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1. RESUMEN






Resumen

En los ultimos afos se ha avanzado mucho en el estudio de las propiedades beneficiosas de
los lipidos marinos para la salud. Ello ha conllevado un interés por parte de la industria tanto
farmacéutica y cosmética o de tecnologia de alimentos, a incorporarlos en multiples
formulaciones. Una gran variedad de productos que incorporan este tipo de compuestos son
sistemas multifasicos o emulsiones.

Una emulsion es una dispersion termodinamicamente inestable de dos liquidos inmiscibles,
normalmente de distinta polaridad, en la que uno de ellos forma gotas de pequeiio tamano
(0,1-100 micras) denominada fase dispersa o interna, en el seno del segundo denominado fase
continua o externa. Para mantener la estabilidad de la emulsion durante un periodo de tiempo
razonable es necesario el uso de emulsificantes (o agentes surfactantes), los cuales presentan
una afinidad por la superficie de las gotas formando una capa que cubre las gotas. Estas
substancias son de naturaleza anfifilica y estdn compuestas por un grupo polar orientado en
una de las fases y otro grupo no polar orientado en la otra. Las emulsiones se pueden
clasificar en funcion de las fases dispersa y continua en emulsiones de aceite en agua, (O/W,
la fase dispersa es un aceite), emulsiones de agua en aceite (W/O,fase dispersa es de
naturaleza acuosa) y micelas en las que un acido graso se dispersa en agua.

La naturaleza de estos lipidos marinos los hace muy susceptibles a procesos de oxidacion en
los que se generan radicales libres asi como compuestos volatiles y que afectan a las
propiedades organolépticas de la emulsion, asi como, a su estabilidad.

La adicion de antioxidantes a estos sistemas es una de las estrategias mas extendidas para
preservarlos de reacciones quimicas indeseables. Uno de los grupos mas estudiado desde el
punto de vista de la inhibicion de la oxidacion lipidica es el de los polifenoles, compuestos
naturales distribuidos ampliamente en el mundo vegetal. Se caracterizan por la presencia de
mas de un grupo fenol pudiendo ser simples, (galico, hidroxitirosol, resveratrol, etc.) como
mas complejos (catequina; quercetina, etc.).

Su posible incorporaciéon como antioxidantes a distintas formulaciones presenta, en muchos
casos, el inconveniente de la escasa solubilidad en la matriz. En los ultimos afios se han
desarrollado procedimientos sintéticos dirigidos a la incorporacion de grupos funcionales,
como pueden ser acidos grasos de distinta longitud de cadena o unidades de azucar, que
modifican la polaridad de la molécula original facilitando, de esta manera, su incorporacién a
estos sistemas multifasicos o de naturaleza grasa. Las modificaciones permiten conservar la
actividad antioxidante o incluso incrementarla.

Bajo este contexto, los objetivos globales de este trabajo han sido, por un lado, el disefio de
compuestos conjugados a partir de productos naturales de reconocida actividad antioxidante.
Las modificaciones en las moléculas tuvieron como objeto facilitar su incorporacion a este
tipo de matrices ampliamente utilizadas en la industria favoreciendo su estabilidad oxidativa.
Un segundo objetivo ha sido el estudio del posible mecanismo de accion como antioxidante
en funcion de su estructura quimica empleando sistemas modelo de aceite de pescado (que
contiene un porcentaje elevado de 4cidos grasos poliinsaturados, susceptibles de sufrir
oxidacion) y emulsiones de aceite de pescado en agua. Dada la dependencia del
comportamiento antioxidante con el tipo de emulsificante empleado, también se ha abordado
un estudio considerando distintos tipos de los mismos.
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Para ello se han seleccionado compuestos con excelentes expectativas como candidatos
antioxidantes: hidroxitirosol, resveratrol, acido galico, e isoquercitrin. Las modificaciones
estructurales llevadas a cabo han consistido en la incorporacion de acidos grasos con distinta
longitud de cadena sobre la unidad fenolica basica, asi como la introduccidon de una unidad de
glucosa sobre la que también se ha llevado a cabo la incorporacion de acidos grasos con
distinta longitud de cadena.

Para la realizacion de estos objetivos generales, en primer lugar se llevo a cabo la sintesis
quimica de los distintos compuestos y, en una primera aproximacion se determinaron sus
propiedades antioxidantes in vitro. Ademads, dado que la lipofilicidad es un parametro
importante a tener en cuenta para poder disponerse de forma adecuada en la matriz, se
determino la misma en términos del coeficiente de particion log P.

Posteriormente, estos antioxidantes potenciales se adicionaron en sistemas modelo de aceite
de pescado y emulsion de aceite de pescado en agua y se evalud su capacidad de inhibicion
del desarrollo de la oxidacion lipidica. Para ello se llevd a cabo la determinacion quimica de
los hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados y de los compuestos fluorescentes de
interaccion (estos ultimos, so6lo en emulsiones). En ambos casos se optimizaron variables
como la temperatura o la concentracion del antioxidante a afiadir. Ademas, en el caso de las
emulsiones de aceite también se abord6 la influencia del emulsificante en la capacidad
antioxidante de estas moléculas.

Los resultados obtenidos mostraron una elevada eficacia para los derivados de hidroxitirosol,
compuestos que siguieron el comportamiento predicho por la “paradoja polar”. Asimismo, los
derivados de resveratrol mostraron una dependencia de la actividad antioxidante con el tipo de
sustituyente introducido y la posicion de la molécula donde tiene lugar dicha modificacion.
Todos los alquil galatos presentaron una elevada eficacia para inhibir la oxidacion lipidica en
aceites de pescado. Los glucosil alquil galatos resultaron también eficaces para inhibir la
oxidacién en aceites de pescado, si bien con un grado de eficacia inferior a los alquil galatos.
Por ultimo, todos los derivados acilados de isoquercitrin resultaron eficaces para inhibir de la
oxidacion lipidica en aceites de pescado. Los resultados obtenidos en las distintas emulsiones
estudiadas evidenciaron, de nuevo, la fuerte dependencia de la eficacia antioxidante de los
compuestos fendlicos con el emulsificante empleado.

En general, los resultados obtenidos mostraron que la actividad antioxidante de los distintos
compuestos se vio claramente influida por las modificaciones introducidas en el esqueleto de
la molécula original. Los derivados de resveratrol, 4cido galico e isoquercitrin mostraron una
dependencia no lineal entre la actividad antioxidante y el incremento de la longitud de cadena
observandose una longitud de cadena 6ptima a la que la actividad antioxidante es mayor,
efecto “cut-off”.

En definitiva, la elucidacion de los mecanismos implicados en estos procesos es necesario
para poder disefiar compuestos a la carta que permitan su incorporacion en estas matrices
permitiendo, ademas, el disefio de nuevas formulaciones que incluyan lipidos marinos
altamente insaturados y con un gran efecto positivo no solo desde el punto de vista
nutricional, sino también desde el punto de vista de la salud.
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2.1. SISTEMAS MULTIFASICOS. ASPECTOS GENERALES.

Una gran cantidad de productos presentes en la vida diaria, bien de origen natural (leche,
margarinas, etc.), bien procesados, son emulsiones. Dentro de la industria alimentaria,
mayonesas, salsas, condimentos, alimentos infantiles son ejemplos de alimentos que se
presentan en estado emulsionado mientras que, en la industria farmacéutica y cosmética,
cremas o emulsiones microscopicas (empleadas para distribuir vacunas y matar microbios)
son ejemplo de este tipo de sistemas. Ademas, la introduccion de nuevas texturas a la hora de
presentar nuevos productos y que estos resulten mas atractivos para el consumidor, ha abierto
un sinfin de posibilidades y cuenta con un gran potencial a la hora de disefiar alimentos
funcionales. Se pueden definir estos alimentos como aquellos que, ademas de las propiedades
nutricionales presentes en cualquier alimento, poseen también propiedades beneficiosas para
la salud. En los ultimos afios se han disefiado diferentes sistemas emulsionados que permiten
la incorporacion de compuestos bioactivos, tanto de naturaleza hidrofilica como hidrofobica,
en distintos alimentos (Garti, 1997; Sagalowicz & Leser, 2010; Dickinson, 2013). En este
contexto, las emulsiones de aceite en agua (O/W) se han empleado en gran medida para la
incorporacion de compuestos hidrofobicos como tocoferol o 4cidos grasos poliinsaturados w3
en alimentos, en bebidas o en preparados alimenticios multicomponente (Lee, S., et al., 2006;
McClements, David Julian, et al., 2009; Sagalowicz & Leser, 2010; Dickinson, 2013).

A pesar de la dificultad en su formulaciéon y los numerosos factores que afectan a su
estabilizacion, las emulsiones son el vehiculo mas empleado habitualmente en cosmética,
debido a la afinidad fisicoquimica y estructural existente entre este tipo de preparados y el
substrato sobre el que se aplican que es el manto epicutaneo. En este sector de los cosméticos,
las cremas hidratantes, protectoras para los rayos UV, etc. son ejemplos de emulsiones. En el
sector farmacéutico, las emulsiones pueden servir para encapsular los firmacos activos y
después liberarlos cuando se encuentran en el torrente sanguineo.

Por ello, el estudio de las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas multifasicos o
emulsiones, es de gran importancia en la industria (alimentaria, farmacéutica, cosmética).

Una emulsion es una dispersion de dos liquidos inmiscibles, normalmente de distinta
polaridad, en la que uno de ellos forma gotas de pequefio tamafio (0,1-100 micras),
denominada fase dispersa o interna, en el seno del segundo, denominado fase continua o
externa. Es conveniente dividir una emulsion en tres regiones claramente diferenciadas: el
interior de las gotas, la fase continua y la region interfacial (McClements, D. J. & Decker,
2000). Una de las caracteristicas importantes que se tiene al poner dichas fases en contacto es
la tension superficial, la cual es resultado de las fuerzas de atraccion de las moléculas de la
fase dispersa con las moléculas del seno de la fase continua. A medida que se incrementa la
tension superficial de la gota, ésta tiende a separarse de la fase continua.

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables debido a que su energia
libre de formacidn es mayor que cero y, en consecuencia, la tendencia natural es la separacion
de ambos liquidos disponiéndose en funcidon de su densidad. Para mantener la estabilidad de
la emulsion durante un cierto periodo de tiempo, es necesaria la adicion de emulsificantes (o
agentes surfactantes) en la etapa de homogeneizacion. Estos compuestos se adsorben en la
superficie de las gotas formando una capa que recubre las mismas y evitan que se vuelvan a
agregar. Los surfactantes intervienen de dos maneras en la formacién de emulsiones; por una
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parte reducen la tension superficial (cantidad de energia necesaria para crear un area
interfacial unida) entre los liquidos inmiscibles; por otro lado, forman una pelicula interfacial
entre el liquido disperso (fase interna) y el medio continuo (fase externa), actuando como una
barrera protectora que retarda o impide la separacion de dos liquidos inmiscibles. Esta barrera
puede producir una repulsion de naturaleza electrostatica (adsorcion de emulsificantes
i6nicos) o estérica (adsorcion de emulsificantes no id6nicos o polimeros). En un sistema
emulsionado, las diferentes moléculas se van a distribuir entre las diferentes fases (acuosa,
aceitosa y la interfase) en funciéon de su polaridad. La region interfacial o interfase es una
delgada pelicula entre las fases en la que se tiene una mezcla de aceite, agua y emulsificante.
Por lo tanto, acorde a su polaridad, las moléculas no polares se situaran en la fase aceitosa, las
moléculas polares se situaran en la fase acuosa y las moléculas anfifilicas (emulsificantes) se
situaran en la interfase.

Las caracteristicas de las emulsiones pueden resumirse en:

e Fraccion de volumen de fase dispersa: Esta fraccion representa la concentracion de
las gotas de la fase dispersa en el seno de la emulsion. Este pardmetro estd
intimamente relacionado con la apariencia, textura, aromas, estabilidad y el coste
en la obtencion de productos alimentarios basados en emulsiones.

¢ Distribucion del tamano de particula: Es un parametro muy importante que va a
determinar la gran mayoria de las propiedades de productos alimentarios basados
en emulsiones (Dickinson & Stainsby, 1982; Dickinson, 1992). Si todas las gotas
que forman la emulsion tienen el mismo tamafio, hablamos de emulsion
monodispersa, y en este caso, pueden caracterizarse totalmente con el radio o el
diametro de gota. Por otro lado, si la emulsion estd compuesta por un nimero
variable de tamafio de gota tenemos una emulsion polidispersa. En este caso, su
caracterizacion es mas complicada y se habla de un tamafio medio de gota o de un
rango de tamafio de gota.

e Propiedades de la interfase: La interfase de la gota es una region muy estrecha que
rodea cada gota y que estda compuesta de una mezcla de aceite, agua y
emulsificante.(Hunter, 1986, 1989). Su composicion y su estructura vendra
determinada por el tipo y la concentracion de las moléculas con actividad
superficial, asi como, por los procesos que tienen lugar durante y después de la
formacion de la emulsion.

e C(arga de la gota: Las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de muchos
productos alimentarios basados en emulsiones vienen determinadas por la carga
que presentan las gotas (Dickinson & Stainsby, 1982). La presencia o no de gotas
cargadas en la emulsion vendra determinada por el tipo de emulsificante empleado
(si es i6nico o neutro) y por el pH de la fase acuosa. Es una caracteristica muy
importante que va a determinar las propiedades fisicas (como la viscosidad) y
quimicas de los productos alimenticios basados en emulsiones. Ademads, también
se pueden producir interacciones electrostaticas entre gotas cargadas y otras
substancias como antioxidantes, vitaminas etc. (Dickinson, 1992; Coupland &
McClements, 1996; Landy, et al., 1996; Mei, et al., 1998).
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e Estado de agregacion de la gota: El estado fisico de la gota puede influir en
propiedades fisicas y organolépticas de la emulsion como la apariencia, la
viscosidad, el aroma o su estabilidad (Dickinson & McClements, 1995). Un
ejemplo de ello es la produccion de mantequilla 0 margarina que depende de una
desestabilizacion controlada de una emulsion de aceite que contiene gotas
parcialmente cristalizadas.

e Otras propiedades de las emulsiones son la reologia de la emulsion (viscosidad) o
la transparencia de la misma.

2.1.1. Tipos de emulsiones.

Las emulsiones se pueden clasificar en funcion de la naturaleza de las fases dispersa y
continua en (Frankel, E.N., 1998):

a) Emulsiones de aceite en agua (O/W, del inglés oil in water): Son aquellas en las que
las gotas de aceite (fase dispersa) estan dispersadas en agua (fase continua). El agente
emulsificante esta formado por un parte lipofilica o hidrofobica (residuo alquilo de cadena
larga) soluble en la fase aceitosa, y una parte hidrofilica con un grupo i6nico o un
determinado numero de grupos hidroxilo, que es soluble en la fase acuosa. En este tipo de
emulsiones, el agente emulsificante se situa en la interfase donde disminuye la tension
superficial, facilitando la dispersion de una fase en la otra. La leche o la mayonesa son
emulsiones de este tipo.

b) Emulsiones de agua en aceite (W/O, del inglés water in o0il): Las gotas de agua son las
que se encuentran dispersadas en una fase continua oleosa. Para estabilizar este tipo de
emulsiones es necesario que el emulsificante esté compuesto de un grupo hidrofilico
relativamente fuerte y un grupo lipofilico mas débil. De esta forma sera
predominantemente soluble en la fase acuosa. Las mantequillas y las margarinas se
encuadran en este grupo.

¢) Micelas: Son aquellas en las que un &acido graso se dispersa en agua. En estas
circunstancias, los acidos grasos adquieren una distribucion de tipo micelar en el seno de la
fase acuosa. De esta manera, las cabezas de los grupos polares estan orientadas hacia la
fase acuosa, y las colas no polares estan orientadas hacia la fase aceitosa. Este tipo de
emulsiones no se suelen encontrar en los alimentos ya que estan compuestos
mayoritariamente por triacilgliceroles y fosfolipidos. En emulsiones de triacilgliceroles se
pueden encontrar pequefias cantidades de acidos grasos libres dando lugar a la formacion
de micelas mixtas y emulsiones.

d) Liposomas: Se producen cuando de forma natural los fosfolipidos se dispersan en
agua. De forma natural se distribuyen formando multicapas que consisten en bicapas
formadas entre la fase acuosa y la capa mas proxima a la fase aceitosa en forma de
monocapa. Los fosfolipidos se distribuyen de tal manera que las cabezas no polares se
sitian lo mas alejadas posible del agua y las cabezas polares se localizan en contacto con
ella.



M= JESUS GONZALEZ PEREZ

En la Fig. 1 se representan los distintos tipos de emulsiones citadas.

A) Aceite en agua B) Agua en aceite
Aceite

‘o § 0 00|
. O|O\ Q09

Agua

Surfactante

C) Micelas D) Liposomas
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Fig. 1Tipos de emulsiones.

Otra clasificacion mas sencilla seria:

e Emulsiones simples son aquellas en las que las gotas de aceite estan dispersadas
en agua (O/W) o gotas de agua dispersadas en el aceite (W/O).

e Emulsiones multiples son aquellas en las un liquido estd disperso en la fase
continua, la cual es, a su vez, otra emulsion (W/O/W, agua en una emulsion de
aceite agua; O/W/O, gotas de aceite en una emulsion de agua y aceite).

En los ultimos afios se han propuesto nuevos tipos de emulsiones especialmente
destinadas a servir como vehiculo de la incorporacion de compuestos con bioactividad
destinados a reforzar el valor saludable de los alimentos en los que son incluidos.

Las emulsiones multiples o agua-aceite-agua o dobles emulsiones son dispersiones en
liquidos de naturaleza mas compleja en las cuales las gotas de aceite que contienen pequefias
gotas de agua en su interior, estan dispersas en una fase acuosa continua. Hay dos interfaces
en estos sistemas complejos; un emulsionante hidrofébico con un bajo valor de HLB
estabiliza la primera interfase, y un emulsionante hidrofilico con un alto valor de HLB esta
presente en la segunda interfase (Benichou, et al., 2004). Este tipo de emulsiones ofrece una
serie de oportunidades muy prometedoras para la industria alimentaria, por ejemplo, la
incorporacion de compuestos hidrofobicos en sistemas acuosos, permite la encapsulacion de
compuestos bioactivos hidrofilicos y puede ayudar a mejorar el contenido de grasa de los
alimentos (reduciendo el contenido en grasa y dando lugar a una composicién en acidos
grasos mas saludable)(Jiménez-Colmenero, 2013).
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Las emulsiones gelificadas, emulsiones multiples estabilizadas con gelatina, tienen
numerosas aplicaciones en la industria alimentaria encaminadas al desarrollo de nuevos
productos mejorando sus atributos sensoriales y sus caracteristicas nutricionales y/o
funcionales (Weiss, et al., 2005; Lobato-Calleros, et al., 2008; Li, et al., 2014). Por lo tanto,
este tipo de emulsiones ofrecen una gama de posibilidades interesantes para la industria
alimentaria ya que pueden mejorar la composicion lipidica, encapsular los compuestos
bioactivos y proporcionar ciertas propiedades plasticas. Sus caracteristicas fisicas y
estructurales (estabilidad, viscoelasticidad, eficiencia de encapsulacién, minimizacion de
separacion de fases, etc.) ofrecen productos de ventajas tecnoldgicas (ingredientes
alimentarios) para optimizar la presencia de compuestos bioactivos. Ademas, esta estrategia
puede influir en la biodisponibilidad y oxidacion de estos compuestos, ya que estan
relacionados con su estructura molecular y sus propiedades fisicoquimicas.

2.1.2. Emulsificantes.

Como ya se ha indicado anteriormente, para mantener la estabilidad de una emulsion es
necesaria la presencia de agentes emulsificantes, también denominados emulgentes o
surfactantes.

Para que una molécula sea efectiva como agente emulsionante debe poseer actividad
interfacial. Es decir, debe tener la capacidad de disminuir la tension en la interfase agua-fase
oleosa, de manera sustancial a la vez que rapida. Por lo tanto, cuanto menor es la tension
interfacial, mayor es la extension sobre la cual las gotas pueden ser dispersadas durante una
agitacion intensa.

Dentro de las propiedades fisicas que caracterizan a una emulsion como el tamafio,
concentracion y estado fisico de la gota, la naturaleza del emulsificante (estructura quimica,

carga eléctrica, concentracion, ...) juega un papel muy importante en las caracteristicas de la
interfase (Dickinson, 1992; McClements, D. J., 1999).

2.1.2.1. Caracteristicas de los emulsificantes.

Por definicion, un emulgente es una molécula anfifilica que posee un grupo polar
(hidrofilico) el cual presenta una gran afinidad por el agua, y un grupo lipofilico (hidrofébico)
el cual presenta una gran afinidad por el aceite. Las propiedades del surfactante van a venir
definidas por la naturaleza de sus grupos hidrofilico e hidrofébico.

Las caracteristicas que debe tener un emulgente son:
- Ser soluble en, al menos, una de las fases del sistema.
- La concentracion en la interfase debe ser mayor que la disuelta en el liquido.

- Formar una capa monomolecular en la fase interna.

- Formar micelas a una determinada concentracion.

11
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- Poseer al menos alguna de las siguientes propiedades: detergencia, poder
espumodgeno, ser humectante, emulgente, solubilizante o dispersante.

2.1.2.2. Clasificacion.

Los emulsificantes pueden clasificarse en base a:

a) Su afinidad hacia los grupos hidrofilicos o lipofilicos en funcion del balance o
equilibrio hidréfilo-lipofilico (HLB). Es un método semiempirico que da una
idea de la afinidad relativa de una molécula de emulsificante por la fase acuosa o
por la fase aceitosa. Griffin (Griffin, W. C. , 1949; Griffin, W. C. 5 1954) y
Davies (Davies, 1957) establecieron métodos para poder determinar el HLB

(Tab. 1).
Tensioactivo Marca registrada  HLB
Alcohol cetilico 1,0
Sorbitén triesterato Span 65 2,1
Sorbitan, monolaurato Span 20 8,6
Lecitina hidroxilada ~9
Polioxietileno, lauriléter Brij 30 9,5
Sorbitan polioxietileno monolaurato Tween 20 16,7
Laurilsulfato sédico (SDS) 40

Tab. 1 Valores HLB de algunos emulgentes.

A cada emulsificante se le asigna un valor HLB acorde con su estructura quimica. Si una
molécula tiene un valor HLB elevado, significa que tiene una proporcion mayor de grupos
hidrofilicos en relacion a los grupos lipofilicos, y viceversa. Uno de los inconvenientes que
presenta este concepto es que la temperatura o las condiciones de la disoluciéon pueden
modificar las propiedades funcionales de un emulsificante.

En funcion de este valor, los emulgentes se pueden clasificar en funcion de sus
propiedades quimico-fisicas en:

e Antiespumante: Valores de HLB comprendidos entre 1,5 y 3.

e Emulsionante (agua en aceite): Valores de HLB comprendidos entre 3 y 6.

e Humectante y agente de extension: Valores de HLB comprendidos entre 7 y 9.
e Emulsionante (aceite en agua): Valores de HLB comprendidos entre 8 y 16.

e Detergente: Valores de HLB comprendidos entre 13 y 15.

e Solubilizante o hidrétropo: Valores de HLB comprendidos entre 15 y 18.

12
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Esta clasificacion no tiene en cuenta el ambiente fisico-quimico en el seno de la
emulsion, y éste puede afectar al comportamiento del emulsificante.

b) Su estructura quimica que permite realizar una clasificaciéon en emulgentes
anidnicos, cationicos, anfoteros y no ionicos.

- Los emulgentes anidnicos son aquellos que poseen un grupo polar capaz de
ionizarse en solucion acuosa, adquiriendo carga eléctrica negativa. Tienden a
perder estabilidad a pH bajo y en presencia de cationes polivalentes o de
tensiactivos cationicos (carboxilatos como el laurato de potasio, sulfatos como
el lauril sulfato de sodio, o sulfonados como el dioctilsulfosuccinato de sodio).

- Los emulgentes catidonicos son aquellos que contienen una carga positiva y si
bien, no son muy empleados. Tienen accion antimicrobiana y son de uso
externo. Pueden ser sales de amonio cuaternario (bromuro de cetil trimetil
amonio, cloruro de lauril trimetil amonio).

- Los emulgentes anféteros son aquellos que poseen un grupo polar hidrofilico
de caricter anidnico conjuntamente con uno de caracter cationico. La actividad
depende del pH de la solucion. El grupo anidnico puede ser un grupo
carboxilato o fosfato (proteinas, polipéptidos y alquilobetainas), y el catidnico
un grupo amino o amonio cuaternario. (lecitinas y cefalinas).

- Los emulgentes no i6nicos son los mas utilizados en la formulacion
farmacéutica por su compatibilidad, estabilidad y baja toxicidad. Son aquellos
que no contienen carga ionica. Pueden ser alcoholes de cadena larga (alcohol
latirico), ésteres de glicerol (moni, di y triésteres de glicerol con acidos grasos
de cadena larga), ésteres de acidos grasos con otros polioles (ésteres de sorbitol
y polietilenglicol, span y tween, respectivamente), alcaloaminas alifaticas y
derivados de 6xido de etileno.

c) Otros emulsionantes son:

- Materiales naturales como los derivados del esterol (cera de abeja), coloides
hidréfilos que forman una barrera hidrofilica entre las dos fases utiles para
espesar y aumentar la viscosidad del sistema (goma arabiga, agar, carragenatos,
gelatina) y polisacaridos semisintéticos como la metilcelulosa.

- Sélidos finos como el Al(OH); o el Mg(OH), que se adsorben en la interfase y
estabilizan la emulsion. O arcillas (bentonita, silicato de Al y Mg, etc.).

Un emulsificante no deja de ser una barrera fisica entre las gotas de aceite y la fase
continua acuosa, que evita que la coalescencia tenga lugar. En el caso de los emulsificantes
cargados, cuando é€stos recubren las gotas de aceite, las cargas positivas o negativas que se
distribuyen en la interfase, se repelen electrostaticamente, y mantienen las gotas separadas. En
el caso de los emulsificantes no cargados, suelen contener grupos voluminosos y, en este caso,
las gotas se mantienen separadas por impedimento estérico debido a la presencia de estos

grupos.
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No existe el emulsificante perfecto y en la industria es bastante habitual la combinacién
de varios de ellos al mismo tiempo para incrementar la estabilidad de la emulsién en funcién
de las necesidades.

2.1.2.3. Emulsificantes empleados en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética.

En la industria alimentaria s6lo pueden emplearse aquellos emulsificantes que estén
considerados como aditivos alimentarios segin la legislacion vigente (Madrid & Cenzano,
2000).

Los emulgentes de naturaleza ionica son los empleados para estabilizar las emulsiones de
aceite en agua. Se orientan en la interfase con los residuos alquilo solubilizados en las gotas
de aceite y los grupos hidrofilicos cargados orientados hacia la fase acuosa. Los emulgentes
de naturaleza no idnica se orientan en la superficie de las gotas de aceite disponiendo la
cabeza polar hacia la fase acuosa. De esta manera se origina una capa hidratada alrededor de
los grupos polares que estabiliza las gotas de aceite. Los emulsificantes no i6nicos son los que
se emplean en mayor medida en las emulsiones alimentarias ya que no pierden su actividad
superficial al entrar en contacto con la sal que contienen los alimentos.

Los tipos de emulsificantes empleados en la industria alimentaria pueden ser sintéticos o
de origen natural. La gran mayoria de los emulsificantes no iénicos sintéticos son ésteres de
acidos organicos de longitud de cadena media o larga con polialcoholes como el glicerol, el
propilen alcohol, la sucrosa o derivados del sorbitol. Las propiedades de los monoglicéridos
pueden modificarse por esterificacion con acidos como el acético, el lactico, el tartarico o el
citrico.

Dentro de los emulsificantes de origen natural, uno de los grupos mas importantes por su
efectividad es el de las proteinas como (por ejemplo, las caseinas, presentes en el suero de la
leche). Se ha demostrado que las proteinas son muy efectivas en la prevencion de la
coalescencia (Dickinson, et al., 1992). Ello es debido a que son capaces de producir
emulsiones con un tamafio de gota muy pequefio, con importantes fuerzas de repulsion entre
las gotas (debido a una combinacion de interacciones electrostaticas y de tipo estérico), la
tension interfacial es relativamente elevada y forman membranas con caracteristicas
viscoelasticas. Los hidrolizados de proteinas son menos efectivos ya que tienden a formar
capas interfaciales mas finas, menos viscoelasticas y cuya ruptura es mas facil.

Otras substancias de origen natural empleadas ampliamente como emulsificantes son los
fosfolipidos, moléculas formadas por esteres de acidos grasos y la molécula del glicerol y una
cabeza polar formada por un grupo fosfato esterificado con diferentes sustituyentes de
naturaleza de tipo amino o glucosidica. La fosfatildilcolina, se conoce de forma general por
lecitina y es ampliamente empleada en la formulacion de emulsiones alimentarias. Las
lecitinas mas empleadas son las que provienen de la yema de huevo y de la soja. Las
modificaciones en su estructura mediante acilaciones o hidroxilaciones, incrementan sus
propiedades hidrofilicas.
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En la industria farmacéutica y cosmética, los emulgentes mas empleados son:

e Surfactantes anionicos: Como el estearato de potasio (jabones) o el dodecil sulfato de
sodio (SDS) (champus).

e Surfactantes cationicos: Los mas usados son los derivados de amonio cuaternario y las
sales de aminas y se emplean principalmente como bactericidas (bromuro de alquil
trimetil amonio) o antisépticos.

e Surfactantes anfoteros: Se emplean a la vez como agentes detergentes y bactericidas
(aminoacidos propidnicos, derivados de la betaina).

e Surfactantes no i6nicos: Son compatibles con otros tipos de surfactantes, y entre sus
propiedades puede mencionarse que son pocos sensibles a los cambios de pH. Se
emplean como detergentes y emulsificantes (éteres de polioxietilen glicol, ésteres de
glicerol, etc.)

e Surfactantes naturales: Su accion es muy limitada en comparacion con los surfactantes
sintetizados debido a su débil eficacia fisicoquimica, como, por ejemplo, los
fosfolipidos (lecitina).

En la Fig. 2 se representan las estructuras de algunos de los emulsificantes empleados en
la industria.

I N D, 0
R™ 07T Y 07 g_o/\/ < OH,C(H,C)1H;C—S—ONa
0 0
o=
Rl

Laurilsulfato sédico, SDS

R, R'= Residuos de acidos grasos
Lecitina

O CH,(CH,)9CHj5
Tween 20 O Z

O

Fig. 2 Emulgentes empleados en la industria.
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2.1.3. Preparacion de emulsiones. Estabilidad.

Desde el punto de vista practico, el procedimiento elegido para obtener la emulsion va a
determinar la estabilidad y las caracteristicas fisicas de la misma (Horn, et al., 2012).

Otros factores a tener en cuenta son la escala de la produccion, las propiedades del
material de partida, la distribucion del tamafio de gota, las propiedades fisico-quimicas de la
emulsion final y, obviamente, desde el punto de vista de la industria los costes derivados de la

produccion.

De manera general, los métodos de preparacion de emulsiones se pueden clasificar en:

Me¢étodos mecanicos o de dispersion, también denominados de alta energia: Son
aquellos en los que se emplean dispositivos de agitacion mecénica como pueden
ser agitadores u homogeneizadores de hélices u homogeneizacion por
ultrasonidos. En estos sistemas, parte de la energia suministrada al sistema se
pierde por disipacién debido a la viscosidad de los distintos componentes que
conforman la emulsién. Otro inconveniente que pueden presentar estos métodos
es que las turbulencias que se originan durante la agitacion pueden dar lugar a
emulsiones con un tamafio de gota variable. El desarrollo de membranas de
filtracion disminuye esta variabilidad (Joscelyne & Tragardh, 2000;
Vladisavljevi¢, et al., 2004; Matos, et al., 2013).

Meétodos fisico-quimicos o de condensacion, también denominados de baja
energia: Se caracterizan porque la energia que es necesario aportar para originar la
emulsion proviene de los propios componentes de la emulsion. Generalmente
conducen a emulsiones monodispersas, con una variacién menor en el tamano de
gota (Solans & Solé, 2012). Dentro de ellos se encuentran los métodos de
inversion de fase (Sole, et al.,, 2010) o los de emulsificacion espontanea
(Komaiko, et al., 2015).

Los distintos equipos para llevar a cabo la homogeneizacion incluyen:
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Molinos coloidales: Un molino coloidal tiene una superficie fija (estator) y otra
superficie rotativa (rotor) posicionadas de tal forma que entre ellas haya una
separacion de milimetros la cual es ajustable por medio de un volante regulador
para la separacion de las piedras de corindon (sistema de molienda). Al pasar a
alta velocidad fricciona todas las particulas del producto realizando una mezcla
homogénea y perfecta evitando que haya separacion de las distintas componentes
como agua, aceite, grasas, etc. Trabajan por lo general desde 3,000 rpm. hasta
15,000 rpm. Estos molinos son los mas indicados para manipular liquidos, semi-
liquidos, pastas, cremas, emulsiones, viscosos y grumosos y se emplean
ampliamente en la industria alimentaria (mermeladas, helados, patés, quesos,
etc.), farmacéutica (maquillajes, jarabes, cremas, etc.) o quimica (detergentes,
adhesivos, ceras, etc.).

e Mezcladores de alta velocidad: Se utilizan ampliamente para preparar
emulsiones de aceite en agua (Brennan, et al., 1990). El liquido (aceite y agua) se
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dispone en un recipiente y se remueve con un agitador a una velocidad muy
elevada (entre cientos y miles de rpm) dando lugar a un campo de velocidades con
gradientes de velocidad longitudinal, rotacional y radial. En este caso, la presencia
de turbulencias favorece la separacion de la gota. Estos gradientes de velocidad
ejercen una tensiéon de cizallamiento sobre el fluido, rompiendo la interfase
existente entre el aceite y la fase liquida, formando, finalmente, las gotas. Debido
a que este campo de velocidades depende fuertemente de la geometria del
agitador, la eficiencia en la formacion de la emulsion va a estar afectada por el
disefio del agitador. Un aspecto a tener en cuenta es que la energia disipada
provoca un incremento en la temperatura de la emulsion. Por lo tanto, si el
proceso de agitacion es muy largo, es necesario incluir un sistema de enfriamiento
para controlar la temperatura.

e Homogeneizadores de alta presion: El empleo de estos equipos permite
disminuir el tamano de particula. Por otro lado, su coste es mucho mas elevado. El
flujo dinamico y la alta velocidad en el espacio entre el cabezal de impacto y el
cabezal de paso generan la micronizacion de las particulas por medio de
turbulencia, cavitacion, fuerza de corte e impacto. Después de pasar por un canal
estrecho, la mezcla sale a una elevada velocidad debido a la pérdida de presion
produciendo la ruptura de la gota en otras mas pequefias (Phipps, 1985). En este
caso, el incremento de temperatura es pequefio a no ser que las emulsiones se
sometan varias veces al proceso o que la presion del homogeneizador sea
excesivamente elevada.

Homogeneizadores ultrasonicos: Estos homogeneizadores utilizan ondas
ultrasonicas de alta intensidad para generar tension de cizallamiento intensa y un
gradiente de presion. Ambos procesos son los responsables de la ruptura de las
gotas (Gopal, 1968; McCarthy, 1984). Las ondas ultrasonicas son generadas
fundamentalmente por transductores piezoeléctricos o por generadores de chorro
liquido.

Homogeneizadores de membrana: Estos homogeneizadores utilizan una
membrana de vidrio para crear gotitas (Kandori, 1995). Estas gotitas son forzadas
a penetrar en la fase continua a través de la membrana. Debido a que el tamafo de
gota depende en gran medida del tamafio de poro de la membrana ademas de la
tension interfacial entre la fase continua y la dispersa, la distribucion del tamano
de las distintas gotas es muy estrecho. El tamafio de gota puede controlarse con el
tamafo de poro de la membrana. Ademas, la eficiencia energética es elevada ya
que la energia de disipacion producida en el proceso es menor que la que se
produce en otros equipos de homogeneizacion.

La microfluidizacion se emplea para obtener emulsiones con un tamafio de gota
extremadamente pequefio (puede ser menor que 0,1 um) (Dickinson & Stainsby,
1988) . En este caso, las dos fases se aceleran por separado a una alta velocidad y
luego simultaneamente golpean en una superficie. Como resultado, la fase
dispersa se divide en pequenas gotas. Repeticiones sucesivas del proceso da lugar
a una disminucion del tamafio de gota.
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La estabilidad de una emulsion depende de los siguientes factores: el tamafio de particula,
la diferencia de densidad de ambas fases, la viscosidad de la fase continua y de la emulsién
final, las cargas de las distintas particulas que forman parte de la emulsion, la naturaleza, la
eficacia y cantidad del emulsificante, y las circunstancias de almacenamiento, es decir, las
temperaturas altas y bajas, la agitacion y vibracion, la dilucion o evaporacion durante el
almacenamiento o el uso.

La pérdida de la estabilidad de las emulsiones puede tener lugar mediante cuatro
mecanismos diferentes:

e La floculacion es la adhesion de las gotas sin fusionarse sin existencia de
variacion en la distribucion de tamafio de las gotas. Este proceso estd controlado
por un equilibrio entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de Van der Waals, y
las fuerzas repulsivas de tipo estéricas y de hidratacion.

e La coalescencia es la fusion de gotas para crear gotas mas grandes con la
eliminacion de parte de la interfase liquido-liquido. Se cree que este fendmeno
estd relacionado con la curvatura preferida y con la rigidez de la capa de
emulsificante que estabiliza la emulsion.

e FEl “creaming” o sedimentacion se trata de un proceso debido a la accion de
gravedad y que produce un gradiente vertical de concentracion de las gotas sin
variar su tamano.

e El engrosamiento de gotas se debe al crecimiento de las gotas mas grandes a costa
de las mas pequeftias, hasta que éstas desaparecen. Este proceso tiene lugar a una
velocidad que es funcion de la solubilidad de la fase dispersa en la fase continua y
se debe a que la presion interna de las gotas es mayor en las gotas de menor
tamano.

2.2. LIiPIDOS DE ORIGEN MARINO Y EMULSIONES.

En los ultimos afios se ha avanzado significativamente en el estudio de las propiedades
beneficiosas para la salud de los lipidos marinos. Ello ha conllevado un interés por parte de la
industria tanto farmacéutica y cosmética y la industria alimentaria a incorporarlos en
multiples formulaciones para enriquecer el producto. Un campo muy importante que
incorpora este tipo de compuestos son los sistemas multifasicos o emulsiones

Los beneficios de los lipidos marinos en la salud se atribuyen, mayoritariamente, a su
elevada composicion en acidos grasos poliinsaturados ®-3 (®o-3-PUFA). El consumo y el
desarrollo de productos alimenticios enriquecidos con 4cidos grasos ®-3 son de gran interés
dentro del contexto de las dietas occidentales. Ello es debido a la existencia de una gran
nimero de efectos beneficiosos para la salud, principalmente relacionados con enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias (Ruxton, et al., 2004; Simopoulos, 2006).

Es importante distinguir entre los acidos grasos poliinsaturados ®-3 de cadena larga
procedentes de los organismos marinos como el acido eicosapentaenoico (EPA) o el acido
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docosahexanoico (DHA), y los acidos grasos poliinsaturados omega 3 de corta o media
cadena como el acido ALA, o a-linolénico (18:3 ®-3) presentes, fundamentalmente, en el
mundo vegetal.

En la Fig. 3 se muestran las estructuras de algunos de estos compuestos. En estos acidos

grasos, el grupo —CHj3 terminal se denomina carbono ®, empezando a contabilizar desde aqui
la posicion 1. Todos los dobles enlaces estin separados por un grupo metileno y en
conformacion cis.

. 3 2 OH

Acido docosahexaenoico, DHA 22:6»-3 WWY

Acido eicosahexaenoico, EPA 20:50-3 /\=/\=/\=/\=/\=/\/\2n°/0|'|
3

Acido araquidénico, AA 20:40-6 \/\/E/E/\:/\:/\/\ZH‘LOH
6

A i I 18 OH

Acido a-linolénico, ALA 18:30-3 /\?’z/E/E/\/\/\/\[]/

Acido linoleico, LA 18:20—6 \/\/\:/t/\/\/\/\}%w
6

Fig. 3 Estructura de acidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6.

Los acidos linoleico (C18:2m—6) y a-linolénico (C18:3w—3), se consideran acidos grasos
esenciales (AGE), por cuanto no pueden ser sintetizados en el organismo y deben ser
incorporados en la dieta. Esto es debido a la baja capacidad de los tejidos animales para
introducir dobles enlaces en posiciones anteriores al carbono 9 contando a partir del carbono
o terminal. Ambos 4acidos son los precursores de las series de acidos grasos -6 y -3,
respectivamente. Después de la absorcion intestinal, pasan a forman parte de quilomicrones
(lipoproteinas) y se dirigen al higado en donde, por un lado, pueden sufrir modificaciones en
la longitud de la cadena (elongacion) o, por otro lado, puede ocurrir la introduccion de dobles
enlaces en la cadena (desaturacion). Ambos procesos estan catalizados por el mismo sistema
enzimatico compuesto por elongasas y desaturasas. En la Fig. 4 se muestra un esquema de la
ruta metabdlica que siguen estos acidos para la sintesis de los distintos acidos grasos de las
series ®—3 y ©0—6.
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Serie »-3 Serie m-6
Acido o-linolénico Acido oleico
(C18:3m3) (C18:32006)
ﬂ <::I 6-desaturasa |::> ﬂ
Acido esteraridonico Acido y-linolénico
(C18:403) (C18:3w6)
ﬂ {—— elongasa — ﬂ
Acido eicosatetraenoico Acido dihomo-y-linolénico
(C20:403) (C20:306)

ﬂ {— s-desaturasa ———) ﬂ

Acido eicosapentaenoico Acido araquidénico

(C20:503) (C20:406)
<::I elongasa |::> ﬂ
Acido docosapentaenoico Acido adrénico
(C22:503) (C22:4w6)

{—— clongasa —

Acido tetracosapentaenoico Acido tetracosatetraenoico

(C24:503) (C24:406)

{——— 6-desaturasa —>

Acido tetracosahexaenoico Acido tetracosapentaenoico

(C24:603) (C24:506)
ﬂ <::| retroconversion |:> ﬂ
Acido docosahexaenoico Acido docosapentaenoico
(C22:6m03) (C22:5006)

Fig. 4 Rutas metabdlicas de los acidos grasos de la serie w-3 y w-6.

Los beneficios del consumo de aceites de pescado tienen sus origenes en los estudios
pioneros llevados a cabo por Bang y col. cuando observando las costumbres alimenticias de
los esquimales, con una dieta rica en grasas, se observd que la poblacion mostraba una baja
incidencia en enfermedades coronarias y aparicion de tumores (Bang, et al., 1971). Las grasas
ingeridas por los esquimales procedian principalmente del consumo de pescado y mamiferos
marinos, es decir, grasas ricas en acidos grasos w-3-PUFA.

Estos resultados condujeron a establecer una relacion directa entre el consumo de las

mismas y la baja aparicion de estas enfermedades en esta comunidad. Ademas, la sustitucion
de acidos grasos saturados por acidos grasos poliinsaturados -6, como el acido linoleico,
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18:2w-6, o el 4cido araquiddnico, 20:4m-6, disminuyen la mortalidad debida a enfermedades
coronarias (Simopoulos, 2006, 2008).

Los 4cidos grasos ®—3 se encuentran principalmente en los pescados grasos de aguas
frias y/o profundas, denominados popularmente pescados azules como el atin, el jurel, la
caballa, la sardina, o el salmon. También se encuentran en moluscos como por ejemplo
mejillones y ostras. Como alternativa para los vegetarianos o aquellos individuos que no
pueden consumir pescado o sus aceites, se incluyen las nueces, semillas y aceites vegetales
como lino, soja, aceite de germen de trigo, aceite de colza, aceite de canola, algas marinas,
vegetales de hojas verdes como espinaca, coliflor y brocoli. El principal componente de las
semillas de lino y nueces es el 4cido a-linolénico (ALA, 18:30-3).

El acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 w-3) y el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6®-
3) son los acidos -3 mayoritarios en productos pesqueros (Morris & Culkin, 1989). Estos
acidos grasos han mostrado ser efectivos en el tratamiento de la hipertension y la artritis
(Shahidi, F. & Cadwallader, 1997), y en el retraso del desarrollo de ciertos tumores (Cave,
1996). La dietas suplementadas con dosis superiores a 130 mg/kg al dia con estos acidos
grasos poliinsaturados han mostrado efectos hipolipidémicos (Dyerberg & Bang, 1979;
Phillipson, et al., 1985), disminucion de la agregacion plaquetaria, actividad antitrombdtica y
un incremento en el efecto trombolitico (Engler, 1994), asi como un efecto antiinflamatorio
(Dyerberg, 1989).

En relacion a su mecanismo de accion, se sabe que los acidos poliinsaturados ®—3
modulan numerosas rutas metabolicas debido a que actian como sustratos de diferentes
enzimas dentro del metabolismo lipidico. Adicionalmente pueden modificar la actividad de
otros enzimas al producir cambios en la membrana lipidica o producir modificaciones en la
expresion genética en la sintesis de proteinas.

Ademas, ambas familias de acidos grasos, ®-3 y ®-6 estan implicadas en la sintesis de
mediadores oxigenados lipidicos como los eicosanoides, directamente relacionados con la
resolucion del proceso inflamatorio de los tejidos. ®-6 and ®-3 PUFAs son el principal
sustrato de las cicloxigenasas, las lipoxigenasas y el citocromo P450 que producen una amplia
gama de mediadores lipidicos oxigenados, los cuales, se han sugerido como moléculas diana
que pueden influir en la inflamacién en un proceso activo altamente coordinado (Serhan, et
al., 2008; Massey & Nicolaou, 2013). Ejemplos especificos de ello incluyen los eicosanoides
provenientes del acido araquidonico (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) (Massey
& Nicolaou, 2013) e isoprostanos (Ferreiro-Vera, et al., 2011) los cuales parecen ser
sustancias potencialmente inflamatorias. Los mas estudiados: PGE2, PGF1a, PGF2a, TXA2 ¢
8isoPGF2-a se han asociado con estadios inflamatorios en estudios relacionados con la
hipercolesterolemia, cirrosis hepatica, reperfusion miocardica, diabetes del tipo 2, obesidad,
aterosclerosis, cancer y desordenes cardiovasculares (Massaro, et al., 2008; Ferreiro-Vera, et
al., 2011; Greene, et al., 2011; Sears & Ricordi, 2012). Por otro lado, se ha sugerido que
muchos derivados de EPA y DHA pueden ser moléculas diana menos nocivas que sus
correspondientes metabolitos w-6 (Waddington, et al., 2001; Kelly, et al., 2011). Por ultimo,
la elevada actividad antiinflamatoria de EPA y DHA y de su actividad de proteccion celular
ha sido descrita en estudios relacionados con desérdenes cardiovasculares, sindrome del ojo
seco o Alzheimer (Serhan, et al., 2006; Lee, C. H., 2012).
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Los numerosos efectos beneficiosos de los acidos grasos poliinsaturados disminuyendo
los riesgos en enfermedades cardiovasculares (Arkhipenko & Sazontova, 1995),
enfermedades autoinmunes como la artritis (Cleland, et al., 2003), el lupus o modificando la
sensibilidad de células tumorales frente a la radiacion o agentes quimioterapeuticos, han
promovido un incremento en su consumo mediante la incorporacion de aceite de pescado rico
en ®3 en diferentes productos como panes, yogures o sistemas emulsionados como
mayonesas o diferentes salsas para ensaladas (Bucher, et al., 2002).

En relacion al uso de los lipidos marinos en cosmética y el cuidado de la piel, son muchos
los estudios que avalan los beneficios cosméticos de los acidos grasos w—3-PUFA, lo cual ha
provocado un creciente interés de la industria en este tipo de compuestos y en su
incorporacion en formulas emulsificadas. Las series w3 y w6 de estos acidos grasos estan
implicados en muchas funciones biologicas que incluyen la prevencion en la pérdida de agua
transepidérmica, el mantenimiento de la barrera epidérmica del corneum stratum o la
interrupcion de la melanogénesis en melanocitos epidérmicos. Los mas importantes para la
industria cosmética son el 4cido linoleico (18:2w—6) y el acido a-linolénico (18:3m-3).
Ambos, asi como sus metabolitos se han empleado en el tratamiento de numerosas
enfermedades cutaneas (Ando, et al., 1999). Nuevos estudios avalan que la suplementacion
oral con 4cidos grasos omega-6 y omega-3 (provenientes de aceite de pescado) combinados
con luteina, zeaxantin y vitamina D puede reducir el riesgo de quemaduras solares (Morse, et
al., 2018).

2.3. EL PROBLEMA DE LA OXIDACION EN LiPIDOS MARINOS. MECANISMOS Y EFECTOS.

Los beneficios positivos en la salud de los 4cidos grasos ®-3 han estimulado el interés
industrial en explotarlos para la produccion de suplementos dietéticos, alimentos funcionales
o productos cosméticos y, por ello, los volimenes de ventas de acidos grasos w-3 de origen
marino han experimentado un crecimiento de dos digitos durante los ultimos 6-8 afios.

Si bien la presencia de los acidos grasos poliinsaturados de origen marino contribuye
notablemente a las propiedades beneficiosas para la salud de los alimentos o formulaciones
que los contienen de forma natural o a los que se les han afiadido, al mismo tiempo, por su
estructura, son uno de los componentes mas susceptibles de degradacion del alimento, debido
a la presencia de numerosos dobles enlaces (June, et al., 2002). Una de las reacciones de
mayor trascendencia que ocurre en los lipidos es la oxidacion. La oxidacion lipidica es una de
las reacciones quimicas mas basicas y que provocan una pérdida en las caracteristicas
sensoriales (con la apariciéon de olores) asi como una pérdida en la calidad nutricional del
alimento. En este sentido, y debido al contenido de gran ntimero de dobles enlaces en su
estructura, EPA y DHA son muy susceptibles a sufrir la oxidacion lipidica, lo cual conduce a
la formacion de aromas y sabores desagradables asociados a la rancidez. La aparicion de estos
aromas puede conducir al rechazo, por parte del consumidor, de estos alimentos enriquecidos
con acidos grasos ®-3. Ademas, la aparicion de estos productos procedentes de la oxidacion
lipidica presenta efectos negativos en la salud.

La oxidacién lipidica es esencialmente una reaccion radicalaria en cadena que implica
tres etapas (Frankel, E. N. , 2007) (Fig. 5).
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Fig. 5 Etapas de la oxidacion lipidica.

