégano (200, 400, 600 y 800 ppm) y para los dos controles
(aceite puro A.P. y aceite coloreado sin oleorresina A.C.), durante el almacenamiento en oscuridad

Tiempo

Tratamientos

(meses) A p. A.C.

200 ppm

400 ppm 600 ppm 800 ppm

1 0,00t0,0F 0,86:0,29" 1,32+0,29° 0,97+0,47% 1,40:t0,15 2,01+0,08
2 1,640,548 1,11+0,16 1,570,38 1,40t0,3¢% 1,650,384 1,53:0,19
3 1,75:0,3¢% 1,310,258 1,15:0,40° 0,78:0,1F 0,98t0,14° 1,370,27°

a-ePromedios y desviacion estandar de cuatro repeticiones por tratamiento. Los valores de una misma linea que presentan igual letra no

difieren entre si a p < 0,05 por la prueba de Duncan.



Vol. 53. Fasc. 3 (2002)

295

Tabla VvV

Evolucion de la clorofila

a, clorofila b, feofitina a y feofitina b con relacion al total de pigmentos clorofilicos

presente en el aceite comestible de girasol coloreado y adicionado de oleorresina de orégano
(200, 400, 600 y 800 ppm) y en el control de aceite coloreado sin oleorresina (A.C.), durante el
almacenamiento en oscuridad (Promedios de cuatro repeticiones por tratamiento)

Tratamiento

Tiempo A.C.
(Meses)

200 ppm

400 ppm

600 ppm 800 ppm

21,00 22,20 22,20 23,60
0 41,70 37,50

1 56,40 49,30

2 52,60 48,10

3 53,60

Clorofila a (%) ||

namiento y el final del primer mes, porcentajes que
se mantuvieron estables en los dos meses siguien-
tes.

Como también se determind variacion en el color
de las muestras de aceite comestible de girasol puro,
se puede considerar que la variacién en el color de
las muestras coloreadas (A.C., 200, 400, 600 y 800
ppm) no se debid exclusivamente a la adicién de los
pigmentos clorofilicos al aceite.

3.3. Pigmentos clorofilicos

En la Tabla V se muestra que durante el almace-
namiento, el porcentaje de clorofila a disminuyé para
todos los tratamientos. Para el primer mes tal dismi-
nucién fue significativa (p<0,05), representa un 36%
de la clorofila a presente en el aceite al inicio del al-
macenamiento, y se mantuvo constante durante el
resto del almacenamiento. Entre muestras con dis-
tintas concentraciones de oleorresina hubo diferen-
cia significativa en el porcentaje de clorofila a. En la
feofitina a se observa durante el primer mes del al-
macenamiento un aumento significativo, coincidente
con la baja observada en la clorofila a, para luego
mantenerse durante el resto del almacenamiento. El
porcentaje de feofitina a entre tratamientos no pre-
sent6 diferencia significativa. En el aceite pigmenta-
do control (A.C.) se observa que en el primer mes de
almacenamiento la clorofila a bajé en 13,4 puntos
porcentuales y la feofitina a aumenté en 14,7 puntos.
El porcentaje alto de feofitinas al inicio del almacena-
miento puede deberse a los &cidos liberados durante

12,20 20,00 15,10 21,50 19,00 20,80
41,69 40,90 39,90

Clorofila b (%) [ ]

44,85 44,80 50,60

Feofitinaa (%) | |  Feofitina b (%) [

la desintegracion celular ocurrida al homogenizar las
hojas verdes para extraer los pigmentos (Minguez-
Mosquera, 1997).

En relacién a la clorofila b (Tabla V), ésta no pre-
senta cambios significativos durante el almacena-
miento, tampoco existe diferencia entre los
diferentes tratamientos. Esto era de esperar, dado
gue la clorofila b es mas estable como pigmento
(Rudiger and Schoch, 1989) que la clorofila a, ade-
mas de peor sustrato para la clorofilasa (Schoch &
Ihl, 1998). Al observar el aceite pigmentado control
(A.C.), en el primer mes de almacenamiento, se
aprecia un aumento de 4,5 puntos porcentuales en
la feofitina b y una degradacién de 4,8 puntos por-
centuales de la clorofila b.

El hecho de que la clorofila se haya degradado a
feofitina no afect6 el efecto prooxidante que ésta pre-
senta, ya que sélo en tres meses, en la muestra pig-
mentada control (A.C.), la concentracion de peréxidos
al final del almacenamiento (tercer mes), aumentd a
mas del doble de lo obtenido en el primer mes. Este re-
sultado concuerda con lo informado por Schwartz &
Lorenzo (1990), que dicen que las feofitinas en acei-
te comestible presentan una mayor capacidad proo-
xidante en relacion a las clorofilas.

En las cinco formulaciones en que se adicionaron
pigmentos clorofilicos al aceite comestible de gira-
sol, los porcentaje de clorofila a,b mas feofitina a,b
con relacion al total de pigmentos clorofilicos perma-
necieron constantes durante los tres primeros me-
ses de almacenamiento y no se evidenciaron
diferencias estadisticas (Tabla VI).
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Grasas y Aceites

Tabla VI

Evolucion de la suma de clorofila

a,b con feofitina a,b con relacion al total de pigmentos clorofilicos

presente en el aceite comestible de girasol coloreado y adicionado de oleorresina de orégano
(200, 400, 600 y 800 ppm) y en el control de aceite coloreado sin oleorresina (A.C.), durante el
almacenamiento en oscuridad (%)

Tiempo Tratamientos

(Meses) AC. 200 ppm 400 ppm 600 ppm 800 ppm
0 96,73t2,44 96,5&3,26 87,6&15,96 91,1%13,02 97,531,89
1 97,351,41 96,192,52 86,3@12,03 91,148,19 96,531,20
2 96,55+2,05 95,982,29 88,297,69 93,1%8,29 97,9%1,91
3 94,66:1,05 94,030,96 90,4a7,98 93,46&3,40 97,6@1,38

Promedios y desviacion estandar de cuatro repeticiones por tratamiento.
Al inicio del almacenamiento del aceite colorea- BIBLIOGRAFIA

do, se determiné una concentracion promedio del to-
tal de pigmentos clorofilicos, para los cinco
tratamientos de 110 pmoles/L (o = 21,6 umoles/L), al
final del primer mes de 136 umoles/L (o = 43,6 umo-
les/L), al final del segundo y tercer mes de 122 umo-
les/L de aceite coloreado, con desviaciones
estandares de 23,7 y 18,5 umoles/L, respectivamen-
te. Esto muestra que el total de los pigmentos cloro-
filicos adicionados a las muestras de aceite
comestible de girasol se mantuvo estable durante los
tres primeros meses (ver Tabla V1), ocurriendo la ma-
yor transformacion de clorofilas en feofitinas (Tabla
V) en el primer mes de almacenamiento, lo que con-
cuerda con estudios anteriores realizados en aceites
de girasol, soja, pepa de uva, maiz y oliva (Gonza-
lez, 1997).

Se pude concluir que el aceite comestible de gira-
sol coloreado muestra una estabilidad equivalente al
aceite puro, cuando es almacenado en oscuridad
por tres o seis meses, dado que no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) entre los trata-
mientos A.P.y A.C., para ésteres metilicos de acidos
oleico y linoleico e indice de perdxidos. En general,
los tratamientos en que se adicioné al aceite colo-
reado oleorresina de orégano (200, 400, 600 y 800
ppm) fueron todos equivalentes y no se observé un
claro efecto de la accién antioxidante que tendria la
oleorresina de orégano adicionada al aceite colorea-
do.
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