A. Proceso de iniciacion: Entre las reacciones de iniciacion se distinguen, principalmente,
tres tipos:

1.  Reacciones de autooxidacion: Implican la substraccion de un atomo de hidrégeno de
un grupo metileno de un acido graso (RH), dando lugar a un radical alquilo (R)
(Halliwell & Gutteridge, 1985). El radical alquilo reacciona facilmente con el oxigeno
molecular en su estado fundamental, oxigeno triplete (*O5), produciéndose un radical
peroxilo (ROO’). ROO’ puede substraer un atomo de hidrogeno de un nuevo acido
graso para formar un peréxido lipidico (ROOH) y un nuevo radical alquilo (R). Este
es el proceso mas comun por el cual los acidos grasos son oxidados (Erickson, 2002a).

ii.  Reacciones de fotooxidacion: La formacion de los perdxidos lipidicos, también
denominados hidroperéxidos, se produce por adicion directa del oxigeno molecular en
estado excitado, oxigeno singlete (‘O,), sobre un doble enlace del acido graso. El
oxigeno singlete se forma principalmente por accidon de la luz, por ello la oxidacion
iniciada por este proceso suele denominarse fotooxidacion (Frankel, E.N., 1998).

1ii.  Reacciones enzimaticas: Las enzimas facilitan que el oxigeno triplete reaccione con
el 4cido graso para formar un hidroperéxido. Los principales grupos de enzimas
implicados en este proceso son las enzimas microsomiales, las peroxidasas y las
dioxigenasas. Las lipoxigenasas y las ciclooxigenasas, son dioxigenasas que producen
hidroperdxidos por este mecanismo (Erickson, 2002b).

B. En las reacciones de propagacion, los radicales alquilo formados (R) en la etapa de
iniciacion, reaccionan rapidamente con oxigeno triplete para dar lugar a radicales
peroxilo (ROO) los cuales, generan nuevos radicales alquilo (R'), por substraccion de un
atomo de hidrogeno a un acido graso insaturado, y un hidroperéxido lipidico. Los
hidroperéxidos generados también pueden fragmentarse por accion térmica, o
descomponerse por la catalisis de metales de transicion, lo que genera nuevos radicales
que autocatalizan el proceso de oxidacion (Frankel, E.N., 1998).

La descomposicion de los hidroperoxidos, (productos primarios de la oxidacion lipidica),
formados en la primera etapa de oxidacion lipidica da lugar a compuestos volatiles
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(principalmente aldehidos y cetonas) que influyen directamente en el aroma y que son los
responsables de la aparicion de sabores y olores desagradables tipicos de la rancidez.
Constituyen los productos secundarios de la oxidacion. Ademas, estos aldehidos y cetonas
insaturados pueden sufrir procesos de autooxidacion dando lugar a otros compuestos volatiles
o pueden reaccionar con componentes nitrogenados dando lugar a la formacion de
compuestos fluorescentes que constituyen los productos terciarios del proceso de oxidacion.

Los mecanismos de autooxidacion y de fotooxidacion dan lugar a distintos
hidroperdxidos. De este modo, con el estudio de los hidroperoxidos formados puede
conocerse el proceso que controla la oxidacion del sistema. La autooxidaciéon da lugar
principalmente a hidroperoxidos con un sistema de dobles enlaces conjugados, mientras que
la fotooxidacion origina similares proporciones de hidroperéxidos conjugados y no
conjugados. En la Fig. 6 se muestra los mecanismos de los procesos de autooxidacion y
fotooxidacion del acido linoleico (18:2 ®-6) y los hidroperoxidos formados (Frankel, E.N.,
1998).

NN 2 9 2 o
H\\ H /J=ﬁ F\ﬁ\
o
) "o l l
2
N 12 9o

HOO / \ OOH _)oika/:\ . /W—QOKOH
SN R "

A: Autooxidacion
Fig. 6 Mecanismo de autooxidacion (A) y fotooxidacion (B) del acido linoleico (18: 2w-6) y los posibles
hidroperoxidos que se pueden formar.

B: Fotooxidacion

Generalmente, en el inicio de la oxidacion se observa el denominado periodo de
induccion, que se caracteriza por un lento desarrollo de la oxidacidn, seguido por un periodo
de propagacion, en el que aumenta exponencialmente la velocidad de la oxidacion y la
formacion de los productos de oxidacion de los lipidos (Frankel, E.N., 1998). En la Fig. 7 se
muestra una curva tipica con ambos periodos.
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Fig. 7. Curva tipica de desarrollo de la oxidacion lipidica en un sistema modelo de emulsion de aceite de
pescado en agua.

C) Terminacion: En las ultimas etapas de la oxidacion, los radicales reaccionan entre
ellos para formar especies de naturaleza no radicalaria. Estas reacciones se denominan
reacciones de terminacion (Erickson, 2002a). La combinacidn entre radicales depende de
las condiciones especificas en que se desenvuelve el proceso oxidativo.

Los hidroperoxidos formados durante la oxidacion (compuestos sin sabor y olor) se
descomponen inducidos por los mismos factores que han favorecido la iniciacion de la
reaccion en cadena. Cuando la concentracion de hidroperoxidos es baja, la descomposicion se
lleva a cabo por una reaccidn mononuclear,

ROOH —> ROO + OH "

siendo ¢ésta la via mas usual en muchos productos. De forma habitual se hace referencia a los
hidroperoxidos como productos primarios de la oxidacién. A medida que avanza la oxidacion
y aumenta la velocidad de formacion de hidroperoxidos, aumenta también su concentracion y
por tanto, su velocidad de descomposicion, hasta tal punto que el mecanismo de degradacion
de estos compuestos pasa de ser mononuclear a bimolecular, disminuyendo la velocidad neta
de aparicion de hidroperdxidos. Esta velocidad llega a anularse en el maximo e incluso se
hace negativa (mayor velocidad de descomposicidon que de formacion).

Los hidroperoxidos ademas de descomponerse originando radicales libres, pueden sufrir
otros tipos de transformaciones, dando lugar a cetonas, epoxidos y alcoholes. Por otra parte,
los radicales libres como el alcoxido (RO"), el peréxido (ROO") y el alquilo (R") pueden
suftir, a su vez, varias transformaciones en las que se originan ademas de nuevos radicales,
compuestos como acidos, cetonas, aldehidos, alcoholes, alcéxidos, epoxidos, peroxidos,
alcanos, alquenos, alquinos, etc. Se origina un numero importante de compuestos volatiles de
bajo peso molecular que son los responsables de la deteccion organoléptica de la rancidez.
Son los productos secundarios de la oxidacion.

Posteriormente estos aldehidos pueden reaccionar con compuestos que contienen grupos

aminos libres, para dar lugar a compuestos de interaccién y que se conocen comunmente
como compuestos terciarios de la oxidacion. Entre estos compuestos destacan las bases de
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Schiff, las cuales, bajo ciertas condiciones pueden polimerizar dando lugar a pigmentos de
color parduzco. La aparicion de estos productos terciarios, también puede afectar al sabor y a
la textura del alimento (Aubourg, 1999).

2.4. OXIDACION EN SISTEMAS MULTIFASICOS.

La propia estructura de las emulsiones hace que los lipidos presentes en la misma sean
muy susceptibles a sufrir procesos de oxidacion en los que se generan radicales libres, asi
como compuestos volatiles que afectan a las propiedades organolépticas de la emulsion y a su
estabilidad. Esto es debido a la gran superficie de contacto entre las gotas de los lipidos,
sustrato oxidable, y compuestos solubles en agua (oxigeno y prooxidantes) que pueden
contribuir a la iniciacion y a la propagacion de las reacciones que tienen lugar durante la
oxidacion lipidica (Frankel, E.N., 1998).

Por todo lo dicho anteriormente, la interfase representa una zona critica dentro de la
estructura de la emulsion ya que es la zona donde se encuentran en contacto todos los
sustratos susceptibles de sufrir oxidaciéon y es donde se van a disponer substancias con
actividad superficial como moléculas de oxigeno, los hidroperdxidos lipidicos (Nuchi, et al.,
2002), etc.

El control de las distintas caracteristicas fisico-quimicas de la interfase es un mecanismo
que permite modular la extension de la oxidacion lipidica de estos sistemas (Decker, et al.,
2005). Entre estas caracteristicas tenemos:

i.  Area interfacial de la gota: Como ya se ha mencionado previamente, el 4rea interfacial
viene determinada por la concentracion de la gota y el tamafio de particula. En la
actualidad, la importancia de esta caracteristica no esta del todo clarificada ya que,
cuando se ha estudiado la influencia de este parametro los resultados obtenidos han
sido diversos. En algunos estudios obtuvieron un incremento de la oxidacion lipidica
cuando se incrementa el area superficial (Gohtani, et al., 1999). En otros, concluyeron
que se produjo un incremento en la velocidad de la oxidacion lipidica al disminuir el
area superficial (Nakaya, et al., 2005; Imai, et al., 2008). Otros autores reportaron que
la oxidacion lipidica no estaba muy influenciada por el area superficial (Kiokias, et al.,
2007; Sun & Gunasekaran, 2009). Esta variabilidad en los resultados sugiere que,
probablemente, el area interfacial de la gota no sea el pardmetro mas importante que
influye en la cinética de la oxidacion lipidica.

ii.  La carga eléctrica de la gota en la membrana superficial: esta carga superficial va a
determinar las posibles interacciones electrostaticas que puedan tener en la interfase
tanto con el emulsificante como con los antioxidantes o con compuestos prooxidantes.
Si la carga de la gota es de naturaleza anionica, la concentracion de metales se puede
incrementar debido a las atracciones electrostaticas provocando un incremento en la
cinética de la oxidacion (Mancuso, et al., 1999; Hu, et al., 2003).

La naturaleza cargada o no de la interfase también puede influir en la distribucién de

los antioxidantes (por interacciones electrostaticas) afectando a su comportamiento
desde el punto de vista de la inhibicion de la oxidacion lipidica. Pryor y col,
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concluyeron que los antioxidantes anionicos como el acido ascorbico eran mas
efectivos frente a la oxidacion lipidica en presencia de una interfase cargada
positivamente (Pryor, et al., 1993). Otros autores han mencionado el impacto de la
superficie cargada negativamente en la cinética de la oxidacion lipidica en emulsiones
estabilizadas con proteinas (Villiere, et al., 2005). Estos autores estudiaron la relacién
entre la disponibilidad de iones metalicos y la estabilidad oxidativa de emulsiones de
aceite de girasol en agua estabilizadas con albumina de suero bovino (BSA) o
caseinato de sodio a un pH de 6,5.La presencia del caseinato de sodio confiere a la
interfase una carga negativa y probablemente esto produzca una atraccion de los
metales hacia la interfase. La presencia de EDTA produce una disminucién en la
cinética de la oxidacion lipidica, debido, probablemente a su capacidad de enmascarar
metales.

La presencia o no de carga en el emulsificante también tiene gran influencia en la
estabilidad de la emulsion desde el punto de vista de la oxidacion lipidica. Algunos
estudios muestran que surfactantes anidnicos como el SDS pueden promover un
aumento en la oxidacion lipidica (Gonzalez, et al., 2015). Esto es debido a las
interacciones electrostaticas que tienen lugar entre la interfase cargada negativamente,
y los iones metalicos presentes incrementando su reactividad con los hidroperoxidos y
los radicales solubles en agua.

Por lo tanto, la ausencia de carga negativa en la superficie de la gota produce una
disminucién en la velocidad en la oxidacion lipidica ya que impide la interaccién con
metales cationicos, los cuales actiian como catalizadores de estas reacciones.

El espesor de la interfase es otra caracteristica que puede afectar a la oxidacion
lipidica. Esta caracteristica puede ser modulada con la eleccion de un emulsificante u
otro (en funcidon de su tamano molecular) o por la introduccion de distintas capas de
biopolimeros alrededor de las gotas (emulsiones multicapas).

La eleccion de emulsificantes de gran tamafio da lugar a interfases gruesas,
impidiendo o disminuyendo las interacciones entre los lipidos y los prooxidantes
presentes en la fase acuosa, o entre los hidroperéxidos y los lipidos, y, por lo tanto, se
produce una disminucion en la velocidad de la reaccion (Chaiyasit, et al., 2000;
Silvestre, et al., 2000). Silvetre y col. (Silvestre, et al., 2000) estudiaron la influencia
del tamafio del grupo de cabeza surfactante del emulsificante en emulsiones de aceite
de salmén en agua estabilizadas con Brij 76 y Brij 700. Sus resultados mostraron que
Brij 700 disminuy6 la produccion de hexanal a partir del linoleato de metilo y la
formacion de hidroperoxidos lipidicos y propanal en emulsiones de aceite de salmén
en comparacion con aquellas estabilizadas con Brij 76. Este efecto también fue
observado por Chaiyasit y col. (Chaiyasit, et al., 2000) al llevar a cabo el estudio
empleando polioxietilen 10 lauril éter y polioxietilen 10 estearil éter. Sus resultados
sugirieron que el tamafio del surfactante jugd un pequefio papel en la oxidacion
lipidica en emulsiones de aceite en agua al observar que un incremento en la cola del
grupo surfactante increment6 ligeramente la estabilidad oxidativa.

Charoen y col. evaluaron la influencia del pH y del tipo de biopolimero empleado
como emulsificante (aislado de proteina procedente del suero de la leche, almidén
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modificado y goma arabiga) en emulsiones de aceite de salvado de arroz en agua.
Obtuvieron que la las emulsones en presencia de goma arabiga fueron altamente
inestables frente a la oxidacion lipidica, mientas que aquellas mientras que las
emulsiones tabilizadas con el aislado de ptroteina y el almidon modificado, resultaron
ser mas estables en términos de oxidacion lipidica (Charoen, et al., 2012).

iv.  Permeabilidad de la interfase: La permeabilidad de la interfase debida al distinto
empaquetamiento que pueden producir distintos surfactantes puede favorecer la
difusiéon de diversos compuestos como el oxigeno molecular, radicales libre o
prooxidantes (metales) hacia la interfase, favoreciendo su interaccion con los lipidos y
provocando su oxidacién (Villiere, et al., 2005).

v.  Composicion quimica de la interfase: La composicion quimica de la interfase puede
jugar un papel muy importante en la estabilidad oxidativa de una emulsion debido a
que los distintos compuestos que forman parte de ella pueden participar de forma
directa o indirecta en las distintas reacciones que pueden tener lugar enmascarando
radicales libres, quelatando metales de transicion o interfiriendo en las distintas
interacciones que pueden tener lugar entre los metales de transicion y los
hidroperdxidos lipidicos (Villiere, et al., 2005; Haahr & Jacobsen, 2008).

El conocimiento y el control de todos estos factores pueden contribuir a mejorar
notablemente la estabilidad de la emulsion.

2.5. MECANISMOS PARA INHIBIR LA OXIDACION LIPIDICA EN LOS SISTEMAS DE EMULSIONES.

La alta susceptibilidad de los 4cidos grasos poliinsaturados a sufrir la oxidacion lipidica
ha restringido en mayor o menor medida su incorporacion tanto en distintas formulaciones
alimentarias, como formulaciones meédicas o cosméticas. Son numerosas las estrategias
empleadas para inhibir la oxidacién lipidica. Los principales puntos de atencién son la
optimizacion de las condiciones de procesado, la utilizacion de distintos sistemas de
administracion de los w3-PUFA vy la adicion de antioxidantes.

Entre las condiciones de almacenamiento o procesado, el envasado al vacio o bajo
atmosfera controlada y el almacenamiento a baja temperatura etc. juegan un papel muy
importante en la estabilizacion oxidativa de estos sistemas.

El empleo de atmosferas controladas en el envasado para extender la vida util de los
alimentos refrigerados se lleva empleando desde hace muchos afos. El CO; es un gas
ampliamente utilizado en los envasados bajo atmosferas modificadas, bien solo, bien
conjuntamente con otros gases. En los afios 70 Kosikowski y col. llevaron a cabo una serie de
estudios relacionados con el almacenamiento de queso y crema agria de queso bajo una
atmosfera controlada de CO, (Kosikowski & Brown, 1973). Estos autores encontraron que el
cuerpo y la textura de la crema agria se mantuvieron en excelentes condiciones durante su
almacenamiento a 4 °C durante en presencia de CO,. Anos después, Buick y col. demostraron
que el envasado de una ensalada vegetal con mayonesa bajo una atmodsfera controlada
compuesta de didxido de carbono/nitrogeno en una composicion 20%/80% respectivamente
extendia la vida util del producto a una temperatura de 4, 10 y 15 °C de almacenamiento al
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retrasar el desarrollo de microorganismos que afectan a la calidad del alimento (Buick &
Damoglou, 1989). Posteriormente Ma y col. estudiaron el efecto que producia la adicién de
CO; en la conservacion de leche (Ma, et al., 2003). Estos autores encontraron que la adicién
de CO, disminuia el crecimiento microbiano y permitia el almacenamiento de la leche, al
menos durante 14 dias a 4°C. Recientemente, Let y col. encontraron que era posible producir
leche pasteurizada enriquecida con aceite de pescado rico en w3-PUFA con caracteristicas
sensoriales aceptables si la temperatura de almacenamiento estaba comprendida entre de 2 y 9
°C (Let, et al., 2005).

En la Tab. 2 se muestra un resumen de los distintos factores que afectan a la estabilidad

oxidativa en productos alimenticios basados en emulsiones enriquecidas con w3-PUFA
(Jacobsen, 2015).
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Factor Emulsion simple O/W Leche Mayonesa
Microfluidizador
versus El microfluidizador reduce

. o NI NI
homogeneizador de la oxidacion
valvula

Efecto del tamafio de la

Condiciones de .,
gota y de la presion

homogeneizacion/

tamafio de la gota depende Fiel tipo de
emulsificante

10% emulsion de NI

aceite en agua

50% emulsion de NI

aceite en agua

0, 1A
70% emulsion de NI

aceite en agua

Pequeiias gotas y presion
elevada produce disminucion
en la oxidacion

Emulsiones con proteinas de
suero de la leche, caseina o -
lactoglobulinas de la leche
incrementan la oxidacion
Emulsiones basadas en
proteinas de suero de la leche
disminuyen la oxidacion

NI

Pequeiias gotas
incrementan la
oxidacion

NI

NI

NI

Tab. 2 Factores que afectan a la estabilidad oxidativa en productos alimenticios basados en emulsiones
enriquecidas con w3-PUFA. NI, no investigado.

Factor Queso crema Yogurt Salsas
Microfluidizador
versus
homogeneizador de NI R NI
valvula
Condiciones de
homogeneizacion/ NI NI NI
tamafio de la gota
10% emulsion de NI NI NI
aceite en agua
Emulsiones basadas
50% emulsion de Emulsiones basadas en en proteinas del suero
. NI proteinas del suero de la leche de la leche
aceite en agua g . ., .
incrementan la oxidacion incrementan la
oxidacion
Emulsiones basadas en
fosfolipidos de la leche,
.y disminuyen la oxidacion.
70% emulsion de EmulsiZnes basadas en NI NI

aceite en agua ,
& proteinas del suero de la

leche y en caseinas,
incrementan la oxidacion.

Tab. 2 (Continuacion) Factores que afectan a la estabilidad oxidativa en productos alimenticios basados en
emulsiones enriquecidas con w3-PUFA. NI, no investigado.

Como ya se ha mencionado anteriormente, existen diversos equipos para la obtencion de
emulsiones (Jafari, et al., 2008). El dispositivo empleado va a influir en las caracteristicas de
la emulsion como por ejemplo el tamafio de gota y ya se ha explicado anteriormente que esto
puede influir en la estabilidad oxidativa de la emulsion. Horn y col. (Horn, et al., 2012)
estudiaron la influencia de los equipos de homogeneizacion como un microfluidizador y un
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homogeneizador de valvula en dos etapas, en la estabilidad oxidativa de emulsiones de aceite
de pescado en agua (10% aceite) preparadas con proteinas lacteas, caseinato de sodio y
proteinas procedentes del suero de la leche como emulsificantes. Ambas emulsiones fueron
preparadas a pH = 7 y con tamafios de gota similares. Sus resultados mostraron que la
estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con caseinato de sodio no se vio
influenciada por el tipo de homogeneizador utilizado. Mientras que, el tipo de equipo de
homogeneizacion influyd significativamente en la oxidacion de lipidos cuando se utilizo la
proteina de suero como emulsionante, con el microfluidizador dando como resultado menores
niveles de oxidacidon. Sugirieron que estos resultados estan relacionados con la distinta
distribucion de los componentes proteicos entre la interfase y la fase acuosa debido a los
distintos patrones de ruptura de las gotas en las camaras de interaccion de ambos dispositivos
para dar lugar a las microgotas. La homogeneizacion con el microfluidizador produjo un
cambio en la composicidon proteica de la interfase comparada con la obtenida cuando se
empled el homogeneizador de valvula. Resultados similares fueron obtenidos por Dalgleish y
col. (Dalgleish, et al., 1996) que estudiaron la composicion de la membrana proteica que
rodeaba las gotas lipidicas de la grasa lactea. Encontraron que el empleo del microfluidizador
provocaba un cambio en las membranas de la proteina alrededor de las gotas de lipido en las
leches microfluidizadas y habia menos micelas intactas o parcialmente intactas formando la
superficie del glébulo de grasa.

El desarrollo tecnoldgico ha permitido disefiar nuevos mecanismos para obtener sistemas
multifasicos que contribuyen favorablemente a la estabilizacion lipidica desde el punto de
vista del desarrollo de la oxidacion, como por ejemplo el encapsulamiento de aquellos
compuestos susceptibles de sufrir oxidacion (Matalanis, et al., 2012; Carneiro, et al., 2013).
Otros ejemplos son la obtencion de sistemas multicapa, particulas de hidrogel rellenas,
particulas lipidicas so6lidas o la obtencion de micro y nanoemulsiones (Lee, S. J., et al., 2011).

Tal y como ya se ha mencionado, las emulsiones multicapa son emulsiones
convencionales en las que la superficie de la gota estd protegida por una o varias capas de
biopolimeros (McClements, D. J., et al., 2007) dando lugar a una interfase muy fina la cual
produce una mayor estabilidad fisica y puede evitar las interacciones entre los componentes
de la fase continua y las gotas de lipidos.

Las emulsiones basadas en particulas de hidrogel rellenas se conocen habitualmente
como emulsiones de aceite-en agua-en agua. Estas particulas estan rellenas de las gotas de
aceite dispersas en el gel (producido a partir de biopolimeros). Su principal ventaja es la
proximidad entre el biopolimero que actlia como antioxidante y las gotas emulsionadas (Wu
& Xiao, 2005).

La obtencion de micro y nanoemulsiones esta directamente relacionada con el incremento
de la superficie interfacial entre las fases aceitosa y acuosa. Mientras que las
macroemulsiones son termodinamicamente estables bajo ciertas condiciones ambientales
(Spernath & Aserin, 2006), las nanoemulsiones con cinéticamente estables. Las
nanoemulsiones son emulsiones convencionales que estan formadas por gotas con un tamafo
contenido entre 1-800 nm (Mason, et al., 2006). No existen muchos estudios relacionados con
la inhibicién de la oxidacién lipidica en nanoemulsiones (Lee, S. J., et al., 2011).
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Las emulsiones con particulas lipidicas solidas son aquellas en las que la fase aceitosa
esta parcial o completamente solidificada y embebida en el emulsificante. Para su obtencion,
las particulas lipidicas solidas se preparan a temperaturas superiores al punto de solidificacion
y luego se enfrian para que tenga lugar la cristalizacion de la gota en la emulsion (Wissing, et
al., 2004).

Sin lugar a dudas, la adicion de antioxidantes es el método mas extendido para inhibir o
retardar el desarrollo de la oxidacion lipidica en emulsiones. La habilidad de los antioxidantes
para inhibir este proceso en estos sistemas multifasicos depende de multiples factores como la
concentracion del antioxidante, su reactividad, el coeficiente de particion entre las distintas
fases que conforman la emulsion y otros factores ambientales como puede ser el pH o la
temperatura (Frankel, E.N., 1998).

Los antioxidantes generalmente funcionan enmascarando radicales libres y/o inactivando
sustancias prooxidantes como los metales de transicion.

Una clasificacion muy util de los compuestos con actividad antioxidante se basa en su
mecanismo de accidon. Segun esto se clasificarian en:

e antioxidantes primarios (‘“‘chain-breaking”): son aquellos que son capaces de
captar radicales libres retrasando la iniciacion o interrumpiendo la propagacion
en el proceso de autooxidacion (Reische, et al., 1998). La efectividad de estos
compuestos va a depender de sus propiedades quimicas, del tipo de sistema (el
mismo compuesto puede comportarse de distinta manera segun sea en sistemas
multifasicos o en aceite puro) y de como se distribuyen en el sistema (Frankel,
E.N., 1998). Porter estableci6 que, de forma general, los antioxidantes lipofilicos
presentan una menor efectividad en sistemas de aceite puro que los antioxidantes
hidrofilicos. De la misma manera, los antioxidantes hidrofilicos presentan menor
capacidad antioxidante en emulsiones que en aceite puro. Es lo que se conoce
como “‘paradoja polar” (Porter, W. L., 1980). Estudios previos en los que se
estudiaba la capacidad antioxidante de Trolox, dcido ascorbico, o compuestos
polifendlicos apoyaban esta hipotesis (Frankel, Edwin N., et al., 1994; Medina, et
al., 2003). Sin embargo, investigaciones mas recientes en las que se empleaban
como antioxidantes compuestos derivados de compuestos fenolicos,
generalmente ésteres con acidos grasos u alcoholes de cadena larga, compuestos
con una mayor lipofilia con respecto a los fenoles de los que derivan, contradicen
esta teoria (Stockmann, et al., 2000; Laguerre, et al., 2010; Panya, et al., 2010)
debido , entre otras causas, a la existencia de posibles impedimentos estéricos
debidos al incremento de la longitud de la cadena y que imposibilita una correcta
disposicion del antioxidante en la interfase.

e Antioxidantes secundarios: Son aquellos cuyo modo de accion en la inhibicion de
la oxidacion lipidica incluye numerosos mecanismos como quelacion de metales
(como el Fe), captacion de oxigeno o desactivacion de especies reactivas. En el
caso de sistemas multifasicos, los mas interesantes son aquellos que presentan
actividad quelatante de metales como el hierro o el cobre, los cuales pueden estar
presentes en la fase acuosa de la emulsion. La mayoria de los agentes quelatantes
(como el AEDT) empleados en la industria son sintéticos (Reische, et al., 1998).
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Sin embargo, otros agentes quelatantes naturales como el acido citrico, a pesar de
ser menos efectivo, resultan mas atractivos para el consumidor.

La eleccion del antioxidante es clave para asegurar que se distribuye en la zona mas
reactiva desde el punto de vista de la oxidacion lipidica. Djordjevic y col. (Djordjevic, et al.,
2004) demostraron que una combinacion de antioxidantes naturales que se disponen en la
superficie de la gota como el tocoferol y el empleo de un agente quelatante metalico de
metales como el AEDT, resulta muy efectiva en la prevencion de la oxidacion w3-PUFA en
emulsiones simples de aceite en agua.

2.5.1. Sustancias antioxidantes de uso alimentario.

Los antioxidantes son sustancias ampliamente utilizadas por la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética en gran cantidad de productos y pueden ser de origen natural o de
origen sintético. Asimismo, los sistemas bioldgicos poseen una cierta proteccion natural
contra la oxidacion aunque en la mayoria de las ocasiones es insuficiente, como en el caso de
los alimentos conservados o procesados. En los productos que sufren transformaciones o estan
almacenados se originan pérdidas de antioxidantes endogenos y con frecuencia, para
mantener su estabilidad oxidativa, es preciso afiadir antioxidantes exdgenos. Antioxidantes
endogenos presentes en la naturaleza son el tocoferol (vitamina E) o el acido ascorbico
(vitamina C) (Fig. 8). Desde el punto de vista nutricional, la vitamina E se considera uno de
los antioxidantes primarios de naturaleza lipidica mas importante para inhibir la peroxidacion
lipidica in vivo.

Los antioxidantes endogenos juegan un papel primordial en la aparicion de los primeros
productos de oxidacion cuando el tejido se almacena post mortem. Pazos y col. (Pazos, et al.,
2005) sugieren que el a-tocoferol es la ultima defensa frente a la oxidacion lipidica del
musculo de pescado almacenado post mortem en estado congelado. El descenso en la
concentracion de este compuesto coincide con el desarrollo de la oxidacion lipidica. El 4cido
ascorbico es un antioxidante hidrosoluble ademas de presentar un elevado poder reductor asi
como un buen agente quelatante de especies reactivas de oxigeno. En algunos sistemas se ha
comprobado la existencia de un fuerte sinergismo con el tocoferol el cual se explica por la
capacidad del ascorbato a regenerar el tocoferol a partir del radical tocoferoxilo, el cual se
produce durante la oxidacion (Iglesias, et al., 2009).

HO o _o

HO OH

Acido Ascorbico a—Tocoferol

Fig. 8 Estructuras del acido ascédrbico y del a-tocoferol.

Asimismo, entre los antioxidantes exogenos que pueden adicionarse a los sistemas
lipidicos se encuentran los compuestos sintéticos que no tienen analogos en la naturaleza. Los
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mas empleados en la industria son el terbutilhidroxianisol (BHA) (Griffin, S. P. & Bhagooli),
el terbutilhidroxitolueno (BHT), la terbutilhidroquinona (TBHQ) y el propilgalato (PG).
Todos estos compuestos se caracterizan por presentar un anillo fenolico con distintos
sustituyentes. Su estructura se representa en la Fig. 9.

OH

CH,;
CH;
CH,

OCH,

BHA

CH
o

O,

HO OH
OH
TBHQ PG

Fig. 9 Estructuras de los antioxidantes sintéticos mas empleados en la industria alimentaria.

El empleo de antioxidantes como aditivos esta regulado por normativas europeas y
espafiolas (Madrid & Cenzano, 2000) las cuales indican la cantidad maxima que se puede
anadir. El BHA es insoluble en medio acuoso. La dosis recomendada es de 0,3 mg/Kg al dia.
El BHT se utiliza siempre mezclado con el BHA y su dosis recomendada es de 0,125 mg/Kg
de peso al dia. Ambos compuestos se han empleado ampliamente para inhibir el desarrollo de
la oxidacion lipidica en emulsiones de aceite en agua (Erickson, 2002b).

2.5.2. Compuestos antioxidantes de origen natural.

Tal y como se ha indicado, el problema de la oxidacion lipidica lleva siendo objeto de
estudio desde hace muchos afios. Sin embargo, la inhibicion de la misma en muchos
alimentos y nuevas presentaciones contintia siendo objeto de estudio debido a una serie de
factores que pueden ser (Frankel, E. N. , 2007):

e El intento a incrementar el grado de insaturacion de los aceites afiadidos en las
formulaciones como una forma de prevencion de las enfermedades coronarias.
Estos aceites provienen principalmente de los lipidos del pescado y de las algas,

ricos en acidos grasos poliinsaturados-m3.

e FEl intento de disminuir el uso de antioxidantes sintéticos.
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e La preocupacion por las consecuencias del empleo de la hidrogenacion parcial de
los aceites como estrategia para disminuir su susceptibilidad frente a la oxidacion
lipidica.

e Fl incremento en el uso de la concentracion de hierro en alimentos infantiles
como cereales o potitos.

En las ultimas décadas se ha producido un gran interés en la sustitucion de los
antioxidantes sintéticos por antioxidantes de origen natural, bien empleados como compuestos
puros, bien empleados como un extracto natural que contiene multiples componentes. Uno de
los posibles motivos que se aduce para ello es la posible toxicidad de estos antioxidantes
sintéticos. Sin embargo, muchos de los estudios encaminados a examinar la potencial
toxicidad se han realizado a concentraciones muy superiores a la dosis recomendada segun la
legislacion vigente y, en consecuencia no son un buen modelo predictivo para observar las
implicaciones a largo plazo que conlleva el uso de estos compuestos (Lanigan & Yamarik,
2002; Jeong, et al., 2005; Labrador, et al., 2007). Por lo tanto, la sustituciéon de estos
compuestos puede no estar justificada en algunos casos.

De cara al consumidor siempre resulta mas atractivo el término “antioxidante natural”
que “antioxidante sintético”. Ello ha provocado que durante los ultimos 30-40 afios se hayan
llevado a cado numerosos estudios relacionados con el empleo de extractos naturales como
antioxidantes. En muchos de estos casos no siempre se conoce la composicion exacta de estas
mezclas y no se han evaluado de una manera clara y concisa los posibles riesgos que puede
conllevar su uso. Si bien es cierto que en el caso de los antioxidantes sintéticos esta
perfectamente definida la concentracion maxima de ingesta diaria, también es cierto, que
existe una laguna legal desde el punto de vista de las concentraciones permitidas en el caso
del empleo de los extractos naturales como aditivos antioxidantes.

Otro de los handicaps que también ha promovido el empleo de antioxidantes naturales es
que numerosos estudios han demostrado su potencial beneficio para la salud Dentro de los
antioxidantes naturales el grupo mas numeroso y que ha sido de los mas estudiados en las
ultimas décadas es el de los polifenoles. (Santos-Buelga & Scalbert, 2000; Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto, 2008; Pandey & Rizvi, 2009). Estos compuestos se encuentran ampliamente
distribuidos en el mundo vegetal.

En base a su estructura quimica, los polifenoles se pueden clasificar en (Manach, et al.,
2004):

e Acidos fendlicos simples que incluyen a derivados de los acidos hidroxibenzoico y
cinamico.

e Flavonoides.
e Lignanos.

e Taninos hidrolizables.
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2.5.2.1. Acidos fenélicos simples.

Los acidos fenolicos simples estructuralmente se caracterizan por tener un esqueleto
fenolico (anillo aromatico con un hidroxilo) Los derivados del 4cido benzoico presentan un
esqueleto C6-C1, mientras que los derivados del acido cindmico presentan una estructura C6-
C3. Muchos de estos acidos forman parte de manera habitual de la dieta formando parte de
cereales (4cido cafeico), de uvas blancas y derivados (acido cafeico, acido p-cumarico), de las
olivas y derivados (dcido p-cumadrico) o de vegetales como las espinacas (acido cafeico, acido
p- cumarico) o el repollo (acido ferulico, acido cafeico, acido p-cumarico), etc.

En la Fig. 10 se representan las estructuras de los fenoles simples.

Derivados del acido hidroxibenzoico Derivados del acido cinamico
(0]
OH OH
2
Ry R,
OH

Ri=H R,=H Acido p-hidroxibenzoico Ri=H R,=H Acido p-cumarico
R=H R,= OCH; Acido vanillico R=H Ry= OCH; Acido feralico
R;=OCH; R,= OCH; Acidosiringico R;=OCH; R,=OCH; Acidosinépico
Ri=OH R,=H Acido dihidroxibenzoico R=OH Ry=H Acido cafeico

R=0OH R,=OH  Acido galico

Fig. 10 Estructura quimica de los distintos acidos fendlicos simples.

Los acidos fenolicos se encuentran de manera habitual conjugados (frecuentemente como
¢ésteres). Un ejemplo es el acido clorogénico, éster derivado del acido cafeico y que después
del proceso de tostacion del café se descompone en 4cido cafeico o el acido rosmarinico.

El 4acido gélico se puede encontrar conjugado como tal o como sus dimeros (4cido
elagico), trimeros (acido tergélico) o tetrameros (acido galagico), los dos ultimos menos
frecuentes (Fig. 11)

(@]
o O, OH
w05
HO OH HO o
OH (0]
Acido galico Acido elagico

Fig. 11 Estructura quimica del acido galico y del acido elagico.

Otros derivados del acido hidroxibenzoico son los alcoholes fendlicos y los estilbenos.
(Fig. 12). Dentro de los alcoholes mas estudiados se encuentran el tirosol y el hidroxitirosol,
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muy abundantes en la aceituna. Los estilbenos presentan un esqueleto de 14 carbones con la
distribucion C6-C2-C6. Dentro de los mas conocidos se encuentran el resveratrol y su
derivado glicosilado, el piceido, ambos aparecen de forma natural en el vino.

Acido rosmarinico
OH

Acido clorogénico OH

HO
OH

Hidroxitirosol

OH ‘ OH ‘ OH
S oy
H (0] OH O
OH

OH
Piceido Resveratrol

Fig. 12 Estructuras quimica de derivados del acido hidroxibenzoico.

La reactividad de los compuestos fenolicos viene marcada por los distintos sustituyentes
que presenta el anillo aromatico en funciéon de los efectos inductivos (en funcion del
sustituyente estabilizardn mas o menos la carga deslocalizada en el intermedio radicalario) y
de los efectos estéricos. Por lo tanto:

e Los grupos donadores de electrones como el grupo metilo o metoxilo en las
posiciones 2 y 4 producen un incremento importante en la reactividad. Esto es
debido a que producen una disminucion del potencial redox del fenol
disminuyendo la energia en el estado de transicion. Sin embargo, si en estas
posiciones tenemos grupos electron-atrayentes, se produce una disminucion en la
actividad antioxidante.

e Los grupos arilo en las posiciones 2 y 4 que producen una deslocalizacion de la
carga en el intermedio radicalario originado en la reaccion, incrementa la
actividad antioxidante.

e Los grupos alquilo voluminosos como el grupo tert-butilo en las posiciones 2 y 6
incrementan la actividad antioxidante mientras que, si estos grupos se encuentran
en la posicion 4, la disminuyen.
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2.5.2.2. Flavonoides.

Los flavonoides presentan un esqueleto comun C6-C3-C6, compuesto por dos anillos

fenilo (denominados A y B) unidos a través de un anillo pirano heterociclico denominado C.
Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glucésidos (, aunque también pueden
aparecer de forma libre o formando dimeros o polimeros.

Los flavonoides se pueden dividir en varios subgrupos atendiendo al estado de oxidacion

del anillo C y de la posicion del anillo B. Dentro de cada subgrupo aparecen numerosos
compuestos que se diferencian entre si por los distintos grupos funcionales y el nimero de
grupos hidroxilo que presentan (Fig. 13). Estos subgrupos son:
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Flavonoles: Se caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4 y un doble
enlace entre los carbonos C, y Cs. En C; presentan, también, un grupo hidroxilo
adicional. El componente mds representativo es la quercetina. Las principales
fuentes de flavonoles son las verduras y las frutas. En menos cantidad también
apareen en el té y en el vino.

Flavonas: Se caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4 y un doble
enlace entre los carbonos C,y Cs. Son los menos abundantes en los alimentos. Se
pueden encontrar en el apio o en el perejil.

Flavanonas: Se caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4. Se
glucosilan principalmente por la unién de un disacarido en el carbono C.
Aparecen en grandes concentraciones en citricos y tomates.

Isoflavonas: El anillo B se encuentra en el carbono C; a diferencia de todos los
demads. Presentan también grupos hidroxilo en los carbonos C;y C4. A menudo
aparecen glicosiladas pero se hidrolizan facilmente en los procesos industriales.
Se presentan en las plantas leguminosas, principalmente en la soja.

Antocianidinas: Constituyen uno de los grupos mas importantes de pigmentos
vegetales. Se presentan habitualmente glucosilados principalmente en el carbono
Cs del anillo C o en las posiciones 5 y 7 del anillo A. La glicosilacion en el anillo
C es menos abundante. Se encuentran mayoritariamente en la fruta aunque
también se pueden encontrar en ciertos vegetales y cereales y en el vino tinto.

Flavanoles: Estos compuestos se caracterizan por presentar el anillo C saturado y
un grupo hidroxilo en el carbono C;. Los mds representativos en los alimentos son
de tipo flavan-3-ol y pueden aparecer como mondmeros (catequinas), como
dimeros condensados, oligdmeros (procianidinas) o polimeros (proantocianidinas
o taninos condensados). La catequina y la epicatequina con compuestos
mayoritarios en las frutas aunque también pueden aparecer en el chocolate o en el
vino. Otros compuestos presentan un hidroxilo en la posicion Cs- del anillo B y es
habitual encontrar compuestos esterificando a un acido galico en la posicion Cs
del anillo C. Estos ultimos se encuentran mayoritariamente en el t¢.
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Fig. 13 Estructura quimica de algunos flavonoides.

2.5.2.3. Lignanos

Los lignanos son metabolitos secundarios de las plantas ampliamente distribuidos en el
mundo vegetal (aunque en bajas concentraciones) como las semillas de lino o de calabaza,

brocoli y en algunas bayas.
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La estructura basica de estas sustancias son dos unidades C6-C3 unidas por enlaces -3’
utilizadas para la nomenclatura de los lignanos. Estos compuestos estan relacionados con la
ruta metabdlica de la fenilalanina a través de la dimerizacion de alcoholes derivados de acidos
cindamicos sustituidos a un esqueleto de dibencilbutano (Fig. 14).

Aunque quizas sean los menos conocidos, diversos estudios epidemioldgicos muestran
sus efectos beneficiosos para la salud (Bylund, et al., 2005; Peterson, et al., 2010; Charu
Katare, et al., 2012) . Hosseinian y col. (Hosseinian, et al., 2006) llegaron a la conclusion de
que lignanos procedentes de semillas de lino pueden ser una buena alternativa para frenar la
oxidacion lipidica en aceites.

OH
H;CO H;CO OH
0 ()
HO HO H
(o)
O OCH; O OCH;
OH OH
7-hidroximatairesinol secoisolariciresinol
HO HO OH
O Ty
OH
o
‘ OH O OH
enterolactona enterodiol

Fig. 14 Estructura quimica de algunos lignanos.

2.5.2.4. Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos formados por acidos fenolicos,
principalmente acido galico con azucares simples. El hamamelitanino o la pentagaloilglucosa
(Fig, 15) son ejemplos de taninos hidrolizables que estan presentes en la Hamamelis
virginiana (Gonzélez, et al., 2010)
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Fig. 15 Estructura quimica de hamamelitanino y pentasgaoilglucosa.

En relaciéon a los mecanismos de accidn antioxidante por cesion de un electrén o un
hidrégeno, depende directamente del potencial de reduccion y de la reactividad de los grupos
hidroxilo (Pokorny, et al., 2001). Generalmente se distinguen tres estructuras que determinan
las propiedades antirradicales y reductoras de los flavonoides:

(a) el orto-dihidroxilo, también denominado resto catecol, del anillo B.

(b) el doble enlace de las posiciones 2 y 3, conjugado con el grupo carbonilo del
carbono 4 del anillo C. Las flavonas, los flavonoles y las isoflavonas poseen esta
estructura conjugada.

(c) la presencia de hidroxilos en las posiciones 3 y 5. La quercetina contiene estas tres
estructuras y ello le confiere mayor potencial antioxidante que el kaemferol, que
no contiene una estructura catecol en el anillo B (Shahidi, F. & Naczk, 1995;
Pokorny, et al., 2001).

Al igual que en los fenoles simples, la actividad antioxidante de los flavonoides depende
de la parte de la molécula con mas eficiencia donadora de electrones. Estudios espectrales han
puesto de manifiesto que la oxidacion tiene lugar en el anillo B, cuando la estructura catecol
esta presente, dando lugar a un radical orfo-semiquinona que facilita la deslocalizacién
electronica. Las estructuras (b) y (c) estabilizan el radical flavonoide generado en el anillo B
(Pokorny, et al., 2001; Heim, et al., 2002).

Ademas:

e Ja presencia de una estructura con tres hidroxilos en orto, denominado grupo
pirogaloilo, mejora la capacidad donadora de electrones.
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e Jos glicésidos presentan menor actividad reductora que las correspondientes agliconas
(Packer, et al., 1999; Heim, et al., 2002).

e Jos restos de acido galico mejoran las propiedades de los monomeros y dimeros para
atrapar radicales libres, debido a la presencia de un grupo pirogalol en el residuo de
acido galico (Rice-Evans, et al., 1996; de Gaulejac, et al., 1999). Sin embargo, la
incorporacion de residuos galato en las procianidinas de tres o mas unidades puede
restar efectividad antirradicalaria, posiblemente debido al aumento de las repulsiones
estéricas (de Gaulejac, et al., 1999).

En relacion a la actividad quelatante de los flavonoides, algunos estudios han sugerido
que los grupos funcionales mas determinantes son el grupo 3°,4’-catecol del anillo B, la
agrupacion 3-hidroxi, 4- ceto del anillo C y la estructura 5-hidroxi, 4-ceto, formada entre los
ciclos A y C (Packer, et al., 1999). El resto catecol del anillo B se ha mostrado mas efectivo
en la complejacion de Cu(Il) que las agrupaciones formadas por el grupo 4-ceto y los grupos
hidroxilo adyacentes de las posiciones 3 y 5 (Brown, et al., 1998). Los restos de acido galico
en taninos y catequinas monoméricas, son los responsables en cierta medida de las
propiedades quelatantes de estos compuestos (Heim, et al., 2002).

2.5.3. Antioxidantes naturales para la inhibicion de la rancidez en sistemas
multifasicos.

Como ya se ha mencionado previamente, los sistemas multifasicos, por su propia
naturaleza son muy susceptibles de sufrir oxidacion lipidica. Especialmente aquellos que
incluyen en su formulacion lipidos muy insaturados.

El empleo de antioxidantes naturales, bien como compuestos puros o como mezcla en un
extracto natural experimenté un gran desarrollo en la década de los 90 con la aparicion de
multiples trabajos relacionados con la adicion de estos compuestos a distintas matrices que
incorporaban lipidos con un alto grado de insaturacion.

El grupo de Frankel llevé a cabo los primeros estudios en los que se observaba la eficacia
de extractos de romero en la inhibicion de la oxidacion lipidica en emulsiones de aceite en
agua comparandolos con el sistema de aceite puro.(Frankel, Edwin N, et al., 1996; Huang, et
al., 1996). En ellos ya se apuntaba que la baja capacidad antioxidante de estos extractos
naturales de caracter hidrofilico se debia a su reparto en la fase acuosa, lejos de la zona donde
realmente tiene lugar el proceso oxidativo. Medina y col. obtuvieron resultados similares
comparando un extracto natural de romero frente a un extracto fendlico proveniente del aceite
de oliva (Medina, et al., 2003). Aunque ambos extractos resultaron efectivos en una baja
concentracion (0,01%), el extracto de romero presentd mejores resultados en el aceite que en
el sistema emulsionado.

El tocoferol se emplea de una forma generalizada como antioxidante natural ya que,
ademas, es uno de los componentes del aceite. Este compuesto presenta mayor actividad
antioxidante en sistemas emulsionados de aceite en agua que en un sistema monofasico de
aceite, debido a su caracter lipofilico y a la denominada “paradoja polar”. El tocoferol es mas
efectivo en emulsiones al situarse en los sitios mas susceptibles a sufrir la oxidacion: las
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interfases aceite-agua y las gotas de aceite, tal y como ya se ha indicado. En un sistema
homogéneo de aceite, el tocoferol se distribuye por toda la fase oleosa, lo cual origina una
baja concentracion de antioxidante en la interfase activa aceite-aire, donde la oxidacion tiene
lugar. El Trolox, un andlogo sintético del a-tocoferol que contiene un grupo acido carboxilico
en sustitucion de la cadena alifatica, es mas efectivo en un sistema homogéneo de aceite que
en aceite emulsionado (Frankel, E.N., 1998).

Otro extracto natural muy empleado desde hace décadas en la inhibicion de la oxidacion
lipidica es el constituido por los polifenoles provenientes del t¢ verde. Estos extractos
presentan una composicion muy variable dependiente de la variedad de la planta y de los
factores ambientales. Los polifenoles mas abundantes son las distintas catequinas,
principalmente la (-)- epigalocatequilgalato que puede representar el 50% del contenido
polifendlico. (Ho, et al., 1997). Sin embargo, el uso de estos extractos sin purificar, pueden
producir un efecto pro-oxidante debido a la presencia de las clorofilas (Wanasundara &
Shahidi, 1998).

Iglesias y col. estudiaron diferentes extractos naturales obtenidos de los residuos
generados en la industria maderera, vinicola, de la sidra y provenientes del arbusto
Hamamelis virginiana (Iglesias, et al.). Los extractos contenian mondmeros de catequina y
dimeros presentando un diferente grado de polimerizacion (nimero de unidades
monomeéricas) y de galoilacion (presencia de unidades de acido galico esterificados).
Establecieron una relacion entre estos dos parametros y su efectividad antioxidante en
sistemas emulsionados. El grado de galoilacion constituyé un factor determinante en la
efectividad existiendo un valor 6ptimo en el que la efectividad es maxima y asociado a una
elevada capacidad para ceder electrones. Los valores Optimos que obtuvieron para estos
parametros fueron, para la galoilacién, de 0,25 mol of galato/mol de polifenol, y para la
polimerizacion de 2,7.

Los compuestos fenodlicos contenidos en el aceite de oliva también se han empleado en
gran medida en la estabilizacion de productos que contienen lipidos muy insaturados. Dentro
de estos extractos pueden mencionarse el hidroxitirosol, tocoferoles o 4cido siringico. Estos
compuestos, debido a su diferente lipofilia se van a comportar de manera diferente en funcién
del sistema objeto de estudio (Montedoro, et al., 1993). Han sido testados en distintos
sistemas con resultados favorables (Medina, et al., 2009). Los trabajos de Sacchi y col.
(Sacchi, et al., 2002), indicaron que los compuestos fendlicos complejos derivados del tirosol
e hidroxitirosol, solubles mayoritariamente en fases oleosas, se hidrolizan durante el
procesado térmico de un producto enlatado. Esta descomposicién de los fenoles complejos
induce un aumento del contenido de fenoles simples, los cuales son mas solubles en fases
acuosas, y pueden por tanto situarse en la interfase agua-musculo donde tiene lugar la
oxidacion. Ambos fenomenos, la hidrolisis y la migracion hacia la fase acuosa, pueden
explicar la perdida de los compuestos fenolicos del aceite de oliva empleado como medio de
cobertura y la proteccion de los acidos w3- PUFA del producto pesquero enlatado.

Comprobaba la eficacia de estos compuestos asociado a los potenciales beneficios que se

han descrito para la salud, los retos actuales van orientados a mejorar su incorporacion en el
sistema para inducir un incremento en su capacidad antioxidante.
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El desarrollo tecnologico ha permitido obtener emulsiones contenidas en capsulas que
mejoran su estabilidad y la obtencion de emulsiones con tamafio de gota mucho mas pequefio
que resultan, a priori, mas estables. Estas estrategias incluyen, por ejemplo, la encapsulacion
de la emulsion para proteger el sistema frente a la oxidacion. (Wu & Xiao, 2005; Polavarapu,
et al.; Carneiro, et al., 2013; Jiménez-Martin, et al., 2016; Lu, W., et al., 2016).

Otras estrategias van encaminadas a la encapsulacion del antioxidante para favorecer su
incorporacion al sistema (Lu, W., et al., 2016) o al desarrollo de envases que contienen
compuestos bioactivos, como antioxidantes, y que, con distintos mecanismos de accion
pueden retardar la oxidacion lipidica. Estos compuestos pueden ser incorporados en el
embalaje de distintas maneras: bien en compartimentos independientes o como etiquetas
adhesivas, o embebidos en el polimero que conforma la matriz del embalaje , multifilms o
inmovilizados covalentemente en la superficie del embalaje que esta en contacto con el
alimento (Tian, et al., 2013).

Uno de los campos que ha sufrido mayores avances en los ultimos afios ha sido el disefio
de antioxidantes a la carta a partir de compuestos naturales, especialmente a partir de
polifenoles (ampliamente distribuidos en el reino vegetal), bien fenoles simples como el
hidroxitirosol (Hyd) o el 4cido gélico (Gal), bien mas complejos como el resveratrol (Res)
epicatequin galato o quercetina (Q). El interés en estos compuestos esta justificado por su alto
valor biologico, farmacologico y propiedades medicinales.

Ya se ha explicado previamente que la capacidad antioxidante de estos compuestos radica
en la presencia de grupos donadores de hidrégeno (Ph-OH, OH, SH), asi como la presencia de
estructuras moleculares (presencia de dobles enlaces conjugados) que extienden la
conjugacion de los hidroxilos fenolicos favoreciendo la deslocalizacion electronica. Pero su
eficiencia antioxidante no so6lo depende de la reactividad debida a su estructura quimica, sino
también de la posibilidad del antioxidante de situarse en el lugar adecuado donde tiene lugar
la reaccion.

Tal y como ya se ha indicado, en sistemas compartimentalizados como las emulsiones, la
oxidacion tiene lugar en la interfase. Por lo tanto, es crucial para que el antioxidante pueda ser
efectivo, que pueda localizarse de forma apropiada en la zona de reaccion. Esta difusion hacia
la zona de accion, asi como la posibilidad de situarse de forma apropiada esta relacionada con
su hidrofobicidad. La polaridad de los distintos compuestos fenolicos debido a la presencia de
los grupos hidroxilo puede imposibilitar la localizacién compuesta del compuesto para que
sea efectivo.

Uno de los métodos mas utiles para mejorar esta hidrofobicidad es la incorporacion de
grupos lipofilicos en la posicion adecuada, ya que la modificacion del grupo polar es dificil y,
ademas, en ella radican las propiedades antioxidantes de estos compuestos (Lipinski, et al.,
2001).

La lipofilizacion consiste, basicamente, en la introduccién de un residuo lipofilico para
mejorar la superficie activa de la molécula original. Ademas, esta modificacion permite un
aumento en su misicibilidad y facilita su incorporacidén en matrices lipidicas ofreciendo un
gran abanico de posibilidades para introducir estos compuestos en diversas matrices de interés
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Introducciéon

tanto en la industria alimentaria, como cosmética o farmacoldgica. Los compuestos
lipofilizados obtenidos se denominan fenolipidos.

Estas rutas sintéticas incluyen desde reacciones de esterificacion clasica a acilaciones
enzimaticas mucho mas selectivas. Estas reacciones se han aplicado para la obtencion de
derivados Hyd (Torres de Pinedo, et al., 2005; Grasso, et al., 2007), Gal (Maldonado, et al.,
2011), IQ (Salem, et al., 2010), ésteres de acido clorogénico (Lopez Giraldo, et al., 2007) o
ésteres de acido rosmarinico (Lecomte, et al., 2010).

Estudios recientes han demostrado el potencial antioxidante de estos compuestos. Sasaki
y col. estudiaron la capacidad antioxidante de ésteres de &cido clorogénico (C4 a C12) en
emulsiones de aceite de Menhaden en agua estabilizada con Brij 35 y buffer fosfato a pH=7
(Sasaki, et al., 2010). Estos autores concluyeron que la esterificacion del acido clorogénico
produjo un aumento de la solubilidad en sistemas lipidicos y de la actividad superficial a
medida que aumentaba el nimero de carbonos e la cadena hidrocarbonada. Sin embargo, no
observaron un incremento en la efectividad antioxidante con respecto a la molécula original.
Si observaron diferencias entre los distintos €steres obteniendo los peores resultados para el
clorogenato de dodecilo. Laguerre y col. evaluaron la actividad antioxidante de ésteres de
acido rosmarinico desde una longitud de cadena C1 hasta C20 en emulsiones de aceite de
girasol estabilizadas con Brij 35 (Laguerre, et al., 2010). Sus resultados mostraron la
existencia de una longitud de cadena Optima para la que se obtenian la mejor actividad
antioxidante (C8) y a partir de la cual, la actividad antioxidante disminuia con el incremento
de la longitud de la cadena, debido a la menos accesibilidad del antioxidante en la interfase
debido a posibles efectos estéricos debido al tamaino de la longitud de cadena.

Por lo tanto, el disefio de compuestos a la carta con un potencial uso como antioxidantes

y que, por su estructura, facilite su incorporaciéon a nuevas formulaciones alimentarias,
bgicas, etc. 1 u .
farmacologicas, etc., constituye un gran reto dentro de este campo
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Objetivos

En los ultimos afios se ha avanzado significativamente en el estudio de las propiedades
beneficiosas para la salud de los lipidos marinos. Ello ha conllevado un interés por parte de la
industria tanto farmacéutica y cosmética o de tecnologia de alimentos a incorporarlos en
multiples formulaciones para enriquecer el producto. Una gran variedad de productos que
incorporan este tipo de compuestos son sistemas multifdsicos o emulsiones. Dada la labilidad
de estos compuestos a sufrir oxidacion, la incorporacion de compuestos antioxidantes que
retrasen o inhiban la oxidacion constituye una alternativa asequible. Uno de los principales
problemas que se pueden presentar a la hora de adicionar estos compuestos en estas
formulaciones es su escasa solubilidad en la matriz. Algo similar sucede cuando la adicion se
realiza en aceites. Recientemente se han desarrollado el disefio de antioxidantes conjugados
formados por la modificacion del antioxidante original mediante la incorporacion de grupos
funcionales, como pueden ser &cidos grasos de distinta longitud de cadena o unidades de
azucar, que, modificando la polaridad, del compuesto original, permitan su incorporacion a
estos sistemas multifasicos o de naturaleza grasa, manteniendo sus propiedades antioxidantes
0, incrementandolas en algunos casos.

Bajo este contexto, este trabajo de investigacion se planted6 con dos objetivos
generales:

e El disefio de compuestos conjugados obtenidos por modificacion de compuestos
naturales de reconocida actividad antioxidante que permitan su facil incorporacién
a matrices empleadas en la industria alimentaria, médica o cosmética sin pérdida
de esta propiedad o incrementando la misma.

e La explicacion del mecanismo de accidn como antioxidante en funcidén de su
estructura en los sistemas modelo de emulsion de aceite en agua y aceite.

Para abordar estos objetivos generales, se llevaron a cabo los siguientes objetivos
parciales:

1. Sintesis de compuestos derivados de fenoles naturales, hidroxitirosol, resveratrol,
acido galico e isoquercitrin, mediante la incorporacion de unidades de glucosa y

acidos grasos con distinta longitud de cadena.

2. Estudio de las propiedades antioxidantes in vitro de los diferentes compuestos
obtenidos.

3. Determinacion del coeficiente de particion, log P, de los distintos compuestos.
4. Estudio del efecto de la adicion de los distintos derivados a sistemas modelo
(aceite y emulsion de aceite) y estudio de las distintas variables que puedan

afectar a su comportamiento.

5. Determinacion del efecto de distintos agentes emulsificantes en la actividad de los
antioxidantes en emulsiones.

6. Establecimiento de los posibles mecanismos de acciéon en relacion a la
estructura/actividad de los distintos compuestos.
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Material y métodos

4.1. SINTESIS DE DERIVADOS DE HIDROXITIROSOL

La sintesis de estos compuestos fue llevada a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Juan Carlos Morales (Instituto de Investigaciones Quimicas-CSIC, Sevilla).

Se han estudiado dos series de derivados de Hyd.

- La primera serie incluy6 ésteres de Hyd mediante la adicion de grupos acilo de
distinta longitud de cadena. Las estructuras de dichos compuestos se representan en la

Fig. 16.
X
OH 0" R Derivados acilados
R=CHs;, Acetato de hidroxitirosol.
R=C3H; Butirato de hidroxitirosol
OH OH R=C;H;5 Octanoato de hidroxitirosol
OH OH R= C;;H,3 Laurato de hidroxitirosol
Hidroxitirosol

Fig. 16 Derivados acilados de hidroxitirosol objeto de estudio.

- La segunda serie incluy6 éteres de Hyd mediante la introduccion de una molécula de
glucosa en cada uno de los grupos hidroxilo del Hyd. Las estructuras de los derivados
glucosilados se representan en la Fig. 17.

OH
Ri= O o R,=R;= OH , Hidroxitirosol-1-O-glucdsido
"0 OH
OH
R]fQ/R3 Ry= /%Oe/o R{=R;= OH , Hidroxitirosol-3-B-glucdsido
HO™ OH
R,
OH
O 0 A .
Ry= R;=R,= OH, Hidroxitirosol-4- 3-glucésido
HOH OH

Fig. 17 Derivados glucosilados de Hyd objeto de estudio.
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4.1.1. Reactivos.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y suministrados por Ridel —Haén
(Ridel-Haén, Seelze, Germany). Ademads, butirato de vinilo, octanoato de vinilo, laurato de
vinilo fueron suministrados por TCI Europe N. V (Boerenveldseweg, Zwijndrecht, Belgium);
la lipasa Candida antarctica (Novozym 435) fue cedida por Novozymes A/S.

4.1.2. Procedimiento experimental.

e El Hyd se prepard por reduccion con hidruro de litio y aluminio en THF (reflujo 2
horas) del 4cido 3,4-dihidrofenil acético siguiendo el procedimiento descrito por
Capasso y col. (Capasso, et al., 1999).

e Los derivados lipofilicos de Hyd se obtuvieron a partir del mismo mediante
acilacion quimica segun los procedimientos descritos por Torres de Pinedo y col.
(Torres de Pinedo, et al., 2005) y Grasso y col. (Grasso, et al., 2007). En un balon
de reaccion se afiadieron Hyd (200mg, 1,298 mmol, 1 equiv) y un exceso de
agente acilante (20 equiv), acetato de vinilo, butirato de vinilo, octanoato de
vinilo, laurato de vinilo, segun el derivado empleando fert-butil metil éter como
disolvente de reaccion. Se anadid la lipasa Candida antarctica (180 mg) y la
mezcla se agité a 40°C durante 60 min. Transcurrido este tiempo, el enzima se
decantd y se separd. El disolvente se evapor6 y el producto de reaccion fue
purificado por cromatografia en columna.

e El hidroxitirosol-1-O-B-glucésido, se prepard por glicosilacion del Hyd con los
grupos hidroxilo ortofenolicos protegidos como dimetilacetal. La glicosilacion se
llevo a cabo usando 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-D-glucopiranosil tricloroacetimidato
como donador del grupo glucosilo (Schmidt, et al., 1984) y catalizada por
BF;-Et,0. La hidrdlisis del acetal se llevo a cabo con TFA puro en CH,Cl,. La
hidrélisis de los grupos benzoilo realizd mediante hidrdlisis basica usando
NaOMe en metanol dando lugar al hidroxitirosol-1-O-B-glucdsido (Esq. 1).

e Los derivados de Hyd con [B-glucosa en las posiciones fendlicas 4 y 5 se
sintetizaron como una mezcla de regioisomeros a partir del acetato de
hidroxitirosol y empleando el tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-
glucopiranosilo, mas reactivo, como el donador del grupo glucosilo. La
desproteccion se llevo a cabo en condiciones basicas estandar (Na,CO;, MeOH)
dando lugar a una mezcla de regioisomeros de hidroxitirosol-3-f-glucosa e
hidroxitirosol-4-p-glucosa (Esq. 2).
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OBz
HO 6} o
BzO NH
\/\CE >< . B20 J\
o OBz ‘O CCly
BF; OFEt,
CH,Cl,
OBz
BzO 0 / < 2 Q
BzO 0 /\v
OBz O
TFA, CH,Cl,
OBz
BzO O / < 2 OH
BzO o
OBz OH
NaOMe, MeOH

OH
0 OH
HO
Hoﬁo# :
OH OH

Hidroxitirosol-1-O-glucé sido, Hyd-1-Glu

Esq. 1 Ruta sintética para la obtencion de hidroxitirosol-1’-0-B-glucésido.

OAc
HO OAc AcO O NH
+ AcO )J\
HO OAc O CCl,
BF3OEt2
CH,Cl,

OAc OAc
HO A0 f0)
c
AcO R OAe T "TAc0 O
AcO (0] OAc OAc
OAc HO
Na,CO3, MeOH, H,0

OH OH
HO@_L 0
HO
HO R o+ o ©
HO 0 OH OH
OH HO

Hidroxitirosol-3'-O-B-glucosilo Hidroxitirosol-4'-O-B-glucosilo

Esq. 2 Ruta sintética para la obtencion de hidroxitirosol-3’-0-B-glucésido y hidroxitirosol-4’-0--glucésido.
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4.2. SINTESIS DE DERIVADOS DE RESVERATROL.

La sintesis de estos compuestos fue llevada a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Juan Carlos Morales (Instituto de Investigaciones Quimicas-CSIC, Sevilla).

Las modificaciones llevadas a cabo en el esqueleto del resveratrol (Res) incluyeron:

- la introduccion de grupos acilo (acetato y estearato) en los distintos grupos
hidroxilo del esqueleto del Res.

- la introduccion de una o dos unidades de glucosa en los distintos grupos hidroxilo
del esqueleto del Res.

- la adicion de grupos acilo de distinta longitud de cadena sobre el residuo de

glucosa (hidroxilo en la posicion C6) en la posicion 4’ del Res.

Las estructuras de los distintos compuestos sintetizados se muestran en la Fig. 18.
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OH

OH Resveratrol

OH 4 _OH
/%OQ/O 3 X ‘
HO oH O

HO
OH 5
R;=COCy;H35 R,=H, 3- estearoilresveratrol OH
R,=H R, = COCy7H;5 4'-estearoilresveratrol Piceido: Resveratrol -3 -B-glucopiranésido
R =COCH; R,=H 3-O-acetilresveratrol
R, =H R,=COCH;3  4-O-acetilresveratrol

R; =COCH; R,=COCH;  3,4'-O-diacetilresveratrol

1 = B-glucosa R, =H Resveratrol - 3.5 - di-glucopiranésido
R,=H R,= B-glucosa  Resveratrol - 3.4' - di-glucopiranésido

OH 4' _OR,
0 g
HO /%0 3 NN
HO OH R
5

OR,

?SL(O
4 _OH n=2  Piceido - 6 - butirato
0 o) 3 S n= Piceido - 6 -octanoato
HO O n=10 Piceido - 6 - dodecanoato
HO OH n=14  Piceido - 6 - hexadecanoato
5

n=16 Piceido - 6 - octadecanoato
OH

Fig. 18 Estructuras de derivados de Res objeto de estudio.

4.2.1. Reactivos.

Todos los reactivos y disolventes empleados fueron de grado analitico o de grado HPLC

(Ridel-Haén, Seelze, Germany). El Res fue cedido por el Profesor. J. C. Espin (CEBAS,
CSIC, Murcia). La lipasas Candida antdrctica B (Novozyme 435) y Thermomyces
lanuginosus y fueron cedidas por Novozymes A/S y Alcaligenes sp. (Lipasa QLG) fue cedida
por Meito Sangyo Co. (Japdn). Acetato de vinilo, piceido y 2-metil-2-butanol fueron
suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Butirato de vinilo, octanoato de
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vinilo, laurato de vinilo, palmitato de vinilo y estearato de vinilo fueron adquiridos en TCI
Europe N. V (Boerenveldseweg, Zwijndrecht, Belgium). Los disolventes se secaron sobre
moléculas de sieves de tamafio 3 A.

4.2.2. Procedimiento experimental.

e Los derivados glucosilados del Res fueron sintetizados quimicamente seguin el
procedimiento descrito por Zhang y col. con algunas modificaciones (Zhang, et al.,
2006). En un primer paso, los grupos hidroxilo del Res se protegieron de forma no
selectiva como fert.-butildimetilsilil derivados en presencia de iidazol anhidro en
DMF y a temperatura ambiente. Los distintos compuestos se separaron
cromatograficamente y cada silil derivado de Res se glicosilé empleando como
donante de la unidad de glusosilo, el tricloroacetimidato de 2,3,4,6 -tetra-O-
benzoil- glucopiranosilo. La reaccion se llevo a cabo en diclorometano y
empleando triflato de trimetilsililo como promotor. Por utlimo, la la hidrdlisis con
MeONa 3N en MeOH/THEF (5:1) dio lugar a los distintos derivados glucosilados.

e La sintesis de los derivados acilados de piceido se llevo a cabo siguiendo el
procedimiento descrito por Larrosa y col. (Larrosa, et al., 2010). La sintesis se
llevd a cabo en un uUnico paso mediante acilacion enzimatica del piceido
empleando la lipasa Thermomyces lanuginosus inmovilizada en silica granulada.
La reaccion se llevdo a cabo en alcohol tert-butilico y los agentes acilantes
empleados fueron butirato de vinilo, octanoato de wvinilo, laurato de vinilo,
palmitato de vinilo y estearato de vinilo.

4.3. SINTESIS DE DERIVADOS DE ACIDO GALICO.

La sintesis de estos compuestos fue llevada a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Juan Carlos Morales (Instituto de Investigaciones Quimicas-CSIC, Sevilla).

La serie de compuestos estudiados incluyo la introduccion de una unidad de glucosa en el
hidroxilo del carbono 3 del anillo aromatico a partir del correspondiente galato de alquilo
comercial a excepcion del galato de decilo (que fue sintetizado) (Fig. 19).

3-Glucosil galato de butilo

ol n=1
OH OH n=3 3-Glucosil galato de hexilo
HO OH %O oH n=5 3-Glucosil galato de octilo
% oH n=7 3-Glucosil galato de decilo
n=9 3-Glucosil galato de dodecilo
n=1
o oH 7 ot TR el
Acido Galico

Fig. 19 Estructuras de los derivados glucosilados de ésteres de Gal estudiados.
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4.3.1. Reactivos.

Todos los reactivos y disolventes empleados fueron de grado analitico o de grado HPLC
(Ridel-Haén, Seelze, Germany). Ademas, Gal fue suministrado por Sigma (St. Louis, MO,
USA). Galato de butilo, galato de hexilo, galato de octilo, galato de dodecilo, galato de
hexadecilo y galato de octadecilo fueron adquiridos en TCI Europe N. V (Boerenveldseweg,
Zwijndrecht, Belgium).

4.3.2. Procedimiento experimental.

Todas las reacciones fueron monotorizadas por cromatografia en cafa fina Silica-Gel 60
Fis4 (Merck). Como revalador se emple6 Mostain (500 mL, 10% H,SO4, 25 g de
(NH4)sM070,4-4H,0, 1 g de Ce(SO4)2-4H,0). Los productos de reaccion se purificaron por
cromatografia en columna empleando como fase estacionaria Silicagel 60 (200-400 mesh) de
Merck y como fase mévil una mezcla de hexano-acetato de etilo en distinta proporcion en
funcion del galato de alquilo.

e La sintesis de galato de decilo se llevo a cabo por la reaccioén de &cido gélico con
decanol en THF empleando N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) como
catalizador (Yuji, et al., 2007).

e La sintesis de los derivados glucosilados se llevd a cabo a partir de los derivados
acilados correspondientes segun el procedimiento descrito por Maldonado y col.
(Maldonado, et al., 2011). En un primer paso, los hidroxilos de las posiciones 4 y 5
se protegieron como acetales tratando los alquil derivados con 2,2-
dimetoxipropano, en presencia de acido sulfonico, en cloroformo con rendimientos
moderados. A continuacion se llevo a cabo la reaccion de glicosilacion siguiendo
el protocolo clasico de Schmidt’s (Schmidt & Michel, 1982; Schmidt & Kinzy,
1994; Nicolaou & Mitchell, 2001) empleando tricloroacetimidato de glucosilo en
presencia BF;-OEt; como promotor, en CH,Cl, y a temperatura ambiente. Estas
condiciones de reaccion dieron lugar a los productos B-glicosilados de forma
estereoselectiva y con los grupos hidroxilo de la unidad de la glucosa protegidos
como ¢ésteres acetato. A continuacidn, los compuestos obtenidos se sometieron a
distintas condiciones para liberar todos los grupos hidroxilo. En un primer paso, la
hidrdlisis del acetal se llevo a cabo en presencia de TFA seguido de hidrélisis con
Na,COs, en metanol para obtener los glucosil derivados. En el Esq. 3 se representa
de forma general los pasos seguidos en la sintesis de los derivados glucosilo a
partir de los alquil galatos correspondientes.
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o OH
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Esq. 3 Ruta sintética para la obtencion de los derivados glucosilo de los alquil galato. R se corresponde con
cada una de las cadenas alquilo de los ésteres de galico de partida, butilo, hexilo, octilo, decilo, dodecilo,
hexadecilo y octildecilo.

4.4. SINTESIS DE DERIVADOS DE ISOQUERCITRIN.

La sintesis de estos compuestos fue llevada a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Juan Carlos Morales (Instituto de Investigaciones Quimicas-CSIC, Sevilla).

El isoquercitrin (IQ) es un polifenol que pertenece a la familia de los flavonoides. Es el
derivado glucosilado de la quercetina en la posicion 3 y se encuentra de forma natural en
algunas especies de ruibarbo y en el mango. Los compuestos estudiados incluyeron la adicion
de un grupo acilo en el hidroxilo de la posicion 6 del resto de glucosa (Fig. 20).

Isoquercitrin

n=2; 1Q-C4
n=06; 1Q-C8
n=38; 1Q-CI10
n=10; 1Q-C12
n=12;1Q-Cl4
n=14; 1Q-C16

Fig. 20 Estructura de quercetina, isoquercitrin y derivados acilados de isoquercitrin.
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4.4.1. Reactivos.

Todos los reactivos y disolventes empleados fueron de grado analitico o de grado HPLC
(Ridel-Haén, Seelze, Germany). Ademas, la lipasa Thermomyces lanuginosus (Lypozyme®
TL IM) fue cedida por Novozyme S/A. Quercetina (Q) e IQ fueron suminsitrados por Sigma
(St. Louis, MO, USA). Butirato de vinilo, octanoato de vinilo, laurato de vinilo, decanoato de
vinilo, palmitato de vinilo y miristato de vinilo fueron adquiridos en TCI Europe N. V
(Boerenveldseweg, Zwijndrecht, Belgium).

4.4.2. Procedimiento experimental.

La sintesis se llevd a cabo mediante acilacién enzimadtica seglin el procedimiento descrito
por Salem y col. (Salem, et al., 2010) con algunas modificaciones. El procedimiento general
consistio en la adicion de la lipasa Thermomyces lanuginosus (Lypozyme® TL IM) (100 mg)
a una mezcla de IQ (100 mg, 0.215 mmol, 1 equiv) y el correspondiente agente acilante (5
equiv) en 15 mL de tert-butanol en un balén de reaccidon seco. La reaccion se llevd a cabo a
una temperatura de 55 °C y con agitacion durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, el
enzima se decantd y se separ6. El disolvente se evapord y el producto se purificod por
cromatografia de exclusion por tamafio en una columna Sephadex LH20 y empleando
metanol como eluyente.

Los agentes acilantes empleados fueron: butirato de vinilo, octanoato de vinilo, laurato de
vinilo, decanoato de vinilo, palmitato de vinilo y miristato de vinilo en funcién del producto
deseado.

4.5. ANALISIS POR CROMATOGRAFiA LIQUIDA DE ALTA EricaciA (HPLC) DE
COMPUESTOS FENOLICOS.

Todos los compuestos estudiados en el presente trabajo se analizaron por HPLC en fase
reversa. El equipo estaba provisto de una bomba cuaternaria Alliance 2695 de Waters
acoplada a un detector de diodos array (DAD) 2996 de Waters.

El Hyd, los derivados de Hyd, Res y todos los derivados de Res se analizaron siguiendo
la siguiente metodologia:

Se empled una columna Symmetry C18, 3,5 pm (2,1x150 mm) de Waters trabajando a un
flujo de 0,2 mL/min y a temperatura ambiente. Los eluyentes fueron: [A]= AcOH, 0,05% y
[B]= ACN. Se emple6 un gradiente que fue del 2% de B al 100% de B en 25 min y se
mantuvo en estas condiciones durante 25 min.

El acido galico y sus alquil derivados se analizaron bajo las siguientes condiciones:
Se empled una columna Symmetry C18 Column, 100A, 5 um, 4.6 mm X 250 mm de
Waters trabajando a un flujo de 1mL/min y a una temperatura de 35°C. Los eluyentes fueron

[A]= 0,01% Férmico y [B]= ACN:IPA 50:50. Se emple6 un gradiente del 40% de B al 100%
de B durante 25 min y se mantuvo en estas condiciones durante 5 min.
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El isoquercitrin, los alquil derivados de isoquercitrin y los glucosil alquil derivados de
acido galico, se analizaron bajo las siguientes condiciones:

Se empled una columna Symmetry C18 Column, 100A, 5 pm, 4.6 mm X 250 mm de
Waters trabajando a un flujo de ImL/min y a una temperatura de 35°C. Los eluyentes fueron
[A]= 0,01M AcONH,4 pH=4,5y [B]= ACN:IPA 50:50. Se empled un gradiente del 40% de B
al 100% de B durante 25 min y se mantuvo en estas condiciones durante 5 min.

4.6. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION AGUA/1-OCTANOL, LOG P.

La determinacion del coeficiente de particion en agua/l-octanol como log P se llevo a
cabo siguiendo dos procedimientos.

4.6.1. Derivados de hidroxitirosol y resveratrol.

Estos analisis fueron llevados a cabo en colaboracion con el grupo de Dr. Juan Carlos
Morales (Instituto de Investigaciones Quimicas-CSIC, Sevilla).

Se prepar6 una dispersion de cada compuesto en 1-octanol en una concentracion 0,3 mM.
Se calentd a 60 °C para favorecer la solubilizacion de los distintos compuestos. Se obtuvo el
espectro de UV y se determind el valor maximo de la absorbancia (4). A continuacién se
tomaron volumenes iguales de la disolucién organica (2 mL) y buffer fosfasto (0,1 M,
pH=7,4) y se agitaron vigorosamente en Vortex durante 1 min. Se dejo estabilizar la mezcla
hasta separacion de las fases (30 min) y se midid la absorbancia maxima de la fase orgéanica

(4x).

EL coeficiente de particion (log P) se determiné a partir de la ecuacion:

P ="t~ a)

Si los valores experimentales no resultaban consistentes, log P se calculé usando la
fragmentacion de Crippen incluida en el Software ChemBrioDraw Ultra 11.0 (Ghose &
Crippen, 1987).

4.6.2. Derivados de acido galico e isoquercitrin.

La evaluacion del coeficiente de particion de los derivados de Gal e 1Q, se determin6 por
cromatografia liquida de alta eficacia segun el procedimiento descrito por Rothwell y col. con
ligeras modificaciones (Rothwell, et al., 2005).

Para ello se prepard una dispersion de 0,15 mg/mL de cada compuesto en 1-octanol (1

mL). Se calentd a 45 °C para favorecer la solubilizacion de los distintos compuestos. Se
anadio 1 mL buffer Tris-HClI 50 mM, pH=7,4. y se volvio a agitar vigorosamente durante 1
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min. Se centrifugd durante 15 min a 3500 rpm y a temperatura ambiente, para favorecer la
separacion de las fases.

La fase acuosa se analizd directamente por HPLC segun las condiciones descritas
previamente para cada tipo de familia de compuestos. La fase oleosa se extrajo con etanol
absoluto (2 x 1 mL), se juntaron las fases etanélicas extraidas, se llevaron a sequedad, se
resuspendié en 1 mL de etanol y analiz6 por HPLC segin las condiciones descritas
previamente.

La cuantificacion de los distintos compuestos se llevd a cabo mediante HPLC segun las
condiciones descritas previamente para cada tipo de familia de compuestos. Se realizé una
calibracién externa para cada uno de los compuestos estudiados (R? > 0,9998). La A a la que
se llevd a cabo el analisis cuantitativo fue de 280 nm.

El coeficiente de particion (log P) se determiné a partir de la ecuacion:

P = Cbuffer

Cl—octanol

siendo Cppr la concentracion del compuesto en la fase acuosa (buffer) y Ciocianor la
concentracion en 1-octanol después de la mezcla.

4.7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA.

La capacidad de los compuestos fenolicos para atrapar radicales se evalué mediante dos
métodos:

- Capacidad de eliminacién del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH").

- Ensayo TEAC (Total Egquivalent Antioxidant Capacity) Capacidad de
eliminacion del radical cationico libre 2,2 azinobis (acido 3-etilbenzotiolin-6-
sulfonico) ABTS "comparando con la capacidad de un antioxidante estandar,
Trolox (anélogo de la vitamina E).

4.7.1. DPPH.

La capacidad antirradicalaria de captacion del radical DPPH se evalu6 segin el método
de von Gadow y col. (von Gadow, et al., 1997). El seguimiento de la reaccion se realiz6 por la
medida de la absorbancia a 515 nm transcurridos 16 minutos en un espectrofotometro Uv-vis
Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA).
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4.7.1.1. Reactivos.

DPPH fue suministrado por Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los disolventes
empleados fueron de grado analitico (Merck, Hohenbrunn, Germany).

4.7.1.2. Procedimiento experimental.

Se afiadieron 3 mL de una disolucion de DPPH 6-10” M (se pesaron 0,01478 g de DPPH
y se llevaron a 25 mL de MeOH; 1 mL de esta disolucion se llevo a un volumen de 25 mL de
MeOH constituyendo la disoluciéon de trabajo).a 75 pL de la disolucion fendlica.
Transcurridos 16 min se procedio a la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro Uv-
vis Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA). Se defini6 el porcentaje de
captacion del radical DPPH como:

% CAPTACION = ((Abst=°mi" ~AbSt=16min)y AbBSieg i ) %100
=U0min

Se prepararon distintas concentraciones de disolucion fendlica y con las lecturas
obtenidas se represent6 el % CAPTACION de radical DPPH frente a la concentracion para
cada compuesto. Se definio la ECsy como la concentracion del extracto que presentd un
porcentaje de captacion del radical DPPH del 50%.

4.7.2. ABTS" (TEAC).

Este ensayo analizd la capacidad de captacion del radical radical cationico, sal de
diamonio del 2,2 azinobis (4cido 3-etilbenzotiolin-6-sulfénico) ABTS™" y Se expresa la
capacidad de captacion del radical ABTS “como equivalentes a la capacidad antioxidante del
Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2 carboxilico). El ensayo se determind
acorde con el método descrito por Miller y col. (Miller & Rice-Evans, 1995).

4.7.2.1. Reactivos.

Los reactivos ABTS'™, NaCl, KH,PO,, Na,HPO,, KCI, NaN;, K,S,05 fueron
suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). El agua empleada en el analisis fue
de grado Milli Q. Los disolventes empleados fueron de grado analitico (Merck, Hohenbrunn,
Germany).
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4.7.2.2. Procedimiento experimental.

Se prepard una disolucion de ABTS 7 mM en tampon fosfato alcalino (PBS) pH=7,4
como sigue: 384 mg de ABTS™" y 66,2 mg de K,S,05 se disolvieron en 100 mL de tampén
PBS (8,0 g de NaCL, 0,2 g de KH;,Po4, 1,15 g de Na,HPOy4, 0,2 g de KCl y 0,2 g de NaN3 en
un litro de agua Milli Q). Se mantuvo en agitacion constante durante 16 horas y protegido de
la luz (reactivo TEAC).

Se diluyod el reactivo TEAC con tampon fosfato salino, PBS, hasta que presentd una
absorbancia préoxima a 0,7 unidades de absorbancia. El ajuste de la absorbancia del
espectrofotometro se realizd con un blanco con PBS.

A 30 pL de disolucién fenodlica se le afiadieron 3 mL de reactivo TEAC. Se incubd la
muestra a 30 °C y transcurridos 6 minutos se procedié a la lectura en un espectrofotometro
Uv-vis Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA) a 734 nm. Se realizo un
control de la muestra con el disolvente de la disolucion fenolica (agua, MeOH o EtOH).

Se prepararon distintas concentraciones de los compuestos objeto de estudio y se
representd la curva correspondiente de concentracion frente a absorbancia. Se realizd un
calibrado con disoluciones acuosas de Trolox en un intervalo de 0,1 a 2 mM. Se establecio el
porcentaje de captacion de radical equivalente al que tiene una disolucion 1 mM de Trolox o
de 0,5 mM de Trolox si el compuesto presentaba una actividad muy baja.

4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD REDUCTORA.

El poder reductor de los fenoles se determind por el método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), basado en el potencial de los compuestos para reducir los iones férricos.
Este método mide el aumento en la absorbancia a 593 nm, que se produce cuando el complejo
Fe(I)-tripiridiltriazina (TPTZ) se reduce a Fe(II)-TPTZ. Este complejo presenta un intenso
color azul. El protocolo seguido fue una adaptacion del procedimiento indicado por Benzie y
Strain (Benzie & Strain, 1996).

4.8.1.1. Reactivos.

2,5,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), FeCl;-6H,0, AcONa-3H,0, AcOH, HCI, FeSO4-3H,0.
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los disolventes empleados fueron de grado analitico
(Merck, Hohenbrunn, Germany).

4.8.1.2. Procedimiento experimental.

El reactivo FRAP se prepar6 diariamente a partir de una mezcla de una disolucion de
tampon acetato 300mM a pH=3,6, de una disolucién 10mM de TPTZ en 40 mM de HCl y de
una disoluciéon acuosa de FeCls;-6H,0 20 mM en una relacion volumétrica 10:1:1. El tampon
acetato se prepar6 mezclando 3,1 g de AcONa-3H,O con 16 mL de HCI y llevado a un
volumen de 1 L de agua Milli Q. La disolucién de TPTZ se preparo6 disolviendo 0,0312 g del
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mismo en 10 mL de agua Milli Q y 35,2 uL de HCI comercial. La disolucion de, FeCls;-6H,O
se prepar6 disolviendo 0,054 g del cloruro en 10 mL de agua Milli Q.

En tubos de ensayo conteniendo 0,1 mL de la disolucion fendlica, se anadieron 3 mL de
reactivo FRAP. Transcurridos 6 minutos se realizd la lectura a 593 nm en un
espectrofotometro Uv-vis Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA). El
blanco se sustituy6 por agua. La capacidad reductora de los compuestos fenolicos se estudio a
varios niveles de concentracion.

La recta de calibrado se construyo con patrones acuosos de FeSO4-3H,0. La capacidad de
donacion de electrones se corresponde con la pendiente del ajuste lineal entre la concentracion
fenolica y la reactividad al reactivo FRAP.

4.9. ANALISIS SENSORIAL.

Para llevar a cabo el andlisis sensorial de los aceites y emulsiones de aceite en agua, los
matraces Erlenmeyer que contenian las muestras se agitaron y se dejaron atemperar 10
minutos. Posteriormente un panel entrenado formado por cuatro especialistas evalud el
desarrollo de los aromas asociados a la rancidez. Se establecieron tres niveles de aroma
relacionados con la rancidez: sin olor, rancidez incipiente y rancio.

4.10. SISTEMA MODELO. ACEITES.

4.10.1. Descripcion del sistema modelo. Caracterizacion.

El aceite de pescado empleado fue un aceite de bacalao (Gadus morhua) proporcionado
por Fluka (New-Ulm, Swizerland). Su contenido en 4cidos grasos se caracterizé mediante
cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama, siguiendo el procedimiento
descrito por Christie (Christie, 1982).

4.10.1.1. Reactivos.

Los disolventes empleados (diclorometano, metanol, tolueno) fueron de grado analitico.
Todos los disolventes y reactivos (4cido nonadecanoico, cloruro sédico y H,SO4) fueron
suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.10.1.2. Procedimiento experimental de determinacion de composicion en
acidos grasos del aceite.

Un volumen de disolucion de aceite en diclorometano conteniendo 0,6 mg de aceite se
llevo a sequedad bajo atmosfera de nitrégeno. Se aniadieron 400 pl de tolueno y 2 mL 0,6 mg
de ceite se disolvieron en 400 pL de tolueno. Se afiadieron 2 mL de una disolucion metandlica
de H,SO4 al 1% y 100 pL de una disolucioén 0,4 mg/mL en tolueno de 4cido nonadecanoico, y
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se incubd la mezcla a 50 °C durante 15 h. Transcurrido este tiempo, se dejé atemperar y se
afiadieron 5 mL de una disolucién de cloruro sodico al 5% en agua. Se tomaron 100 uL de la
fase toluénica y se trasvasaron a un vial para inyectar en el cromatografo de gases. La
identificacion se llevo a cabo por comparacion con una mezcla de acidos grasos comercial
(Fame Mix 37 de Supelco). La cuantificacion se llevo a cabo empleando acido nonadecanoico
como patrdn interno.

4.10.2. Preparacion de los antioxidantes. Adicion al sistema modelo.

Inicialmente se prepararon disoluciones stock de Img/mL (p/v) de los distintos
compuestos en agua, metanol o etanol segin el grupo de compuestos estudiados.

La muestra de aceite (3 g) se dispuso en un matraz erlenmeyer de 50 mL provisto de tapa.
Previamente a la incorporacion del aceite, se afiadio el compuesto fenolico objeto de estudio
en un pequefio volumen de disolvente el cual se evapord en corriente de nitrégeno vy,
répidamente, se afiadieron 3 g de aceite de pescado. A continuacion se agité durante 30 s en
vortex para favorecer la disolucion del compuesto fendlico en el sistema. Las muestras control
contenian so6lo aceite de pescado.

4.10.3. Estudio del desarrollo de la oxidacion.

La oxidacion de las muestras de aceite se activé térmicamente en una estufa. El rango de
temperaturas utilizado varié en funcion de las familias de compuestos y estuvo comprendido
en un intervalo de 40-50 °C. Los sistemas se muestrearon diariamente y la extension de la
oxidacion se evalu6 mediante el analisis de los hidroperéxidos con dienos y trienos
conjugados.

El contenido de hidroperoxidos conjugados se analizd segiin el método descrito en la
AOCS (AOCS, 1989). Este método consiste en la determinacion espectrofotométrica de la
absorbancia a 234 y a 268 nm, longitudes de onda que se corresponden con los maximos de
absorcion de los hidroperdxidos con dobles y triples enlaces.

Los sistemas con los aditivos correspondientes y los sistemas control se prepararon por
triplicado.

4.10.3.1. Reactivos.

El hexano empleado fue de grado analitico y suministrado por Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

4.10.3.2. Procedimiento experimental.

Se tomaron alicuotas del aceite (5 nL), después de agitar vigorosamente la muestra, y se
disolvieron en 10 mL de hexano. Las disoluciones resultantes se agitaron durante 30 s en un
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vortex y se midié su absorbancia a 234 y a 268 nm en un espectrofotometro Uv-vis Beckman
DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA).

El contenido en hidroperoxidos con dobles y triples enlaces conjugados se expresd en
mmoles de Hidroperoxidos por Kg de aceite a partir de la siguiente ecuacion derivada de la
Ley de Beer:

mmol Hidroperoxidos/Kg aceite = (A-V-1 0’ )/(e-b-V"-d)

donde A representa la absorbancia a 234, o 268 nm, V' el volumen final en mL, ¢ es el
coeficiente de absortividad molar de los hidroperéxidos conjugados (considerandose el valor
correspondiente al 4cido linoleico: 29000 L mol' cm") (Chan, 1987), b es el recorrido optico
de la cubeta (1 cm), V" son los mL de muestra empleados y d es la densidad del aceite de
higado de bacalao (0,920 g/mL).

La evaluacion de la efectividad antioxidante se llevd a cabo analizando las cinéticas de
formacion de los hidroperoxidos conjugados de las distintas muestras y se determiné la
actividad antioxidante de los compuestos fenolicos en base a los periodos de induccidn, a los
porcentajes de inhibicion y a la cantidad méxima de los productos de oxidacién formados.

El periodo de induccion es el tiempo a partir del cual, se produce un cambio brusco en la
velocidad de la oxidacion. Se calculdo como el punto de corte de las tangentes
correspondientes a las zonas de iniciacion y propagacion de la curva cinética de oxidacion
(Frankel, E.N., 1998).

El porcentaje de inhibicidon se calculd en la fase de propagacion de la oxidacion, por
modificacion de la formula propuesta por Frankel (Frankel, E.N., 1998):

-100
C—C,

Porcentaje de inhibiciéon (%) =

donde C representa el valor del indice de oxidacion en el control, Co el valor del indice de
oxidacion en el control a tiempo cero y S el valor de oxidacion en las muestras con
antioxidante. La férmula anteriormente citada incorpora en el denominador el término Co, si
se compara con la ecuacion original de Frankel, con la finalidad de tomar como referencia los
indices de oxidacion iniciales de la muestra.

4.11. SISTEMA MODELO: EMULSIONES DE ACEITE EN AGUA.

4.11.1. Descripcion del sistema. Preparacion.

Las emulsiones de aceite en agua se prepararon con un contenido de un 10 % de aceite de
higado de bacalao y un agente emulsificante (1% lecitina, 1%, SDS y 2% de Tween-20). La
preparacion de la emulsion de aceite se realizo por adaptacion del procedimiento descrito por
Huang y col. (Huang, et al., 1996).
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4.11.2. Reactivos.

El aceite empleado fue aceite de bacalao (Gadus morhua) proporcionado por Fluka
(New-Ulm, Swizerland). La lecitina, el SDS y el Tween-20 fueron suministrados por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.11.3. Procedimiento experimental.

En un vaso de precipitados, previamente tarado, se dispuso el aceite y el emulgente. El
agua se anadio sobre el aceite poco a poco mientras s e emulsionaba por la acciéon de un
homogeneizador-triturador Ultra-Turrax T-25 (Ika-Werke GMBH&Co. KG, Staufen,
Germany). Se evitd el calentamiento generado en el proceso de homogeneizacion
manteniendo el vaso de precipitados en contacto con una mezcla agua-hielo.

4.11.4. Preparacion de los antioxidantes. Adicion.

Inicialmente se prepararon disoluciones stock de Img/mL (p/v) de los distintos
compuestos en agua, metanol o etanol segun el grupo de compuestos estudiados.

5 g de emulsién de aceite se dispusieron en un matraz erlenmeyer de 50 mL provisto de
tapa. Previamente a la incorporacion de la emulsion, se afiadié el compuesto fenolico objeto
de estudio, en un pequefio volumen de disolvente el cual se evapord en corriente de nitrogeno
y, rapidamente, se anadieron 3 g de aceite de pescado. A continuacion se agitd durante 30 s en
vortex para favorecer la disolucion del compuesto fenolico en el sistema. Las muestras control
no contenian compuestos fenolicos.

4.11.5. Estudio del desarrollo de la oxidacion.

La oxidacion de la emulsién se activd térmicamente en una estufa a 30-50°C. Los
sistemas se muestrearon diariamente y la extension de la oxidacion se evalu6 mediante el
analisis de los hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados y la formacidon de compuestos
fluorescentes en aquellos casos en los que el emulgente empleado fue la lecitina.

El contenido de hidroperoxidos conjugados se analizd segin el método descrito en la
AOCS (AOCS, 1989). Este método consiste en la determinacion espectrofotométrica de la
absorbancia a 234 y a 268 nm, longitudes de onda que se corresponden con los maximos de
absorcion de los hidroperdxidos con dobles y triples.

Los compuestos fluorescentes de interaccion surgen de la reaccion de los carbonilos,
mayoritariamente aldehidos, que son productos secundarios de la oxidacion que se generan en
la rotura de los hidroperdxidos, con los grupos aminos de la lecitina. Por tanto, estos
compuestos de interaccion, también denominados productos terciarios de la oxidacion, se
generan en las ultimas etapas del proceso oxidativo. Para determinar el contenido de los
compuestos fluorescentes de interaccion, se determind la fluorescencia a los pares de
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longitudes de onda: 345 nm (Aexc)/416 nm (Aem) y 393 nm (Aexc)/463 nm (Aem), de acuerdo con
el método propuesto por Nielsen y col. (Nielsen HK, et al., 1985).

Los sistemas con los aditivos correspondientes y los sistemas control se prepararon por
triplicado.

4.11.5.1. Reactivos.

Los disolventes empleados fueron de grado analitico. El agua empleada fue de grado
Milli Q. El etanol, sulfato de quinina, H,SO,4 fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

4.11.5.2. Procedimiento experimental.

Se tomaron alicuotas de la emulsion (100 pL), después de agitar vigorosamente la
muestra, y se disolvieron en 5 mL de etanol. Las disoluciones resultantes se agitaron durante
30 s. en un vortex.

Para la determinacion de los hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados, se midi6 su
absorbancia a 234 y a 268 nm en un espectrofotometro Uv-vis Beckman DU 640 (Beckman
Instruments Inc, Palo Alto, CA).

El contenido en hidroperoxidos con dobles y triples enlaces conjugados se expresd en
mmoles de Hidroperdxidos por Kg de aceite a partir de la siguiente ecuacion derivada de la
Ley de Beer:

mmol Hidroperéxidos/Kg aceite = (A-V-10°)/(eb-V"d"c’)

donde 4 representa la absorbancia a 234, 0 268 nm, ¥ el volumen de disolucion de la muestra
para el andlisis en mL, ¢ es el coeficiente de absortividad molar de los hidroperoxidos
conjugados (considerandose el valor correspondiente al acido linoleico: 29000 L mol' cm")
(Chan, 1987), b es el recorrido 6ptico de la cubeta (1 cm), V" son los mL de emulsion
empleados, d es la densidad de la emulsion y ¢’, la proporcion de aceite en 100 g de emulsion.

Los compuestos fluorescentes se determinaron en las disoluciones etanolicas de las
emulsiones empleadas para medir los hidroperoxidos conjugados. La fluorescencia, a los
pares de longitudes de onda antes indicados, se registr6 con un Fluorimetro Perkin-Elmer
modelo LS-3B (Perkin-Elmer, Willesley, MA, USA). El blanco se realiz6 con etanol absoluto.
La fluorescencia de los compuestos de interaccion de las muestras (F™), se calculé mediante
la siguiente relacion de las intensidades de fluorescencia de los dos pares de longitud de onda:

m
Fmo— 393/363
=

345/416
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Como referencia se empled una disolucion de sulfato de quinina de 1 pg/mL, en 4cido
sulfurico 0,05 M. El factor de fluorescencia relativo (6F) se obtuvo del cociente entre la
fluorescencia correspondiente a la muestra (F) y la fluorescencia del sulfato de quinina (£*9):

Fm Fy
Fluorescencia (6F) = 3;23/363 : F3:q5/416

345/416 1393/363

La evaluacion de la efectividad antioxidante se llevo a cabo analizando las cinéticas de
formacion de los hidroperdxidos conjugados y de formacion de compuestos fluorescentes de
las distintas muestras y se determind la actividad antioxidante de los compuestos fenolicos en
base a los periodos de induccidn, a los porcentajes de inhibicion y a la cantidad méxima de los
productos de oxidacion formados tal y como se ha explicado anteriormente para el sistema
modelo de aceite de pescado.

4.12. ANALISIS ESTADISTICO.

De cada muestra se prepararon 3 réplicas y los analisis se realizaron por duplicado. Los
resultados se muestran como la media + desviacion estandar. A los datos se les aplicé un
analisis de varianza de una via, o ANOVA (Sokal y Rohlf, 1981), (p < 0,01) y las medias se
compararon con el método de la diferencia de los minimos cuadrados (LSD, least-squares
difference).
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Resultados y discusion

5.1. DERIVADOS DE HIDROXITIROSOL.

Se muestra el efecto de una serie de modificaciones estructurales de la molécula de Hyd
en su capacidad antioxidante. Las modificaciones incluyeron:

- Laintroduccion de residuos acilados de distinta longitud de cadena en la molécula
de Hyd.

- La introduccion de una molécula de glucosa en cada uno de los grupos hidroxilo
del Hyd.

Este apartado se estructura en dos partes, una primera en la que se describen los
parametros fisico-quimicos de los compuestos a estudiar, y una segunda parte centrada en el

estudio de las capacidades de los compuestos para inhibir la oxidacion de los sistemas
lipidicos en aceites y emulsiones de aceite en agua.

5.1.1. Sintesis y estabilidad.

El Hyd, ésteres de Hyd y derivados glucosilados de Hyd, objeto de estudio, se
representan en la Tab. 3.

Todos los compuestos sintetizados se obtuvieron con rendimientos superiores al 90%.
Los compuestos Hyd-3-Glu e Hyd-4-Glu se obtuvieron como una mezcla de regioisomeros.
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Fenol Abreviatura Peso Estructura
molecular
OH
Hidroxitirosol Hyd 154,17
OH
OH
(0]
Acetato de o
hidroxitirosol Hyd-Ac 196,20
OH
OH
o
Butirato d N
utirato de
hidroxitirosol Hyd-C4 224,26
OH
OH
0
Oct to d OM
ctanoato de
hidroxitirosol Hyd-C8 280,36
OH
OH
0
Laurato de OJK/\/\/\/\/\
hidroxitirosol Hyd-Cl12 336,47
OH
OH
OH 1
Hidroxitirosol . o
-1-0- Hyd-1-Glu 31631 0—" <:2
glucosido 9[0 Ol ol
o OH HOAQK
Hidroxitirosol
e OH
3-p-glucosido  11yd-3-Clu 316,31 —y

HOS OH
OH
%0 4
Hidroxitirosol
4-peghicosido  TYEAG 36T HOT Ay HO;: —OH

Tab. 3 Hyd, ésteres de Hyd y derivados glucosilados de Hyd sintetizados.

Para llevar a cabo el estudio de estabilidad de estos compuestos se realiz6 el analisis por
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa con detector de diodos (Tab. 4) durante
el almacenamiento a 4°C.

Los distintos derivados acilados muestran espectros de absorcion similares, con maximos
de absorcion semejantes al Hyd. Los resultados relacionados con la estabilidad indicaron que
los derivados acilados de Hyd son estables tanto en estado puro como en disolucion (EtOH)
durante un periodo minimo de un afo.
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Los derivados glucosilados muestran una menor estabilidad en disoluciéon etandlica que
los derivados acilados. El andlisis por cromatografia liquida demuestra que ambos
compuestos habian sufrido hidrélisis después de 6 meses de almacenamiento, obteniéndose en
el cromatograma el pico correspondiente al Hyd junto con el pico correspondiente al
compuesto glucosilado.

Fenol Tiempo de retencion (min) A (nm)
Hyd 2,407 279,2
Hyd-Ac 13,747 280,0
Hyd-C4 24,496 281,6
Hyd-C8 23,669 281,6
Hyd-C12 17,398 281,4
Hyd-1-Glu 1,7785 279,2
Hyd-3-Glu+Hyd 4-Glu 2,1280 276,9

Tab. 4 Tiempos de retencion y maximos de absorcion del espectro de UV de Hyd, ésteres de Hyd y derivados
glucosilados de Hyd.

Todos los derivados de Hyd presentaron un espectro de absorcion similar al Hyd con un
maximo alrededor de 280 nm.

5.1.2. Coeficiente de particion: log P.

Los coeficientes de reparto, log P, de Hyd y sus derivados se representan en la Tab. 5.

Fenol log P
Hyd -0,08 = 0,09
Hyd-Ac 0,78 0,21
Hyd-C4 2,03 £ 0,44
Hyd-C8 3,93*%
Hyd-C12 5,60*
Hyd-1-Glu -0,78*
Hyd-3-Glu+Hyd 4-Glu -0,88%*

Tab. 5 Coeficientes de particion expresados como log P para Hyd, ésteres de Hyd y derivados glucosilados de
Hyd. Para los compuestos sefialados con (*), el log P se calculd usando la fragmentacion de Crippen incluida en
el Software ChemBrioDraw Ultra 11.0 (Ghose & Crippen, 1987) (media * sd).

Los valores obtenidos muestran una dependencia aproximadamente lineal del coeficiente
de particion con la longitud de la cadena en los derivados acilados y, en consecuencia, su
lipofilia. Los resultados obtenidos para los derivados glucosilados muestran que, la
introduccion de un resto de glucosa produce como resultado un incremento en la polaridad v,
en consecuencia, valores mas negativos para log P con respecto al Hyd. Los resultados
obtenidos concuerdan con las modificaciones introducidas en la molécula original.
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5.1.3. Capacidad antirradicalaria: ensayos DPPH y TEAC (ABTS").

La capacidad antirradicalaria de los distintos compuestos se evaluo por dos metodologias
diferentes: el ensayo DPPH y el ensayo TEAC. Estos resultados se muestran en la Tab. 6.

Fenol DPPH ECsy (mM) TEAC

Hyd 0,7198+ 0,0003 0,3171 £0,0175
Hyd-Ac 0,5709 £ 0,0177 0,2195 +0,0052
Hyd-C4 0,5899 +0,0335 0,2558 £0,0126
Hyd-C8 0,6861 £ 10,0335 0,3017 £ 0,0039
Hyd-C12 0,9216 +£0,0411 0,4848 £0,0018
Hyd-1-Glu 0,6606 £ 0,0165 0,4550+0,0106
Hyd-3-Glu+Hyd 4-Glu 12,7074 + 0,5035 0,6729 £0,0122

Tab. 6 Capacidad de captacion de radicales de Hyd y derivados (media + sd).

Tal y como se ha indicado previamente, en el ensayo DPPH se determina la
concentracion de compuesto que es capaz de captar el 50% del radical DPPH. En
consecuencia, las concentraciones mas bajas corresponderan a los compuestos con mayor
poder de captacion de radical.

En base a esto, los ésteres de hidroxitirosol de cadena corta, Hyd-Ac ¢ Hyd-C4
mostraron una capacidad de captacion del radical DPPH superior al Hyd. Hyd-C8 mostré
valores similares al Hyd y el Hyd-C12 mostro el poder de captacion menor de la serie.

Hyd-1-Glu mostr6 una capacidad de captacion de radical DPPH similar al Hyd, mientras
que el otro derivado glucosilado, constituido por la mezcla de regioisdémeros (Hyd-3-
Glu+Hyd-4-Glu), mostr6 una disminucion significativa de dicha capacidad.

En el ensayo TEAC, en el que se mide el poder de captacion del radical catidnico
ABTS", los resultados fueron similares como puede apreciarse en los valores recogidos en la
Tab. 6.

5.1.4. Capacidad reductora: FRAP.

El poder reductor de los distintos compuestos se evalu6 mediante el método FRAP, que
estima la capacidad reductora basandose en la habilidad del compuesto para reducir el hierro
férrico a ferroso.

En la Fig. 21 se muestra el poder reductor por mol del Hyd y de sus derivados. En base a
los resultados obtenidos se observa que Hyd-3-Glu + Hyd-4-Glu, Hyd-C12 ¢ Hyd-C8
fueron los compuestos menos efectivos para reducir el hierro férrico. Por otro lado, el Hyd,
Hyd-Ac ¢ Hyd-1-Glu presentaron el mayor poder reductor ¢ Hyd-C4 presentd un poder
reductor intermedio
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Fig. 21 Capacidad reductora por mol de Fe*? de Hyd, ésteres de Hyd y derivados glucosilados de Hyd.

Una informacion importante que puede extraerse de los datos de la capacidad reductora
es el nimero de moles de hierro férrico reducidos por mol de compuesto. Para ello, se expresd
la capacidad reductora de los compuestos fenolicos en funcion de la concentracion molar, y
las graficas se ajustaron a la ecuacion de una recta (R* > 0,9888). La pendiente de las
ecuaciones lineales indica el numero de moles de hierro férrico reducidos por un mol de
compuesto reductor.

Los compuestos Hyd-Ac¢ ¢ Hyd-1-Glu fueron capaces de ceder el mayor nimero de
moles de electrones alcanzando los valores de 2,0058 y 2,2125, respectivamente. El Hyd fue
capaz de ceder 1,7984 moles mientras que Hyd-C4 ¢ Hyd-C8 donaron 1,3692 y 1,1279.
Hyd-C12 y la mezcla de isomeros glucosilados, Hyd-3-Glu ¢ Hyd-4-Glu, presentaron la
menor capacidad para ceder electrones siendo 1,1279 y 0,8604 los moles de electrones
cedidos por cada uno de estos compuestos.

Estos resultados concuerdan con los observados en los ensayos de captacion de radicales.
La presencia del acetato y del residuo de glucosa en el grupo hidroxilo primario mejora
ligeramente el poder reductor que presenta la molécula de Hyd original. De nuevo, el
derivado con la cadena mas larga mostr6 un bajo poder reductor y, la mezcla de isomeros que
presentan el residuo de glucosa en cada uno de los grupos hidroxilo del anillo aromatico
present6 el menor poder reductor de todos los compuestos estudiados.
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5.1.5. Actividad de los compuestos derivados de Hyd en sistemas basados en aceite
de pescado.

5.1.5.1. Caracterizacion del aceite.

En la Tab. 7 se muestra el contenido en dcidos grasos mayoritarios en el aceite de higado
de bacalao empleado y su concentracion relativa, expresada en porcentaje.

AG % AG
14:0 4,94 + 0,01
16:0 11,38 £ 0,08
16:1w7 7,48 £0,12
18:0 2,44 + 0,01
18:1@9¢ 16,46 + 0,05
18:1w7c 4,64+ 0,03
18:2m6¢ 1,59 £ 0,04
18:3®3 0,86 = 0,01
20:1w11 2,26 +£0,04
20:109 11,04 £ 0,04
18:4®3 2,56 £ 0,01
20:46 0,54 £0,01
22:1w11 9,04 + 0,05
22:19 0,88 &= 0,00
20:4m3 0,80 + 0,01
20:503 8,23 £0,04
24:19 0,48 + 0,02
22:5m3 1,51 £0,00
22:6m3 12,88 £ 0,11

Tab. 7 Contenido en acidos grasos en el aceite de higado de bacalao (media + sd).

5.1.5.2. Estudio de la inhibicion de los derivados acilados de Hyd en aceites de
pescado.

Los estudios se iniciaron testando la eficacia del compuesto derivado mas sencillo, el
acetato de hdroxitirosol: Hyd-Ac que en los estudios de capacidad antioxidante in vitro
demostr6 una capacidad similar al Hyd. Para comprobar si esta situacion se repetia en un
sistema real basado en aceite de pescado activado térmicamente, se disefid un experimento
estudiando el efecto de estos compuestos en un sistema de aceite de pescado térmicamente a
40 °C y en una concentracion de 0,65 mM. El estudio se extendié durante 7 dias.

La Fig. 22 (A y B) muestra la oxidacion de los aceites de pescado. Las muestras control,
que no contenian ningin compuesto polifendlico, experimentaron un importante incremento
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en el contenido de hidroperoxidos con dienos conjugados a partir del dia 4 de almacenamiento
a 40 °C (Fig. 22A). Los hidroperdxidos con trienos conjugados presentaron una cinética mas
lenta, experimentando el incremento en su contenido en el dia 4 (Fig. 22B).

Los hidroperdxidos conjugados mostraron la cinética clasica de los productos de
oxidacion lipidica, al presentar durante los primeros estadios del experimento, un desarrollo
lento de la oxidacidn caracterizado por unos niveles de hidroperéxidos sin apenas variacion o
periodo de induccion, pero llegado a un punto, el contenido aument6 exponencialmente con el
tiempo. Esta fase de induccion de 2 dias fue seguida de una fase de propagacion con el
consiguiente desarrollo de la oxidacion lipidica.

P 140 - A
‘D
= 120 -
o0
8
-§ 100
= —— Control
© 80
g Hyd
(=]
TE’ 60 Hyd-Ac
an
= 40
g
E 20 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Dias
© 18 -
= B
-5
8 16 -
o0
<
2 14 -
= —— Control
=
‘g 12 - _I Hyd
(="
2 S T Hyd-Ac
< %\ T
= 1L +
=
£
g
3 4 5 6 7
Dias

Fig. 22 Cinéticas de formacion de los hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en aceite de
pescado tratado con 0,65 mM ppm de Hyd e Hyd-Ac, durante su almacenamiento a 40 °C.

81



M? JESUS GONZALEZ PEREZ

Tanto Hyd como su derivado acilado, Hyd-Ae¢, mostraron una importante efectividad
antioxidante en la formacion de productos derivados de la oxidacion lipidica. En ambos casos,
sus periodos de induccion se prolongaron a lo largo de todo el experimento. La Tab. 8 recoge
los porcentajes de inhibicion de ambos compuestos en la fase de propagacion de las muestras
control. Ambos muestran una inhibicion significativa de la formacion de hidroperdxidos
conjugados.

% 1 (dia 6)
Fenol Dienos conjugados Trienos conjugados
Hyd 74,38 £5,22 69,15 +17,71
Hyd-Ac 65,67 £5,16 47,49 £ 25,73

Tab. 8 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos de dienos y trineos conjugados durante la oxidacion de
aceite de pescado a 40 °C suplementados con 100 ppm de compuesto fenodlico (media + sd).

Los resultados obtenidos coincidieron con los resultados sensoriales. El andlisis sensorial
mostrd que las muestras control no suplementadas desarrollaron rancidez en el dia 4 de
almacenamiento. Las muestras suplementadas con Hyd e Hyd-Ac no desarrollaron rancidez a
lo largo de todo el experimento. Estos resultados estan en concordancia con los resultados
obtenidos previamente en aceite de oliva (Gordon, et al., 2001).

A continuacion se llevdo a cabo un estudio destinado a seleccionar la concentracion
optima del Hyd-Ac para desarrollar los estudios de oxidacion con los ésteres de
hidroxitirosol. Para ello, se estudio la influencia de la adicion de diferentes concentraciones
comprendidas en una rango de 10 a 200 ppm en la inhibicién de la oxidacion de aceite de
pescado almacenado a 40°C durante 9 dias

El estudio previo sensorial mostrd que las muestras control desarrollaron la rancidez en el
dia 5 del estudio, mientras que las muestras suplementadas con 10 y 25 ppm de Hyd-Ac
retrasaron un dia la aparicion de dicha rancidez. Las muestras con un contenido de 50 ppm,
mostraron un periodo de induccién superior, retrasando la aparicion de rancidez dos dias. Para
las muestras tratadas con 100, 150 y 200 ppm no se detect6 el desarrollo de rancidez a lo largo
de todo el experimento. Estos resultados estdn en concordancia con el analisis de
hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados (Fig. 23 A y B).
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Fig. 23 Cinéticas de formacion de los hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en aceite de
pescado tratado con distintas concentraciones de Hyd-Ac (10-200 ppm), durante su almacenamiento a 40 °C.

La formacién de dienos y trienos conjugados indicd que el desarrollo de la oxidacion en
las muestras control experimentd un incremento significativo de la formacién de
hidroperoxidos entre el dia 5 y 6 de incubacion (Fig. 23A). Para las muestras suplementadas
con 10 y 25 ppm de Hyd-Ac, este incremento se retras6 1 dia y para las muestras
suplementadas con 50 ppm, se retrasdé 2 dias. Los demads sistemas mostraron un ligero
incremento a partir del dia 9.

Se obtuvieron resultados similares para la formacion de los hidroperdxidos con trienos
conjugados (Fig. 23B).

En la Tab. 9 se muestran los porcentajes de inhibicion de las distintas concentraciones
calculados en el dia 8.

83



M? JESUS GONZALEZ PEREZ

% I (dia 8)

Concentracion Dienos conjugados Trienos conjugados
10 ppm -5,26 £13,12 -1,5+3,2

25 ppm 20,23 + 3,93 34,1 £4,26

50 ppm 38,47 + 15,30 57,9 +6,58

100 ppm 56,13 + 12,08 65,6 £9,95

150 ppm 69,50 + 4,45 71,5+2,17

200 ppm 70,94 + 1,86 66,3 £8,58

Tab. 9 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos de dienos y trineos conjugados durante la oxidacion de
aceite de pescado a 40 °C suplementados con distintas concentraciones de Hyd-Ac (media * sd).

Tal y como se habia deducido del estudio previo, la concentracion de 100 ppm mostr6é una
elevada capacidad de inhibicién de la oxidacion. Las concentraciones superiores a 100 ppm
no mostraron diferencias significativas con respecto a la concentraciéon de 100 ppm. Por lo
tanto, para llevar a cabo los experimentos con los derivados acilados y glucosilados, se
escogid como concentracion de trabajo 100 ppm de Hyd-Ac (0,65 mM).

Posteriormente, se evalu6 la actividad antioxidante del Hyd y de sus derivados acilados
en experimentos llevados a 50 °C (temperatura superior a la utilizada en los experimentos
preliminares para acelerar la cinética de la reaccion) y ensayando una concentracion de
antioxidantes de 0,65 mM (equivalente a 100 ppm de Hyd) durante 7 dias. El octil galato
(Gal-C8), ampliamente empleado en la industria alimentaria para inhibir la oxidacion lipidica,
se incluyé como control antioxidante.

El desarrollo de la rancidez se detectd primeramente en los controles en el dia 4 de
incubacion, conjuntamente con las muestras suplementadas con Hyd-C12 ¢ Hyd-CS8.
Finalmente, una rancidez incipiente se desarroll6 en el dia 5 para las muestras tratadas con
Hyd, Hyd-Ac ¢ Hyd-C4.

Estos resultados estan corroborados por la determinacion quimica de los hidroperéxidos
con dienos conjugados (Figura 24A).

De acuerdo con la formacion de dienos conjugados el periodo de induccidon para las
muestras control y para las muestras suplementadas con Hyd-C8 e Hyd-C12 fue de 2 dias.
Los periodos de induccion correspondientes a las muestras con Hyd, Hyd-Ac ¢ Hyd-C4
fueron de 3 dias.

La formacion de trienos conjugados transcurrié a una velocidad mas lenta (Fig. 24B) y
solo al final del experimento se observo un incremento moderado en el contenido de trienos
conjugados para las muestras control y aquellas suplementadas con Hye-C4, Hyd-C8 e Hyd-
C12. Las muestras tratadas con Hyd, Hyd-Ac y Gal-C8 mantuvieron niveles menores de
trienos conjugados que las muestras control.
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Fig. 24 Cinéticas de formacion de los hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en aceite de
pescado tratado con Hyd y sus derivados acilados (0,65 mM), durante su almacenamiento a 50 °C.

Los porcentajes de inhibicion Hyd y sus derivados acilados en la formacién de dienos
conjugados se evaluaron en los dias 6 y 7 del estudio, mientras que la inhibicion en la
formacion de trienos conjugados se determind en el dia 7 (Tab. 10).
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Dienos conjugados

Trienos conconjugados

Fenol % I (dia 5) % I (dia 6) % I (dia 7)
Hyd 5535+2,92 3845+ 11,15 60,32 + 5,48
Hyd-Ac 43,09 7,52 26,81 + 4,02 37.26 + 4,87
Hyd-C4 40,38 + 11,96 26,11 = 11,46 30,09 + 7,33
Hyd-C8 28,30 + 14,90 0,77 + 5,39 0,23 + 4,75
Hyd-C12 2524 +45] 5,06+ 5,12 -6,11 + 8,49
Gal-C8 79,80 + 2,44 81,47+ 6,33 72,93 + 3,62

Tab. 10 Inhibicion de Hyd y diversos derivados acilados de Hyd en la formacion de hidroperdxidos con dienos y
trienos conjugados en aceite de pescado a 50 °C en una concentracion de 0,65 mM (media + sd).

De acuerdo con los resultados expuestos, Hyd, Hyd-Ac ¢ Hyd-C4 mostraron elevada
capacidad de inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados.
Por el contrario, Hyd-C8 e Hyd-C12 mostraron un bajo poder de inhibicioén en la formacién
de dienos y trienos conjugados.

5.1.5.3. Estudio de la inhibicion de derivados glucosilados de Hyd en aceites de
pescado.

De acuerdo con las condiciones experimentales fijadas en el estudio de los derivados
acilados, la actividad antioxidante de los derivados glucosilados (Hyd, Hyd-1-Glu y la
mezcla de isomeros, Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu) se llevo a cabo en muestras de aceites de
pescado almacenadas a 50 °C y que fueron suplementadas con 0,61 mM de los compuestos
objeto de estudio durante 5 dias.

Los resultados obtenidos para los derivados glucosilados de Hyd, Hyd-1-Glu y la mezcla
de isdmeros, Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu se muestran en la Fig. 25. Para comparar la efectividad
antioxidante del Hyd glucosilado, se emple6 el Hyd-Ae, el derivado mas efectivo.

El analisis sensorial mostré un desarrollo de la rancidez para los controles y para la
muestra suplementada con la mezcla de regioisdmeros en el dia 1. Por otro lado, las muestras
que contenian Hyd, Hyd-Ac e Hyd-1-Glu no desarrollaron rancidez a lo largo de todo el
estudio.

Estos resultados fueron corroborados con el andlisis de formacién de los hidroperoxidos
con dienos y trienos conjugados (Fig. 25A y 25B, respectivamente). Los valores obtenidos
mostraron que Hyd, Hyd-Ac ¢ Hyd-1-Glu fueron capaces de inhibir de una manera altamente
eficaz la formacion de estos compuestos de oxidacion, mientras que la capacidad antioxidante
de la mezcla de regioisomeros glucosilados fue inapreciable. El periodo de induccion para el
control ¢ Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu fue de 1 dia para la formacion de los hidroperoxidos con
dienos conjugados y retrasé hasta el dia 2 la formacién de los hidroperoxidos con trienos
conjugados.
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Fig. 25 Cinéticas de formacion de los hidroperéxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en aceite de
pescado tratado con Hyd y sus derivados glucosilados e Hyd-Ac (0,61 mM), durante su almacenamiento a 50 °C.

Los porcentajes de inhibicion para hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados en los

dias 4 y 5 del estudio, se representan en la Tab. 11.
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Dienos conjugados Trienos conjugados

Fenol % 1 (dia 4) % I(dia 5) % 1 (dia 4) % 1 (dia 5)
Hyd 85’39 +£3,12 50,26 + 7,01 86,81 £ 4,67 76,52 + 7,11
Hyd-Ac 81,48 +£1,02 72,50 + 3,61 84,71 £ 5,67 87,81 £9,85
Hyd-1-Glu 68,74 £ 2,16 67,68 = 0,66 68,81 + 8,98 88,59 £2,23
Hyd-3-Glu+

Hyd-4-Glu -18,44 £424 -3,67+0,72 -48,13+£13,01  -12,43 +4,37
Gal-C8 93,04 +2,16 83,88 +3,45 88,60 +2,23 88,60 +2,23

Tab. 11 Inhibicion de Hyd y derivados glucosilados en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos
conjugados en aceite de pescado a 50 °C en una concentracion de 0,61 mM (media = sd).

Hyd-1-Glu mostré un elevado poder de inhibicion de la formacién de productos de
oxidacion, pero inferior al observado para el Hyd y su derivado acilado. El derivado
glucosilado constituido por la mezcla de isomeros presentd una cierta actividad prooxidante
dando lugar a una cinética en la oxidacion mds rapida que las muestras control no
suplementadas con los compuestos fenolicos.

5.1.6. Actividad de los compuestos derivados de Hyd en sistemas basados en
emulsiones de aceite de pescado.

Para llevar a cabo los distintos estudios en el sistema emulsion de aceite de pescado se
procedié de la misma manera que se ha expuesto anteriormente para el sistema de aceite de
pescado. Se llevo a cabo un experimento previo estudiando el efecto de Hyd e Hyd-Ac en un
sistema de emulsion de aceite de pescado (1% de aceite, 10% de lecitina) activado
térmicamente a 35 °C y en una concentracion de 0,65mM. La extension de la oxidacion se
estudid durante 7 dias.

Los resultados obtenidos en el andlisis sensorial mostraron que las muestras control
empezaron a desarrollar rancidez a partir del dia 4, mientas que las suplementadas con Hyd e
Hyd-Ac no desarrollaron rancidez a lo largo de todo el experimento. Estos resultados estdn en
concordancia con los datos correspondientes al analisis de hidroperdxidos con dienos y
trienos conjugados y la formacién de compuestos fluorescentes (Fig. 26 A, By C).
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Fig. 26 Cinéticas de formacion de los hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, y formacion de
compuestos fluorescentes (C) en emulsion de aceite de pescado tratado con Hyd e Hyd-Ac (0,65 mM), durante
su almacenamiento a 35 °C.
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El periodo de induccion para las muestras control sin aditivos fue de 3 dias. En las
muestras suplementadas, el periodo de induccion relativo a la formacion de los
hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados se extendid durante todo el experimento. Los
resultados correspondientes a la formacion de compuestos fluorescentes mostraron un
incremento de los mismos a partir del dia 4, siendo este incremento ligeramente superior para
el Hyd con respecto al Hyd-Ac.

Los datos correspondientes al porcentaje de inhibicion calculados para el dia 6 se
representan en la Tab. 12.

% 1 (dia 6)
Fenol Dienos conjugados Trienos conjugados Compuestos fluorescentes
Hyd 89,35+ 3,58 88,32 +£3,67 63,49 + 14,65
Hyd-Ac 95,22 +2,31 93,53 +2,02 81,72 £ 4,67

Tab. 12 Inhibicion de Hyd e Hyd-Ac en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados y la
formacion de compuestos fluorescentes en emulsion de aceite de pescado (10% aceite, 1% lecitina) almacenada
a 35 °C (media % sd).

Como puede apreciarse, tanto Hyd como su derivado acilado fueron capaces de inhibir la
formacion de los productos de oxidacion siendo, la eficacia de la inhibicion, ligeramente
superior para el Hyd-Ac.

Para seleccionar la concentracion optima de los ésteres de Hyd se llevo a cabo un estudio
a distintas concentraciones de Hyd-Ac. Las concentraciones testadas fueron, 10, 20, 50, 100,
150 y 200 ppm y los experimentos se realizaron en las mismas condiciones anteriormente
descritas. El estudio del desarrollo de la oxidacion se llevo a cabo durante 10 dias.

El analisis sensorial mostr6é que las muestras control y las suplementadas con 10 ppm de
Hyd-Ac desarrollaron rancidez en los dias 8 y 7 de analisis. Las muestras que contenian 25 y
50 ppm del fenol retardaron la aparicion de rancidez hasta el dia nueve y las muestras tratadas
con las concentraciones superiores a 50 ppm inhibieron completamente el desarrollo de la
rancidez.

Los datos obtenidos en el andlisis de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados
(Fig. 27) corroboran los resultados observados en el analisis sensorial. Las muestras
suplementadas con 10 ppm de fenol mostraron un periodo de induccion de 6 dias, mientras
que para las muestras control y aquellas suplementadas con 25 ppm, el periodo de induccion
fue de 8 dias. Las muestras tratadas con 50 ppm tuvieron un periodo de induccién de 9 dias, y
en las muestras tratadas con las concentraciones comprendidas entre 100 y 200 ppm no se
produjo un incremento significativo en la formacién de hidroperoxidos con dienos conjugados
durante todo el experimento de oxidacion.
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Fig. 27 Cinéticas de formacion de los hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en emulsion de
aceite de pescado tratado con distintas concentraciones de Hyd-Ac (10-200 ppm), durante su almacenamiento

a 35 °C.

Los porcentajes de inhibicion en el dia 10 para la formacion de hidroperoxidos con

dienos y trienos conjugados se muestran en la Tab. 13.

% I (dia 10)

Concentracion Dienos conjugados Trienos conjugados
10 ppm -8,01 £32,09 -27,02 + 4,03
25 ppm 19,72 £2,35 46,43 £5,36
50 ppm 56,72 £ 1,36 69,71 £ 1,97
100 ppm 84,91 £3,19 92,62 £ 6,82
150 ppm 78,52 +£4,62 77,89 £2,99
200 ppm 94,05 +£3,41 93,32 +8,05

Tab. 13 Inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados de Hyd-Ac (10, 25, 50,
100, 150, 200 ppm) en emulsion de aceite de pescado (10% aceite, 1% lecitina) almacenada a 35 °C (media

sd).
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De manera similar al caso del aceite de pescado, concentraciones superiores a 100 ppm
de Hyd-Ac no suponen un incremento significativo en la inhibicién de los productos de
oxidacion lipidica. En consecuencia, se eligié esta concentracion para llevar a cabo los
ensayos con los derivados acilados y glucosilados de Hyd.

5.1.6.1. Estudio de la inhibicion de los derivados acilados de Hyd.

Los estudios de oxidacion de los derivados acilados en emulsiones se llevaron a cabo a
una temperatura superior para acelerar la cinética de la reaccion (50 °C). Las muestras fueron
suplementadas con 0,65 mM de cada uno de los compuestos objeto de estudio. Las muestras
control no contenian ningun aditivo. De nuevo, se incluyé el Gal-C8 como control de
inhibicion total. La extension de la oxidacion se evalud durante 7 dias.

Las muestras control y aquellas que contenian Hyd mostraron rancidez en el dia 5. Hyd-
Ac e Hyd-C4 mostraron una rancidez incipiente en el dia7. Las muestras suplementadas con
Hyd-C8 ¢ Hyd-C12, inhibieron el desarrollo de la rancidez a lo largo de todo el experimento.
Estos resultados se corresponden con los obtenidos en la determinacion quimica de los
hidroperoxidos conjugados con dienos y trienos conjugados, asi como, el analisis de la
formacion de compuestos fluorescentes (Fig. 28).

Los periodos de induccidn para las muestras control y aquellas suplementadas con Hyd
presentaron un valor de 4 dias. Las muestras que contenian como aditivos los derivados
acilados de Hyd mostraron elevada eficacia en inhibicion de la formacion de hidroperoxidos
con dienos conjugados (Fig. 28A) y trienos conjugados (Fig. 28B).

La formacion de compuestos fluorescentes (Fig. 28C), corrobor6 los resultados obtenidos
en el andlisis sensorial y en la formacién de hidroperéxidos conjugados. En este caso y de
acuerdo con su formacion en un estado mas tardio de la oxidacion, los periodos de induccion
tanto para las muestras control como las suplementadas con Hyd se retrasaron un dia.
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Fig. 28 Cinéticas de formacion de los hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, y de compuestos
fluorescentes (C) en emulsion de aceite de pescado suplementada con ésteres de Hyd (0,65 mM) almacenadas a
50 °C.
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Los porcentajes de inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos
conjugados y la formacion de compuestos fluorescentes calculados para los dias 6 y 7 se
muestran en la Tab. 14 y Tab. 15 respectivamente.

Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol % 1 (dia 6) % 1 (dia7) % 1 (dia 6) % 1 (dia 7)
Hyd 33,80+13,56 -4,64 +£21,78 36,79 + 3,85 5,46 + 18,20
Hyd-Ac 72,99 + 2,31 73,21 £2,16 78,88 + 3,85 84,34 £ 2,86
Hyd-C4 75,38+ 7,14 74,23 + 12,12 74,88 + 11,87 76,67 + 18,92
Hyd-C8 89,36+ 0,88 91,66 + 2,99 91,71 £1,53 96,75 + 0,45
Hyd-C12 84,30 + 3,54 85,51 +2,99 79,71 + 8,58 87,28 + 5,18
Gal-C8 95,00 + 1,03 95,55+ 0,91 81,58 £ 1,50 88,67+ 1,18

Tab. 14 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados en emulsion de aceite
suplementada con Hyd y distintos ésteres de Hyd (0,65 mM) en emulsion de aceite almacenada a 50 °C (media
+ sd).

Compuestos fluorescentes

Fenol % I (dia 6) % I (dia7)

Hyd 34,99 £ 12,78 0,93 + 6,27

Hyd-Ac 77,63 £ 5,82 74,21 £ 5,90
Hyd-C4 81,21 + 6,60 80,93 + 8,24
Hyd-C8 78.65 £ 6,64 76,77 £ 5,40
Hyd-C12 72,97 + 18,77 76,23 + 14,29
Gal-C8 91,41 £ 0,79 93,58 + 0,78

Tab. 15 Inhibicion en la formacion de compuestos fluorescentes en emulsion de aceite suplementada con Hyd
y distintos ésteres de Hyd (0,65 mM) en emulsion de aceite almacenada a 50 °C (media = sd).

Hyd mostr6 un porcentaje de inhibicion moderado tanto para la formacion de
hidroperéxidos con dienos y trienos conjugados como en la formacion de compuestos
fluorescentes. Por otro lado, todos los derivados de Hyd mostraron un alto poder de
inhibicién comparable al del Gal-C8 empleado como control en la inhibicion.

5.1.6.2. Estudio de la inhibicion de derivados glucosilados de Hyd

Los estudios realizados para comprobar la influencia de un residuo de glucosa en cada
uno de los grupos hidroxilo del Hyd se llevaron a cabo en las mismas condiciones que las
empleadas para los derivados acilados. Las muestras se suplementaron con 0,65 mM de
compuesto fendlico y la extension de la oxidacion se estudio a lo largo de 5 dias almacenadas
a 50 °C. De nuevo se empled el Gal-C8 como control de inhibicion, asi como el Hyd-Ac.

Las muestras control y las suplementadas con los derivados glucosilados desarrollaron
rancidez en el dia 1. Las muestras tratadas con Hyd retrasaron la aparicion de rancidez hasta
el dia 2 y, tal y como se habia obtenido previamente, las muestras a las que se les habia
adicionado Hyd-Ac y Gal-C8 no desarrollaron rancidez en todo el experimento.
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Los analisis quimicos efectuados corroboran lo observado en el analisis sensorial. En la
Figura 29 se representan las cinéticas de formacion de hidroperdxidos con dienos (Fig. 29A)
y trienos conjugados (Fig. 29B) y la formacion de compuestos fluorescentes (Fig. 29C). El
periodo de inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos conjugados fue de 1 dia
para las muestras control y las suplementadas con el derivado glucosilado constituido por una
mezcla de isomeros, Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu, y de 1,25 dias para el Hyd-1-Glu. Las muestras
que contenian Hyd tuvieron un periodo de induccion de 2,5 dias y las muestras tratadas con
Hyd-Ac y Gal-C8, inhibieron totalmente la formacién de hidroperoxidos con dienos
conjugados.

La formacion de hidroperdxidos con trienos conjugados mostrd unas cinéticas mas lentas,
siendo los periodos de induccion de 2 dias para las muestras control y las suplementadas con
los derivados glucosilados, y de 3 dias para el Hyd. De nuevo, las muestras tratadas con Hyd-
Ac y Gal-C8 inhibieron totalmente la formacion de hidroperéxidos con trienos conjugados.

La cinética de formacion de compuestos fluorescentes mostrd resultados similares a los
obtenidos para la formacion de hidroperdxidos con dienos conjugados.
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Fig. 29 Cinética de formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos conjugados (B) y formacion de
compuestos fluorescentes de emulsiones de aceite de pescado en agua suplementadas con Hyd y derivados
glucosilados de Hyd (0,65 mM) almacenadas a 50 °C.

Los porcentajes de inhibicion calculados en el dia 4 se muestran en la Tab. 16.
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% I (dia 4)

Dienos Trienos Compuestos
Fenol . .
conjugados conjugados fluorescentes
Hyd 42,59 + 1,05 61,08 £0,18 61,82 + 0,84
Hyd-Ac 89,90 + 3,20 92,10 +£2,79 90,18 £ 1,56
OyA3 Gl ydd 17074100 -1670+5.18 6,80 % 5,66
Hyd-1-Glu -23,05+1,41 -18,57 + 0,54 8,39 +£0,75
Gal-C8 89,43 + 1,71 90,15 £3,39 94,88 + 0,64

Tab. 16 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados y compuestos
fluorescentes en emulsion de aceite suplementada con Hyd y derivados glucosilados de Hyd (0,65 mM)
almacenada a 50 °C (media + sd).

Los derivados glucosilados no fueron capaces de inhibir la formacion de hidroperoxidos
con dienos y trienos conjugados. El Hyd-1-Glu mostr6 una ligera capacidad de inhibicion en
la formacion de compuestos fluorescentes.

5.1.7. Discusion de resultados.

Los resultados obtenidos relativos a la capacidad y efectividad de los derivados
ensayados in vitro relativos a la captacion de radicales (DPPH y TEAC) y de poder reductor
del hierro (FRAP), mostraron el siguiente orden de efectividad de mayor a menor:

Hyd-Ac ~ Hyd-C4 > Hyd-1-Glu ~ Hyd-C8~ Hyd >> Hyd-C12 >> Hyd-3-Glu+Hyd-4-
Glu

Esto es, siendo el Hyd-Ac y Hyd-C4 los compuestos con mejores valores y la mezcla
constituida Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu, la que present6 los valores mas reducidos. Este orden
coincide con el efecto de los hidroxilos. Esta demostrado que en los compuestos fendlicos, el
factor que mas afecta al poder de captacion de radicales es el numero de grupos —OH en el
anillo fendlico (residuo catecol libre). Ello explicaria que la mezcla de isomeros glucosilados,
Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu, presenten un poder de captacion de radical DPPH tan baja ya que la
presencia del residuo de glucosa en las posiciones 3 y 4 anula el efecto antioxidante debido al
residuo catecol libre.

En el caso de los demdas compuestos, que presentan el residuo de catecol libre, Pereira-
Caro y col. (Pereira-Caro, et al., 2009) sugieren que para éteres derivados de Hyd con
sustituyentes alquilo de cadena corta se incrementa la actividad de captacion de radicales. Sin
embargo, cuando la longitud de cadena es de 7 carbonos o superior, esta capacidad de
captacion disminuye. Esta observacion coincide con el orden observado, puesto que a partir
del Hyd-C8 se produce una disminucion en la efectividad. Lu y col. (Lu, Z., et al., 2006) han
sugerido la importancia del impedimento estérico que se puede producir debido a la longitud
de la cadena en la actividad en liposomas. Otros autores también han sugerido que los enlaces
de hidrogeno intra- o intermolecular también podrian enmascarar el efecto antioxidante en los
grupos hidroxilo (Gordon, et al., 2001).
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Los resultados obtenidos en aceites y emulsiones de aceite en agua concordaron con los
resultados observados en los ensayos in vitro. Y asi, los experimentos de oxidacion llevados a
cabo en aceites con los diferentes ésteres de Hyd mostraron el siguiente orden de actividad en
la inhibicién de la oxidacion lipidica (de mayor a menor).

Gal-C8 > Hyd > Hyd-Ac > Hyd-C4 > Hyd-C8 > HydC12

Pudo observarse claramente una pérdida de la capacidad antioxidante a medida que se
incremento la longitud de la cadena (y, por lo tanto, con el incremento de la lipofilicidad,
Tab. 5 log P). La presencia de un tercer grupo hidroxilo en la estructura fendlica parece
influir positivamente en la capacidad antioxidante del Gal-C8 frente al Hyd. Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos por Gordon y col. (Gordon, et al., 2001). Segtn estos
autores, el Hyd presenta una mejor actividad antioxidante que el Hyd-Ac tras analizar el valor
de peroxidos y el valor de la p-anisidina en aceite de oliva.

El orden de eficacia en la inhibicion antioxidante encontrado en aceites se ajusta a la
hipotesis general de la “paradoja polar” segin la cual, los antioxidantes polares son mas
eficientes en grasa y aceites. Los estudios de Mateos y col. (Mateos, et al., 2003) y Trujillo y
col. (Tryjillo, et al., 2006) corroboraron las diferencias escasas entre la efectividad
antioxidante del Hyd y diversos ésteres de Hyd de naturaleza mas lipofilica en aceite de oliva
empleando el método de Rancimat. El Rancimat es un método de medida de estabilidad
oxidativa de aceites y grasas en condiciones aceleradas, basado en la inducciéon de la
oxidacion de la muestra por exposicion a elevadas temperaturas y flujo de aire. De esta
manera permite estimar el tiempo de induccion o tiempo de estabilidad oxidativa, siendo este
el momento a partir del cual la muestra ha superado el tiempo en el que permanece estable, y
siendo por tanto indicativo de una pérdida de calidad y vida util. Estas ligeras diferencias
obtenidas por estos estudios, los valores aportados por Gordon y col. (Gordon, et al., 2001) y
las obtenidas en este trabajo, pueden explicarse en base a las diferencias en los experimentos
llevados a cabo, asi como a los métodos empleados para determinar la extension de la
oxidacion. Las condiciones experimentales empleadas por Gordon y col (Gordon, et al., 2001)
y las empleadas en este trabajo con condiciones de activacion de la oxidacion suaves y la
medida de los hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados ofrece informacion de los
primeros estadios de la oxidacién lipidica. Los estudios llevados a cabo por Mateos y col. y
los llevados a cabo por Trujillo y col. se realizaron en condiciones mas severas y las medidas
obtenidas por el método de Rancimat dan informaciéon de la oxidacion en estadios mas
avanzados de la oxidacion. A la vista de todos estos estudios, puede concluirse que los
resultados obtenidos en relacion a la capacidad antioxidante del Hyd y sus derivados mas
lipofilicos en aceites de pescado son robustos y no dependen ni de las condiciones
experimentales ni de los métodos empleados para medir la inhibicion.

Una revision relativamente reciente sobre la obtencion de ésteres de acidos fenodlicos
mediante lipofilizacion enzimatica incluyd una discusion de la actividad antioxidante de estos
compuestos (Figueroa-Espinoza & Villeneuve, 2005). La capacidad antioxidante del acido
ferulico se compard con diversos ésteres de acido ferulico, mas lipofilicos. Nenadis y col.
(Nenadis, et al., 2003) comprobaron que no existian diferencias en la actividad antioxidante
del acido fertlico y el ferulato de etilo en trioleina. De la misma forma Kikuzaki y col.
(Kikuzaki, et al., 2002) obtuvieron periodos de induccién similares para el 4cido ferulico y sus
derivados acilados y diversos ésteres derivados del acido ferulico (desde el ferulato de metilo
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hasta el ferulato de dodecilo) empleando oleato de metilo como matriz oleosa y midiendo la
extension de la oxidacion por el método de Rancimat. Asimismo, los mismos autores
observaron que, en las similares condiciones, existe una gran variabilidad cuando se
comparan los periodos de induccion de acido gélico con alquil galatos. En estos compuestos
el orden de capacidad antioxidante fue galato de metilo >> galato de propilo ~ galato de
laurilo > acido galico ~ galato de estearilo.

En relacion a los derivados glucosilados, solo el Hyd-1-Glu present6 actividad
antioxidante. La pérdida del residuo de catecol en Hyd-3-Glu+Hyd-4-Glu provocd una
disminucién clara de la capacidad antioxidante.

Al contrario de los resultados obtenidos para el aceite de pescado, el orden de eficacia
obtenido para los distintos ésteres de Hyd en emulsion de aceite fue:

Gal-C8 ~ Hyd-C8 > Hyd-C12 > Hyd-Ac ~ Hyd-C4 > Hyd > Hyd-1-Glu > Hyd-3-Glu+Hyd-4-
Glu

Los antioxidantes mas lipofilicos, Hyd-C8 e¢ Hyd-12 son los que presentaron una
inhibicion mayor al desarrollo de la oxidacion lipidica frente a los menos lipofilicos, Hyd,
Hyd-Ac e Hyd-C4. Cabe destacar que Hyd-C8 e¢ Hyd-12 mostraron una capacidad
antioxidante similar al Gal-C8 a pesar de que en el anillo fendlico contienen dos grupos
hidroxilo en lugar de los tres como ocurre con el Gal-C8. Nenadis y col. (Nenadis, et al.,
2003) describieron que, en una emulsion de aceite en agua empleando trioleina como aceite,
el ferulato de etilo presentaba una capacidad antioxidante mayor que para el acido ferulico,
compuesto mas polar que el primero, en las fases iniciales de la oxidacion lipidica (medida
como indice de perdxidos). Esta tendencia general parece ajustarse bastante bien a la
“paradoja polar”. En contraposicion a estos resultados, Yuji y col. (Yuji, et al., 2007)
encontraron que el acido p-hidroxifenilacético presentd mejor capacidad antioxidante que sus
derivados mas apolares en una emulsion de aceite en agua empleando aceite de Menhaden
(arenque americano) como fuente oleosa. Estos autores atribuyen estas diferencias a la distinta
localizacion de los antioxidantes en el seno de la emulsiéon. Los ésteres de p-
hidroxifenilacético parece que se solubilizan mejor en las micelas surfactantes, produciendo
una disminucién de su concentracion efectiva en la interfase de la gota en el seno de la
emulsion.

Sin embargo, cabe destacar que el maximo de la eficacia antioxidante, en la emulsion de
aceite en agua, parece tener lugar cuando la longitud de cadena de los ésteres de Hyd es de 8
carbonos. La localizacion fisica del antioxidante va a depender de la distribucion del mismo
en ambas fases (oleosa y acuosa). Por lo tanto, los ésteres de Hyd mas lipofilicos
incrementaran la extension de la oxidacion en la interfase de la gota y, en consecuencia,
contribuirdn a la proteccion de los acidos grasos dispuestos en el interior de las micelas. Al
mismo tiempo, el aumento en la longitud de la cadena puede reducir la rotacion aleatoria del
oxidante en la interfase de la emulsion, y este efecto puede provocar que el antioxidante se
disponga en la interfase con el residuo ortofendlico orientado hacia la fase acuosa de forma
preferencial. Finalmente, si la cadena alquilo es demasiado larga, esto podria provocar que la
disposicion del antioxidante sea mas interna en la micela, siendo menos efectiva que cuando
se dispone en la interfase. Esta influencia de la longitud de la cadena ha sido también
reportada por Yu y col para derivados de ubiquinona (Yu, et al., 1985).
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En el caso de los derivados glucosilados, la pérdida de la estructura catecol en Hyd-3-
Glu ¢ Hyd-4-Glu, explicaria su ineficacia a la hora de inhibir la oxidacion lipidica en la
emulsion de aceite en agua. La baja actividad antioxidante de Hyd-1-Glu, concordante con la
teoria de la “paradoja polar”, parece que viene influenciada mayoritariamente por la
localizacion del antioxidante en la interfase. Este compuesto, mas polar que el Hyd, se
solubilizaria mejor en las micelas del surfactante, dando lugar a una disminucién de su
concentracion efectiva en el seno de la emulsion (Yuji, et al., 2007).

Por lo tanto, los resultados obtenidos muestran que los ésteres de Hyd presentan
actividad antioxidante en ambos sistemas, aceite y emulsion de aceite. La introduccion de una
cadena lipofilica en el hidroxilo de la cadena lateral provoca una disminucion de la
efectividad del Hyd. Los resultados sugieren que existe una dependencia entre la longitud de
la cadena y la disminucion de la capacidad antioxidante tal y como predice la “paradoja
polar”. En sistemas emulsificados, la presencia de una cadena carbonada corta o
medianamente corta incrementa la capacidad antioxidante del Hyd debido a la disposicion
fisica del compuesto en la interfase. Sin embargo, la presencia de cadenas carbonadas mas
largas no provoca un incremento significativo en la capacidad antioxidante. Esto parece
indicar que la lipofilia tiene un rol importante en la distribucion geométrica del antioxidante
en la interfase aceite-agua lo cual incide directamente en la capacidad antioxidante del
compuesto. Los resultados obtenidos se ajustan al comportamiento predicho por la “paradoja
polar” segun la cual los compuestos mas lipofilicos mostraron mejor capacidad antioxidante
en emulsiones aceite-agua que en aceite en comparacion con el Hyd.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la alta eficacia de fenolipidos
derivados de Hyd y de derivados glucosilados de Hyd en emulsiones de aceite en agua, muy
superior, incluso al Hyd. Las diferentes caracteristicas lipofilicas de estos derivados con
respecto a la molécula original Hyd pueden favorecer su incorporaciéon en nuevas
formulaciones alimenticias y destinadas a cosmética basadas en sistemas emulsionados de
aceite en agua enriquecidos con lipidos marinos con elevado contenido en ®3-PUFA.
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5.2. DERIVADOS DE RESVERATROL.

Se presenta el efecto de las siguientes modificaciones estructurales de la molécula de Res
en su capacidad antioxidante.

- La introduccion de grupos alquilo de distinta longitud de cadena: DERIVADOS
ACILADOS.

- La introduccion de residuos de glucosa en distintas posiciones: DERIVADOS
GLUCOSILADOS.

- La introduccion de cadenas alquilo de distinta longitud en el residuo de glucosa
introducido previamente en la molécula de Res. DERIVADOS ACIL
GLUCOSILADOS.

De forma similar al capitulo anterior, capitulo presenta dos partes, una primera destinada
a la descripcion de los parametros fisico-quimicos de los compuestos a estudiar, y una
segunda parte centrada en el estudio de las capacidades de estos compuestos para inhibir la
oxidacion de los sistemas lipidicos en aceite y emulsiones.

5.2.1. Sintesis y estabilidad.

El resveratrol y sus derivados acilados y glucosilados objeto de estudio, se representan en
las tablas 17 y 18 respectivamente (Tab. 17 y Tab. 18). Todos los derivados acilados y
glucosilados se obtuvieron con buenos rendimientos y con la configuracion deseada.
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Fenol Abreviatura Peso n Estructura
molecular

Resveratrol Res 228,25

3-0-Acetil Res-3-C2 270.28

Resveratrol ’

4’-0-Acetil Res-4°-C2 270.28

Resveratrol ’

3,4’-0-

diacetil Res-3.4-C2 313,32

Resveratrol

3-O-estearoil Res-3C18 494,34 16

Resveratrol

4’-0-estearoil Res-4’C18 494,34 16

Resveratrol

Tab. 17 Derivados acilados del Res.
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Peso

Fenol Abreviatura molecular n Estructura

OH 4 _OH
Resveratrol-3-B- Res-3-Glu O 03 N O
glucopiranodsido (Pic) 390,39 HO o O
(Piceido)

Resveratrol-3, #'-f= 3 4.Glu 552,53 ‘I‘S O“%OH

di-glucopiranésido

HO OH
, O/\E{S/OH
oH
Resveratrol-3, 5-f — HO
di-glucopirandsido Res-3,5-Glu 552,53 O > on

OH
OH

Piceido-6-butirato Pic-C4 460,17 2 MO

Piceido-6-octanoato Pic-C8 516,24 6 Y ' OH

Piceido-6-laurato Pic-C12 572,31 10 %OQ/O 3 X

Piceido-6-palmitato Pic-C16 628,35 14 Hfjo>"on O

Piceido-6-estearato Pic-C18 656,39 16 Gl

Tab. 18 Derivados glucosilados del Res.

Los resultados de los estudios de estabilidad de los derivados acilados y glucosilados a
través del analisis por cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa con detector de
diodos (Tab. 19) durante ¢l almacenamiento a 4 °C, mostraron una clevada estabilidad en
disolucion etanolica. Todos los compuestos fueron estables al menos durante 10 meses a
excepcion del Pie-C12 que se degradé a los 8 meses.

El nombre comun del compuesto resveratrol-3-f—glucopirandsido, Res-3-Glu, es acido
piceido, Pic. Para facilitar la comprension de los resultados:

- En los estudios enfocados al estudio de la influencia de la posicion en la
glucosilacion en la molécula de Res, el compuesto resveratrol-3-f—
glucopirandsido se identifico como Res-3-Glu.

- En los estudios enfocados a estudiar la influencia de la acilacién con la longitud

de cadena en el compuesto resveratrol-3-B—glucopiranodsido, éste se identifico
como Pic.
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Fenol Tiempo de retencion (min) A (nm)
Res 15,022 304
Res-3-C2

Res-4’-C2

Res-3,4°-C2

Res-3C18 39,199 319
Res-4’C18 38,831 305
Res-3-Glu (Pic) 2,024 302,9
Res-3,4’-Glu 11,895 305
Res-3,5-Glu 2,021 316
Pic-C4 15,488 317
Pic-C8 18,867 320,8
Pic-C12 23,047 317
Pic-C16 28,281 307,7
Pic-C18 30,789 305

Tab. 19 Tiempos de retencion y maximos de absorcion del espectro de UV de Res, derivados acilados de Res y
derivados glucosilados de Res.

Los estudios de estabilidad no se llevaron a cabo para los acetil derivados de Res, Res-3-
C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2, por no disponer de muestra suficiente.

Los espectros de absorcién de todos los derivados de Res fueron similares a los de la
molécula original con ligeros desplazamientos del maximo de absorcion.

5.2.2. Coeficientes de particion: log P.

Los coeficientes de particion obtenidos como log P se muestran en Tab. 20. Los datos
para las muestras aciladas de Res, asi como para los derivados acil glucosilo del Res, se
obtuvieron empleando la fragmentacion de Crippen incluida dentro del Software ChemDraw
Ultra 11.0 (Ghose & Crippen, 1987). Los resultados experimentales obtenidos para los
estearol derivados presentaron mucha variabilidad y en el caso de los acetil derivados y de los
acil glucosil derivados, no se dispuso de muestra suficiente para llevar a cabo el andlisis.
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Fenol log P
Res 1,85+ 0,46
Res-3-C2 3,02%
Res-4’-C2 3,02%
Res-3,4’-C2 3,05%*
Res-3C18 9,94%*
Res-4’C18 9,94*
Res-3-Glu (Pic) 0,89 £ 0,06
Res-3,4’-Glu -0.73+0,12
Res-3,5-Glu -0.72 £ 0,02
Pic-C4 2,52%
Pic-C8 4,19*
Pic-C12 5,86%*
Pic-C16 7,52%
Pic-C18 9,04**

Tab. 20 Coeficientes de particion expresados como log P para Res, derivados acilados de Res y derivados acil
glucosilo de Res. Para los compuestos sefialados con (*), el log P se calculé usando la fragmentacion de Crippen
incluida en el Software ChemBrioDraw Ultra 11.0. (**), el log P se determiné empleando el software
informatico desarrollado por Molinspiration Cheminformatics (media + sd).

Los valores determinados experimentalmente mostraron que la introduccion de una
unidad de glucosa o dos provoco una disminucion en la lipofilia de los distintos compuestos.

Los derivados acilados, cuyo coeficiente de reparto fue determinado tedricamente,
mostraron que un incremento en la longitud de la cadena acilo, produjo un incremento en la
lipofilia. Similares resultados se observaron en los derivados acil glucosilo del Res.

No se pudo determinar el coeficiente de particion teérico para Pic-C18 a través de la
fragmentacion de Crippen incluida en el Software ChemBrioDraw Ultra 11.0. Para poder
tener una estimacion de este valor, se empled el software on-line desarrollado por
Molinspiration Cheminformatics (Molinspiration Cheminformatics, Nova ulica, SK-900 26
Slovensky Grob, Slovak Republic), segun el cual log P se determin6 siguiendo una
metodologia desarrollada por Molinspiration, basandose en una suma de contribuciones de los
distintos grupos que forman parte de la molécula y de una serie de factores de correccion.

5.2.3. Capacidad antirradicalaria: DPPH y TEAC (ABTS").

La capacidad antirradicalaria de los distintos compuestos se evalud por dos metodologias
diferentes. Por un lado, la capacidad de captacion de radical DPPH vy, por otro lado, el poder
de captacion del radical ABTS" expresado como TEAC. Estos resultados se muestran en la
Tab. 21). Los valores correspondientes a Pic-C12 no pudieron calcularse por un problema de
degradacion de la molécula.
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Fenol

DPPH (ECso mM)

TEAC (mM equiv a 0,5 mM

Trolox)

Res 3,1673 £0,0518 0,1027 £0,0164
Res-3-C2 4,0364 £0,1574 0,3182+0,0014
Res-4’-C2 24,5220 +0,6813 0,1502 +0,0037
Res-3,4’-C2 >25,6148 0,4261 £ 0,0221
Res-3-C18 7,3755 +£0,2194 1,2649 +0,1354
Res-4’-C18 20,0081 £ 1,16 1,0748 +£0,0131
Res-3-Glu (Pic) 3,3693 +£0,1307 0,2925 +0,0217
Res-3,4’-Glu n.d. 0,5162 +0,0379
Res-3,5-Glu 5,1142 +£0,07506 0,5402 +0,0456
Pic-C4 3,7817 £0,4586 0,2869 +0,0419
Pic-C8 3,4961 £0,1533 0,1973 +0,0523
Pic-C12 - -
Pic-C16 4,5378 £ 10,3690 0,7304+0,0195
Pic-C18 5,0435+£0,5131 0,8518+0,0442

Tab. 21 Capacidad antirradicalaria de Res, derivados acilados de Res y derivados acil glucosilo de Res. DPPH se
expres6 como ECs, concentracién necesaria para captar el 50% del radical DPPH presente en la disolucion. El
TEAC se expresd como la concentracion que produjo la misma capacidad de captacion de radical ABTS® que 0,5
mM de Trolox (media % sd). n.d, no determinado.

Los derivados acilados del Res mostraron una capacidad de captacion del radical DPPH
menor que el Res. Claramente se observo que la acilacion en la posicion 4°, provocod una
disminucion dréstica en el poder de captacion de DPPH, independientemente de la longitud de
la cadena. Ademas, en relacion a la acilacion en el hidroxilo de la posicion 3, el incremento de
la longitud de la cadena afectd negativamente al poder de captacion del DPPH.

La introduccion de un anillo de glucosa en el hidroxilo de la posicion 3 (Pic) no afecto al
poder de captacion del DPPH en relacion a la molécula original. Sin embargo, la introduccion
de otra unidad de glucosa en el esqueleto carbonado provoco una disminucion en la capacidad
de enmascarar el DPPH, siendo mas significativa cuando la adicion se produjo en el hidroxilo
de la posicion 4°. No se pudo determinar la capacidad de captacion para el Res-3,4’-Glu
debido a que todas las concentraciones ensayadas mostraron una captacion de radical muy
baja y no se pudo establecer la curva para determinar la ECsy. La concentracidon maxima
ensayada, 25,60 mM, presentd un porcentaje de inhibicion al radical DPPH de 30 % y no se
pudo realizar la extrapolacion para determinar la Ecso.

La capacidad de captacion de DPPH obtenida para el estudio de la acilacién con distintos
acidos grasos en el hidroxilo del carbono de la posicion 6 del residuo de glucosa de Res-3-
Glu mostr6 una fuerte dependencia con la longitud de cadena, viéndose disminuida para los
derivados de mayor longitud de cadena (C16 y C18), y siendo similar al Res para los
compuestos Pic-C4 y Pic-C8.

Los resultados obtenidos en la capacidad de captacion del radical ABTS' para los

derivados acilados de Res mostraron la misma tendencia que los observados en el DPPH.
Todos los derivados acilados de Res presentaron una menor capacidad de captacion al radical
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ABTS" que la molécula original. La acilacién en la posicion 4’ resultd ser mas efectiva que
la sustitucion en la posicion 3, independientemente de la longitud de cadena.

La adicion de un residuo de glucosa en el Res-3-Glu (Pic), provocod un descenso de la
capacidad de captacion al ABTS "con respecto al Res. Ademas, y de acuerdo con los
resultados obtenidos para el DPPH, la introduccién de una segunda unidad de glucosa,
independientemente de la posicion, provocod una disminucidén en el poder de captacion del
radical ABTS"™" con respecto al Pic.

La acilacion en la posicion 6 del residuo de glucosa en el Pic, afectd de forma importante
al poder de captacion del ABTS" en funcién de la longitud de la cadena. De forma general,
los resultados coinciden con los obtenidos a través del ensayo de DPPH, siendo los derivados
Pic-C8 y Pic-C4, aquellos con valores mejores y proximos a los obtenidos para el Pic. Pic-C8
fue ligeramente mejor que Pic-C4, el cual tuvo un comportamiento similar al Pic. Por otro
lado, los derivados con mayor longitud de cadena (C16 y C18), mostraron una capacidad de
captacion del orden de 3 veces menor que Pic y los derivados con longitud de cadena corta.

Estos resultados indicaron que el hidroxilo de la posicion 4’ juega un papel muy
importante en los mecanismos implicados en la captacion de radicales.

5.2.4. Capacidad reductora. FRAP.

El poder reductor de los distintos compuestos se evalu6 mediante el método FRAP
calculandose la capacidad reductora en funcion de la habilidad del compuesto para reducir el
hierro férrico a ferroso (Fig. 30).

107



M? JESUS GONZALEZ PEREZ
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Fig. 30 Capacidad reductora por mol de Fe*? de derivados acilados de Res (A), derivados glucosilados de Res
(B) y derivados acil glucosilados de Res (C).
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La acilacion del Res produjo notables modificaciones en su poder reductor (Fig. 30A).
Res-3-C2 mostr6 una capacidad reductora similar a Res mientras que Res-4’-C2, Res-3,4’-
C2, Res-3-C18 y Res-4’-C18 presentaron un poder reductor significativamente menor que la
molécula original. Claramente, el incremento de la longitud de cadena de los derivados
acilados, influy6 negativamente en el poder reductor de Res. Asimismo, considerando la serie
de los derivados de Res con igual longitud de cadena, la posicion de acilacion jugd un papel
importante en el poder reductor. Los resultados obtenidos sugieren que la presencia o
ausencia del hidroxilo en la posicion 4’ afecta de manera importante al poder reductor de la
molécula.

La adicién de un residuo de glucosa al Res en el hidroxilo de la posicion 3 (Res-3-Glu,
Pic) no produjo ningun efecto en el poder reductor del Res. Similares resultados se obtuvieron
con la introduccion de un segundo residuo de glucosa en el carbono de la posicion 5. Sin
embargo, la introduccion de una segunda unidad de glucosa en el carbono 4’, produjo una
drastica disminucion en el poder reductor del hierro calculado para el compuesto Res-3,4’-
Glu (Fig. 30 B). Estos resultados sugieren, de nuevo, que el hidroxilo en 4°, juega un papel
importante en el poder reductor de este tipo de compuestos.

La acilacion en el carbono de la posicion 6 del residuo de glucosa, provoco diferencias en
el poder reductor con respecto al Pic dependiendo de la longitud de la cadena. Para derivados
con longitud de cadena corta o media (C4 y C8), el poder reductor fue similar al Pic. Sin
embargo, al incrementarse la longitud de cadena a C16 y C18, se produjo una importante
disminucién en el poder reductor con respecto al Pic (Fig. 30 C).

Tal y como se indico previamente, se calculdo el numero de moles de hierro férrico
reducidos por mol de compuesto, expresandose la capacidad reductora de los derivados en
funcion de la concentracién molar, y ajustando las graficas a la ecuacion de una recta (R* >
0,9655). La pendiente de las ecuaciones lineales indica el numero de moles de hierro férrico
reducidos por un mol de compuesto reductor (Tab. 22). No fue posible determinar los moles
de ¢ cedidos por Res-3,4’-C2, Res-4’-C18 y Res-3,4’-Glu por no presentar una correlacion
lineal entre la capacidad reductora y la concentracion en los intervalos estudiados.
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Fenol moles e
Res 1,0252+0,0031
Res-3-C2 0,7671 +£0,0104
Res-4’-C2 0,0808 + 00,0008
Res-3,4’-C2 n.d.
Res-3-C18 0,0274+0,0019
Res-4’-C18 n.d
Res-3-Glu (Pic) 0,8762+0,0129
Res-3,4’-Glu n.d.
Res-3,5-Glu 0,7446+0,0973
Pic-C4 0,8526+0,0262
Pic-C8 0,9170+0,0702
Pic-C12 n.d.
Pic-C16 0,2781+0,0078
Pic-C18 0,2031+0,0095

Tab. 22 Moles de electrones que pueden ceder Res, derivados acilados de Res y derivados acil glucosilados de
Res (media = sd).

Todos los derivados acilados de Res presentaron una escasa capacidad para donar
electrones salvo Res-2-C2 que pudo donar 0,77 moles de e frente 1,03 moles de e que fue
capaz de ceder el Res.

La introduccion de una unidad de glucosa en C3 (Pic) produjo una pequefia disminucion,
aproximadamente del 25 %, en el nimero de moles de electrones que pueden ser donados. La
inclusion de un segundo residuo de glucosa en la posicion 5, apenas modifico la capacidad de
donar electrones, mientras que si la introduccion de esta segunda unidad de glucosa se
producia en la posicion 4’, se perdia la capacidad de cesion de electrones.

5.2.5. Actividad de los compuestos derivados de resveratrol en sistemas basados en
aceite de pescado.

El estudio de la inhibicion de la oxidacion por parte de Res, los derivados acilados de
Res, los glucosil derivados de Res y los derivados acil glucosilo de Res, en sistemas basados
en aceite se llevo a cabo empleando el aceite de higado de bacalao previamente caracterizado
y mencionado en el capitulo anterior.

5.2.5.1. Estudio de la inhibicion de derivados acilados de resveratrol en aceites
de pescado.

Este estudio se realizd empleando dos derivados acilados de longitud de cadena
significativamente diferente. Se examino, por tanto, el efecto de la introduccion de un grupo
estearilo (C18) y, por otro lado, de la introduccion de un grupo acetilo (C2), en las posiciones
3 y 4’ del Res.
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Dado que en bibliografia ya existian numerosas referencias sobre la efectividad de Res
para inhibir la oxidacidn en aceite, en una primera aproximacion se llevé a cabo un estudio de
la eficacia de Res-4’-C18 en aceite de pescado a diferentes concentraciones para seleccionar
una concentracion Optima de trabajo. Para ello, muestras de aceite de pescado se
suplementaron con distintas concentraciones de Res-4’-C18 (10, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm).
Las muestras control no contenian ningin compuesto fenolico. Los sistemas se activaron
térmicamente a una temperatura de 40 °C y se estudi6 la evolucion de la oxidacion lipidica
durante 9 dias.

Los resultados obtenidos a través del analisis sensorial demostraron que todas las
concentraciones ensayadas inhibieron el desarrollo de aromas asociados a la rancidez de
forma moderada salvo las muestras que contenian una concentracion de 10 ppm. Las muestras
control sin aditivos desarrollaron rancidez en el dia 8 mientras que las muestras
suplementadas con concentraciones superiores a 10 ppm de Res-4’-C18 mostraron rancidez
incipiente hasta el dia 7.

Los resultados observados en el andlisis sensorial se corroboraron con los parametros

quimicos de determinacion de la concentracion de hidroperoxidos con dienos y trienos
conjugados (Fig. 31 A y B).
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Fig. 31 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con 10, 25, 50, 100 y 200 ppm de Res-4’-C18 y almacenadas a 40 °C.

Todas las concentraciones estudiadas, excepto la de 10 ppm que presentd un
comportamiento prooxidante, mantuvieron niveles de hidroperéxidos con dienos conjugados,
ligeramente inferiores a los mostrados por las muestras control sin suplementacion a lo largo
de todo el estudio. En el caso de la formacion de trienos conjugados, la cinética de la
oxidacion transcurridé mas lenta, observandose un comportamiento pro oxidante para las
concentraciones de 10 y 25 ppm. Los periodos de inducciéon en la formacion de dienos
conjugados fueron de 6 dias para las muestras suplementadas con 10 ppm de Res-4’-C18 y de
6,75 dias para las muestras control sin aditivos y para todas las muestras suplementadas con
concentraciones superiores a 10 ppm. En el caso de los trienos conjugados, los periodos de
induccion fueron de 7 dias para las muestras suplementadas con 10 ppm de Res-4’-C18, de 8
dias para las muestras suplementadas con 25 ppm y no se observo periodo de induccién para
los demads casos.
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Los porcentajes de inhibicion calculados para las distintas concentraciones ensayadas de
Res-‘4-C18 a dia 9 se muestran en la Tab. 23. Todas las concentraciones ensayadas
presentaron un porcentaje de inhibicion moderado salvo la concentraciéon mas baja (10 ppm)
que, como se ha sefialado previamente, resulté ser prooxidante y 25 ppm que present6 un bajo
poder de inhibicién en la formacion de dienos conjugados. Resultados similares se obtuvieron
para el caso de los trienos conjugados. No se observaron diferencias significativas en la
capacidad de inhibicion entre las concentraciones superiores s 25 ppm.

Dienos conjugados Trienos conjugados

Concentracion % I (dia 9) % I (dia 9)

10 ppm -53,6 £ 2,54 -82,94 + 7,93
25 ppm 20,1 +£0.05 -52,87 £ 0,01
50 ppm 33,7+ 4,65 47,16 £2,24
100 ppm 34,5+4,99 4431 £ 1,27
150 ppm 29,9 +2,99 35,55 +4,06
200 ppm 32,0£2,66 42,62 + 6,39

Tab. 23 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados en muestras de aceite
de pescado suplementadas con 10, 25, 50, 100 y 200 ppm de Res-4’-C18 y almacenadas a 40°C.

En funcion de los resultados obtenidos se selecciond la concentracion de 100 ppm para
evaluar la actividad antioxidante de los distintos fenolipidos derivados de Res en emulsiones
de aceite de pescado en agua.

El estudio de la inhibicién de los derivados estearilo de Res en aceite de pescado (Res-3-
C18 y Res-4’-C18), se llevo a cabo durante 7 dias en muestras de aceite de pescado
suplementadas con 100 ppm de antioxidante (0,44 mM para Res y 0,20 mM para los
derivados estearilo) y activadas térmicamente a 40°C. Las muestras control no contenian
ningun aditivo.

El andlisis sensorial mostré que tanto Res como sus estearil derivados presentaron una
baja inhibicion al desarrollo de aromas asociados a la rancidez.

Estos resultados se corroboraron con las determinaciones quimicas de hidroperéxidos con
dienos y trienos conjugados. (Fig. 32A y Fig. 32B, respectivamente). Todos los compuestos
ensayados mostraron poca capacidad de inhibir la formacién de hidroperdxidos con dienos
conjugados. El periodo de induccion fue de 2 dias para las muestras control que no contenian
ningun aditivo y para las muestras suplementadas con Res. El periodo de induccion se
extendio hasta 3,5 dias para los derivados acilados. La capacidad inhibitoria de estos
compuestos, fue mayor para el caso de formacion de hidroperoxidos con trienos conjugados.
La formacion de hidroperoxidos con trienos conjugados sigui6 la cinética clasica y presento
una evoluciéon mas lenta. En este caso, no se llegd a observar claramente la etapa de
propagacion de la oxidacion durante el tiempo que se desarrolld el experimento. El periodo de
induccioén fue de 5 dias para las muestras control sin aditivos y se retras6 un dia para todas las
muestras suplementadas con los derivados estearilo del Res. A continuacién, sélo el Res fue
capaz de mantener niveles bajos de hidroperdxidos con trienos conjugados.
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Fig. 32 Cinéticas en la formacion de hidroperoéxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con 100 ppm de Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 y almacenadas a 40 °C.

Los porcentajes de inhibicion calculados en los dias 6 y 7 de la etapa de propagacion de
las muestras control para la formacion de hidroperoxidos con dienos y en el dia 7 en el caso
de trienos conjugados, se muestran en la Tab. 24.

Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol % 1 (dia 6) % 1 (dia 7) % 1 (dia 7)
Res 34,40 + 7,53 28,02 £2,43 69,01 + 7,84
Res-3-C18 31,96 + 10,54 32,20 £ 2,64 29,92 + 8,35
Res-4’-C18 42,94 + 6,96 -16,68 + 6,91 -6,90 + 5,57

Tab. 24 Inhibicién en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Res, Res-3-C18 y Res-
4’-C18 (100 ppm) en aceite de higado de bacalao almacenado 40 °C (media + sd).
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Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 presentaron un poder de inhibicion moderado a la
formacion de hidroperdxidos con dienos conjugados. No se apreciaron diferencias
significativas entre los distintos compuestos ensayados. Es preciso tener en cuenta que,
aunque se afiadieron 100 ppm de cada compuesto, su concentraciéon molar fue distinta, siendo
de 0,44 mM para Res y de 0,20 mM para los derivados acilados. En consecuencia, estos
fenolipidos mostraron el mismo porcentaje de inhibicion que Res pero a una concentracion
inferior y, por lo tanto, es de suponer mayor eficacia que Res. En el caso de trienos
conjugados, Res-3-C18 mostr6 un poder de inhibicion, menor que Res, y Res-4’-C18 no fue
capaz de inhibir la formacion de trienos conjugados.

Con el fin de incrementar la cinética de la reaccion de oxidacidn, el estudio de la
inhibicion de los derivados acetilo de Res en aceite de pescado (Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-
3,4-C2), se llevo a cabo a 50 °C. Inicialmente, los compuestos se adicionaron en una
concentracion de 100 ppm (0,37 mM para Res-3-C2, Res-4’-C2 y 0,32 mM para Res-3,4’-
C2) pero no resulté efectiva. Por ello, se increment6d la concentracion de los potenciales
antioxidantes hasta 0,65 mM. El control de la extension de la oxidacion se llevo a cabo
durante 6 dias.

La evaluacion sensorial mostré que las muestras control sin aditivos y aquellas
suplementadas con Res-3-C2 desarrollaron aromas asociados a la rancidez a partir del dia 4.
Las muestras suplementadas con Res, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 mostraron rancidez
incipiente a partir del dia 5 sin mostrar una rancidez significativa durante el estudio.

La determinacion de la concentracion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados
durante el proceso de oxidacion confirmo los resultados observados en la evaluacion sensorial
(Fig. 33 A y B). Res, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 inhibieron la formacion de dienos y trienos
conjugados, manteniendo los niveles de hidroperéxidos mas bajos que los controles. Res-3-
C2 present6 una inhibicion mas baja en comparacion con los demas acetil derivados de Res
estudiados. Los periodos de induccion calculados para la formacion de dienos conjugados
fueron de 4 dias para las muestras control y aquellas suplementadas con Res-3-C2 y de 5 dias
para Res, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2.
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Fig. 33 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con Res, Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 en una concentracion de 0,65
mM y almacenadas a 50 °C.

En el caso de la formacion de trienos conjugados, los periodos de induccion para las
muestras control y para aquellas suplementadas con Res-3-C2 fueron de 4 dias, mientras que
para Res, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 no se observo un significativo periodo de propagacion, y
por tanto, no se apreciaron los periodos de induccion durante todo el experimento.

Los porcentajes de inhibicion de los dienos y trienos conjugados se calcularon en el dia 6
durante la etapa de propagacion de las muestras control (Tab. 25). Los resultados obtenidos
confirmaron la efectividad de los derivados acetilados de Res en la inhibicion de la oxidacion
lipidica en aceite de pescado. Res-3-C2 presentd el menor porcentaje de inhibicion (23,43%)
mientras que Res, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 presentaron una capacidad de inhibicion mayor y
semejante al Res, alrededor del 60%, sin diferencias significativas entre ellos para la
formacion de dienos conjugados. Se detectaron mayores diferencias en el porcentaje de
inhibicion para la formacion de los trienos conjugados, siendo Res y Res-4’-C2 los
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compuestos que presentaron mayor efectividad, alrededor del 80%, seguidos por Res-3,4’-C2
y Res-3-C2.

Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol % I (dia 9) % I (dia 9)
Res 67,99 + 2,70 83,50 + 7,83
Res-3-C2 23,43 +£3,75 46,83 + 4,60
Res-4’-C2 61,01 +7,32 80,45+ 3,90
Res-3,4’-C2 58,16 + 6,95 68,26 + 5,12

Tab. 25 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados conjugados en muestras
de aceite de pescado suplementadas con Res, Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 (0,65 mM) y almacenadas a
40 °C (media * sd).

5.2.5.2. Estudio de la inhibicion de derivados glucosilados de Res en aceites de
pescado.

Tal y como ya se ha indicado previamente, se evalu6 la influencia de la presencia de una
o dos unidades de glucosa en las posiciones 3, 5 y 4’del Res (Fig. 34) en la capacidad
antioxidante del Res en aceite de pescado.

Fig. 34 Posiciones en las que se adiciond el residuo de glucosa en el Res.

Para ello se estudiaron los siguientes derivados glucosilados: el monoglucosido Res-3-
Glu (Pic), y los diglucosidos, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu. Las muestras de aceite de pescado
se suplementaron con 100 ppm de cada uno de los compuestos y los sistemas se almacenaron
a 40 ° Cy la extension de la oxidacion se estudié durante 10 dias.

La evaluacion sensorial mostrd que las muestras control no suplementadas comenzaron a
desarrollar una rancidez incipiente a partir del dia 6 evolucionando a rancidez notable al dia
siguiente. Las muestras suplementadas con Res, Res-3-Glu y Res-3,5-Glu mantuvieron los
sistemas con buenas propiedades sensoriales hasta el dia 6, a continuacion mostraron una
rancidez incipiente que se mantuvo durante todo el experimento salvo para el Res para el que
se percibio el desarrollo de rancidez significativa a dia 8. Las muestras que contenian Res-
3,4’-Glu mantuvieron el sistema en buenas condiciones sensoriales hasta el dia 6 mostrando
rancidez en el dia 7.
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Los resultados obtenidos en el analisis sensorial se corroboraron con la determinacion
quimica del contenido en hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados a lo largo de todo el
experimento (Fig. 35 Ay B).

Las muestras control sin aditivos y las muestras suplementadas con Res-3,4’-Glu,
experimentaron un fuerte incremento en el contenido de hidroperdxidos con dienos
conjugados a partir del dia 6. Las muestras suplementadas con Res, Res-3-Glu y Res-3,5-Glu
mantuvieron los niveles de dienos conjugados mas bajos que las muestras control durante
todo el experimento. Resultados similares se observaron en el caso de la determinacidon de
hidroperoxidos con trienos conjugados. En este caso, la cinética fue mas lenta y las muestras
control experimentaron un aumento en la concentracion de trienos conjugados a partir del dia
9, mientras que las muestras tratadas con Res-3,4’-Glu experimentaron un fuerte incremento
en la concentracion de trienos a partir del dia 7. Las muestras que contenian Res, Res-3-Glu y
Res-3,5-Glu mantuvieron niveles bajos de trienos conjugados hasta el dia 7, a partir del cual,
experimentaron un incremento de los mismos.

En relacion a los periodos de induccion, en el caso de los dienos conjugados, para las
muestras control, éste fue de 5 dias, mientras que para las muestras suplementadas con los
distintos compuestos fue de 6 dias. En el caso de los trienos conjugados, el periodo de
induccion fue de 7 dias tanto para las muestras control como para las muestras tratadas.
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Fig. 35 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con Res, Res-3-Glu, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu (100 ppm) y almacenadas a
40 °C.

Los porcentajes de inhibicidn se calcularon en los dias 8 y 10 de la etapa de propagacion
de las muestras control para los dienos conjugados y en el dia 10 para trienos conjugados.
Estos resultados se muestran en la Tab. 26.

Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol % 1 (dia 8) % 1 (dia 10) % 1 (dia 10)
Res 15,28 + 6,87 13,80 + 2,32 43,8+ 0,70
Res-3-Glu 35,28 + 1,85 30,52 + 4,35 44,5 + 3,68
Res-3,4’-Glu -32,42 +0,28 -40,11 £ 0,60 -56,6 + 8,75
Res-3,5-Glu 35,85+ 1,84 28,62 + 3,82 62,6 +2,31

Tab. 26 Inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados conjugados en muestras
de aceite de pescado suplementadas con Res, Res-3-Glu, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu (100 ppm) y almacenadas
a 40 °C (media =+ sd).
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Los resultados obtenidos confirmaron la efectividad moderada de Res, Res-3-Glu y Res-
3,5-Glu inhibiendo la oxidacion en aceite de pescado presentando el Res menor efectividad
que Res-3-Glu y Res-3,5-Glu. Res-3-Glu y Res-3,5-Glu, presentaron capacidades de
inhibicion similares. Sin embargo, si tenemos en cuenta las concentraciones molares
respectivas los distintos compuestos, 0,26 mM y 1,10 mM para Res-3-Glu y Res-3,5-Glu,
respectivamente, Res-3,5-Glu parece ser mas eficaz que Res-3-Glu al estar en menor
concentracion. En el caso de la formacion de trienos conjugados, Res-3,5-Glu mostrd de
nuevo mayor capacidad de inhibicién que los compuestos Res y Res-3-Glu siendo altamente
eficaz en la. Res-3,4’-Glu no result6 eficaz para inhibir la formacion de hidroperdxidos con
dienos y trienos conjugados. Estos resultados sugieren la importancia del hidroxilo en la
posicion 4’ en la inhibicion de la oxidacion lipidica.

Las modificaciones llevadas a cabo en el esqueleto basico del Res con la introducciéon de
cadenas alquilo de distinta longitud de cadena con el fin de incrementar la lipofilia de la
molécula original, y la introduccion de unidades de glucosa destinada a incrementar la
hidrofilia de la molécula original, no provocaron un incremento significativo en la capacidad
antioxidante del Res en el aceite de pescado. Debido a ello, se realizaron modificaciones
sobre el Res-3-Glu, que present6 una capacidad antioxidante moderada y superior al Res,
introduciendo cadenas alquilo con distinta longitud de cadena con objeto de variar la lipofilia
de esta molécula. Se estudi6 el efecto de esta modificacion en la capacidad antioxidante de
Res-3-Glu. Tal y como ya se ha indicado al inicio de este capitulo, para facilitar la
nomenclatura, en estos experimentos Res-3-Glu se identifico como Pic. En la Fig. 36 se
indica la posicion donde se llevaron a cabo la introduccion de las cadenas alquilo con distinta

longitud de cadena.
\ OoH 4 _OH
6
O X
HO ol O

5
OH

Fig. 36 Posicion donde tuvo lugar la acilacion de Res-3-Glu (Pic) con grupos alquilo de distinta longitud de
cadena.

Para llevar a cabo el estudio sobre la influencia que la acilacion en Pic, puede tener en la
inhibicion de la oxidacion en muestras de aceite de pescado, se plantearon una serie de
experimentos en los que se ensayo la capacidad de los compuestos Pic, Pic-C4, Pic-C8, Pic-
C12, Pic-C16 y Pic-C18 cuando eran afiadidos en concentraciéon de 100 ppm en aceites
sometidos a oxidacion térmica a 40 °C. La extension de la oxidacion fue de 9 dias.

El andlisis sensorial mostro que tanto los controles sin aditivos, como las muestras que
contenian los fenoles desarrollaron una rancidez incipiente alrededor del dia 6 de
experimentacion. Las muestras control y aquellas suplementadas con Pic-C4 y Pic-C8
desarrollaron rancidez en el dia 7, mientras que las muestras que contenian Pic, Pic-C12, Pic-
C16 y Pic-C18 no desarrollaron rancidez hasta el dia 9.
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La Fig. 37 (A y B) muestra la evolucion de la oxidacion lipidica de aceite de pescado en
presencia de los distintos derivados acilados de Pic en términos de la formacion de
hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados. A partir del dia 6, las muestras control y las
suplementadas con Pic y los distintos fenolipidos derivados del Pic experimentaron un
incremento en la concentracion de dienos conjugados. Las muestras que contenian Pic y los
derivados de mayor longitud de cadena mantuvieron los niveles de hidroperoxidos con dienos
conjugados por debajo de los niveles mostrados por las muestras control. Los derivados de
Pic de longitud de cadena corta (C4 y C8), presentaron mayores niveles de dienos conjugados
que las muestras control.
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Fig. 37 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con Pic, Pic-C4, Pic-C8, Pic-C12, Pic-C16 y Pic-C18 (100 ppm) y
almacenadas a 40 °C.

Durante todo el periodo de estudio, las muestras control no experimentaron un
incremento significativo en el contenido de trienos conjugados. Sélo las muestras que
contenian Pic-C4 y Pic-C8 mostraron niveles de trienos conjugados superiores al control a
partir del dia 6.
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Se determinaron los porcentajes de inhibicién en la formacién de hidroperoxidos con
dienos conjugados en el dia 9 del periodo de propagacion de las muestras control. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tab. 27.

% I (dia 9)

Fenol mM (100 ppm) Dienos conjugados
Pic 0,26 39,62 + 3,31
Pic-C4 0,22 21,18 4,92
Pic-C8 0,19 -23,68 £ 7,25
Pic-C12 0,17 30,54+ 0,16
Pic-C16 0,16 39,59 £ 1,67
Pic-C18 0,15 37,06 + 4,48

Tab. 27 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados en muestras de aceite
de pescado suplementadas con Pic, Pic-C4, Pic-C8, Pic-C12, Pic-C16 y Pic-C18 (100 ppm) y almacenadas a 40
°C (media = st).

Los porcentajes de inhibicidon obtenidos confirmaron la efectividad moderada de Pic, Pic-
C12, Pic-C16 y Pic-C18 en la inhibicion del desarrollo de la oxidacion lipidica en aceite de
pescado. El porcentaje de inhibicion de Pic-C12 fue ligeramente inferior a los calculados para
Pic, Pic-C16 y Pic-C18. Asimismo, Pic-C4 y Pic-C8 mostraron un comportamiento
significativamente prooxidante. Las concentraciones molares en las que se adicionaron los
distintos compuestos se muestran en la Tab. 27. Consecuentemente, los derivados de mayor
longitud de cadena (C12-C18) resultaron ser claramente mas efectivos a la hora de inhibir el
desarrollo de la oxidacion lipidica en aceite de pescado a pesar de que se encontraban en una
concentracion molar mas baja que los derivados de menor longitud de cadena (C4-CS).

No se determinaron los porcentajes de inhibicion en la formacion de trienos conjugados
debido a que las muestras control no experimentaron un incremento importante en la
concentracion de los mismos durante todo el experimento.

En consecuencia, puede decirse que existe una influencia evidente de la longitud de
cadena de los derivados acilados de Pic en la inhibicion del desarrollo de la oxidacion lipidica
en sistemas de aceite de pescado.

5.2.6. Actividad de los compuestos derivados de resveratrol en sistemas basados en
emulsiones de aceite de pescado.

El estudio de la inhibicion de la oxidacion lipidica de Res, derivados acilados de Res y
derivados glucosilados de Res fue evaluada en emulsiones de aceite de pescado en agua. Tal y
como se ha descrito en el capitulo anterior, el aceite de pescado empleado fue aceite de higado
de bacalao, Gadus morhua. La proporcion de aceite en la emulsion fue de un 10% y el
emulsificante empleado en todos los experimentos fue lecitina en una concentracion del 1%.
La activacion térmica de los distintos ensayos estuvo comprendida entre 35 y 50 °C.

Con objeto de fijar las concentraciones objeto de estudio través de ensayos preliminares,
se estudio la actividad antioxidante de Res en emulsiones de aceite en agua a distintas
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concentraciones. Las muestras fueron suplementadas con 10, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm de
Res y los experimentos de oxidacion se realizaron a 35 °C. Las muestras control no contenian
aditivos.

La extension de la oxidacion se estudid a lo largo de 11 dias mediante el analisis sensorial
y la determinacién de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados.

La evaluacion sensorial mostr6 que todas las muestras suplementadas con
concentraciones de Res superiores a 50 ppm inhibieron el desarrollo de aromas asociados a la
rancidez derivada de la oxidacion lipidica. Los controles sin aditivos desarrollaron una
rancidez incipiente en el dia 9, evolucionando a rancidez significativa a partir del dia 10. Las
muestras suplementadas con las concentraciones mas bajas, 10 y 25 ppm, presentaron
rancidez incipiente a y desarrollaron una rancidez clara en el dia 11. Las muestras tratadas con
50 ppm de Res comenzaron a desarrollar una rancidez incipiente a partir del dia 11.

Los resultados de los hidroperéxidos conjugados indicaron que todas las concentraciones
de Res ensayadas fueron eficaces inhibiendo la autooxidacion de las emulsiones de aceite de
pescado a 35 °C (Fig. 38 A y B). De todas ellas, las concentraciones comprendidas entre 10 y
50 ppm fueron las que mostraron los valores de inhibicion mas bajos siendo las menos
efectivas para impedir la formacion de hidroperdxidos conjugados. Estos resultados
confirmaron los resultados obtenidos en el analisis sensorial
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Fig. 38 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Res (10, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm) y almacenadas a 35 °C.

A la vista de las gréficas, los periodos de induccioén fueron de 8 dias para las muestras
control, 9,5 dias para las muestras tratadas con 10 ppm de Res, 10 dias para las muestras
suplementadas con 25 y 50 ppm. No se observé periodo de induccion para aquellas muestras
que contenian Res en una concentracion superior a 50 ppm.

Los porcentajes de inhibicidon de la oxidacion se evaluaron a dia 10 durante la etapa de
propagacion de las muestras control. Los resultados se muestran en la Tab. 27.
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% 1 (dia 10)
Fenol Dienos conjugados Trienos conjugados
10 ppm 51,01 £7,97 60,22 + 1,29
25 ppm 66,59 £ 12,15 73,78 + 13,33
50 ppm 78,75 + 4,80 84,39 + 5,01
100 ppm 80,73 £ 4,51 84,66 + 6,87
150 ppm 80,86 + 2,06 86,18 +2,63
200 ppm 80,61 + 0,05 85,40 + 1,06

Tab. 28 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados en emulsiones de aceite
de pescado en agua suplementadas con Res (10, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm) y almacenadas a 35 °C (media +
st).

Los porcentajes de inhibicion de las distintas concentraciones de Res ensayadas
estuvieron en el rango del 51,01- 86,18 %. Por lo tanto, todas las concentraciones fueron
marcadamente efectivas en la inhibicion del desarrollo de la oxidacion lipidica en emulsiones
de aceite en agua. Destacan las concentraciones superiores a 50 ppm ya que presentaron un
poder de inhibicion superior al 80 % en las etapas finales del experimento.

En resumen, todas las concentraciones ensayadas de Res fueron eficaces a la hora de
inhibir el desarrollo de la rancidez en emulsiones de aceite de pescado en agua al retrasar y
reducir la formacion de los productos de oxidacion. Para llevar a cabo los experimentos de
oxidacién con los distintos derivados de Res se selecciono, por tanto, la concentracién de 100

5.2.6.1. Estudio de la inhibicion de derivados acilados de resveratrol en
emulsiones de aceite de pescado en agua.

Al igual que los ensayos realizados en aceite de pescado, estos estudios se llevaron a cabo
empleando dos derivados acilados de distinta longitud de cadena, C18 y C2 en las posiciones
3 y 4’ del Res.

Los ensayos llevados a cabo con Res-3-C18 y Res-4’-C18 incluyeron la suplementacion
de emulsiones de aceite en agua con 100 ppm de estos fenolipidos. Como ya se ha indicado,
las muestras control no contenian ningun aditivo y se empledé Hyd como control positivo de
inhibicion de la oxidacion. Los distintos sistemas se activaron térmicamente a 35 °C y los
experimentos se extendieron durante 6 dias.

El analisis sensorial mostr6é que tanto las muestras control como las muestras que incluian
los derivados acilados desarrollaron rancidez a partir del dia 3, mientras que las muestras
tratadas con Hyd y Res mostraron rancidez incipiente sobre el dia 6.

La determinacion de los hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados (Fig. 39 A 'y B)
confirmé los resultados obtenidos en el anélisis sensorial. E1 Res mostré un comportamiento
similar al Hyd siendo ambos eficaces para mantener niveles bajos los valores de dienos y
trienos conjugados mientras que los compuestos Res-3-C18 y Res-4’-C18, presentaron
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concentraciones de dienos y trienos conjugados similares a los de las muestras control durante
todo el experimento.
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Fig. 39 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Hyd, Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 (100 ppm) y almacenadas a
35 °C.

Los porcentajes de inhibiciéon de Res y sus estearil derivados se evaluaron a dia 6 en la
etapa de propagacion de la oxidacion de los controles (Tab. 29).

% 1 (dia 6)
Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol Sin EtOH Con EtOH Sin EtOH Con EtOH
Hyd 74,48 + 10,09 89,35+ 3,58 80,13 £ 6,11 88,32 + 3,67
Res 64,77 + 1,98 83,84+ 3,29 75,41 £ 0,51 85,14 + 3,80
Res-3-C18 18,39 + 9,85 19,67 + 14,69 12,23 +£ 9,54 18,78 £ 10,68
Res-4’-C18 6,74 + 8,02 -21,04 £ 6,99 6,51 £9,96 -15,55+4,13

Tab. 29 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Res, Res-3-C18 y
Res-4’-C18 (100 ppm) en emulsion de aceite de pescado en agua almacenada a 35 °C (media + sd).
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El Res present6 una elevada actividad antioxidante en emulsiones de aceite de pescado en
agua y similar a la del Hyd mientras que Res-3-C18 y Res-4’-C18 apenas presentaron
actividad. Dada la diferencia en concentracion molar entre Res (0,44 mM) y sus derivados
estearilo (0,20 mM), no se puede asegurar que la introduccidon de la cadena alquilo sea el
factor determinante en la disminucion de la capacidad antioxidante con respecto a la molécula
original. Sin embargo, los datos obtenidos si sugieren que la posicion en la que se produce la
acilacion si influye notablemente en la efectividad. Tal y como ya se habia observado
previamente en el estudio de la inhibicidén de la oxidacion de estos compuestos en aceite de
pescado, la presencia o no del hidroxilo libre en la posicion 4°, parece jugar un papel
importante en la actividad antioxidante de este tipo de compuestos puesto que los valores
calculados para Res-4’-C18 fueron los peores de todos los compuestos fendlicos ensayados.

Debido a la disminucion de la polaridad al introducir un grupo alquilo de cadena larga, se
llevo a cabo el mismo experimento adicionando el antioxidante en disolucion etandlica para
facilitar su dispersion en el seno de la emulsion. Los antioxidantes se afiadieron en un
pequeiio volumen de EtOH con respecto al volumen de emulsion (1:100). A las muestras
control se les adicion6 la misma cantidad de EtOH sin compuestos fenolicos (Fig. 40 A yB).
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Fig. 40 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Hyd, Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 (100 ppm) y almacenadas a

35 °C en presencia de EtOH.

La adicién de esta pequena cantidad de EtOH provoco un ligero incremento en la
efectividad antioxidante de Hyd y Res. Sin embargo, no se produjo ningiin cambio en el
comportamiento de los dos derivados estearilo desde el punto de vista de la oxidacion lipidica.

Los porcentajes de inhibicion (Tab. 28) obtenidos en presencia de EtOH para Hyd y Res
aumentaron ligeramente, en comparacion a los que se habian obtenido en ausencia de EtOH.

Dada la baja efectividad mostrada por los derivados estearilo, a la hora de evaluar la
capacidad antioxidante de los acetil derivados de Res (Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2),
se incrementd la concentracion del antioxidante en la emulsion a 0,75 mM. Las muestras se
activaron térmicamente a 50 °C y se estudio el desarrollo de la oxidacion durante 6 dias. Los
distintos compuestos fenolicos se anadieron en una disolucién etandlica y a las muestras
control se les anadio el mismo volumen de EtOH.
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La oxidacion se determind mediante el analisis sensorial y las medidas de hidroperéxidos
conjugados (Fig 39 A y B). Las cinéticas de formacion de estos compuestos mostraron
claramente el periodo de induccién y el periodo de propagacion de la oxidacion.

La evaluacion sensorial de la oxidacion mostré que las muestras control, sin compuestos
fendlicos, mostraron una rancidez incipiente a partir del dia 5, evolucionando a rancidez clara
un dia después. Las muestras suplementadas con Res-3,4’-C2 presentaron una rancidez
incipiente en el dia 6 y evolucionaron a rancidez significativa en el dia 7. Las muestras
tratadas con Res, Res-3-C2 y Res-4’-C2 exhibieron una rancidez incipiente a dia 7, en la
etapa final del estudio.

La determinacion de los niveles de hidroperoxidos conjugados durante el desarrollo de la
oxidacion lipidica se muestran en la Fig. 41 (A y B). Las cinéticas de formacion de los dienos
y trienos conjugados fueron muy similares y los resultados cualitativos fueron semejantes.
Res y sus monoacetil derivados fueron capaces de mantener los niveles de hidroperéxidos en
niveles inferiores a los que contenian las muestras control durante todo el experimento. Las
muestras suplementadas con Res-3,4’-C2 experimentaron un fuerte incremento en la
concentracion de dienos y trienos conjugados a partir del dia 5 y 6, respectivamente. Los
resultados obtenidos confirmaron los observados en la evaluacion sensorial del desarrollo de
la oxidacién lipidica.

Los periodos de induccion determinados a partir de las cinéticas de formacion de dienos y
trienos conjugados se muestran en la Tab. 30.

Periodo de induccion (dias)

Fenol Dienos conjugados Trienos conjugados
Control 4 4

Res 5,75 6
Res-3-C2 5,75 6
Res-4’-C2 5 6
Res-3,4’-C2 5 5,25

Tab. 30 Periodos de induccion de los dienos y trienos conjugados en emulsion de aceite de pescado en agua
tratada con 0,75 mM de Res, Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2, durante su almacenamiento a 50 °C.

A la vista de los resultados, Res y todos sus derivados acetilados consiguieron

incrementar el periodo de induccion de los hidroperdxidos conjugados siendo los mas
efectivos, Res, Res-3-C2 y Res-4’-C2.
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Fig. 41 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Res, Res-3-C2, Res-4’-C2 y Res-3,4’-C2 (0,75 mM) y
almacenadas a 50 °C.

Los porcentajes de inhibicidon para dienos y trienos conjugados se calcularon en los dias 6
y 7, respectivamente (Tab. 31). Los porcentajes de inhibicién en la formacion de los dienos
conjugados de Res, Res-3-C2 y Res-4’-C2 se mantuvieron en el rango 63,35-69,92%, por lo
tanto, estos compuestos resultaron ser significativamente efectivos en las primeras etapas de
oxidacion. La efectividad disminuyo ligeramente para el caso de los trienos conjugados. Res-
3,4’-C2 present6 una baja efectividad en la inhibicidon de ambos, dienos y trienos conjugados.

Dienos conjugados Trienos conjugados
Fenol % 1 (dia 6) % I (dia 7)
Res 69,92 + 0,83 63,75+ 1,92
Res-3-C2 66,61 +2,90 53,17 +5,36
Res-4’-C2 63,35 +2,61 57,33 £ 1,65
Res-3,4’-C2 39,78 + 4,39 27,97 + 5,23

Tab. 31 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Res, Res-3-C2, Res-
4’-C2 y Res-3,4’-C2 (0,75 mM) en emulsion de aceite de pescado en agua almacenada a 50 °C (media # sd).
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5.2.6.2. Estudio de la inhibicion de derivados glucosilados de resveratrol en
emulsiones de aceite de pescado en agua.

Los derivados glucosilados de Res se ensayaron en las emulsiones de aceite de pescado
en agua en una concentracion de 100 ppm en una disolucidén etanolica. Los sistemas se
activaron térmicamente a 40 °C y la evolucion de la oxidacion se estudié durante 10 dias.

Los primeros experimentos consistieron, al igual que en el aceite de pescado, en el
estudio de la influencia de la introduccion de una o dos unidades de glucosa en el Res. Los
derivados glucosilados estudiados fueron: Res-3-Glu, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu.

El analisis sensorial mostré que las muestras suplementadas con Res, Res-3-Glu, y Res-
3,5-Glu fueron capaces de inhibir la formacion de aromas asociados a la rancidez hasta el dia
9 donde mostraron el desarrollo de una rancidez incipiente. Sin embargo, las muestras que
contenian Res-3,4’-Glu desarrollaron una elevada rancidez a dia 9 al igual que las muestras
control sin compuestos fenolicos afiadidos.

La determinacion de la concentracion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados
a lo largo del tiempo de incubacidon permitid confirmar los datos obtenidos en el andlisis
sensorial. Las cinéticas de formacion de dienos y trienos conjugados se muestran en la Fig. 42
(A y B). Las muestras que contenian Res, Res-3-Glu, y Res-3,5-Glu Res, presentaron
concentraciones inferiores de hidroperéxidos con dienos y trienos conjugados que las
muestras control y las muestras suplementadas con Res-3,4’-Glu durante todo el experimento.
Las muestras control y las muestras tratadas con Res-3,4’-Glu experimentaron un fuerte
incremento en la concentracion de dienos y trienos conjugados en el dia 9, mientras que para
las muestras a las que se les habia adicionado Res-3,5-Glu, este incremento fue moderado.
Res-3,4’-Glu mostré un comportamiento prooxidante en las etapas finales de la oxidacion.

Los periodos de induccién en la formacion de dienos y trienos conjugados, obtenidos a
partir del andlisis de las cinéticas de oxidacion correspondientes, fueron de 8 dias para las
muestras control y las tratadas con Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu y se retras6 un dia para las
muestras que contenian Res y Res-3-Glu.
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Fig. 42 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Res, Res-3-Glu, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu (100 ppm) y

almacenadas a 40 °C.

Los porcentajes de inhibicion en la formacion de dienos y trienos conjugados de Res,
Res-3-Glu, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu se evaluaron durante la etapa de propagacion de la
oxidacion de las muestras control a dia 10 (Tab. 32).

Dienos conjugados  Trienos conjugados

Fenol % I (dia 6) % I (dia 7)

Res 70,45 + 4,41 75,39 £ 11,33
Res-3-Glu 75,14 £ 5,04 69,65 + 3,06
Res-3, 4’-Glu -19,85 £2,68 -17,18 £ 3,12
Res-3,5-Glu 54,41 + 6,40 52,79 + 6,00

Tab. 32 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Res, Res-3-Glu, Res-
3,4’-Glu y Res-3,5-Glu (100 ppm) en emulsion de aceite de pescado en agua almacenada a 40 °C (media + sd).
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Res-3-Glu mostrd una elevada capacidad de inhibicion en la formacion de dienos y
trienos conjugados con un porcentaje de inhibicion similar al calculado para el Res. Sin
embargo, es preciso considerar que la concentracion molar en el seno de la emulsion de Res-
3-Glu (0,26 mM) es inferior que la del Res (0,44 mM), y por tanto, su grado de eficacia es
potencialmente superior al Res. Por lo tanto, en emulsiones de aceite en agua, la adicion de
una unidad de glucosa a la molécula de Res se tradujo en un incremento en la efectividad
antioxidante.

Asimismo, no se aprecia una gran diferencia entre los valores de los porcentajes de
inhibicion de Res-3-Glu y Res-3,5-Glu. Ambos compuestos fueron afiadidos en
concentraciones molares de 0,26 mM y 0,18 mM, respectivamente y no a diferencias en el
comportamiento antioxidante. Sin embargo, Res-3,4’-Glu y Res-3,5-Glu, que se adicionaron
en la misma concentracion molar (0,18 mM), exhibieron comportamientos desde el punto de
vista de la inhibicidn a la oxidacion lipidica, totalmente opuestos. Estos resultados sugieren
que, de nuevo, el hidroxilo de la posicion 4’ es critico para la efectividad antioxidante de los
derivados de resveratrol.

A continuacion se evalud el efecto de la lipofilizacion en el hidroxilo de la posicion 6 de
la unidad de glucosa de Res-3-Glu. Tal y como ya se ha mencionado, el Res-3-Glu, se
identificara como Pic, Los compuestos estudiados fueron: Pic-C4, Pic-C8, Pic-C12, Pic-C16
y Pic-C18. Al igual que en los experimentos descritos previamente, los distintos fenolipidos
se afiadieron en disolucion etandlica para facilitar la dispersion del antioxidante en el seno de
la emulsion. El mismo volumen de etanol se afiadi6 a las muestras control. La concentracion
de fenolipidos en la emulsion fue de 100 ppm y las muestras se almacenaron a 40 °C
prolongandose el experimento de oxidacion durante 10 dias.

La evaluacion sensorial manifestdé que las muestras control sin aditivos y todas las
muestras suplementadas con los distintos fenolipidos manifestaron una rancidez incipiente en
el dia 7. Sélo las muestras tratadas con Pic mantuvieron el sistema libre de aromas asociados
a la rancidez hasta el dia 9. A partir del dia 8, las muestras control y las muestras
suplementadas con Pic-C8 y Pic-C18 desarrollaron una rancidez evidente y en las emulsiones
que contenian Pic-C4, Pic-C12 y Pic-C16, el desarrollo claro de la rancidez ocurri6 a partir
del dia 10.

Las cinéticas de formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados se
muestran en la Fig. 43 (A y B). Pic y todos sus derivados acilados fueron capaces de
mantener los niveles de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados por debajo de los
niveles de las muestras control. Claramente Pic fue el mas eficaz inhibiendo la formacion de
los productos de oxidacién. Asimismo, considerando la serie de los derivados acilados, los
derivados Pic-C12 y Pic-C16 resultaron ser los compuestos que presentaron los valores de
dienos mas bajos a los largo de todo el experimento. Estas diferencias fueron menores cuando
se analizaron las cinéticas de los trienos conjugados.

Los periodos de induccion determinados a partir de las cinéticas de dienos y trienos
conjugados fueron de 4 dias para el Pic y de 3 dias para los derivados acilados de Pic.
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Fig. 43 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua suplementadas con Pic, Pic-C4, Pic-C8, Pic-C12, Pic-C16 y Pic-C18 (100 ppm) y
almacenadas a 40 °C.

Los porcentajes de inhibicion fueron determinados en el dia 9 de la etapa de propagacion
de los controles (Tab. 33).

% I (dia 9)

Fenol mM (100 ppm) Dienos conjugados Trienos conjugados
Pic 0,26 80,81 £ 0,94 82,11 +1,57
Pic-C4 0,22 38,69 + 4,00 64,28 + 3,89
Pic-C8 0,19 47,13 + 3,69 54,19 + 0,57
Pic-C12 0,17 64,30 + 2,84 66,16 + 1,41
Pic-C16 0,16 48,99 + 3,65 59,30+ 7,81
Pic-C18 0,15 18,89 + 3,48 32,99 + 6,40

Tab. 33 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Pic, Pic-C4, Pic-C8,
Pic-C12, Pic-C16 y Pic-C18 (100 ppm) en emulsion de aceite de pescado en agua almacenada a 40 °C (media =
sd).
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Los derivados acilados con longitud de cadena media-larga (C8-C16) presentaron un
mayor porcentaje de inhibicion que Pic-C4 a pesar de encontrarse en una menor
concentracion molar, en consecuencia, puede deducirse que presentaron mayor efectividad
frente a la oxidacion lipidica en emulsiones. Asimismo, la diferencia de actividad antioxidante
observada entre Pic-C18 y Pic-C16 puede ser debida, no sélo a la diferencia de concentracion
(muy pequefia en este caso), si no a un diferente comportamiento frente a la oxidacion debido
a la estructura del propio fenolipido al incrementarse la longitud de cadena. Los mejores
resultados se obtuvieron para el Pie-C12, considerando el nivel de hidroperoxidos formado asi
como el grado de inhibicién de la formacion de los mismos en relacion a los controles.

5.2.7. Discusion de resultados.

Se ha descrito la influencia que distintas modificaciones estructurales efectuadas sobre la
molécula de Res tienen en las propiedades antioxidantes in vitro, en su coeficiente de
particion y en su efectividad para inhibir la oxidacion lipidica en sistemas modelo de aceites
de pescado y de emulsiones de aceite de pescado en agua. Estas modificaciones consistieron
en:

e La introduccién de grupos alquilo de distinta longitud de cadena en distintas
posiciones del Res (3,5 y 4’).

e La introduccion de residuos de glucosa de distinta longitud de cadena en distintas
posiciones del Res (3,4’ y 5).

e La introduccién de cadenas alquilo de distinta longitud en el residuo de glucosa
introducido previamente en la molécula de Res (posicion 6 del anillo de glucosa).

Los datos de log P mostraron que el incremento de la longitud de cadena del grupo
alquilo introducido en la molécula produjo un incremento de la lipofilia con respecto a la
molécula original. Por tanto, en la serie estudiada, los derivados C18 son los que muestran
claramente una mayor lipofilia.

Asimismo, la adicion de un residuo o dos de glucosa increment6 la polaridad de la
molécula tal y como era esperado.

El relacion a las propiedades antioxidantes in vitro, el estudio de la capacidad de
captacion de radicales de los derivados se llevo a cabo mediante la capacidad de captacion del
radical DPPH vy la capacidad de captacion del radical ABTS"™. En ambos ensayos, el Res
presentd una alta capacidad antirradicalaria y superior a todos los distintos fenolipidos
derivados de Res. Los datos obtenidos estan en concordancia con resultados recogidos en
bibliografia en relaciéon a la alta eficacia antioxidante de Res en comparacién con otros
antioxidantes naturales o artificiales como Trolox, BHT o propil galato en diversos ensayos in
vitro (Soares, et al., 2003; Giil¢in, 2010) o en comparacion con su derivado glucosilado, Pic
(Fauconneau, et al., 1997).

El estudio de la capacidad antirradicalaria de los derivados acilados mostrd ciertas
diferencias en funcion de la metodologia empleada (Tab. 34). Todos los derivados acilados
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mostraron una menor capacidad a la captacion de radicales que el Res. La acilacion en la
posicion 3 dio lugar a una mejor efectividad en la captacion de DPPH que en la posicion 4°,
mientras que, para el radical ABTS", se obtuvieron mejores resultados cuando la acilacion
tenia lugar en la posicion 4°. Stivala y col (Stivala, et al., 2001) obtuvieron que los 3-metil
derivados de Res presentaron mejor capacidad antirradicalaria frente al DPPH, sin embargo,
otros autores han obtenido mejores resultados para los 4’-acetil derivados de Res
(Vlachogianni, et al., 2015) para DPPH. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron
que los compuestos con mejor capacidad de captacion de DPPH fueron Res-3-C2 y Res-3-
C18. En ambas series (C2 y C18), la acilacion en 4’ produjo una dréstica disminucion en la
captacion de DPPH. Estos resultados sugieren la importancia del grupo hidroxilo en la
posicion 4’ desde el punto de vista de la captacion del radical DPPH. Ademas, se observaron
diferencias asociadas a la longitud de cadena del grupo alquilo, obteniéndose los mejores
resultados para los compuestos con menor longitud de cadena. Lu y col. obtuvieron resultados
similares para derivados de Gal (Lu, Z., et al., 2006) indicando que la presencia de grupos
voluminosos pueden dar lugar a interacciones estéricas que pueden interferir en la adecuada
disposicion de los distintos compuestos para que tenga lugar la reaccion. Ademas, resultados
similares se han obtenido en esta tesis al evaluar la influencia de la longitud de cadena en la
capacidad antioxidante de fenolipidos derivados de Hyd o de Gal.

Eficacia antirradicalaria DPPH TEAC FRAP
MEJOR Res Res Res
Res-3-C2 Res-4’-C2 Res-3-C2
Res-3-C18 Res-3-C2 Res-4’-C2
Res-4’-C18 Res-4’-C18 Res-3-C18
Res-4’-C2 Res-3.4’-C2 Res-4-C18
PEOR Res-3,4°-C2 Res-3-C18 Res-3,4°-C2

Tab. 34 Orden de eficacia antirradicalaria en DPPH y TEAC y poder reductor (FRAP) para Res y derivados
acilados de Res.

La abstraccion del atomo de hidrogeno del grupo hidroxilo en 4’ es mas favorable que la
abstraccion de cualquiera de los hidrogenos de los hidroxilos de las posiciones 3 o 5
(Stojanovié, et al., 2001; Sang, et al., 2002; Shang, et al., 2009; Szekeres, et al., 2010). Los
calculos teodricos sugieren que esta diferencia en las energias de los enlaces de los distintos
hidrogenos es debida a la formacion de 8 estructuras resonantes en el caso del hidrégeno de 4’
y de solo 4 en el caso de la abstraccion de hidrégeno de los hidroxilos en 3 y 5 (Mikulski &
Molski, 2010). Los mecanismos en la reaccion de captacion de radical DPPH implican un
primer paso de abstraccion del &tomo de hidrogeno del antioxidante para dar lugar a difenil
picril hidracina y un radical fenoxilo (Ancerewicz, et al., 1998) que posteriormente
evoluciona a través de multiples reacciones que incluyen dimerizaciones, formacion de
complejos o, incluso la donacidon de un segundo atomo de hidrogeno (Brand-Williams, et al.,
1995).

Ademas la eficacia en la captacion del radical DPPH de este tipo de compuestos es debida
a la posibilidad de donar hidrégenos, de tal forma que cuanto mayor sea el nimero de
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hidroxilos, mejor capacidad antirradicalaria frente al DPPH (Chen, C.-W. & Ho, 1995). Esto
explicaria, ademas del efecto negativo de la acilacion en la posicion 4°, la baja actividad de
Res-3,4’-C2.

El orden de eficacia en el TEAC mostrdé que la acilacién en la posicion 4’ fue mas
efectiva en la captacion de radical ABTS  que la acilacién en la posicién 3, corroborando
también, la importancia del hidroxilo en la posiciéon 3 en el caso de la efectividad en la
captacion del radical ABTS™. Ademas, el incremento de la longitud de cadena produjo una
disminucion en la capacidad de captacion de ABTS". Esta disminucion en la capacidad de
captacion de este radical debida a la acilacion en la posicion 3 fue ya descrita previamente por
Torres y col. en estos compuestos (Torres, et al., 2010).

La pérdida de la eficacia de captacion de radicales de Res-3-C18 con respecto al Res
también fue observada por Oh y col. al estudiar el efecto de la lipofilizacion de Res en su
actividad antioxidante (Oh & Shahidi, 2017).

Los datos referentes al poder reductor (determinados como FRAP) mostraron que el Res
presentd la mayor capacidad de reducir el ion férrico y fue capaz de donar el mayor nlimero
de moles de electrones seguido de Res-3-C2. Los datos obtenidos sugirieron que la longitud
de la cadena alquilo jugd un papel muy importante en la eficacia reductora de estos
compuestos. El incremento de la longitud de cadena de C2 a CI18, produjo una dréstica
disminucion en el poder reductor. La posicion de la acilacion también resultd ser muy
importante ya que, dentro de la serie de longitud de cadena corta, el bloqueo del hidroxilo de
la posicion 4’ produjo una fuerte disminucion en la capacidad reductora.

La introduccién de un residuo de glucosa en la posicion 3 (Res-3-Glu) produjo una ligera
disminucién en la capacidad de captacion del radical DPPH y del poder reductor y que fue
mas acusada en el caso del TEAC. Estos datos concuerdan con los recogidos en estudios
previos donde se confirma que los glucésidos presentan menor actividad reductora (Packer, et
al.,, 1999; Heim, et al., 2002) y de captacion de radicales (Fabris, et al., 2008) que las
correspondientes agliconas.

Ademas, la introduccion de una segunda unidad de glucosa en 4’, provocd una dréstica
disminucién en la capacidad antioxidante con respecto a Res y a Res-3-Glu. Asimismo, la
adicion de una segunda unidad de glucosa en la posicion 5 provocd una disminucion
importante en la capacidad de captacion de radicales mientras que el poder reductor
disminuyd ligeramente en comparacion con el derivado monoglucosilado. Estos resultados ya
fueron observados por Sato y col. al estudiar la actividad antioxidante de distintos derivados
glucosilados de Res, entre los que se incluian Res-3-Glu y Res-3,4’-Glu (Sato, et al., 2014).

La introduccién de cadenas alquilo de distinta longitud de cadena en el hidroxilo de la
posicion 6 del residuo de glucosa de Res-3-Glu (Pic), influy6 en la capacidad antioxidante in
vitro de Pic. Los derivados de menor longitud de cadena, Pic-C4 y Pic-C8, presentaron
mejores caracteristicas antioxidantes que los derivados con mayor longitud de cadena, Pic-
C16 y Pic-C18. Estos ultimos experimentaron una pérdida en la capacidad de captacion de
radicales y una importante disminucion en el poder reductor en relacion a Pic. Ademas, Pic-
C8 presenté mejor capacidad de captacion de radical ABTS' y mejor poder reductor que el
Pic. Estos datos sugieren una longitud optima de cadena para la que se obtienen los mejores
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resultados relacionados con la capacidad antioxidante. La existencia de un optimo ha sido
también sugerida por Pereira-Caro y col. quienes concluyeron que la capacidad antioxidante
de éteres lipofilicos de Hyd dependia de la longitud de cadena presentando mejores
propiedades antioxidante in vitro, aquellos de longitud de cadena corta o media (Pereira-Caro,
et al., 2009). Estos autores han atribuido el efecto encontrado a la ausencia de impedimentos
estéricos para las cadenas mas cortas en relacion a las de mayor longitud, ya que las primeras
poseen una estructura casi lineal.

La actividad antioxidante de Res y de los cinco derivados acilados se llevo a cabo en un
sistema de aceite de pescado sometido a oxidacion térmica. En una primera aproximacion,
Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 se adicionaron en una concentracion de 100 ppm que se
corresponden a una concentracion de 0,44 mM para el Res y de 0,20 mM para los estearil
derivados de Res. En estas condiciones, Res, Res-3-C18 y Res-4’-C18 presentaron una
inhibicion baja a la formacion de productos procedentes de la oxidacion lipidica. Teniendo en
cuenta las concentraciones molares, Res-3-C18 presenté mayor actividad antioxidante que el
Res al encontrarse en menor concentracidon. Los datos obtenidos coinciden con los obtenidos
por Oh y col. al evaluar el efecto de la lipofilizacion del Res (C3-C18) en la inhibicion de la
oxidacién en aceite de maiz (Oh & Shahidi, 2018). El coeficiente de particion, log P obtenido
para Res, y que coincide con datos publicados previamente (Privat, et al., 2002), y los
calculados en este trabajo relativos a los dos derivados acilados de mayor cadena, indicaron
que estos compuestos son relativamente hidrofobicos y, en consecuencia, solubles en la
matriz oleosa. Esto implica que tenderan a localizarse en el seno del aceite, lejos de la
interfase aceite-aire donde tiene lugar la oxidacion. Por lo tanto, el comportamiento
antioxidante de estos compuestos es el predicho por la paradoja polar. Estos resultados
coinciden con los descritos por Filip y col. que encontraron una baja actividad antioxidante de
Res aceite de girasol y aceite de colza (Filip, et al., 2003).

Los experimentos con los derivados acetilados, Res-3-C2, Res-4’C2 y Res-3,4’-C2, tal y
como ya se explico previamente, se llevaron a cabo a una concentraciéon mayor (0,75 mM).
Res, Res-4’C2 y Res-3,4’-C2 presentaron un elevado poder de inhibicion al desarrollo de
productos de oxidacion lipidica sin diferencias significativas entre ellos. So6lo Res-3-C2
present6 un bajo poder de inhibicion. El incremento en la concentracion de Res (de 0,44 mM
a 0,75 mM) provocé un incremento en su actividad antioxidante (de 34,40% a 67,99%).

La posicion de la acilacion dio lugar a resultados diferentes en funcion de la longitud de
la cadena introducida. Mientras que dentro de la serie de derivados con cadena corta, Res-4’-
C2 y Res-3,4’-C2 mostraron la mejor efectividad, en el caso de los dos isomeros de cadena
larga, fue Res-3-C18 el que presentd mejor capacidad antioxidante. Hay que resefar que la
gran mayoria de los trabajos publicados que evaliian el efecto de la lipofilizacion de un
compuesto en su capacidad de inhibir la oxidacion lipidica, consideran una tnica posicion de
acilacion. Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que es un factor muy
importante a tener en cuenta.

La introduccién de uno o dos residuos de glucosa no produjo un efecto significativamente
positivo en la actividad antioxidante con respecto a la molécula original. Solo Pic y Res-3,5-
Glu presentaron una efectividad a las concentraciones ensayadas, si bien, el grado de
inhibicion fue limitado. De nuevo, al tener en cuenta las concentraciones molares, Res-3,5-
Glu (0,18 mM) a encontrarse en menor concentracion, presentd mejor capacidad antioxidante
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que Res (0,44 mM) y que Res-3-Glu (0,256 mM). Por otro lado, Res-3,4’-Glu mostré un
comportamiento prooxidante.

Estos resultados sugieren que un incremento de la polaridad de Res con la introduccion
de residuos de glucosa, incrementa la efectividad antioxidante en un sistema de aceite de
pescado siempre y cuando el hidroxilo de la posicion 4’ no esté sustituido.

La acilacion en el hidroxilo de la posicion 6 del residuo de glucosa de Pic produjo
diferencias importantes en la capacidad antioxidante de Pic. Los derivados acilados de mayor
longitud de cadena (C12-C18) resultaron ser mas efectivos frente al desarrollo de la oxidacion
lipidica en un sistema de aceite de pescado que Pic. Los derivados de menor longitud de
cadena presentaron un comportamiento prooxidante. Estos resultados contradicen la paradoja
polar ya que los compuestos mas lipofilicos son los que presentaron una mejor actividad
antioxidante en un sistema de aceite de pescado. Resultados similares contradiciendo la
paradoja polar ya se han descrito previamente en bibliografia para diversas familias de
compuestos fendlicos. Murata y col. (Murata, et al., 2004) estudiaron la relacién entre la
naturaleza hidrofobica y la actividad antioxidante de diversos flavonoides (luteolina, fisetina,
kaempferol, quercetina y rutina) y encontraron que la lipofilia era un factor importante a tener
en cuenta cuando se estudiada la capacidad antioxidante estos compuestos en una matriz
oleosa, ya que la efectividad de estos compuestos aumentaba con la lipofilia. Viskupicova y
col (Viskupicova, et al., 2010) evaluaron la influencia de la lipofilia en derivados acilados de
rutina (C4-C18) en aceite de girasol mediante el test de Rancimat y encontraron que los
¢ésteres de rutina mas lipofilicos presentaron mejores caracteristicas antioxidantes en una
matriz oleosa, resultados que coinciden con los obtenidos al estudiar la capacidad de
inhibicién de IQ y sus derivados acilados en aceite y que se describird posteriormente en esta
memoria.

Recientemente, Lue y col. (Lue, et al., 2017) estudiaron la eficacia antioxidante de rutina
y ésteres de rutina en aceite (aceite de colza-aceite de bacalao al 50%) en diferentes
concentraciones. Estos autores observaron que la rutina, con un caracter mas hidrofilico que
sus ésteres, presentd mayores caracteristicas antioxidantes. Sin embargo, al comparar su
comportamiento antioxidante con el laurato de rutina y el palmitato de rutina, sus resultados
mostraron que el palmitato de rutina, mas lipofilico, presenté mejor capacidad de inhibicion
que el laurato de rutina, menos lipofilico. Se han expuesto numerosas hipdtesis en relacion a
este comportamiento. Los aceites comerciales pueden contener trazas de agua, esteroles,
mono y diacilgliceroles etc. Estos compuestos minoritarios presentan actividad superficial y
pueden agregarse dando lugar a la formacion de una pequenisima interfase aceite-agua. Estas
estructuras principalmente son de tipo laminar o micelas reversas (nucleo de agua a
nanoescala estabilizado por una monocapa de moléculas surfactantes con sus cabezas polares
orientadas hacia el nucleo de agua y las cadenas alifaticas hacia el medio lipidico (Xenakis, et
al., 2010). Estas micelas permiten nuevas interacciones entre todos los componentes que
forman parte del sistema y pueden alterar, de forma significativa las velocidades de reaccion
entre los distintos componentes del sistema (Ghosh & Tiwary, 2001).

En relacion a la inhibicion de la oxidacion lipidica en emulsiones de aceite de pescado en
agua, Res y sus distintos derivados mostraron un comportamiento antioxidante diferente al
que fue observado en los sistemas de aceite de pescado. Todos los compuestos mostraron de
manera general una eficacia moderada frente a la oxidacion lipidica. Asimismo, la adicion de
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una pequefia cantidad de EtOH produjo un incremento en la efectividad de Res. Ello fue
debido a una mejor localizacion del compuesto antioxidante en la interfase aceite-agua, lugar
donde tiene lugar la oxidacion. (Sigfusson & Hultin, 2002).

El estudio de la influencia de la acilacion en la capacidad antioxidante de Res en su en
emulsiones de aceite en agua mostré una dependencia clara con la longitud de la cadena del
grupo acilo. Res y sus mono acetil derivados (Res-3-C2 y Res-4’C2) presentaron una elevada
capacidad antioxidante. En contraposicion, los derivados estearilo de mayor tamafo, Res-3-
C18 y Res-4’-C18 apenas fueron capaces de inhibir la formacion de los productos de
oxidacion lipidica. Estos resultados sugieren que el factor determinante de la efectividad fue
la longitud de la cadena indistintamente de la posicion donde estaba localizada.
Recientemente, Oh y col. han obtenido resultados similares al estudiar el efecto de la
lipofilizacion de Res en su capacidad de inhibicion en emulsiones de aceite en agua
empleando el test del B-caroteno (Oh & Shahidi, 2018).

La baja efectividad de los derivados acilados de cadena larga con respecto al Res no
puede justificarse unicamente por encontrarse en una menor concentracion molar (0,44 mM,
Res, 0,20 mM, C18). Los resultados experimentales mostraron que los cambios en la
polaridad de la molécula debido a la incorporacion de un acido graso de cadena larga, no
favorecieron la incorporacion de estos derivados a la interfase de la emulsion. Debido a su
baja polaridad, estos compuestos estaran localizados en el interior de la gota de aceite, lejos
de la interfase donde tiene lugar la oxidacion lipidica en estos sistemas. Ya se ha comentado
en el apartado anterior que la acilacion de Hyd con ésteres de longitud de cadena media da
lugar a compuestos con mejor efectividad antioxidante en emulsiones de aceite en agua que el
propio Hyd o los ésteres de Hyd de cadena larga.

Laguerre y col. (Laguerre, et al., 2009, 2010) han observado un efecto parabdlico o “cut-
off” al estudiar el comportamiento antioxidante en ésteres del acido clorogénico y del acido
rosmarinico en emulsiones de aceite en agua. Sus resultados muestran una longitud de cadena
optima (dodecil clorogenato y octil rosmarinato) en la que se obtienen la mayor capacidad
antioxidante.

Se han propuestos diversas hipotesis que puedan explicar este comportamiento. Debido a
que la localizacion del antioxidante en la interfase aceite-agua (Heins, et al., 2007) es de vital
importancia para presentar una buena actividad antioxidante en emulsiones, parece logico
pensar que la distribucion de los antioxidantes entre las distintas fases podria ser la clave para
explicar este comportamiento parabolico. Sin embargo, Laguerre y col. (Laguerre, et al.,
2009) no observaron una buena correlacion con el coeficiente de particion y propusieron que
los fenolipidos de cadena larga podrian estar implicados en la formacion de micelas u otros
agregados impidiendo (o entorpeciendo) su localizaciéon adecuada en la interfase de la
emulsion. Otra posible razon que puede provocar este comportamiento puede ser debido a la
disminucién en la movilidad de estos compuestos debido al incremento en el tamafio
molecular para los fenolipidos con mayor longitud de cadena (Fendler, 1982). De nuevo, la
disminucioén en la difusion de los antioxidantes puede enmascarar la localizacion adecuada de
estos compuestos en la interfase.
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Ademas Lucas y col. (Lucas, et al., 2010) han encontrado una relacion entre la capacidad
antioxidante de ésteres de Hyd y su efectividad como surfactante en medios acuosos.
Obtuvieron que los ésteres de acidos grasos de Hyd con mayor actividad antioxidante,
presentaban, al mismo tiempo, mejores propiedades surfactantes. Esto es debido a que la
unidad fendlica, responsable de la mayor parte de la actividad antioxidante, es comun a todas
estas series de compuestos, y un surfactante efectivo, ubicaria el antioxidante preferentemente
en la interfase aceite-agua, que es el lugar donde tiene lugar la oxidacion lipidica en las
emulsiones de manera mas eficiente.

Posteriormente Costa y col. demostraron que la fraccion de antioxidantes en la region
interfacial de las emulsiones no se correlaciona directamente con la hidrofobicidad del
antioxidante al estudiar la eficacia antioxidante y la concentracién en la region interfacial de
acido cafeico y sus alquil ésteres (C1-C16) en emulsiones de aceite de oliva (Costa, et al.,
2015).

Los derivados glucosilados de Res, Res-3-Glu y Res-3,5-Glu inhibieron de forma
bastante efectiva la formacion de productos de oxidacion lipidica. Tal y como se ha indicado,
al tener en consideracion las concentraciones molares de dichos compuestos, resultaros ser
mas efectivos que Res. La incapacidad de inhibicion del derivado glucosilado, Res-3,4’-Glu
mostrando incluso un comportamiento prooxidante, en contraposicion al otro derivado
diglucosilado, parece estar relacionado con la presencia o ausencia del hidroxilo en la
posicion 4’ libre de acuerdo con los resultados de DPPH y TEAC.

Si tenemos en cuenta la polaridad de los compuestos diglucosilados, el valor negativo de
log P indica que deben estar localizados preferentemente en el seno de la fase acuosa mientras
que, Pic y Res con valores muy bajos para log P, pero positivos se distribuirian mejor en la
interfase aceite-agua. Estos resultados estan en concordancia con la paradoja polar que indica
que un incremento en la polaridad de los antioxidantes produce un decrecimiento en la
efectividad antioxidante en emulsiones de aceite en agua. Sin embargo, la paradoja polar no
es capaz de explicar los comportamientos opuestos de ambos derivados diglucosilados de
Res. En consecuencia, tal y como ya se ha indicado previamente, esta pérdida de efectividad
debe de estar relacionado con la pérdida del hidroxilo de la posicion 4°.

Por ultimo, los resultados de la acilacion en la posicion 6 de la unidad de glucosa de Pic
sugieren una relacion no lineal entre el incremento de la longitud de cadena y la efectividad
antioxidante, al menos entre los ésteres de longitud de cadena comprendidos entre C4 y C16.
Pic-C4 que se adiciond en mayor concentracion molar en relacion a los demds componentes
de la serie, presentd la menor efectividad antioxidante de todos los derivados acilados,
contradiciendo, de nuevo, la paradoja polar. Los mejores resultados se obtuvieron para Pic-
C12. En relacion a Pic-C18 parece que su baja efectividad ademds de ser debida a su
concentracion en el seno de la emulsion, también puede estar influenciada por la propia
estructura de compuesto. Se trataria del efecto “cut off”” ya mencionado anteriormente.

Puede concluirse que, en sistemas de aceite de pescado el Res mostrd una baja actividad
antioxidante y ninguna de las modificaciones introducidas mejord su efectividad frente a la
oxidacion. En relacion a sistemas emulsionados de aceite de pescado en agua, los resultados
mostraron una alta eficacia antioxidante para Res y Pic. Asimismo, la lipofilizaciéon de Res
con acidos grasos de cadena larga (C18) y cadena corta (C2) mejora su efectividad en
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emulsiones. La presencia del hidroxilo en la posicion 4’ ejerce un papel de significativa
importancia para mantener la actividad antirradicalaria de estos compuestos.
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5.3. DERIVADOS DE ACIDO GALICO.

A continuacion se presenta el efecto de una serie de modificaciones estructurales llevadas
a cabo en la molécula de acido gélico en su capacidad antioxidante. Estas modificaciones
consistieron en:

- Laintroduccion de grupos alquilo de distinta longitud de cadena.

- La introduccion de una unidad de glucosa en C3 unido a la esterificacion del
acido dando lugar a una serie homologa de ésteres de acido galico glucosilado.

Siguiendo la estructura de los capitulos anteriores, el capitulo presenta dos partes, una
primera destinada a la descripcion de los parametros fisico-quimicos de los compuestos a

estudiar, y una segunda parte centrada en el estudio de las capacidades de estos compuestos
para inhibir la oxidacion de los sistemas lipidicos en aceite y emulsiones.

5.3.1. Sintesis y estabilidad.

El 4cido gélico y sus derivados acilados, se representan en la Tab. 35.

Fenol Abreviatura Peso molecular n Estructura
0~ OH

Acido Galico Gal- 170,12

HO OH

OH

Galato de Gal-C4 226,08 !
butilo
Galato de Gal-C6 254,12 S
hexilo o
Galato de Gal-C8 282,15 > OOt
octilo
Galato de Gal-C10 310,18 7
decilo
Galat? de Gal-C12 338,21 9 HO OH
dodecilo OH
Galato de Gal-C16 394,27 13
hexadecilo
Galato de Gal-C18 422,30 15
octildecilo

Tab. 35 Estructuras de acido galico y alquil derivados objeto de estudio.

Los derivados glucosilo de los alquil galatos (Tab. 36) se obtuvieron de forma
estereoselectiva (configuracion ) con buenos rendimientos (75-99%).
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Fenol Abreviatura Peso n Estructura
molecular
1-0-B—Glucosil
galato de butilo Glu-Gal-C4 8814 l
1-0-B-Glucosil Glu-Gal-Cé 416,17 3
galato de hexilo OH
¢ . OH
1-0-B—~Glucosil Glu-Gal-C8 4442 5 ot
galato de octilo % 0
¢ . OH
1-0-B-Glucosil Glu-Gal-C10 472,23 7
galato de decilo RS
- - — i O
1-0-B Glucosﬂ' Glu-Gal-C12 500,26 9 ? ’
galato de dodecilo
1-0-B—Glucosil
galato de hexadecilo Glu-Gal-C16 53632 .
1-O-B—Glucosil Glu-Gal-C18 584,36 15

galato de octadecilo

Tab. 36 Estructuras de los glucosil alquil galatos sintetizados.

Los resultados de los estudios de estabilidad de estos compuestos a través del analisis por
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa con detector de diodos (Tab. 37) durante
el almacenamiento a 4 °C, mostraron una elevada estabilidad de estos compuestos durante al
menos cuatro meses en disolucion alcohélica (etanol o metanol).

Fenol Tiempo de retencion (min) A (nm)
Gal 1,982 270.9
Gal-C4 5,230 273,3
Gal-Cé6 8,748 2733
Gal-C8 12,670 273,3
Gal-C10 16,413 2733
Gal-C12 19,725 273,3
Gal-C16 24,639 273,3
Gal-C18 26,311 273,3
Glu-Gal-C4 3,523 268,3
Glu-Gal-Cé6 6,0351 268,6
Glu-Gal-C8 9,621 268,6
Glu-Gal-C10 13,434 268,6
Glu-Gal-C12 17,091 268,6
Glu-Gal-C16 22,944 267,4
Glu-Gal-C18 25,020 267.,4

Tab. 37 Tiempos de retencion y maximos de absorcion del espectro de UV de Gal, alquil galatos y glucosil
alquil galatos.

Todos los compuestos derivados de Gal presentaron un espectro de absorciéon muy
similar al Gal con maximos de absorcion alrededor de 268 nm para los glucosil alquil
derivados y de 270 nm para los alquil derivados.
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5.3.2. Coeficientes de particion: log P.

Los coeficientes de reparto, log P de Gal y sus derivados se representan en la Tab. 38.

Fenol log P

Gal -2,3739 £ 0,0142
Gal-C4 1,9115+0,0013
Gal-Cé 1,7840 + 0,0237
Gal-C8 1,8079 + 0,0028
Gal-C10 2,0314 = 0,0085
Gal-C12 2,0334 +0,0003
Gal-C16 1,8153 £0,0018
Gal-C18 1,7136 £0,1786
Glu-Gal-C4 0,4059 £+ 0,0047
Glu-Gal-Cé6 1,4524 + 0,0087
Glu-Gal-C8 1,7464 £+ 0,0067
Glu-Gal-C10 1,5915+0,0150
Glu-Gal-C12 1,2598 £+ 0,0082
Glu-Gal-C16 1,1864 + 0,0014
Glu-Gal-C18 1,1864 = 0,0015

Tab. 38 Coeficientes de particion expresados como log P de Gal, alquil galatos y glucosil alquil galatos (media
+ sd).

Los valores obtenidos para log P muestran que, para ésteres con longitud de cadena
comprendida entre C4 y C10, se produce un incremento log P a medida que se va
incrementando la longitud de la cadena, y, en consecuencia, su hidrofobicidad. El Gal-C12
mostro una lipofilia similar a Gal-C10. Sin embargo, el incremento de la longitud de cadena
que se produce en los compuestos C16 y C18 tuvo como consecuencia una ligera disminucioén
en la lipofilia en contraposicion a lo esperado. Los resultados obtenidos para los derivados
glucosilados muestran que, la introduccion de un resto de glucosa, produjo un incremento en
la polaridad y, en consecuencia, una disminucion de log P en comparacion con su
correspondiente alquil derivado. De nuevo, se observa que para los glucosil derivados con
longitud de cadena igual o superior a C10, se produce una disminucién en la lipofilia dentro
de su serie.

5.3.3. Capacidad antirradicalaria. DPPH

La capacidad de captacion de radicales se evalud por el método del DPPH. Los resultados
obtenidos para todos los derivados de 4cido galico estudiados se muestran en la Tab. 39.
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Fenol DPPH (Csy, mM) Fenol DPPH (Csy, mM)
Gal 0,205 + 0,001

Gal-C4 0,227 + 0,002 Glu-Gal-C4 0,479 £+ 0,000
Gal-Cé 0,253 £ 0,004 Glu-Gal-C6 0,458 + 0,001
Gal-C8 0,264 + 0,001 Glu-Gal-C8 0,614 + 0,004
Gal-C10 0,255 £ 0,001 Glu-Gal-C10 0,496 + 0,004
Gal-C12 0,238 + 0,002 Glu-Gal-C12 0,490 + 0,009
Gal-C16 0,261 £ 0,001 Glu-Gal-C16 0,674 + 0,006
Gal-C18 0,258 + 0,001 Glu-Gal-C18 0,500 + 0,002

Tab. 39 Capacidad de captacion de radical DPPH expresado como la concentracion necesaria para captar
el 50% de radical DPPH de Gal, alquil galatos y glucosil alquil galatos (media + sd).

Todos los alquil galatos examinados presentaron una capacidad de captacion de radical
DPPH similar al acido galico. Si bien, las ligeras diferencias entre los distintos alquil galatos
sugirieron una dependencia no lineal entre la capacidad antirradicalaria y el incremento de la
longitud de la cadena.

La introduccién de una unidad de glucosa provocod una disminucion en la capacidad de
captacion de radical DPPH en relacion al alquil galato correspondiente. De nuevo, los
resultados indicaron una dependencia no lineal entre la actividad antirradicalaria y el
incremento de la longitud de la cadena.

5.3.4. Capacidad reductora. FRAP

Tal y como se ha indicado anteriormente, el poder reductor de los distintos compuestos se
evalu6 mediante el método FRAP, que estima la capacidad reductora basdndose en la
habilidad del compuesto para reducir el hierro férrico a ferroso. Los resultados obtenidos se
muestran en la Fig. 44 (A 'y B).

Todos los alquil derivados mostraron una capacidad reductora menor que el Gal. Esta
reduccion fue lineal segin se iba incrementando la longitud de la cadena. Sin embargo Gal-
C10 mostro una capacidad reductora similar a Gal-C12.

Todos los derivados glucosilados mostraron una capacidad reductora inferior al Gal. Los
compuestos con longitud de cadena corta o intermedia (C4 a C12) mostraron una capacidad
reductora similar. Por otro lado, los derivados con longitud de cadena mayor (C16 y CI18)
mostraron los menores valores de da capacidad reductora.

146



Resultados y discusion

70

A
——Gal
60 -
Gal-C4
50 - Gal-C6
40 - Gal-C8
';7 — -
2 30 - Gal-C10
= —e—Gal-C12
= 20
Gal-C16
10 - Gal-C18
O T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
pM compuesto fenélico
70 ~ B
60 - Gal
50 - —— Glu-Gal-C4
’E 40 - Glu-Gal-C6
% 30 Glu-Gal-C8
20 - Glu-Gal-C10
10 - ) e —*— Glu-Gal-C12
0 . . : : : . —*—Glu-Gal-C16
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 Glu-Gal-C18

uM compuesto fenélico

Fig. 44 Capacidad reductora por mol de Fe'? de alquil (A) y glucosil alquil galatos (B).

Tal y como se indico previamente, una informacion que se puede extraer es el nimero de
moles de hierro férrico reducidos por mol de compuesto. Para ello, se expreso la capacidad
reductora de los fenoles en funcion de la concentracion molar, y las graficas se ajustaron a la
ecuacion de una recta (R > 0,9936). La pendiente de las ecuaciones lineales indica el nimero
de moles de hierro férrico reducidos por un mol de compuesto reductor (Tab. 40).
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moles e que

moles e que

Fenol pueden ceder Fenol pueden ceder
Gal 4,411 £0,121

Gal-C4 2,827 + 0,092 Glu-Gal-C4 2,436 £ 0,078
Gal-Cé 2,552 £0,060 Glu-Gal-C6 1,863 + 0,025
Gal-C8 1,643 + 0,072 Glu-Gal-C8 1,388 £ 0,111
Gal-C10 1,417 £ 0,089 Glu-Gal-C10 1,496 + 0,0837
Gal-C12 1,565 + 0,025 Glu-Gal-C12 1,144 £ 0,063
Gal-C16 1,136 + 0,053 Glu-Gal-C16 0,250 £ 0,056
Gal-C18 0,965 + 0,082 Glu-Gal-C18 0,232 £ 0,048

Tab. 40 Moles de electrones que pueden ceder Gal, alquil galatos y derivados glucosilados de alquil galatos
(media = sd).

Dentro de la serie de los alquil galatos la capacidad de donar electrones disminuyo de
forma lineal con el incremento de la longitud de cadena. La introduccion de un resto de
glucosa produjo el mismo efecto siendo mas drastica para los derivados glucosilo de mayor
longitud de cadena (C16 y C18).

5.3.5. Actividad de compuestos derivados de acido galico en sistemas basados en
aceites de pescado.

El estudio de la inhibicion de alquil galatos y glucosil alquil galatos en un sistema de
aceite se llevd a cabo empleando el aceite de higado de bacalao previamente caracterizado y
ya mencionado en capitulos anteriores. Las muestras se suplementaron con los compuestos
objeto de estudio en una concentracién de 0,1 mM y se almacenaron a 45 °C. A las muestras
control no se les adicion6 ningun aditivo. Los sistemas se muestrearon diariamente durante 7
dias.

5.3.5.1. Estudio de la inhibicion de ésteres de acido galico en un sistema de aceite
de pescado.

El estudio de la inhibicion de derivados acilados de acido galico se llevo a cabo a lo largo
de 7 dias. El andlisis sensorial mostré que las muestras control, sin aditivos afadidos,
desarrollaron rancidez en el dia 4 de experimentacion. Gal-C10 y Gal-C12 desarrollaron una
rancidez incipiente en el dia 6 mientras que Gal, Gal-C4, Gal-Cé6, Gal-C8, Gal-C16 y Gal-
C18 inhibieron el desarrollo de rancidez a lo largo de todo el experimento.

Estos resultados se corroboraron con el analisis de formacion de hidroperoxidos
conjugados con dienos (Figura 45A) y trienos conjugados (Figura 45B).

Los derivados acilados de acido galico, empleados en una concentracion de 0,1mM
inhibieron la formacion de hidroperéxidos conjugados, manteniendo los niveles de
hidroperdxidos mas bajos que los controles durante todo el experimento. Las muestras control
presentaron un periodo de induccion de la formacion de dienos y trienos conjugados de 3 dias.
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Este periodo se retrasdé hasta el dia 4 para los compuestos Gal-C10 y Gal-C12. Los
compuestos Gal, Gal-C4, Gal-C8, Gal-C16 y Gal-C18 tuvieron un periodo de induccion de
6 dias y Gal-C6 presentd6 un periodo de induccion de, al menos 7 dias. La cinética
correspondiente a la formacion de hidroperdxidos con trienos conjugados fue mas lenta. El
periodo de induccién para las muestras control fue de 4 dias. Tanto Gal como todos sus ésteres
ensayados, mostraron una alta efectividad en la formacion de estos compuestos de
degradacion lipidica.
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Fig. 45 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con 0,1 mM de distintos ésteres de Gal y almacenadas a 45 °C.

Los porcentajes de inhibiciéon a dia 5 y a dia 7 para la formacién de dienos y trienos
conjugados se representan en la Tab. 41.

A dia 5, Gal y sus derivados acilados mostraron una altisima eficacia inhibiendo la
formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados. El analisis de la inhibicién a
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dia 7 mostr6 diferencias dentro de la serie estudiada. Gal-C6 fue el compuesto que presento la
mayor capacidad antioxidante. A continuacion y en orden decreciente de efectividad, Gal-C4,
Gal-C16 y Gal-C18 mostraron una capacidad similar y mayor que el grupo compuesto por
Gal, Gal-C8 y Gal-C10. Gal-C12 presentd el porcentaje de inhibicion mas bajo. Por el
contrario, a dia 7, todos los compuestos ensayados inhibieron de manera eficaz la formacion
de trienos conjugados. Por lo tanto, el orden de inhibicién en dienos conjugados, de mayor a

menor, fue:

Gal-C6 > Gal-C16 ~ Gal-C4 ~ Gal-C18 > Gal-C8 ~ Gal-C10 ~ Gal > Gal-C12.

Dienos conjugados

Trienos conjugados

Fenol % I (dia 5) % I (dia 7) % I (dia 5) % I (dia 7)

Gal 8627+ 1,53  54,66+596 92,57+ 1443 94,69 +542
Gal-C4 8566+ 1,63  6938+331  7929+7,67 96,49 +5,57
Gal-C6 94,75+ 1,34  89,67+128 101,69+ 11,54 98,88 +6,16
Gal-C8 8522+£420  6337+447  98,07+624 9473 +3,08
Gal-C10 8508+2,62  56,73+151  107,97+1,79 88,54+ 0,30
Gal-C12 8508 +£2,18  40,684226 104,60+ 1221 92,76 +4,17
Gal-C16 9136+ 1,12 70,04+ 12,38 101,89 +8,11 111,67+ 6,86
Gal-C18 88,02+ 1,17  6726+8,61  98,67+869 98,56+ 3,23

Tab. 41 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de Gal y alquil galatos
(0,1 mM) en aceite de higado de bacalao almacenado 45 °C (media + sd).

5.3.5.2. Estudio de la inhibicion de glucosil alquil galatos en aceite de pescado.

El estudio de la inhibicién de los glucosil alquil derivados de acido galico se llevo a cabo
a lo largo de 7 dias en las mismas condiciones empleadas para los derivados acilados
(concentracion de ensayo, 0,1 mM y temperatura de almacenamiento de 45°C). Se empleo
Gal como control efectivo frente a la oxidacion lipidica y el estudio se desarrolld durante 7
dias.

El analisis sensorial mostr6 en el dia 4 de experimentacion las muestras control
desarrollaron rancidez mientras que los derivados glucosilados presentaron rancidez
incipiente. El Gal desarroll6 rancidez a dia 7.

Los andlisis quimicos para la determinacion de hidroperoxidos con dienos y trienos
conjugados (Fig. 46 A y B) corroboraron los resultados obtenidos en las pruebas sensoriales.

El andlisis de la cinética de formacion de hidroperéxidos con dienos conjugados mostro
que el periodo de induccion para las muestras control no suplementadas con compuestos
fenolicos y aquellas tratadas con los diferentes derivados glucosilados objeto de estudio fue de
3 dias mientras que, en las muestras que contenian Gal, el periodo de induccidn se extendio a
6 dias. La cinética de formacion de los hidroperoxidos conjugados fue mas lenta. El periodo
de induccion fue de 6 dias para las muestras control y para aquellas suplementadas con los
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derivados glucosilados de mayor longitud de cadena (Glu-Gal-C12, Glu-Gal-C16 y Glu-
Gal-C18).
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Fig. 46 Cinéticas en la formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en muestras de
aceite de pescado suplementadas con 0,1 mM de distintos glucosil alquil derivados de Gal y almacenadas a 45
°C.

Los porcentajes de inhibicion de los dienos y trienos conjugados se calcularon en los dias
5 y 7 del periodo de propagacion de la oxidacion de las muestras control. Los resultados se
muestran en la Tab. 42.

El Gal fue capaz de inhibir de una manera altamente eficaz la formacion de dienos (dia 5)
y trienos conjugados (dias 5 y 7). Todos los derivados glucosilados mostraron un porcentaje
de inhibiciéon moderado en la formacion de dienos salvo el Glu-Gal-C18 que mostr6 valores
relativamente bajos. Dentro de la serie, los compuestos con longitud de cadena corta o media
(C4-C8) mostraron porcentajes de inhibicién ligeramente superiores que aquellos con
longitud de cadena mayor (C10-C18).

En el caso de la formacion de trienos conjugados, a dia 5, todos los derivados glucosilados
mostraron una alta capacidad de inhibicion, siendo el Glu-Gal-C18, el que present6 el
porcentaje mas bajo. A dia 7, los derivados glucosilados de longitud de cadena corta o media
(C4-C10) presentaron un porcentaje de inhibicion moderado y los de mayor longitud de
cadena, no fueron capaces de inhibir la formacion de trienos conjugados.
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Dienos conjugados

Trienos conjugados

Fenol % I (dia 5) % I (dia 7) % I (dia 5) % I (dia 7)
Gal 86,27 £ 1,53 2.25+1,96 92,57 + 14,43 94,69 + 5,42
Glu Gal-C4 33,91+7,98  3547+7,97 82,88+ 12,74 60,91 =485
Glu Gal-C6  3923+10,87 30,39+ 11,50 89.86 + 6,69 49,66 + 3,69
Glu Gal-C8  4556+10,74 40,98+ 11,37 86,904 = 4,46 66,26 + 1,94
Glu Gal-C10 31,71+ 14,76 28,68 + 4,99 87.39 + 7,64 45,95 + 5,04
Glu-Gal-C12 38,16 +4,68 27,38 +5,61 6547+ 1126  -51,44 +20,28
Glu-Gal-C16  33,75+245 25324001 80,18 £2,55  -63,37+ 10,67
Glu-Gal-C18 19,56+ 12,35 14,11 = 13,40 56,53 2,23 -55,01 1,16

Tab. 42 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de glucosil alquil galatos
(0,1 mM) en aceite de higado de bacalao almacenado 45 °C. El Gal se empled como control positivo frente a la
inhibicion (media + sd).

5.3.6. Actividad de los compuestos derivados de acido galico en emulsiones de aceite
de pescado.

El estudio de la inhibicién de la oxidacion lipidica de Gal, ésteres de Gal y glucosil alquil
galatos con distinta longitud de cadena fue evaluada en emulsiones de aceite de pescado en
agua en muestras tratadas con 0,1 mM de dichos compuestos. La temperatura y el tiempo de
experimentacion dependieron de la eficiencia de los distintos compuestos. Ademas se ensayo
la influencia del emulsificante empleado para estabilizar la emulsion. Para ello, se ensayaron
tres emulsificantes de naturaleza quimica diferente: lecitina, de naturaleza anfotera, SDS, de
naturaleza anionica, y, por ultimo, Tween 20, de naturaleza no i6nica. Todos ellos son
ampliamente usados, tanto en la industria alimentaria como en la industria farmacéutica.

5.3.6.1. Estudio de la inhibicion de la oxidacion lipidica en emulsiones de aceite
de pescado en agua, suplementada con ésteres de acido galico. Influencia del
emulsificante.

Los primeros experimentos incluyeron el empleo de lecitina como emulsificante en una
proporcion del 10% en peso de la emulsion. Las muestras se almacenaron durante 10 dias a 45
°C

La evaluacion sensorial mostré que las muestras control desarrollaron rancidez incipiente
en el dia 4. El compuesto Gal-Cé fue capaz de mantener la emulsion estable durante todo el
periodo de estudio. Las muestras tratadas con el resto de los ésteres de Gal mostraron buena
calidad hasta, al menos, el dia 6.

Estos resultados fueron corroborados por el andlisis quimico de la formacion de
hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados (Fig. 47 A y B). Las cinéticas de formacion
de estos productos de oxidacion en todas las muestras estudiadas, presentaron las dos zonas
clasicas de las cinéticas, claramente diferenciadas. En los instantes iniciales, no se produce
formacion neta de los productos de oxidacion, pero posteriormente se produce un aumento
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exponencial de estos productos de oxidacion con el tiempo. El periodo de induccion de las
muestras control y d aquellas suplementadas con Gal fue de 4 dias.

Las cinéticas de formacion tanto de dienos como de trienos conjugados presentaron un
perfil similar. El periodo de induccidén de las muestras control y de aquellas suplementadas
con Gal fue de 4 dias. Aquellas muestras tratadas con Gal-C18 fueron capaces de retrasar la
formacion de dienos conjugados hasta el dia 5 y las muestras que tenian Gal-C4 como aditivo
retrasaron el desarrollo de formacion de dienos conjugados hasta el dia 7. Las muestras
suplementadas con Gal-C8, Gal-C10 y Gal-C16 extendieron el periodo de induccion hasta 9
dias. Las cinéticas de formacion tanto de dienos como de trienos conjugados resentaron un
perfil similar.

D
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Fig. 47 Cinéticas de formacion de los hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, en emulsiones de
aceite de pescado en agua, tratadas con 0,1 mM de Gal y ésteres de Gal, durante su almacenamiento a 45 °C.

Los porcentajes de inhibicion fueron evaluados en las etapas iniciales de la oxidacion en
dos puntos: a dia 7 y a dia 10 (Tab. 43). Todos los alquil derivados fueron, de forma general,
altamente efectivos en la inhibicion de la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos
conjugados. El orden de eficacia en la inhibicion resulté ser:

Gal-C6 ~ Gal-C12 > Gal-C8 ~ Gal-C10 ~ Gal-C16 > Gal-C4 > Gal-C18 >> Gal.
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Estos resultados parecen estar en desacuerdo con las reglas predichas por la “paradoja
polar” ya que dos de los compuestos mas hidrofébicos (Gal-C16 y Gal-C18), presentan una
menor capacidad antioxidante que algunos derivados de tamafio medio y que presentan una
lipofilia similar como el Gal-C6 o el Gal-C8.

Dienos conjugados Trienos conjugados

Fenol % I (dia 7) % I (dia 10) %I(dia7) % I (dia 10)
Gal 22,22 + 3,08 95,69 +£21,23 21,12£251 62,72 + 423
Gal-C4 73,133,381 253+7.02  78,59+153 11,52+ 1,54
Gal-C6 84,28 +3,58 65,18+ 12,86 8723+529 81,08 +8,33
Gal-C§ 79,51 + 8,20 37.0+2,58  80,04+10.89 67241131
Gal-C10 80,99 + 2,56 19,58 +3,76  81,71+5,02 58,59 + 1,60
Gal-C12  83,03+4,16 69.92+1,83 84.82+10,58 78,01+ 1,39
Gal-C16 73,45+ 6,39 19,02 +2,63 7432+6,78 55,03 +9,28
Gal-C18 59,49 +4,19 A17.09+£8,02  60,82+423  10,02+3.11

Tab. 43 Inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados de Gal y alquil galatos
(0,1 mM) en emulsion de aceite en agua (10% de aceite, 1% lecitina) almacenada a 45 °C (media * sd).

Posteriormente, se ensayo la influencia del emulsificante empleado para estabilizar la
emulsion. Los estudios enfocados a estudiar la influencia de los emulsificantes, Tween 20
(2%) o SDS (1%), y realizados bajo las mismas condiciones de temperatura (45 °C) que se
habian hecho los anteriores de lecitina, pusieron de manifiesto un incremento en la velocidad
de la oxidacion. Como consecuencia de este incremento, no se apreciaba el periodo de
induccion impidiendo llevar a cabo el estudio del comportamiento antioxidante entre los
distintos compuestos objeto de estudio.

Debido a que la temperatura es un parametro que influye enormemente en la velocidad de
reaccion, se procedid a realizar estudios a temperaturas inferiores de cara a ralentizar la
cinética de la reaccion. Los resultados mostraron que a 30 °C era posible obtener cinéticas de
oxidacion adecuadas. Se fij6 por tanto, una temperatura de 30 °C para desarrollar los
experimentos.

En los experimentos llevados a cabo empleando lecitina como emulsificante (1%) y a una
temperatura de 30 °C, el estudio de desarrollo de la oxidacion se prolongd durante 8 dias. El
andlisis sensorial mostrd que las muestras control desarrollaron rancidez en el dia 6 al igual
que las muestras suplementadas con Gal y con Gal-18 (dos compuestos con una lipofilia muy
diferente). Todos los demas alquil galatos no desarrollaron rancidez a lo largo de todo el
periodo de almacenamiento.

Cuando los experimentos de oxidacion fueron llevados a cabo empleando Tween 20
como emulsificante (2%) y a 30 °C durante 5 dias, la evaluacion sensorial mostr6é que el Gal
desarroll6 una rancidez incipiente desde el primer dia mientras que los compuestos Gal-12,
Gal-16, y Gal-18 inhibieron de manera efectiva el desarrollo de rancidez hasta el dia 5.
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En emulsiones preparadas con SDS (1%) como emulsificante y almacenadas a 30°C
durante 3 dias, tanto los controles como las muestras suplementadas con los distintos fenoles
(0,ImM), desarrollaron rancidez en el primer o segundo dia de almacenamiento.

En todos los casos, los datos obtenidos en la evaluacion sensorial se confirmaron con la
determinacion analitica de la formacion de los hidroperéxidos con dienos (Fig. 48 A, By C) y
trienos conjugados (Fig. 49 A, B y C). Las cinéticas de formacidén de estos compuestos
presentaron curvas similares. Para el caso de los trienos conjugados, siguiendo el modelo
clésico, la cinética fue ligeramente mas lenta que la de los dienos conjugados.

El analisis de las curvas mostr6 los siguientes resultados:

- En los experimentos llevados a cabo con lecitina como emulsificante durante 8
dias, el periodo de induccién para las muestras control y las muestras
suplementadas con Gal y con Gal-C18 fue de 6 dias para los dienos
conjugados y de 7 dias para los trienos conjugados. Todos los demas ésteres de
Gal inhibieron la formacion de dienos conjugados a lo largo de todo el
experimento.

- En los experimentos llevados a cabo con Twen 20 como emulsificante durante
5 dias, la mayoria de los alquil galatos fueron antioxidantes con significativa
eficacia. Solo el Gal-C4 present6 una capacidad antioxidante intermedia y en
el caso del Gal se observé un comportamiento prooxidante.

- En los experimentos llevados a cabo con SDS, la mayor parte de los alquil
derivados mostraron un comportamiento prooxidante.
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Fig. 48 Cinéticas de formacion de Hidroperoxidos con dienos conjugados en emulsion de aceite en agua con

lecitina (A), Tween 20 (B) y SDS (C) como emulsificantes suplementadas con 0,1 mM de Gal y ésteres de Gal,
almacenadas a 30 °C.

156



Resultados y discusion

A —— Control
—=—QGal
Gal-C4
Gal-Co6
——@Gal-C8
—e—@Gal-C10
Gal-C12
Gal-C16
Gal-C18

mmol Hidroperéxidos/Kg aceite

60 - —— Control
—=— QGal
Gal-C4
Gal-Co6
——@Gal-C8
—e—@Gal-C10
Gal-C12
Gal-C16
Gal-C18

mmol Hidroperéxidos/Kg aceite

Dias

60
—— Control
50 —=—Gal
Gal-C4
Gal-Co6
—»—Gal-C8
—eo—@Gal-C10
Gal-C12
Gal-C16

Gal-C18

40

30

20

mmol Hidroperéxidos/Kg aceite

10 -

0

0 1 Dias 2 3

Fig. 49 Cinéticas de formacion de Hidroperoxidos con trienos conjugados en emulsion de aceite en agua con
lecitina (A), Tween 20 (B) y SDS (C) como emulsificantes suplementadas con 0,1 mM de Gal y ésteres de Gal,
almacenadas a 30 °C.
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Los porcentajes de inhibicion obtenidos en la formacidon de dienos y trienos conjugados
se muestran en las Tab. 44 y Tab. 45, respectivamente.

% 1 (dienos conjugados)

Lecitina (45°C) Lecitina (30°C) Tween 20 (30°C)  SDS (30°C)
Fenol % I (dia 7) % I (dia 8) % I (dia 4) % I (dia 2)
Gal 22.22 + 3,08 32,31 £,0,87 26,94+ 0,14 0,80 + 0,57
Gal-C4 73,13 + 3,81 81,97 +,0,58 54,36 + 0,45 ~13,60 £ 3,58
Gal-C6 84,28 + 3,58 77,46 +£2,67 88,48 + 0,41 -14,31 £ 4,81
Gal-C8 79,51 + 8,20 80,07 £0,11 89,39 + 1,07 -15,44 + 1,51
Gal-C10 80,99 + 2,56 77.97 0,19 85,83 + 0,51 11,78 £ 2,96
Gal-C12 83,03 + 4,16 83,75 +£22 92,26 + 1,43 25,68 £ 6,75
Gal-C16 73,45 £ 6,39 82,11 £0,19 91,03 £ 0,96 -49.78 + 6,01
Gal-C18 59,49 £ 4,19 52,90 + 3,70 92,20 + 1,47 _176,10 + 0,54

Tab. 44 Inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con dienos conjugados de Gal y alquil galatos (0,1 mM)
en emulsion de aceite en agua empleando lecitina (dia 8 y dia 10 seglin esté almacenada a 45 °C o0 a 30 °C,
respectivamente), Tween 20 (dia 4) y SDS (dia 2) como emulsificantes almacenados a 30 °C (media * sd).

% I (trienos conjugados)

Lecitina (45°C) Lecitina (30°C) Tween 20 (30°C)  SDS (30°C)

Fenol % I (dia 7) % I (dia 8) % I (dia 4) % I (dia 2)

Gal 21,12 £2,51 26,93 = 1,50 210,34 + 0,44 22,75+ 3,87
Gal-C4 78,59 + 1,53 65,15 = 1,53 74,22 + 3,53 4538 + 4,88
Gal-C6 87,23 5,29 63,77 £ 2,96 91,72 + 0,87 -46,92 + 5,92
Gal-C§ 80,04 + 10,89 63,21 2,37 93,17 + 2,80 236,71 + 1,17
Gal-C10 81,71 +5,02 64.29 + 0,34 87,64 + 1,32 24,79 £ 6,57
Gal-C12 84,82+ 10,58 85,38 £2,01 96,26 + 0,92 230,71 + 5,86
Gal-C16 74,32+ 6,78 78,11 + 0,44 9543 £2.15 74,37 £ 1,64
Gal-C18 60,82 + 4,23 52,55+ 6,10 96,36+ 0,62 25,85+ 15,95

Tab. 45 Inhibicion en la formacion de hidroperdxidos con trienos conjugados de Gal y alquil galatos (0,1 mM)
en emulsion de aceite en agua empleando lecitina (dia 8 y dia 10 seglin esté almacenada a 45 °C o0 a 30 °C,
respectivamente), Tween 20 (dia 4) y SDS (dia 2) como emulsificantes almacenados a 30 °C (media * sd).

El orden de inhibicion frente a la formacion de hidroperéxidos conjugados fue similar al
obtenido para la inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con trienos conjugados en
todos los experimentos llevados a cabo con los distintos emulsificantes empleados.

En los experimentos de oxidacion realizados a una temperatura de 30 °C de
almacenamiento y empleando lecitina como emulsificante, las muestras que contenian los
derivados alquil galatos mostraron un escaso desarrollo de la oxidacion y por tanto, un alto
porcentaje de inhibicion de la formacion de hidroperdxidos conjugados. Solo los compuestos
Gal-C18 y Gal presentaron porcentajes de inhibicion moderados. Cuando el experimento se
llevo a 45 °C, las cinéticas de la oxidacién permitieron observar mayores diferencias en el
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comportamiento antioxidante de los distintos compuestos. En este caso, el orden de eficacia
fue:

Gal-C6 ~ Gal-C12 ~ Gal-C8 ~ Gal-C10 ~ Gal-C16 > Gal-C4 > Gal-C18 >> Gal.

Los resultados obtenidos para los experimentos realizados empleando Tween 20 como
emulsificante mostraron resultados diferentes a los obtenidos cuando se empled lecitina. En
este caso el orden creciente de capacidad antioxidante mostrado por los alquil galatos fue el
siguiente:

Gal-C12 ~ Gal-C16 ~ Gal-C18 > Gal-C8 ~ Gal-C6 > Gal-C10 >> Gal-C4 >> Gal.

Los compuestos con mayor hidrofobicidad son los que presentan la mejor capacidad
antioxidante tal y como predice la “paradoja polar”.

En las emulsiones que contenian SDS como emulsificante, los ésteres de Gal presentaron
un comportamiento prooxidante obteniéndose porcentajes de inhibicion de la oxidacion
negativos

5.3.6.2. Estudio de la inhibicion de glucosil alquil derivados en emulsiones de
aceite de pescado en agua. Influencia del emulsificante.

De cara a evaluar el efecto de la adicion de una unidad de glucosa en el anillo fendlico de
los alquil galatos en su capacidad antioxidante en una emulsioén de aceite en agua, se llevaron
a cabo experimentos de emulsiones de aceite de pescado en agua activadas térmicamente a 45
°C y suplementadas con 0,1 mM de cada uno de los derivados glucosil alquil galatos. El
desarrollo de la oxidacién se estudid durante 8 dias. Ademas, se¢ adicionaron los
correspondientes alquil derivados para llevar a cabo la comparacion directa. Como
emulsificante se empled lecitina.

El anélisis sensorial de los distintos sistemas mostré6 que las muestras control y las
muestras suplementadas con glucosil alquil galatos se mantuvieron estables hasta el dia 4. A
partir de ese momento se detectd olor a rancidez.

La evaluacion sensorial coincidié con el andlisis quimico de la formacion de los
hidroperéxidos con dienos y trienos conjugados, Fig 50 y Fig. 51, respectivamente.

Todos los glucosil alquil galatos mostraron un periodo de induccién de la formacion de
hidroperdxidos de 4 dias salvo para el compuesto Glu-Gal-C16, que tuvo un periodo de 3
dias. Todos los derivados glucosil alquil galatos mostraron una escasa efectividad en la
inhibicién de la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados. Asimismo, los
compuestos Glu-Gal-C10 y Glu-Gal-C16 no presentaron ninguna capacidad de inhibicion
del desarrollo oxidativo.
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Fig. 50 Cinéticas en la formacion de hidroperoéxidos con dienos conjugados en emulsiones de aceite en agua
(10% aceite, 1% lecitina) suplementadas con 0,1 mM de distintos glucosil alquil derivados de Gal comparados
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Fig. 51 Cinéticas en la formacion de hidroperoéxidos con trienos conjugados en emulsiones de aceite en agua
suplementadas con 0,1 mM de distintos glucosil alquil derivados de acido Gal comparados con los alquil
derivados correspondientes y almacenadas a 45 °C.

Los porcentajes de inhibicion de los glucosil alquil galatos se representan en la Tab. 46.
Se han incluido los porcentajes de inhibicion de los analogos alquil galatos.

Todos los glucosil alquil derivados presentaron un porcentaje de inhibicion al desarrollo
de dienos y trienos conjugados bajo. Los compuestos Glu-Gal-C4 y Glu-Gal-16 presentaron
una actividad antioxidante muy limitada. La presencia del tercer grupo hidroxilo en el anillo
aromatico parece jugar un papel muy importante en la capacidad antioxidante de esta familia
de compuestos.
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% 1
Dienos Trienos Dienos Trienos

Fenol . . Fenol . .

conjugados conjugados conjugados conjugados
Gal-C4 40,35+8,64 4449+793  Glu-Gal-C4 9,62+16,88 19,71 + 12,69
Gal-Cé6 81,58 +4,17 76,10+723 Glu-Gal-Cé6 12,01 + 0,67 15,87 + 1,08
Gal-C8 85,89 £2,11 79,17+3,35  Glu-Gal-C8 26,20+ 1,15 24,51 +4,71
Gal-C10 82,20+4,68 75,82+4,49 Glu-Gal-C10  -7,34 + 3,78 -5,48 £ 6,24
Gal-C12 7586+3,65 71,49+3,23 Glu-Gal-C12 27,01 +£2,54 37,99 +2,45
Gal-C16 87,31+0,02 8521+0,56 Glu-Gal-C16 7,52 + 5,64 5,76 + 7,26
Gal-C18 77,39+256 76,29+4,775 Glu-Gal-C18§ 18,83+ 1,54 30,39+3,13

Tab. 46 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados de alquil galatos y de
glucosil alquil galatos (0,1 mM) en emulsion de aceite en agua empleando lecitina como emulsificante
almacenada a 45 °C a dia 6 para los derivados con longitud de cadena C4-C10y a dia 5 para los derivados con
longitud de cadena C12-C-18 (media + sd).

El desarrollo de estos experimentos en condiciones mas suaves de temperatura (30°C)
permitié diferenciar de una manera mas clara el comportamiento antioxidante de los
derivados glucosil alquilo de Gal y la posibilidad de estudiar los efectos que provoca el
emulsificante (lecitina, Tween 20 y SDS) en la capacidad antioxidante de los mismos. Se
empled el Gal como control y, en todos los estudios, las muestras se suplementaron con los
derivados glucosilados en una concentracion de 0,1 mM.

Los experimentos llevados a cabo empleando lecitina (1%) como emulsificante, tuvieron
una duracién de 8 dias. El andlisis sensorial mostré que las muestras suplementadas con los
derivados glucosilados de cadena larga (C12-C18) desarrollaron rancidez en el dia 7. En ese
mismo dia, el control mostraba valores incipientes de rancidez. Los derivados glucosilo de
cadena corta y media (C4-C10) mostraron rancidez incipiente en el dia 8.

Cuando las emulsiones se prepararon empleando Tween 20 como emulsificante (2%), la
cinética de la oxidacion se incrementd acortandose el estudio en tres dias. Durante la
evaluacion sensorial, las muestras control y aquellas suplementadas con los derivados
glucosilados manifestaron rancidez incipiente, en el dia 3.

Los estudios llevados a cabo en emulsiones empleando SDS como emulsificante (1%) y
almacenadas en las mismas condiciones de temperatura presentaron un mayor incremento en
la cinética de la reaccion, reduciéndose el tiempo de estudio a 3 dias. Todas las muestras
desarrollaron rancidez a dia 2.

La evaluacion sensorial se corrobor6 en todos los casos con el analisis quimico de
formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados (Fig. 52 y Fig. 53). En los tres
casos enfocados al empleo de los tres emulsificantes, ambas cinéticas de formacion de
hidroperoxidos conjugados fueron similares.

En los experimentos realizados empleando lecitina, las cinéticas de formacién de dienos y
de trienos conjugados fueron similares. Las muestras control y todas las muestras
suplementadas con los derivados glucosilo se mantuvieron estables hasta el dia 6 (periodo de
induccion). En el dia 7, las muestras que contenian los derivados de mayor longitud de cadena
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(C12-C18) experimentaron un fuerte incremento en la concentraciéon de dienos y trienos
conjugados, siendo este incremento superior al control. Los demés derivados inhibieron de
forma moderada la concentracion de dienos y trienos conjugados.

Las cinéticas de formacion de dienos y trienos conjugados para las emulsiones preparadas
con Tween 20 mostraron que el periodo de induccidn para las muestras control y aquellas que
contenian aditivos fue de 3 dias. A continuacion, todas las muestras experimentaron un fuerte
incremento en la concentracion de dienos y trienos conjugados.

En las emulsiones preparadas con SDS, tanto en las muestras control como las muestras

tratadas con los derivados glucosilados, se observd la formacion de dienos y trienos
conjugados a partir del dia 1.
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Fig. 52 Cinéticas de formacion de Hidroperoxidos con dienos conjugados en emulsion de aceite en agua con
lecitina (A), Tween 20 (B) y SDS (C) como emulsificantes suplementadas con 0,1 mM de Gal y glucosil alquil
galatos, almacenadas a 30 °C.
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Fig. 53 Cinéticas de formacion de Hidroperoxidos con trienos conjugados en emulsion de aceite en agua con
lecitina (A), Tween 20 (B) y SDS (C) como emulsificantes suplementadas con 0,1 mM de Gal y glucosil alquil
galatos, almacenadas a 30 °C.

Los porcentajes de inhibicion a la formacién de dienos y trienos conjugados en las
emulsiones preparadas con lecitina, Tween 20 y SDS calculados para los dias 8, 4 y 2,
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respectivamente se muestran en las Tab. 47 y Tab. 48 En ambos casos, los porcentajes de
inhibicion determinados, son del mismo orden, tanto para la formacion de dienos conjugados,
como para la formacion de trienos conjugados.

Los derivados glucosilados de cadena corta o media (C4-C10) mostraron una eficacia
antioxidante moderada en la formacion de dienos y trienos conjugados, cuando la emulsion se
preparo6 con lecitina. Los demas derivados tuvieron un comportamiento prooxidante. El orden
de eficacia que presentaron fue el siguiente:

Glu-Gal-C4 ~ Glu-Gal-C8 > Gal ~ Glu-Gal-C6 ~ Glu-Gal-C10 >>> Glu-Gal-C12 ~ Glu-Gal-
C16 ~ Glu-GalC18

Dienos conjugados

Lecitina Tween 20 SDS
Fenol % I (dia 8) % I (dia 4) % I (dia 2)
Gal 32,31 £0,87 -26,94 £ 0,14 0,80 +0,57
Glu-Gal-C4 49,56 £ 1,04 4,97 +0,17 -18,56 +£2,20
Glu-Gal-Cé6 31,47 +£0,42 28,33+ 0,47 5,76 + 1,37
Glu-Gal-C8 38,86 £ 1,19 41,63 £ 0,82 -2,20+0,44
Glu-Gal-C10 30,73 £ 0,89 12,44 £ 1,12 13,55 +3,69
Glu-Gal-C12 -2,28 +£0,79 32,59 + 3,20 -95,81 +0,17
Glu-Gal-C16 -6,08 + 0,86 22,70 +£ 0,43 -97,76 £ 2,72
Glu-Gal-C18 -9,10 £ 0,94 56,28 £+ 5,33 -79,67 £ 9,60

Tab. 47 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos conjugados de glucosil alquil galatos (0,1 mM)
en emulsion de aceite en agua empleando lecitina, Tween y SDS como emulsificantes y almacenadas a 30 °C
(media + sd). El Gal se empled como control.

Trienos conjugados

Lecitina Tween 20 SDS
Fenol % I (dia 8) % I (dia 4) % I (dia 2)
Gal 26,93 + 1,50 -10,34 £ 0,44 -22,75 £ 3,87
Glu-Gal-C4 47,40 +2,32 5,96 £ 1,15 -52,07 £ 4,23
Glu-Gal-Cé6 26,61 + 0,84 33,64 £0,47 -17,73 £1,01
Glu-Gal-C8 38,84 + 1,84 43,12 £ 0,55 -10,76 + 1,82
Glu-Gal-C10 27,85+ 1,08 8,63 + 0,62 29,37+ 6,15
Glu-Gal-C12 -2,45+1,48 50,77 £ 5,54 -109,57 + 3,27
Glu-Gal-C16 3,55+0,25 66,01 +£0,73 -113,65+0,14
Glu-Gal-C18 -5,58 £ 0,09 57,64 +£ 0,87 -108,90 + 4,77

Tab. 48 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con trienos conjugados de glucosil alquil galatos (0,1
mM) en emulsion de aceite en agua empleando lecitina, Tween y SDS como emulsificantes y almacenadas a 30
°C (media + sd). El Gal se empleé como control.
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Cuando la emulsion se prepard empleando Tween 20, el compuesto Glu-Gal-C4 apenas
mostro actividad. Glu-Gal-C18 presentd una efectividad antioxidante relativamente alta y
todos los demas derivados glucosilados presentaron una eficacia moderada. El orden de
eficiencia antioxidante fue el mostrado a continuacion:

Glu-GalC18 > Glu-Gal-C8 > Glu-Gal-C12 > Glu-Gal-C6 > Glu-Gal-C16 > Glu-Gal-C10 >
Glu-Gal-C4 > Gal

El compuesto Glu-Gal-C18 presenté6 un comportamiento significativamente diferente y
dependiente del emulsificante desde el punto de vista de la inhibicidn de la oxidacidon, medida
en la formacién de dienos o trienos conjugados. Mientras que en las muestras preparadas con
lecitina presentaba un comportamiento claramente prooxidante, para el caso de las emulsiones
que contenian Tween 20 presenta una eficacia antioxidante relativamente elevada.

Solo el compuesto Glu-Gal-C10 mostré un comportamiento antioxidante moderado en el
desarrollo de la rancidez de las emulsiones preparadas con SDS. El compuesto Glu-Gal-C6
mostrd un porcentaje de inhibicion en la formacion de dienos y trienos conjugados muy
limitado y todas las muestras suplementadas con los demas glucosil alquil galatos tuvieron un
comportamiento prooxidante.

5.3.7. Discusion de resultados.

El estudio de la hidrofobicidad de derivados alquilo de acido gélico en base a la
determinacion de log P mostr6é un aumento de la lipofilia con la longitud de cadena hasta C12.
Estos resultados estan de acuerdo con los descritos por Lu y col. (Lu, Z., et al., 2006). En
contraposicion, los compuestos Gal-C16 y Gal-C18 mostraron una ligera disminucion de la
lipofilia con respecto a los ésteres de cadena mas corta. Estos resultados sugieren una
dependencia no lineal entre la hidrofobicidad y la longitud de cadena en derivados de acido
galico. Esta tendencia también se observo al analizar el coeficiente de particion para los
derivados glucosil alquilo de Gal: cuando la longitud de cadena es corta o media (C4-C8) se
produce un incremento de la hidrofobicidad con la longitud de dicha cadena hasta un valor
maximo en C8 y, a continuacion se produce una disminucion en la lipofilia con el incremento
del nimero de 4tomos de carbono de la cadena.

La eficacia en la captacion de radicales evaluada como DPPH de los alquil derivados fue
similar a la presentada por el compuesto Gal. Si bien, se observaron ligeras diferencias que
pueden ser atribuidas a efectos estéricos tal y como han sugerido Lu y col. para ésteres de
acido galico (Lu, Z., et al., 2006). La reactividad quimica de los antioxidantes viene marcada
por el nimero y la localizacion en la molécula de grupos donadores de hidrogeno (en este
caso, grupos —OH). Un incremento de los grupos hidroxilo en el anillo aromatico incrementa
la actividad de captacion de radicales ya que se pueden donar mas atomos de hidrogeno
procedentes de los grupos —OH fendlicos para estabilizar los radicales libres.(Shahidi, F. &
Wanasundara, 1992; Rice-Evans, et al., 1996). Esto explica que la introduccion de un residuo
de glucosa en el grupo hidroxilo de la posicion 3 del anillo aromatico, provoque una
disminucioén importante en la eficacia para enmascarar radicales. Las pequefias diferencias
mostradas con la extension en la longitud de la cadena, se volvieron a observar para el caso de
los derivados glucosil alquilo.
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El poder reductor de los alquil galatos present6 el siguiente orden de eficacia:
Gal > Gal-C4 > Gal-C6 > Gal-C8 ~ Gal-C12 > Gal-C10 > Gal-C16 > Gal-C18

El incremento en la longitud de la cadena de los alquil derivados provocd una
disminucioén en el poder reductor con respecto al Gal. Pereira-Caro y col. (Pereira-Caro, et al.,
2009) han atribuido dicha disminucion en una serie semejante a impedimentos estéricos que
no presentan las cadenas mas cortas ya que éstas poseen una estructura casi lineal.

De nuevo, la introduccion de una unidad de glucosa provocd una disminucién drastica en
el poder reductor de los derivados glucosilo en relacion a los andlogos con la misma longitud
de cadena.

Los experimentos de oxidacion llevados a cabo en aceites de pescado con los diferentes
¢steres de Gal mostraron el siguiente orden de actividad en la inhibicion de la oxidacion
lipidica.

Gal-C6>Gal-C16=Gal-C4=Gal-C18=Gal-C8 > Gal-C10>Gal>Gal-C12

Estos resultados no se ajustan a la regla general que muestra la “paradoja polar” (Porter,
W. L., 1993) al ser el Gal, el compuesto mas polar, y sin embargo, uno de los que menos
capacidad de inhibicidon presenta a la formaciéon hidroperoxidos con dienos conjugados.
Asimismo, si analizamos en conjunto los datos obtenidos para la capacidad de inhibicion
frente a la formaciéon de dienos conjugados, aquellos compuestos con polaridad e
hidrofobicidad intermedia comprendidos entre Gal y Gal-C10 y Gal-C12 (que son aquellos
los que presentan mayor valor de log P y, en consecuencia, mayor lipofilia) son los que
presentaron peor capacidad antioxidante desde el punto de vista de captacion de radicales. La
representacion del poder de inhibicion frente a la longitud de cadena (Fig. 54) muestra
claramente esta tendencia no lineal en la inhibicién de formacién de dienos conjugados para
los alquil galatos y sus correspondientes derivados glucosilados.
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Fig. 54 Porcentajes de inhibicion calculados a dia 7 de acido Gal, alquil derivados y glucosil alquil derivados
(en una concentracion de 0,1 mM) frente a la longitud de cadena alquilo en aceite de pescado almacenado a 45
°C.
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Esta relacion no lineal ya fue observada en este trabajo al estudiar el efecto de la
acilacion en el derivado glucosilado del Res, el Pic.

Tal y como ya se ha mencionado, recientemente diversos estudios han puesto en
evidencia esta la inexistencia de una relacion lineal entre la actividad antioxidante de un
compuesto y su hidrofobicidad (Shahidi, Fereidoon & Zhong, 2011; Laguerre, et al., 2015).
Estos autores, al estudiar la eficacia de esteres de acido galico, demostraron esta relacién no
lineal entre la capacidad antioxidante de ésteres de acido galico con su hidrofobicidad. De tal
forma que, existe una longitud de cadena Optima en torno a los 6-8 adtomos carbono, y los
compuestos mas polares y los menos polares son los que muestran peor capacidad
antioxidante. Asimismo, el compuesto Gal-C18, a pesar de presentar la mayor longitud de
cadena alquilica estudiada, no mostr6 la hidrofobicidad més alta y tuvo una capacidad
antioxidante similar a aquellos ésteres que presentaban una hidrofobicidad similar. Resultados
similares fueron obtenidos por Laguerre y col. (Laguerre, et al., 2011) cuando estudiaron las
propiedades antioxidantes de acido clorogénico y una serie de clorogenatos en aceite de maiz.
Estos autores, tal y como ya se ha mencionado en el capitulo anterior, observaron que el 4cido
clorogénico y su dodecil éster presentaban peor capacidad antioxidante (medida como
inhibicion a la formacion de dienos conjugados) que el clorogenato de butilo y el clorogenato
de hexadecilo.

Como se ha descrito en el capitulo anterior, se ha sugerido que los aceites comerciales, al
contener trazas de agua, esteroles, mono y digliceroles, etc. , compuestos minoritarios
presentan una cierta actividad superficial, pueden agregarse dando lugar a la formacion de una
pequeiiisima interfase aceite-agua. Estas estructuras principalmente son de tipo laminar o
micelas reversas, esto es un nucleo de agua a nanoescala estabilizado por una monocapa de
moléculas surfactantes con sus cabezas polares orientadas hacia el nucleo de agua y las
cadenas alifaticas hacia el medio lipidico (Xenakis, et al., 2010). Las micelas permiten nuevas
interacciones entre todos los componentes que forman parte del sistema y pueden alterar, de
forma significativa las velocidades de reaccion, entre los distintos componentes del mismo
(Ghosh & Tiwary, 2001).

El estudio de la capacidad antioxidante de ésteres de acido galico en emulsiones de
aceite-agua, ha sido llevado a cabo por diversos grupos. Porter y col (Porter, William L., et
al., 1989) estudiaron la capacidad antioxidante de acido galico y de galatos de alquilo hasta
una longitud de cadena de doce carbonos (galato de dodecilo). Estos autores encontraron una
tendencia general que se ajustaba a la paradoja polar, de tal manera que, los compuestos mas
apolares eran mas efectivos en emulsiones de aceite. Establecieron una relacion entre la
capacidad antioxidante y el factor de retencion (Rf) medido en capa fina, TLC).

En relacion al tipo de emulsificante, los resultados obtenidos muestran que, al representar
el porcentaje de inhibicion encontrado en las emulsiones de aceite-agua de cada uno de los
¢ésteres estudiados, frente a la longitud de cadena alquilo (Fig. 55) se obtiene un
comportamiento distinto en funcidon del emulsificante empleado. Cuando el emulsificante
empleado fue lecitina, el comportamiento sigue una curva parabdlica en desacuerdo con la
“paradoja polar” (R*= 0,9182). Sin embargo, cuando el emulsificante usado fue Tween 20, se
encuentra una curva hiperbélica no lineal (R*= 0,9872) con una evolucién mas ajustada al
comportamiento predicho por la paradoja polar. Cuando el emulsificante utilizado fue SDS,
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unicamente el Glu-Gal-C10 present6 una capacidad antioxidante moderada mientras que los
demas derivados alquil glucosilo mostraron un comportamiento prooxidante.
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Fig. 55 Porcentajes de inhibicion de Gal y alquil galatos (0,1 mM) en emulsion de aceite en agua empleando
lecitina (almacenada a 45 °C) y Tween 20 (almacenada a 30 °C) como emulsificantes a dia 7 y dia 4,
respectivamente.

Tal y como se ha indicado, los resultados obtenidos cuando se emplea lecitina como
emulsificante parecen estar en desacuerdo con las predicciones de la paradoja polar. Las
diferencias observadas entre los resultados obtenidos y aquellos publicados por Porter y col.
(Porter, William L., et al., 1989) pueden ser debidos a que la serie de esteres de 4cido gélico
empleada por estos autores finaliza en el dodecil galato. En el presente trabajo, el estudio se
extendid hasta el octildodecil galato. Precisamente, los dos ésteres de mayor longitud de
cadena (C16 y C18) son los que se alejan del comportamiento predicho por la paradoja polar
para este tipo de sistemas. Por otro lado, cuando el emulsificante empleado es Tween 20, el
comportamiento de los alquil galatos en las emulsiones de aceite de pescado se ajusta mas a lo
esperado segun la paradoja polar, ya que los compuestos mas hidrofébicos son los que
presentan mayor actividad antioxidante. El decrecimiento en los porcentajes de inhibicion
observado al pasar de Gal-C12 a Gal-C16 y Gal-C18 en las emulsiones preparadas con
lecitina, no fue observado cuando las emulsiones se prepararon con Tween 20. Este
comportamiento parabolico con puntos de inflexién o “cut-off” coincide con el previamente
observado en los derivados alquilados de hidroxitirosol en emulsiones de aceite-agua
preparadas con lecitina como emulsificante. El estudio realizado con dichos derivados mostré
que el mayor porcentaje de inhibicidn se corresponde con Hyd-C8 ya discutido en el apartado
anterior. Este efecto “cut-off” también fue observado en este trabajo al estudiar la actividad de
distintos derivados acilados de Pic en emulsiones de aceite en agua estabilizadas con lecitina
siendo Pic-C12 el derivado mas prometedor.

Como se ha mencionado previamente, parece evidente la existencia de un efecto
parabolico o “cut- off” en el comportamiento antioxidante de las familias de compuestos con
diferentes longitudes de cadena para los derivados. Este comportamiento descrito para los
derivados de Res de acuerdo con los resultados de esta memoria contenidos en los capitulos
anteriores y sugerido por Laguerre y col. (Laguerre, et al., 2009, 2010) en los ésteres del acido
clorogénico y del 4cido rosmarinico en emulsiones de aceite en agua, parece evidenciarse de
nuevo para el Gal y sus derivados acilados.
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Tal y como ya se ha explicado en el capitulo anterior, se han propuesto numerosos
mecanismos que explican este comportamiento. Dada la importancia de la correcta
disposicion del antioxidante en al interfase, sugerido por Hens y col, (Heins, et al., 2007), la
implicacion de los fenolipidos con mayor longitud de cadena en la formacion de micelas o
agregados (Laguerre, et al., 2009) o la disminucion de movilidad por el incremento de tamafio
al incrementarse la cadena (Fendler, 1982) podrian limitar la adecuada disposicion de estos
fenolipidos de mayor tamafio en la interfase, produciendo una disminucion en su actividad
antioxidante.

Tal y como ya se ha expuesto en el capitulo correspondiente al Hyd, Lucas y col. (Lucas,
et al., 2010) propusieron que la presencia de caracteristicas surfactantes podria influir en la
actividad antioxidante al favorecer una disposicion preferencial en la interfase de estos
fenolipidos, y produciendo, en consecuencia, una mayor eficacia en la inhibicion de la
oxidacion lipidica. Sin embargo, Maldonado y col. (Maldonado, et al., 2011) mostraron que la
relacion entre las propiedades surfactantes y la longitud de cadena en derivados de Gal se
ajustaba a un comportamiento parabolico. De hecho, los derivados alquilo que presentaron
mejor capacidad surfactante con una longitud de cadena media fueron los que exhibieron una
mejor actividad antioxidante en emulsiones de aceite-agua cuando se empleaba lecitina como
emulsificante. Tal y como se ha comentado, esta correlacion no se observo en las emulsiones
aceite-agua cuando se utiliz6 Tween 20 como emulsificante dando como resultado que los
alquil derivados con longitud de cadena media mostraron una actividad antioxidante similar a
los derivados de cadena larga.

En base a estas observaciones, se deduce que la eficacia antioxidante de los distintos
fenolipidos depende de manera significativa del emulsificante que se emplee para preparar la
emulsion. Parece existir también na interaccion entre el compuesto antioxidante y el
emulsificante a nivel del ntcleo molecular. De hecho Panya y col. (Panya, et al., 2012)
observaron un efecto parabdlico cuando estudiaron la capacidad antioxidante de alquil ésteres
del acido rosmarinico en emulsiones aceite-agua preparadas con Tween 20, en contraposicion
a lo observado en este trabajo para alquil ésteres de Gal que, en estas condiciones, parecen
ajustarse mejor al comportamiento predicho por la paradoja polar. Estos resultados sugieren
que los distintos comportamientos en presencia del mismo emulsificante son debidos a
interacciones especificas de cada antioxidante y no a un comportamiento general en funcion
del emulsificante empleado.

Asimismo, la importancia de la naturaleza del emulsificante en la eficacia de los
antioxidantes en emulsiones de aceite en agua ha sido estudiada por Stockmann y col.
(Stockmann, et al., 2000). Estos autores obtuvieron que la capacidad antioxidante de series de
¢ésteres de acido galico (comprendidos entre el &cido géalico hasta el octil galato) en
emulsiones de aceite-agua en aceite de maiz dependia significativamente del emulsificante
empleado (lecitina, Brij 58 o SDS). Estos autores indicaron que las interacciones moleculares
especificas entre el antioxidante y el emulsificante era la causa de las diferencias encontradas
en el comportamiento de los fenolipidos. La naturaleza de las interacciones podrian ser entre
el antioxidante y el grupo caracteristico del emulsificante (por ejemplo, enlaces por puentes
de hidrégeno entre los grupos OH fenodlicos del antioxidante y la carga del emulsificante) o
entre las cadenas alquilo del antioxidante y la cadena lipidica del emulsificante, lo cual podria
afectar a la difusion del antioxidante en la emulsion. Otros autores han sugerido la
importancia de las interacciones entre antioxidantes y emulsificantes en el seno de la emulsion
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ya que en funcioén de las mismas, un mismo compuesto puede mostrar efectividades diversas
en funcion del tipo de emulsion (McClements, D. J. & Decker, 2006; Shahidi, Fereidoon &
Zhong, 2011; Aleman, et al., 2015).

Otro aspecto relevante a tener en cuenta y que podria estar relacionado con las diferencias
observadas en el comportamiento antioxidante de los distintos ésteres de acido gélico en las
emulsiones preparadas con lecitina, Tween 20 o SDS, es la capacidad antioxidante que pueda
presentar el emulsificante per se y que mejora la estabilidad desde el punto de vista de la
oxidacion de la emulsion. Se sabe que la lecitina, ademés de presentar buenas caracteristicas
como emulsionante, presenta actividad antioxidante (Judde, et al., 2003). Sin embargo, el
Tween 20 y el SDS son emulsificantes sin propiedades antioxidantes conocidas debido a la
ausencia de grupos funcionales responsables del potencial comportamiento antioxidante
(Kerwin, 2008). Pan y col. (Pan, et al., 2013) han demostrado que la estabilizacion de la
emulsion en presencia de lecitina es debida a la capacidad protectora de la lecitina para
disminuir la velocidad de penetracion de los radicales peroxilo desde la fase acuosa a la fase
oleosa de la emulsion comparada con la velocidad que presentan en el caso de emulsiones
preparadas con Tween 20. El incremento de la velocidad de penetracion para los radicales
peroxilo en presencia de Tween 20 debido a su menor actividad antioxidante, produce una
desestabilizaciéon de la emulsion en términos de oxidacion. Por lo tanto, los resultados
obtenidos sugieren un posible sinergismo entre lecitina y los alquil galatos que incrementaria
la actividad antioxidante de los mismos y que, a su vez, también dependeria de la estructura
molecular del alquil galato.

Los derivados glucosil alquilo de Gal mostraron menos eficacia antioxidante en
emulsiones de aceite-agua que sus correspondientes alquil galatos a pesar de sus mejores
caracteristicas surfactantes (Maldonado, et al., 2011). Estos resultados fueron inesperados ya
que los glucosil derivados siguen manteniendo la estructura catecol en el anillo fendlico. Sin
embargo, la presencia del éster, que parcialmente desactiva el anillo aromatico y que puede
limitar la capacidad de donar hidrogenos, y la presencia del residuo de glucosa, provocan una
disminucién importante en la capacidad anrirradicalaria, asi como en el poder reductor,
produciendo una importante reduccion de la eficacia antioxidante.

Cuando se represent6 el porcentaje de inhibicion de los derivados glucosil alquilo frente a
la longitud de la cadena (Fig. 56), se obtuvieron resultados similares a los observados para los
alquil galatos. Los glucosil alquil galatos con longitud de cadena C4-C10 presentaron la mejor
capacidad antioxidante en las emulsiones preparadas con lecitina con un efecto “cut-off” en el
carbono 10. En la presencia de Tween 20, los derivados tienden a seguir la paradoja polar
mostrando un aumento en la efectividad antioxidante a medida que se increment6 la longitud
de la cadena carbonada y por tanto, la hidrofobicidad.
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Fig. 56 Porcentajes de inhibicion de Gal y glucosil alquil galatos (0,1 mM) en emulsion de aceite en agua
empleando lecitina (almacenada a 45 °C) y Tween 20 (almacenada a 30 °C) como emulsificantes a dia 8 y dia 4,
respectivamente.

Por lo tanto, se puede concluir que la conservacion de los tres grupos hidroxilo fenolicos
del acido galico es fundamental para mantener la eficacia antioxidante de los alquil derivados,
mientras que la pérdida de uno de estos grupos hidroxilo con la introduccion de una unidad de
glucosa produce una disminucion de la capacidad antioxidante de estos compuestos. Por otro
lado, la mejora de las propiedades surfactantes con la introduccion de un residuo de glucosa
no produce una mejora en la actividad antioxidante de los alquil galatos correspondientes.

El tipo de emulsificante parece tener un papel importante y, probablemente, las
interacciones especificas entre los antioxidantes y el emulsificante, unido al efecto sinérgico
que pueden tener algunos emulsificantes como la lecitina al presentar actividad antioxidante,
puede dirigir el comportamiento antioxidante de estos compuestos en emulsiones aceite-agua.
Ademas, las fuertes interacciones cabeza-cabeza o cola-cola entre los fenolipidos y los
emulsificantes pueden orientar al antioxidante mas cerca de la interfase mejorando su
actividad antioxidante. Sin embargo, si estas interacciones son débiles, pueden provocar un
movimiento del antioxidante al azar no disponiéndose de forma efectiva en la interfase y por
ello afectando a su capacidad antioxidante.
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5.4. DERIVADOS DE ISOQUERCITRIN.

Se presenta el efecto de una serie de modificaciones estructurales en la molécula de 1Q en
su capacidad antioxidante. Estas modificaciones consistieron en la lipofilizacion en el carbono
6 del residuo de glucosa de 1Q.

Al igual que en los capitulos previos, esta seccion presenta dos partes, una primera

destinada a la descripcion de los parametros fisico-quimicos de los compuestos a estudiar, y
una segunda parte centrada en el estudio de las capacidades de estos compuestos para inhibir

la oxidacion de los sistemas lipidicos en aceite y emulsiones.

5.4.1. Sintesis y estabilidad.

La quercetina, el isoquercitrin y los derivados acilados de isoquercitrin se representan en

la Tab. 49.
Fenol Abreviatura Peso n Estructura
molecular

Quercetina Q 302,24

Isoquercitrin IQ 464,38

Isogercitrin

butirato 1Q-C4 534,47 2

Isoquercitrin 1Q-C8 590,57 6

octanoato

zsoquercnrln 1Q-C10 618.63 g
ecanoato

Isoquercitrin 1Q-C12 646,68 10

laurato

Isoquercitrin 1Q-Cl4 674,73 12

miristato

Isoquercitrin 1Q-C16 702,79 14

palmitato

fueron los siguientes:
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Tab. 49 Derivados acilados de 1Q.

Los rendimientos obtenidos en la sintesis de los derivados acilados de isoquercitrin

El isoquercitrin butirato se obtuvo con un 74% de rendimiento.

El isoquercitrin octanoato se obtuvo con un 64% de rendimiento.
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El isoquercitrin decanoato se obtuvo con un 67% de rendimiento.

El isoquercitrin laurato se obtuvo con un 45% de rendimiento.

El isoquercitrin miristato se obtuvo con un 71% de rendimiento.

El isoquercitrin palmitato se obtuvo con un 46% de rendimiento.
Todos los derivados acilados se obtuvieron con la configuracioén deseada.

El estudio de estabilidad de estos compuestos almacenados a 4 °C realizado por
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa con detector de diodos (Tab. 50)
demostrd que los compuestos fueron estables, al menos durante dos afios en estado sélido
almacenados a 4 °C bajo atmosfera inerte. Se incluyen también los datos espectroscopicos de
la quercetina y del isoquercitrin.

Fenol Tiempo de retencion (min) A (nm)

Q 3,919 255,6 y 369,5
1Q 2,595 255,6 y 356,6
1Q-C4 3,356 255,6 y 357,8
1Q-C8 7,560 255,6 y 358,8
IC-C10 10,754 256,8 y 357,8
1Q-C12 14,077 256,8 y 358,8
1Q-C14 17,254 256,8 y 356,6
1Q-C16 20,109 256,8 y 358,8

Tab. 50 Tiempos de retencion y maximos de absorcion del espectro de UV-vis de Q, 1Q y derivados acilados de
1Q.

Todos los derivados acilados mostraron un espectro de absorcion semejante al del I1Q con
dos méaximos de absorcion caracteristicos en torno a 256 y 358 nm.

5.4.2. Coeficientes de particion: log P.

La Tab. 51 muestra los coeficientes de reparto, log P de Q, IQ y los derivados acilados
de IQ y sus derivados se determinaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Los valores obtenidos para log P mostraron un incremento de la lipofilia al introducir el
grupo alquilo en la molécula de IQ. Asimismo, se produjo un ligero aumento en la
hidrofobicidad para los derivados acilados de longitud de cadena corta y media (C4-C12),
conforme se iba incrementando la longitud de la cadena. Los derivados acilados de cadena
larga (C14-C16) mostraron un incremento mayor en la hidrofobicidad con respecto al 1Q
comparado con los derivados C2-C12 los anteriores. No se apreciaron diferencias
significativas entre los valores correspondientes a cada uno de ellos.
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Fenol log P

Q 1,46 +£0,03
1Q 0,76 £ 0,00
1Q-C4 1,90 + 0,03
1Q-C8 2,15+0,00
1Q-C10 2,02 +0,01
1Q-C12 2,14+£0,03
1Q-C14 2,67 £0,01
1Q-C16 2,66 £ 0,02

Tab. 51 Coeficientes de particion expresados como log P de Q, 1Q y derivados acilados de 1Q (media + sd).

5.4.3. Capacidad antirradicalaria: DPPH y TEAC.

La capacidad de captacion de radicales se evalué mediante dos metodologias diferentes:
el DPPH y el TEAC. La Q se emple6 como control positivo. Los resultados obtenidos a través
de ambas metodologias indican que los valores mas bajos se muestran en la Tab. 52.

Fenol DPPH ECsy (mM) TEAC (mM)

Q 0,2829 +0,0027 0,2225 +0,0016
1Q 0,4496 + 0,0038 0,3482 +£0,0137
1Q-C4 0,4507 + 0,0010 0,3071 £0,0108
1Q-C8 0,4132 +0,0027 0,3465 +0,0244
1Q-C10 0,4201 = 0,0025 0,4403 + 0,0097
1Q-C12 0,3962 +0,0118 0,6998 +0,0190
1Q-C14 0,3994 £ 0,0070 0,7260 £ 0,0387
1Q-C16 0,3059 + 0,0002 0,8528 +£0,0109

Tab. 52 Capacidad antirradicalaria de 1Q y derivados acilados de Q. El DPPH se expreso como ECs,
concentracion necesaria para captar el 50% del radical DPPH presente en la disolucion. El TEAC se expresd
como la concentracion que produjo la misma captacion de radical ABTS™ que 1 mM de Trolox (media + sd).

El ensayo DPPH mostr6 que todos los derivados acilados mejoraron la capacidad de
captacion al radical DPPH a excepcion del 1Q.C4 que mostrdo la misma capacidad de
captacion al radical DPPH que el IQ. La capacidad parece aumentar a medida que aumenta el
numero de carbonos de la cadena alquilica.

Los resultados obtenidos con el ensayo TEAC mostraron una disminucion en la
capacidad de captacion del radical ABTS™ con el aumento de la longitud de la cadena.
Claramente, los derivados acilados con longitud de cadena entre C4-C10 mostraron una
capacidad de captacion al radical ABTS similar (siendo el IQ-C4 el mejor) a IQ y aquellos
derivados de longitud de cadena mayor (C12-C16) fueron visiblemente peores a 1Q y con
pocas diferencias entre ellos.

En ambos ensayos, la Q mostrd los mejores resultados.
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5.4.4. Capacidad reductora. FRAP.

La Fig. 57 muestra el poder reductor por mol de IQ y de sus derivados acilados evaluado
mediante el método FRAP. La Q se us6 como control.
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Fig. 57 Poder reductor FRAP de 1Q y sus derivados acilados.

Los resultados obtenidos mostraron dos comportamientos diferenciados: Los derivados
acilados de longitud de cadena corta y media (C4-C8) mostraron un poder reductor similar al
IQ. Los derivados acilados de longitud de cadena mayor (C10-C16) presentaron un poder
reductor mucho menor que el 1Q.

Al igual que en los casos anteriores, se expreso la capacidad reductora de los distintos
fenoles en funcion de la concentracion molar, y las graficas se ajustaron a la ecuacion de una
recta (R? > 0,9974). La pendiente de las ecuaciones lineales indica el nimero de moles de
hierro férrico reducidos por un mol de compuesto reductor El andlisis del n° de moles de
electrones que pueden ser cedidos, corrobor6 esta tendencia (Tab. 53), siendo los derivados
I1Q-C4 ¢ 1Q-C8 capaces de ceder los mismos moles de electrones que 1Q. En los demas
derivados, esta capacidad se redujo a algo més de la mitad

Fenol moles de e

Q 4,8749 +0,1624
1Q 2,5380 +0,3691
1Q-C4 2,2497 + 0,0099
1Q-C8 2,1130 +£0,0339
1Q-C10 1,2926 +0,0239
1Q-C12 0,9987 + 0,0361
1Q-C14 0,9787 £ 0,0078
1Q-C16 1,0744 + 0,0905

Tab. 53 Moles de electrones que pueden ceder Q, IQ y sus derivados acilados (media + sd).
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5.4.5. Actividad de los compuestos derivados de isoquercitrin en sistemas basados en
aceites de pescado.

El estudio de la inhibicion de los derivados de IQ en un sistema de aceite de pescado se
llevo a cabo empleando el aceite de higado de bacalao previamente caracterizado y empleado
en los capitulos anteriores. La concentracion en la que los antioxidantes fueron afiadidos fue
de 0,75 mM de acuerdo con trabajos previos existentes en la bibliografia (Huber, et al., 2009)
Los sistemas se activaron térmicamente a 45 °C y se estudid a evolucion de la oxidacion
durante 8 dias. A las muestras control no se les adicioné ningun aditivo y se empled Q como
antioxidante control a la misma concentracion.

La evaluacion sensorial mostré que las muestras control y las muestras suplementadas
con los derivados acilados de media y larga cadena (C8-C16) desarrollaron una rancidez
incipiente a partir del dia 2. Las muestras que contenian Q e IQ no desarrollaron rancidez
incipiente hasta el dia 4. Finalmente, todas las muestras desarrollaron rancidez evidente a
partir del dia 5.

Estos resultados se corroboraron con el analisis de la formacion de hidroperoxidos con
dienos y trienos conjugados (Figura 58 A y B). El periodo de induccién para el control fue de
tres dias retrasandose un dia para IQ y todos sus derivados acilados. IQ y todos sus derivados
acilados inhibieron de una forma limitada la formacién de hidroperoxidos con dienos
conjugados.

178



mmol Hidroperéxido/Kg aceite

mmol Hidroperéxidos/ Kg aceite

100 -

e e T e S =Y
AN X O N B~ N

Resultados y discusion

—o— Control

Q

1Q

1Q-C4
—»—1Q-C8
——IQ-C10

1Q-C12

1Q-C14

1Q-C16

—— Control
Q
IQ
1Q-C4
——1Q-C8
——1Q-C10
I1Q-C12

=]

1Q-C14
1Q-C16

Fig. 58 Cinéticas de formacion de hidroperoéxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en aceite de pescado

almacenado a 45 °C y suplementado con 0,75 mM de Q, IQ y derivados acilados.

El andlisis de la cinética de formacion de hidroperdxidos con trienos conjugados presento

una cinética mucho més lenta y durante el tiempo de desarrollo del experimento no se
llegaron a observar claramente los periodos de induccion y de propagacion en la reaccion de
la oxidacién lipidica.

Los porcentajes de inhibicioén en la formacion de hidroperdxidos con dienos conjugados

medidos a dia 5 y a dia 7 de incubacion, mostraron una capacidad antioxidante moderada-
baja. 1Q-C4, 1Q-C10, 1Q-C14 ¢ IQ-C16 presentaron los mejores resultados siendo
ligeramente superiores a 1Q (Tab. 54).
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Dienos conjugados

Fenol % I (dia 5) % 1 (dia 7)
Q 46,74 + 0,01 22,44 £ 1,36
IQ 2121+ 1,07 17,90 + 3,25
1Q-C4 29,79 + 0,34 20,82 + 5,38
1Q-C8 16,17 + 1,85 6,65 + 2,07
1Q-C10 29,65 + 4,53 13,95 + 0,26
1Q-C12 18,52 +2.31 24,63 £ 5,81
1Q-C14 36,11 £ 5,30 27,97 + 2,54
1Q-C16 38,22 + 3,87 34,58 + 3,20

Tab. 54 Inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos conjugados de 1Q y derivados acilados de 1Q
(0,75 mM) en aceite de higado de bacalao almacenado 45 °C (media + sd).

5.4.6. Estudio de la inhibicion de derivados de isoquercitrin en emulsiones de aceite
de pescado en agua. Influencia del emulsificante.

El estudio de la inhibicion de la oxidacion lipidica de 1Q y sus derivados acilados fue
evaluada en emulsiones de aceite de pescado en agua. Tal y como se ha descrito en los
capitulos anteriores, el aceite de pescado empleado fue aceite de higado de bacalao, Gadus
morhua. La proporcion de aceite en la emulsion fue de un 10%. Para llevar a cabo el estudio
de la influencia del emulsificante en la estabilidad oxidativa de la emulsioén se emplearon los
mismos emulsificantes empleados en el capitulo anterior: lecitina, Tween 20 y SDS. En la
mayoria de los casos, el emulsificante estuco en una proporcion del 1% en peso. La activacion
térmica de los distintos ensayos estuvo comprendida entre 30 y 45 °C.

Con objeto de fijar las concentraciones objeto de estudio a través de ensayos
preliminares, se estudid la actividad antioxidante de Q en emulsiones de aceite en agua a
distintas concentraciones. Para ello se prepararon distintas emulsiones de aceite en agua (10
% de aceite, 1% de lecitina), se suplementaron con 0,10, 0,20 y 0,25 mM de Q y se estudio el
desarrollo de la oxidacion activadas térmicamente a una temperatura de 45°C. La menor
concentracion no presenté ninguna efectividad. Las concentraciones de 0,20 y 0,25 mM,
mostraron una cierta eficacia, alrededor del 45 % para inhibir la formacion de hidroperdxidos
con dienos y trienos conjugados sin diferencias entre ambas concentraciones. Dado que los
estudios sobre la actividad antioxidante in vitro mostraron una efectividad menor para el 1Q
con respecto a la Q, se escogio 0,25 mM como concentracion de trabajo.

Una vez seleccionada la concentraciéon de antioxidante de trabajo se prepararon
emulsiones de aceite en de pescado en agua empleando lecitina como emulsificante, siguiendo
el procedimiento ya descrito. En estas condiciones, la adicion de los antioxidantes a la
emulsion provocd una desestabilizacion de la misma, especialmente para los derivados de
mayor longitud de cadena. Se decidié preparar la emulsion incrementando el porcentaje de
emulsificante, lecitina, hasta el 2%. El sistema permanecid estable durante todo el periodo de
estudio de los experimentos de oxidacion. La oxidacion se indujo mediante la activacion
térmica a 45 °C y la extension de la oxidacion se estudié durante de Sdias.
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El analisis sensorial mostr6 que las muestras control desarrollaron una rancidez incipiente
a partir del dia 1 rancidez evidente a partir del dia 2. Las muestras suplementadas con 1Q e
IQ-C14 presentaron aromas asociados a una rancidez incipiente a partir del dia 2 y
evolucionaron a rancidez clara en el dia 3. Q y los demés derivados acilados mantuvieron el
aroma fresco inicial hasta el dia 3 y posteriormente desarrollaron rancidez a partir del dia 4.

Como en los casos previos, el desarrollo de la oxidacion se estudid mediante la
determinacion de la formacion de los hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados y, en
este caso, de compuestos fluorescentes de interaccion. (Fig. 59 A, By C)

Los resultados indicaron que I1Q e 1Q-C14 fueron capaces de inhibir la formacion de
dienos y trienos conjugados en relacion al control hasta el dia 2. Q y los demas derivados
inhibieron la formacion de dienos y trienos conjugados hasta el dia 3. Teniendo en cuenta las
curvas de formacion, se determinaron los periodos de induccion que fueron de 1 dia para las
muestras control, de 2 dias para IQ e IQ-C14 y de 3 dias para Q y los demds derivados
acilados.

En relacién a los compuestos fluorescentes, 1Q, IQ-C8, e 1Q-C14 fueron capaces de
inhibir la formacion de compuestos fluorescentes de forma moderada. Los compuestos 1Q-
C4, 1Q-C10, IQ-C12 e IQ-C16 mostraron niveles de compuestos fluorescentes ligeramente
superiores a los mostrados por los controles y Q presenté los niveles mas altos.
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Fig. 59 Cinéticas de formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados y de compuestos
fluorescentes de interaccion (C) de 1Q y derivados acilados de 1Q (0,25 mM) en emulsion de aceite en agua (10%
aceite, 2% lecitina) almacenada a 45 °C. Se empleé Q como control positivo a la inhibicion.
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la oxidacion se muestran en las tablas Tab 55 y Tab. 56, respectivamente.

Dienos conjugados

Trienos conjugados

Fenol % I (dia 3) % I (dia 4) % I (dia 3) % I (dia 4)
Q 87,08 +£320 51,61 £0,65 91,49 £591 69,75+ 1,80
IQ 3434+0,55  11,06+2,12 43,13+3,69 17,44 +6,81
IQ-C4 84,76+288  50,53+10,52  89,49+197 6621 +8,90
IQ-C8 89,11+1,71  55,04+8,72 95,53 +0,68 70,71 + 8,97
IQ-C10 8582+287 51,39 +6,09 91,67+0,74 64,93 + 8,41
IQ-C12 81,74+3,12 36,04 +0,35 83,64 +£548  51,32+5,65
IQ-C14 53,41+2,78 7,58 + 6,62 61,61 £4,60  21,40+5,19
IQ-C16 7824+761  5696+507  7924+1233  64,35+8.36

Tab. 55 Porcentajes de inhibicion de 1Q y derivados acilados de 1Q (0,25 mM) en la formacion de dienos y
trienos conjugados en emulsion de aceite agua (10% aceite, 2% lecitina) almacenada a 45 °C Se empled Q como
control positivo de la inhibicion (media + sd).

Compuestos fluorescentes

Fenol % 1 (dia 5)

Q -49,81 +4,97
1Q 13,67 £ 1,40
1Q-C4 -12,06 + 3,13
1Q-C8 19,03 £ 2,85
1Q-C10 -17,37 + 1,61
1Q-C12 -29,03 + 9,15
1Q-C14 12,69 £ 1,10
1Q-C16 -5,39 + 7,05

Tab. 56 Porcentajes de inhibicion de 1Q y derivados acilados de IQ (0,25 mM) en la formacion de compuestos
fluorescentes en emulsion de aceite agua (10% aceite, 2% lecitina) almacenada a 45 °C. Se empled Q como
control positivo de la inhibicion (media = sd).

Todos los derivados de IQ a excepcion de 1Q-C14 presentaron una elevada capacidad
antioxidante para inhibir la formacion de dienos y trienos conjugados y similar a la Q con
ligeras diferencias entre ellos. Los compuestos IQ-C8 e IQ-C14 exhibieron una baja
capacidad antioxidante en la formacioén de compuestos fluorescentes, similar a Q. Todos los
demas derivados acilados de IQ y Q no fueron capaces de inhibir la formacion de compuestos
fluorescentes.

Para llevar a cabo los experimentos con SDS como emulsificante, se realizaron ensayos
previos con Q en condiciones similares a las empleadas con lecitina (datos no mostrados) vy,
de nuevo, una concentracion de 0,20 mM mostré una elevada efectividad para inhibir la
formacion de hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados. Por lo tanto, para estudiar la
inhibicién de los distintos derivados acilados de 1Q se escogio una concentracion de 0,25mM.
La concentracion de SDS con respecto al peso de la emulsion fue de 1% y la temperatura de
incubacion fue de 30 °C. El estudio de la oxidacion se desarroll6 a lo largo de 6 dias.
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El desarrollo de la oxidacion se realizd6 mediante el estudio de la formacion de
hidroperéxidos con dienos y trienos conjugados. Los compuestos fluorescentes de interaccion
no se determinaron ya que, dada la estructura molecular del emulsificante que, a diferencia de
la lecitina, no contiene grupos amino es su estructura, no existe la posibilidad de formacion de
estos compuestos.

La evaluacion sensorial mostré que las muestras control presentaron aromas asociados a
una rancidez incipiente a partir del dia 2, desarrollando una rancidez evidente a partir del dia
3. Todos los derivados acilados de IQ de longitud de cadena media - larga (C8-C16)
inhibieron la formacion de aromas asociados a la rancidez hasta el dia 3, para posteriormente,
desarrollar una rancidez clara. IQ e 1Q-C4 mantuvieron la emulsion en buenas condiciones
hasta el dia 5, de manera similar al comportamiento presentado por la Q que mantuvo estable
el sistema durante todo el experimento.

El analisis de las cinéticas de formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos
conjugados (Fig. 60 A y B) ratificaron los resultados obtenidos en el analisis sensorial. La
formacion de dienos y la de trienos conjugados presento cinéticas muy parecidas. 1Q e 1Q-C4
mantuvieron niveles bajos de dienos y trienos conjugados hasta el dia 5, y a continuacion,
experimentaron un incremento significativo en la concentracion de los hidroperdxidos con
dienos y trienos conjugados. Los derivados acilados de longitud de cadena media-larga, s6lo
fueron capaces de mantener niveles bajos de hidroperdxidos hasta el dia 3. A continuacidn, la
concentracion de hidroperdxidos se increment6 drésticamente especialmente para las muestras
control y aquellas suplementadas con 1Q-C12. La Q mantuvo niveles bajos de dienos y
trienos conjugados durante todo el experimento. Por lo tanto, los periodos de induccion
determinados fueron: 3 dias para las muestras control y aquellas suplementadas con 1Q-C12;
3,25 dias para 1Q-C8, 1Q-C10, IQ-C12 ¢ IQ-C16 y 5 dias para IQ e 1Q-C4. Tal y como se
ha indicado, la Q mantuvo niveles bajos de hidroperoxidos y, en consecuencia, no se detectd
periodo de induccidn a lo largo de todo el experimento.
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Fig. 60 Cinéticas de formacion de hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite (10% aceite, 1% de SDS) suplementadas con IQ y derivados acilados de 1Q (0,25 mM), almacenadas a 30
°C. Se empled Q como control positivo a la inhibicion.

El célculo de los porcentajes de inhibicién (Tab. 57) demostr6 que 1Q e 1Q-C4
presentaron una elevada capacidad de inhibicion a la formacién de dienos y trienos
conjugados, similar a la Q. Los derivados acilados de IQ con longitud de cadena intermedia
(C8-C10), presentaron un porcentaje de inhibicion a la formacion de dienos y trienos
conjugados moderado y los derivados de IQ de longitud de cadena larga (C14-C16) tuvieron
un porcentaje de inhibicion bajo. So6lo el 1Q-C12 fue incapaz de inhibir la formacion
hidroperéxidos con dienos y trienos conjugados.
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% I (dia 4)

Fenol Dienos conjugados Trienos conjugados
Q 93,77 £ 2,16 99,86 + 0,26
1Q 86,28 £ 0,93 88,52+ 1,97
1Q-C4 87,37 +0,79 90,26 + 0,30
1Q-C8 48,36 + 5,50 63,51 +2,94
1Q-C10 40,53 £ 0,55 55,54 £ 3,52
1Q-C12 0,08 £0,10 11,74 +£ 3,71
1Q-C14 18,05+ 9,81 35,98 +6,72
1Q-C16 27,52 + 7,06 48,86 + 8,87

Tab. 57 Porcentaje de inhibicion en la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados en una
emulsion de aceite (10% aceite, 1% SDS) suplementada con 0,25 mM de de 1Q y sus derivados acilados
almacenada a 30 °C. Q se emple6 como control de inhibicion (media +sd).

A continuacion se llevaron a cabo los estudios de oxidacion en emulsiones de aceite de
pescado empleando Tween 20 como emulsificante. Inicialmente se considerd una proporcion
1:10 de aceite: emulsificante de acuerdo con trabajos previos realizados con este
emulsificante (Lee, J., et al., 2013).

Los ensayos preliminares incluyeron el estudio de la temperatura para la activacion
térmica de los sistemas y el estudio en la concentracion de antioxidante a afiadir (Tab. 58).

Fenol mM Temperatura °C Observaciones

Q 0,1

1Q 50 Cinética muy répida. No hay

Q 02 periodo de induccion

1Q ’

Q 0,2

1Q 45 Cinética muy rapida. No hay

Q 0.5 periodo de induccion

| 6] ’

Q 0.2 S .

1Q ’ No hay inhibicién. Se pierde la
30 estabilidad de la emulsion en el

Q 0.25 tiempo en el dia 2.

IQ ’

Tab. 58 Estudios previos de variables de concentracion y temperatura de Q e 1Q para llevar a cabo el estudio
de la inhibicion de estos compuestos en emulsion de aceite de pescado en agua con Twen 20 (1%).

Por tanto, utilizando concentraciones de 0,20 y 0,25 mM no se obtuvieron resultados

significativos en la inhibicion de la oxidacion. Debido a esta nula efectividad mostrada por Q
a las concentraciones testadas, se llevo a cabo un estudio de concentraciones de Q. Al mismo
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tiempo, también se incrementd la concentracion de Tween 20 al 2% para la estabilizacion de
la emulsion.

Las condiciones experimentales para llevar a cabo este estudio de concentraciones
fueron: emulsion de aceite e agua con un 10 % de aceite y un 2% De Tween20. Las
concentraciones estudiadas de Q incluyeron el rango 0,1-0,4 mM. Los sistemas se
almacenaron a 30 °C y se muestre6 diariamente durante 3 dias.

En estas condiciones, el analisis sensorial mostré6 que tanto el control como las
concentraciones mdas bajas de Q, 0,1 y 0,2 mM, desarrollaron aromas asociados a una
rancidez evidente en el dia 2, mientras que las concentraciones de 0,3 y 0,4 mM presentaron
una rancidez incipiente en el dia 2.

El andlisis de la formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados confirmé
estos resultados (Fig. 61 A y B).

2 A —— Control
‘§ 250 -~ 0,1 mM
e 200 - 0,2 mM
= 0,3 mM
§ 150 - ——0,4 mM
3
ég_ 100 -
3
k= 50 &=
=
'_c' O T T 1
g 0 1 2 3

Dias
2
3
< —— Control
o0
< 0,1 mM
§ 0,2 mM
§ 0,3 mM
2 ——0,4 mM
S
=
=
=
£
g

Dias

Fig. 61 Cinéticas de formacion de hidroperoxidos con dienos (A) y trineos (B) conjugados en emulsiones de
aceite de pescado en agua (10% aceite, 2% Tween 20) suplementadas con distintas concentraciones de Q y
almacenadas a 30 °C.

La muestra suplementada con Q en una concentracion de 0,1 mM no fue capaz de inhibir
la formacién de dienos y trienos conjugados. Las muestras a las que se le habia adicionado Q
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en una concentracion superior mantuvieron niveles bajos de dienos y trienos conjugados con
diferencias entre ellas. Los periodos de induccion fueron de 1 dia para las muestras control,
de 1,25 para las muestras suplementadas con Q en una concentracion de 0,1mM, de 1,75 dias
para las muestras suplementadas con Q en una concentracion de 0,2 mM y de 2 dias para las
muestras suplementadas con las concentraciones superiores a 0,2mM.

Los porcentajes de inhibicion determinados a dia 3 se muestran en la Tab. 59.

Dienos Trienos
Fenol %I (dia 3) % I (dia 3)
0,1 mM -10,11 £ 0,89 -9,74 +£ 3,37
0,2 mM -9,92 + 6,94 1528 + 1,15
0,3 mM 34,51 +7,90 54,25+ 6,10
0,4 mM 56,38 + 1,83 75,36 £ 0,13

Tab. 59 Porcentajes de inhibicion en la formacion de dienos y trienos conjugados en un emulsion de aceite en
agua (10°% aceite, 2% Tween 20) suplementada con distintas concentraciones de Q y almacenada a 30 °C.

Las muestras suplementadas con 0,3 y 0,4 mM de Q presentaron una capacidad de
inhibicion baja y moderada respectivamente para la formacion de dienos conjugados. Las dos
concentraciones inferiores no fueron capaces de inhibir la formacion de estos compuestos. En
relacion a los trienos conjugados, las muestras suplementadas con 0,2, 0,3 y 0,4 mM de Q
presentaron una capacidad de inhibicion baja, moderada y alta, respectivamente.

En base a estos resultados se llevaron a cabo experimentos para determinar la
concentracion de trabajo de IQ tomando como control efectivo de oxidacion la Q adicionada
en una concentracion de 0,4 mM y realizados en las mismas condiciones de temperatura (30
°C) y de concentracion de emulsificante (2%). El rango de concentraciones ensayadas fue 0,1
a 0,7 mM de IQ. Todas las emulsiones que contenian IQ en concentraciones superiores a 0,2
mM presentaron una tonalidad amarilla que evolucion6 a parduzco durante el periodo de
estudio que se extendio durante 5 dias.

El analisis sensorial mostré que todas las muestras suplementadas con IQ desarrollaron
rancidez al mismo tiempo que las muestras control.

El analisis de formacion de hidroperoxidos con dienos y trienos conjugados confirmé los
resultados obtenidos en el analisis sensorial. Todas las muestras que contenian las distintas
concentraciones de IQ fueron incapaces de inhibir la formacioén de hidroperoxidos con dienos
y trienos conjugados (Fig. 62 A y B).
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Fig. 62 Cinéticas de formacion de dienos y trienos conjugados en emulsion de aceite en agua (10% aceite, 2%
Tween 20) suplementada con distintas concentraciones de 1Q almacenadas a 30°C. Q (0,4 mM) se emple6é como
control positivo de la inhibicion.

Dado que ninguna concentracion de IQ, dentro del rango estudiado, resultod efectiva, se
decidié tomar como concentracion de referencia 0,40mM, a la que la Q presentd una alta
inhibicion, para testar la posible eficacia antioxidante de los distintos derivados acilados de
IQ en una emulsion de aceite de pescado Las condiciones de trabajo consistieron en un 2% de
Tween 20 como emulsificante y una temperatura de 30 °C para realizar el experimento de
oxidacion térmica. Los derivados acilados apenas daban color amarillo a la emulsion a la
concentracion estudiada.

De la misma manera que cuando se empled SDS como emulsificante, la estructura
quimica del Tween 20 imposibilitd la posible formacion de compuestos fluorescentes de
interaccion. Por lo tanto, la evolucion de la oxidaciéon se llevd a cabo mediante la
determinacion quimica de los hidroperdxidos con dienos y trienos conjugados. La evolucioén
de la oxidacion se llevd a cabo durante 7 dias.

El andlisis sensorial mostr6 que las muestras control asi como las muestras
suplementadas con IQ, y los derivados de IQ longitud de cadena corta y media (C4-C10)
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desarrollaron aromas asociados a una rancidez incipiente en el dia 3. Estos wvalores
evolucionaron a rancidez evidente un dia después. Las muestras que contenian los derivados
acilados de IQ de mayor longitud de cadena (C-12-C16) presentaron una rancidez incipiente
en el dia 5 y pudo apreciarse un claro desarrollo de la rancidez en el dia 6.

La determinacion quimica de la concentracion de hidroperdxidos con dienos y trienos
conjugados durante el desarrollo del experimento confirmé los resultados observados en el
analisis sensorial. Las cinéticas de formacion de estos compuestos provenientes de la
oxidacion lipidica se muestran en la Fig. 63 (A y B).
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Fig. 63 Cinéticas de formacion de hidroperdxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados en emulsiones de
aceite (10% aceite, 2% Tween 20) suplementadas con 0,40 mM de IQ y derivados acilados de IQ almacenados a
30 °C. Q se empled como control positivo a la inhibicion.

La formacién de dienos (Fig. 63A) y trienos (Fig. 63B) conjugados transcurrié con una
cinética relativamente similar. Las muestras control mostraron un periodo de induccion de dos
dias, mientras que para aquellas tratadas con IQ fue de 1,5 dias. IQ mostrd claramente una
actividad prooxidante. El periodo de induccidon para la Q fue de 2 dias. Es de resaltar los
resultados obtenidos con los derivados acilados de 1Q. Todos los derivados acilados de 1Q
mostraron niveles menores de hidroperéxidos conjugados que los controles e 1Q. Asimismo,
las muestras suplementadas con los derivados acilados de IQ presentaron un periodo de
induccion de 2 dias.
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Los porcentajes de inhibicion (Tab. 60), mostraron que, en los estadios iniciales de la
oxidacién, todos los derivados acilados de IQ a excepcion del 1Q-C4 fueron capaces de
inhibir la formacion de dienos conjugados. Los porcentajes de inhibicion calculados fueron
similares a la Q. En los estadios mas avanzados de la oxidacion (dia 6), IQ-C12 mantuvo su
capacidad de inhibicion.

Dienos conjugados Trienos conjugados

Fenol % I (dia 4) % I (dia 6) % I (dia 4) % I (dia 6)
Q 4774+2,73  -17,52+7,.84 7224+001  1542+234
IQ 7,42+10,95  -43,82+ 11,17 8,57+7,77  -3587+1042
1Q-C4  -1,78+12,88  -51,39 8,66 19,38 £2,75  -3548+9,46
IQ-C8  4032+3,58 1321 + 1,69 58,14 +433 2384 +441
IQ-C10 43,39+ 0,64 18,78 + 5,44 64,15£3,71 24,46 5,73
IQ-C12  31,41+2,12 35,37 + 8,23 63,73 4,54 39,92 + 10,05
IQ-Cl4  41,25+0,72 12,33 + 4,04 62,95+9,76 16,23 +5,52
IQ-C16 45,70+ 1,30 7,29 + 2,65 57,55+337 15,54 +849

Tab. 60 Porcentaje de inhibicion en la formacion de hidroperoéxidos con dienos y trienos conjugados en una
emulsion de aceite (10% aceite, 2% Tween 20) suplementada con 0,40 mM de de 1Q y sus derivados acilados en
los dias 4 y 6 almacenada a 30 °C. Q se empled como control de inhibicion (media +sd).

Los porcentajes de inhibicion para la formacion de trienos conjugados presentaron una
tendencia similar a la inhibicion en la formacion de los dienos conjugados, siendo elevados
para todos los derivados acilados de IQ y al presentado por la Q, a excepcion de 1Q-C4 que
exhibi6 un poder de inhibicion mas limitado.

5.4.7. Discusion de resultados.

Se ha descrito la influencia que tiene la incorporacion de una cadena alquilo sobre la
molécula de IQ en las propiedades antioxidantes in vitro de los derivados sintetizados, en su
coeficiente de particion y en su efectividad para inhibir la oxidacién lipidica en sistemas
modelo de aceite de pescado y de emulsiones de aceite de pescado en agua. Los derivados
estudiados variaban en el nimero de carbonos que estuvieron comprendidos entre C2 y C16.
En todas las variables estudiadas, los valores obtenidos se compararon con aquellos
correspondientes a Q considerada como control positivo.

Los estudios sobre la hidrofobicidad de los diferentes derivados realizados en base a la
determinacion de /og P mostraron que la lipofilia aumenté a medida que se incrementaba la
longitud de la cadena acilada incorporada en la unidad de glucosa del IQ. Es preciso sefialar
que en los derivados de mayor longitud de cadena IQ-C14 e¢ IQ-C16 apenas se observo
variacion en la lipofilia al afadir dos grupos metileno. El aumento de la hidrofobicidad con la
longitud de la cadena alquilo ha sido también observado por Viskupicova y col. al estudiar la
lipofilia en derivados acilados de rutina (Viskupicova, et al., 2010). Asimismo, I1Q presentd
menor hidrofobicidad que Q debido a la presencia de la unidad de glucosa Los valores
obtenidos de Log P para Q e IQ estan en concordancia con los obtenidos previamente por
Rothwell y col. (Rothwell, et al., 2005).
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En relacion a la eficacia de captacion de radicales, tanto IQ como sus derivados acilados
presentaron una menor capacidad de captacion de radicales que la Q, en base a los resultados
obtenidos mediante los dos métodos utilizados, captacion de DPPH y ABTS' Estos
resultados concuerdan con recogidos en bibliografia por otros autores que indican que la
capacidad de captacion de radicales de los glicdsidos es menor que la de sus correspondientes
agliconas (Fabris, et al., 2008).

Existe una relacion clara ente la estructura y la actividad de los flavonoides que va a
determinar su capacidad antioxidante y/o su capacidad antirradicalaria que justifica estos
resultados (Bors, et al., 1990) (Fig. 64).

(@ OH (b) OH
ol OH
HO 0 @ HO 02 @ HO
ax A
OH 7’30
OH O OH O

Fig. 64 Grupos estructurales de la Q implicados en la capacidad de captacion de radicales.

La estructura orto-dihidroxi (catecol) en el anillo B confiere una mayor estabilidad a los
radicales aroxilo y participa en la deslocalizacion electronica (Fig. 59). El doble enlace 2,3 en
conjugaciéon con un grupo oxo en la posicion 4 del anillo C confiere una significativa
deslocalizacion electronica en el anillo B (Fig. 59). Adicionalmente, la presencia de los
grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 (Fig. 59) proporciona un mayor potencial de
captacion de radicales y una absorcion del radical mas fuerte. Desde un punto de vista
cinético, ambos grupos son equivalentes debido a sus enlaces por puentes de hidrégeno con el
grupo ceto (Slabbert, 1977). Por ello, la presencia de una unidad de glucosa en el hidroxilo de
la posicion 3 del IQ le confiere menor capacidad antioxidante que su aglicona (Q)
correspondiente.

Los resultados del estudio de la concentracion de antioxidante capaz de inhibir la
concentracion de radical DPPH al 50% de Q, IQ y los derivados acilados de 1Q mostré el
siguiente orden de eficacia:

Q >IQ-C16 > 1Q-C12 =1Q-C14 > IQ-C8 > 1Q-C10 > IQ-C4 = 1Q

Es decir, los compuestos mas lipofilicos, con mayores valores de log P, son los que
presentaron la capacidad de captacion al radical DPPH mas elevada.

El analisis del TEAC proporciond el siguiente orden de actividad de mayor a menor:

Q >1Q-C4 > IQ = IQ-C8 > IQ-C10 > IQ-C12 > IQ-C14 > IQ-C16

En este caso, los compuestos hidrofilicos presentaron mas capacidad de captacion de
radical ABTS" que los compuestos mas lipofilicos.
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Estos resultados coinciden parcialmente con aquellos reportados por Salem y col. (Salem,
et al., 2010). Estos autores obtuvieron que para derivados acilados de IQ (C4-C18), la
capacidad antirradical DPPH disminuia con la longitud de la cadena al contrario de lo
encontrado en este trabajo. Para ésteres con longitud de cadena C4-C10, la actividad
antirradicalaria disminuy6 al incrementarse la longitud de la cadena y, en todos los casos, era
menor que para el IQ. Sin embargo, y tal y como se ha encontrado en este estudio, para el
caso del TEAC, la capacidad antirradicalaria decrece con la longitud de la cadena con el
incremento en la longitud de la cadena (C4-C10) y era similar al IQ para derivados acilados
de mayor longitud de cadena.

Sin embargo, Shahidi y col. (Zhong & Shahidi, 2011) encontraron una relacién entre la
lipofilia y la capacidad antirradical DPPH en derivados acilados de epigalocatequin galato con
distinta lipofilia. Estos autores han descrito que la lipofilia tiene un rol importante en los
flavonoides. Los derivados lipofilicos pueden tener més afinidad al radical DPPH (de
naturaleza lipofilica). Ademas, la acilacion puede alterar la densidad electronica y su
distribucion en los anillos aromaticos produciendo un efecto en la capacidad de donar atomos
de hidrogeno. Por otro lado, Viskupicova y col. (Viskupicova, et al., 2010) no encontraron
diferencias significativas en la actividad antioxidante de derivados acilados de rutina
determinada segun el método del DPPH y si fueron observadas cuando determinaron la
capacidad antioxidante segun el método del linoleato del B-caroteno.

La determinacion del poder reductor mediante el método FRAP mostr6 el siguiente orden
de capacidad reductora:

Q> IQ > 1Q-C4 ~ IQ-C8 >> IQ-C10 > IQ-C12 ~ IQ-C14 ~ IQ-C16

Claramente, la longitud de la cadena en los derivados acilados tuvo una gran influencia
en la capacidad reductora. Por lo tanto, existe una longitud 6ptima, a partir de la cual, ésta
disminuye drasticamente.

Por tanto, los resultados obtenidos a través del ensayo DPPH y los obtenidos a través de
los ensayos TEAC y FRAP no fueron coincidentes. Las diferencias encontradas en los
resultados obtenidos pueden explicarse teniendo en cuenta los mecanismos que tienen lugar.
El FRAP mide la capacidad de la muestra a reducir metales, en este caso hierro, mientras que
el DPPH y el ABTS miden la capacidad de la muestra a enmascarar radicales libres. Desde el
punto de vista mecanistico, las reacciones implicadas en los ensayos FRAP y ABTS"
transcurren a través de la transferencia de un electron, mientras que el DPPH es una
combinacion de dos mecanismos que implican la transferencia de un electrén y la de un
atomo de hidrogeno. Por lo tanto los resultados obtenidos en los distintos métodos no por qué
coincidir exactamente.

En base a estas consideraciones, cabe esperar que los resultados obtenidos por el método
de ABTS y FRAP proporcionen una tendencia similar, como asi ha sido en este estudio.
Asimismo el poder reductor de la sal férrica Fe(II1)(TPTZ),Cl; es de aproximadamente 0,70V
que es comparable a la del radical ABTS" que es 0,68 V.
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Los experimentos de oxidacion llevados a cabo en aceites de pescado mostraron que,
tanto IQ como sus derivados acilados, presentaban una menor capacidad antioxidante que la
Q. El orden de actividad mayor a menos en la inhibicién de la oxidacién lipidica fue:

Q >1Q-C16 = IQ-C14 > IQ-C10 = IQ-C4 ~>IQ-C12 = IQ-C8 = IQ

Por tanto, en la serie de derivados acilados de IQ, de manera general, los compuestos
menos polares son los que presentan mayor eficacia. Estos resultados contradicen la paradoja
polar en la que se indica que los compuestos mas polares son los que presentan mayor eficacia
antioxidante en un medio lipofilico (Porter, W. L., 1993). Los derivados acilados de 1Q, que
presentaron lipofilia similar (log P), presentaron un poder de inhibicién similar (Tab. 61). Por
lo tanto, estos resultados sugieren una relacion no lineal entre la inhibicioén de la oxidacion en
aceites de pescado y la lipofilia y, en consecuencia con la longitud de la cadena alquilo.

Fenol %I (dia 5) log P
Q 46,74 1,46
1Q-C16 38,22 2,66
1Q-C14 36,11 2,67
1Q-C4 29,79 1,90
1Q-C10 29,65 2,02
1Q 21,21 0,76
1Q-C12 18,52 2,14
1Q-C8 16,17 2,15

Tab. 61 Relacion entre la inhibicion de IQ y derivados acilados de IQ en aceite de pescado (suplementados con
0,75 mM de compuesto fenolico, almacenados a 45 °C) y la hidrofobicidad (log P).

Este comportamiento ya fue observado en el presente trabajo al estudiar la influencia de
la acilacién de Pic en la misma posicion del residuo de glucosa con el mismo rango de
longitud de cadena en la inhibicion de la oxidacion en aceite de pescado, obteniéndose
mejores resultados para los compuestos con mayor lipofilia. Tal y como ya se ha mencionado
en capitulos anteriores, diversos estudios recientes coinciden con lo obtenido en este trabajo.
Viskupicova y col. evaluaron la influencia de la lipofilia en derivados acilados de rutina (C4-
C18) en aceite de girasol mediante el test de Rancimat y encontraron que los ésteres de rutina
mas lipofilicos presentaron mejores caracteristicas antioxidantes en una matriz oleosa,
resultados que coinciden con los obtenidos al estudiar la capacidad de inhibicién de IQ y sus
derivados acilados en aceite. (Viskupicova, et al., 2010). Ademas, Murata y col encontraron
que la lipofilia era un factor importante a tener en cuenta cuando se estudiada la capacidad
antioxidante de diversos flavonoides (luteolina, fisetina, kaempferol, quercetina y rutina) en
una matriz oleosa (Murata, et al., 2004). Estos autores concluyeron que los compuestos mas
lipofilos eran los que presentaron mejor actividad antioxidante. Recientemente, Lue y col.
(Lue, et al., 2017) estudiaron la eficacia antioxidante de rutina y ésteres de rutina en aceite
(aceite de colza-aceite de bacalao al 50%) en diferentes concentraciones. Estos autores
observaron que la rutina, con un caracter mas hidrofilico que sus ésteres, presentd mayores
caracteristicas antioxidantes. Sin embargo, al comparar su comportamiento antioxidante con
el laurato de rutina y el palmitato de rutina, sus resultados mostraron que el palmitato de
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rutina, mas lipofilico, present6 mejor capacidad de inhibicion que el laurato de rutina, menos
lipofilico. De acuerdo con esta observacion, los resultados descritos en esta memoria in dican
que en la serie de derivados acilados de 1Q estudiados, IQ-C16 presentd mejores resultados
desde el punto de vista de la inhibicion de la oxidacion lipidica que 1Q-C12.

Tal y como ya se ha mencionado previamente, Laguerre y col. concluyeron que no existe
una buena correlacion entre la hidrofobicidad y la capacidad antioxidante al estudiar la
capacidad antioxidante de acido clorogénico y sus ésteres en aceite de maiz (Laguerre, et al.,
2011). En ese mismo estudio, evaluaron la capacidad antioxidante del acido clorogénico y el
clorogenato de hexadecilo en presencia de fosfatidilcolina y agua para evaluar el posible
efecto de la formacion de micelas reversas o coloides en la eficacia antioxidante y
concluyeron que la actividad antioxidante puede estar muy influenciada por la formacion de
ciertas estructuras en el aceite debido a la presencia de componentes minoritarios como agua,
acidos grasos libre, monogliceroles, etc. lo cual le confiere al aceite una cierta heterogeneidad.
Diversos estudios (Chen, B., et al., 2011; Laguerre, et al., 2011) han concluido que la
existencia de estos coloides asociados en el seno del aceite influyen en la efectividad de los
antioxidantes. Esto es debido a que estos compuestos minoritarios con actividad superficial
pueden agregarse dando lugar a la formacién de una pequenisima interfase aceite-agua. Estas
estructuras fueron descritas por Xenakis y col. como un nucleo de agua a nanoescala
estabilizado por una monocapa de moléculas surfactantes con sus cabezas polares orientadas
hacia el ntcleo de agua y las cadenas alifaticas hacia el medio lipidico (Xenakis, et al., 2010).
Dado que estas estructuras estdin compuestas por moléculas con actividad superficial,
permiten nuevas interacciones entre todos los componentes que forman parte del sistema y
pueden alterar, de forma significativa las velocidades de reaccion, entre los distintos
componentes del sistema (Ghosh & Tiwary, 2001).

Warnakulasuriya y col. (Warnakulasuriya, et al., 2014) han descrito una capacidad
antioxidante inferior al evaluar la capacidad antioxidante inferior de ésteres de 1Q de mayor
longitud de cadena (C18-C22) en aceite que IQ al determinar los productos primarios de
oxidacion. Estos resultados en conjunto con los obtenidos en el presente trabajo indican, de
nuevo, un posible efecto “cut-off”, de tal manera que existe una longitud de cadena 6ptima de
cara a la inhibicion lipidica. La inexistencia de una buena correlacion entre la hidrofobicidad
y la capacidad antioxidante ya fue observada en el presente trabajo al evaluar la capacidad
antioxidante en aceite de pescado de derivados acilados de Pic, asi como de Gal y sus ésteres,
y también en los glucosil alquil derivados de Gal.

En relacién a los resultados obtenidos en el estudio de la inhibicion de IQ y sus ésteres
(C4-C16) en las emulsiones de aceite de pescado, se ha obtenido una dependencia

significativa de la inhibicion al desarrollo oxidativo en funcion del emulsificante empleado

Los resultados obtenidos en empleando como emulsificante lecitina (2%) indicaron el
orden de inhibicién de mayor a menor:

Q ~IQ-C8 = 1Q-C4 = IQ-C10 = IQ-C16 > IQ-C12 > IQ = IQ-C14

Estos resultados se ajustan parcialmente a la paradoja polar con la excepcion de los
compuestos 1Q-C12 e IQ-C14 que presentan una capacidad antioxidante inferior a lo

195



M? JESUS GONZALEZ PEREZ

esperado. Ademas, la Q con una lipofilia intermedia mostré6 una eficacia similar a los
derivados acilados mas lipofilicos.

Tal y como se ha mencionado previamente, la paradoja polar asume que los antioxidantes
de naturaleza mas hidrofobica presenta mayor actividad antioxidante que sus homodlogos
hidrofilicos, lo cual, de forma implicita sugiere que existe una relacién lineal entre la
capacidad antioxidante y la lipofilia. Los datos obtenidos sugieren que no existe una relacion
lineal entre la lipofilia y la capacidad antioxidante. De hecho, dos compuestos con la misma
hidrofobicidad pueden presentar una inhibicién totalmente diferente. Esto se ha observado
con los compuestos 1Q-C14 e IQ-C16, ambos con la misma lipofilia, y que presentaron un
comportamiento antioxidante totalmente diferente (Tab. 62). Algo similar se observé con 1Q-
C8 ¢ I1Q-C12 que, con el mismo valor de log P, mostraron distinta capacidad de inhibicion.

Fenol %I (dia 4) Log P
1Q-C16 56,96 2,66
1Q-C8 55,04 2,15
1Q-C10 51,39 2,02
1Q-C4 50,53 1,90
Q 51,61 1,46
1Q-C12 36,04 2,14
1Q 11,06 0,76
1Q-C14 7,58 2,67

Tab. 62 Relacion entre la inhibicion de Q, 1Q y derivados acilados de 1Q en emulsion de aceite de pescado (10%
aceite, 2% lecitina, suplementados con 0,25 mM de compuesto fenolico y almacenados a 30 °C) y la
hidrofobicidad, log P.

Cuando el emulsificante empleado fue SDS, los resultados obtenidos mostraron el
siguiente orden de inhibicion:

1Q = [Q-C4 > IQ-C8 > IQ-C10 > IQ-C14 = IQ-C16 > IQ-C12

En este caso, los resultados obtenidos contradicen totalmente la paradoja polar, siendo los
compuestos menos lipofilicos los que presentan mayor capacidad antioxidante (Tab. 63).
Estos resultados ya fueron observados por Stockmann y col. (Stockmann, et al., 2000) al
estudiar la capacidad antioxidante de ésteres de acido galico (C3-C8) en emulsiones de aceite
estabilizadas con SDS o Brij 58.
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Fenol % 1 (dia 4) log P

Q 93,77 1,46
1Q-C4 87,37 1,90

1Q 86,28 0,76
1Q-C8 48,36 2,15
1Q-C10 40,53 2,02
1Q-C16 27,52 2,66
1Q-C14 18,05 2,67
1Q-C12 0,08 2,14

Tab. 63 Relacion entre la inhibicion de Q, 1Q y derivados acilados de IQ en emulsion de aceite de pescado (10%
aceite, 1% SDS, suplementados con 0,25 mM de compuesto fenolico y almacenados a 30 °C) y la hidrofobicidad,
log P.

En el caso del empleo de Tween 20, los resultados mostraron que los derivados de IQ mas
lipofilicos son los que presentaron mayor inhibicion frente a la oxidacion lipidica (Tab. 64).
Estos resultados son los predichos por la paradoja polar.

Q ~1Q-C8 =1Q-C10 = IQ-C14 = IQ-C16 > IQ-C12 >>> IQ = IQ-C4

Fenol % 1 (dia 4) log P
Q 47,74 1,46
1Q-C16 45,70 2,66
1Q-C10 43,39 2,02
1Q-C14 41,25 2,67
1Q-C8 40,32 2,15
1Q-C12 31,41 2,14
1Q-C4 -1,78 1,90
1Q -7,42 0,76

Tab. 64 Relacion entre la inhibicion de Q, 1Q y derivados acilados de 1Q en emulsion de aceite de pescado (10%
aceite, 2% Tween 20, suplementados con 0,4 mM de compuesto fendlico y almacenados a 30 °C) y la
hidrofobicidad, log P.

Tal y como ya se ha indicado previamente en la discusion de resultados correspondiente a
derivados de 4cido galico, la importancia de la naturaleza del emulsificante fue estudiada por
Stockmann y col. (Stockmann, et al., 2000). Estos autores obtuvieron una dependencia entre
la capacidad antioxidante de ésteres de acido gélico (CO a C8) en emulsiones de aceite-agua
en aceite de maiz libre de componentes minoritarios como tocoferol, con el emulsificante,
empleado para estabilizar la emulsion (lecitina, Brij 58 o SDS). Los autores atribuyeron estas
diferencias a las interacciones moleculares especificas que pueden tener lugar entre el
antioxidante y el emulsificante. Las interacciones que pueden tener lugar podrian ser entre el
antioxidante y el grupo caracteristico del emulsificante (por ejemplo, enlaces por puentes de
hidrégeno entre los grupos OH fenoélicos del antioxidante y la carga del emulsificante) o entre
las cadenas alquilo del antioxidante y la cadena lipidica del emulsificante, lo cual podria
afectar a la difusiéon del antioxidante en la emulsion. Estas interacciones entre los
antioxidantes y los emulsificantes en el seno de la emulsién han sido sugeridas por otros
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autores (McClements, D. J. & Decker, 2006; Shahidi, Fereidoon & Zhong, 2011; Aleman, et
al., 2015).

Ya se ha mencionado que un factor importante a tener en cuenta y que podria influir en el
comportamiento antioxidante de los distintos ésteres de IQ en las distintas emulsiones
preparadas con lecitina, Tween 20 o SDS, es la capacidad antioxidante que pueda presentar el
propio emulsificante por si solo y que mejoraria la estabilidad desde el punto de vista de la
oxidacion de la emulsion. La lecitina, ademds de presentar buenas caracteristicas como
emulsionante, presenta actividad antioxidante (Judde, et al., 2003). Tal y como ya se ha
comentado, esta capacidad antioxidante puede ser debida a la formacion de productos de
Maillard entre el grupo amino de los fosfolipidos y los productos de oxidacién (Husain, et al.,
1984) o por un efecto barrera en la interfase aceite-aire (Porter, W. L., 1980). Por otro lado, la
propia estructura en acidos grasos de la lecitina que incluye la presencia de 18:2w6 vy el
18:3w3, compuestos que por su estructura son susceptibles de suftrir autooxidacion (Passi, et
al., 2004; Undeland, et al., 2004) y, por lo tanto, pueden modificar estas caracteristicas
antioxidantes de las lecitinas. Tween 20 y el SDS son emulsificantes sin propiedades
antioxidantes conocidas debido a la ausencia de grupos funcionales responsables del
comportamiento antioxidante (Kerwin, 2008). Pan y col. (Pan, et al., 2013) han demostrado
que la estabilizacion de la emulsion en presencia de lecitina es debida a la disminucion en la
velocidad de penetracion de los radicales peroxilo desde la fase acuosa a la fase oleosa de la
emulsion comparada con la que presentan en el caso de emulsiones preparadas con Tween 20.
El incremento de la velocidad de penetracion para los radicales peroxilo en presencia de
Tween 20 (debido a su menor actividad antioxidante) produjo una desestabilizacion de la
emulsion en términos de oxidacion. Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren un posible
sinergismo entre lecitina y los alquil galatos que incrementaria la actividad antioxidante de los
mismos y que, a su vez, también dependeria de la estructura molecular del alquil galato.
Ramadan estudio el sinergismo entre Q y lecitina de soja en un sistema modelo de trioleina y
aceite de girasol (Ramadan, 2008, 2012) obteniendo mejor actividad antioxidante cuando se
emplea una mezcla de quercetina-lecitina de soja en comparacion a la actividad antioxidante
de ambos compuestos por separado. Puede ser posible que este sinergismo también esté
presente para ésteres de 1Q. La representacion del porcentaje de inhibicion frente al n°® de
carbonos de la cadena alquilo (Fig. 65) mostré claramente que, ademas de la lipofilia y del
efecto del emulsificante, la longitud de la cadena alquilo es un factor relevante. Los datos
obtenidos sugieren que, en los tres casos estudiados con los distintos emulsificantes, las
longitudes de cadena C12 y C14 parecen ser puntos de inflexion en relacion a la tendencia
seguida por los demads derivados de IQ con mayor o menor n® de carbonos.
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Fig. 65 Porcentajes de inhibicion de ésteres de IQ con distinta longitud de cadena en emulsiones de aceite en
agua almacenadas a 30 °C con distintos emulsificantes (A, 2% lecitina; B, 1% SDS; C, 2% Tween 20).

Este comportamiento no lineal ya ha sido discutido previamente para ésteres de Pic y de
Gal en este trabajo.

Cabe destacar que muchos estudios que corroboraban la “paradoja polar” en emulsiones,
se basaban en la comparacion de dos compuestos andlogos con distinta polaridad, mientras
que este comportamiento no lineal o “cut off” se ha observado en distintas series homologas

del mismo compuesto.
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Tal y como se ha mencionado en esta memoria al discutir los resultados obtenidos al
evaluar la influencia del emulsificante en la capacidad antioxidante de ésteres de Gal y alquil
glucosil derivados de Gal en emulsiones de aceite en agua, numerosos autores han
demostrado la dependencia del antioxidante con el emulsificante en sistemas dispersos o
emulsiones (Stockmann, et al., 2000; McClements, D. J. & Decker, 2006; Shahidi, Fereidoon
& Zhong, 2011; Aleman, et al., 2015).

El efecto “cut off” de las series homologas de derivados acilados de fenolipidos ha sido
descrito por Laguerre y su grupo (Laguerre, et al., 2009). Estos autores han llevado a cabo
varios estudios para comprobar que, efectivamente, no existia una relacion lineal entre la
hidrofobicidad y la capacidad antioxidante de series homodlogas en sistemas dispersos.
Demostraron por primera vez que en una microemulsion de aceite de tung clarificado (aceite
altamente insaturado con un 82 % de acido eleostearico, acido (9Z,11E,13E)-octadeca-
9,11,13-trienoico) estabilizado con Brij 35, la capacidad antioxidante de ésteres de
clorogénico se incrementaba con la longitud de la cadena alcanzando un maximo en 12
carbonos de cadena alquilo, después de la cual se producia un descenso importante en la
capacidad antioxidante (Laguerre, et al., 2009). Este efecto también fue observado al estudiar
distintas series de ésteres de acido rosmarinico (C4-C20) (Laguerre, et al., 2010) en
emulsiones de aceite-agua estabilizadas con Twen 20. Los resultados que obtuvieron, de
nuevo, contradijeron la paradoja polar ya que los ésteres de acido rosmarinico mas apolares
(R18 y R20) presentaron la actividad antioxidante mas baja. Sugirieron que una posible razén
para explicar la influencia no lineal de la longitud de la cadena de alquilo con la capacidad
antioxidante podria residir en la capacidad de los €steres para repartirse en la fase acuosa de la
emulsion ya sea formando micelas por si mismas o a través de micelas mixtas con el
emulsificante (Tween 20) que no haya sido absorbido en la superficie de la gota de la
emulsion (Laguerre, et al., 2010).

Este efecto “cut off” también fue observado por Serensen y col. (Serensen, et al., 2015) al
estudiar el efecto de la longitud de cadena de ésteres de acido ferulico en su capacidad
antioxidante en leche enriquecida con aceite de pescado. En este caso, el compuesto que
presentd mayor capacidad antioxidante fue el metil ferulato seguido del acido fertlico y butil
ferulato, mientras que el octil ferulato mostré un ligero efecto prooxidante, el cual se
incrementd cuando la longitud de cadena se extendi6 de C8 a C12. Los ésteres de acido
feralico con longitud de cadena entre C16 y C20 mostraron un leve comportamiento
prooxidante y en algun caso una pequeia actividad antioxidante en funcion de los distintos
compuestos volatiles desarrollados durante la oxidacion.

Recientemente, Laguerre y col. (Laguerre, et al., 2015) analizando los resultados
obtenidos por distintos autores establecieron un posible mecanismo de accion que pudiera
explicar este efecto “cut-off” observado. Para ello establecieron que por debajo de una
longitud de cadena critica (longitud de cadena corta o media), los antioxidantes no se
encuentran lo suficientemente cerca de la interfase donde se supone que tiene lugar la
oxidacioén. Por lo tanto, la menor capacidad antioxidante de los compuestos mas polares puede
ser debida al hecho de no presentar la concentracion maxima adecuada en el lugar donde la
oxidacion lipidica es mds importante. Por encima de esa longitud de cadena critica, los
fenolipidos con mayor longitud de cadena ademés de concentrar el antioxidante en el lugar
adecuado, lo hacen con una orientacion adecuada de la cabeza fenolica hacia la fase acuosa
donde se concentran los radicales libres que inician el proceso oxidativo. En consecuencia,
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solo los antioxidantes con una hidrofobicidad apropiada se dispondran de manera adecuada en
la interfase agua-aceite donde se puede contrarrestar la oxidacion de forma mas eficiente. Esta
explicacion ya fue propuesta por Frankel y col. en los afios 90 (Frankel, Edwin N., et al.,
1994).

Por otro lado, a la hora de estudiar el comportamiento antioxidante de series homdlogas
conviene incluir en el estudio un amplio rango de longitudes de cadena del derivado alquilo,
ya que, en caso de darse un efecto “cut off”, segtn la longitud de cadena escogida se puede
estar en una parte de la curva, o en otra, pudiendo dar lugar a interpretaciones parciales. Los
trabajos de Serensen y col (Serensen, et al., 2012) o de Lue y col. (Lue, et al., 2017) sobre
fenolipidos de dihidrocafeico (C8 y C18) y de rutina (C12 y C16) respectivamente, incluian
solo dos de los homdlogos, anterior y posterior a la longitud de cadena critica y, en principio,
los resultados que obtuvieron contradecian la paradoja polar.

La explicacion de lo que puede ocurrir cuando se supera la longitud de cadena critica
puede resumirse en tres posibles hipotesis (Laguerre, et al., 2015):

a) La hipdtesis de la movilidad reducida segin la cual la movilidad de los antioxidantes
mas lipofilicos decrece al incrementarse la longitud de cadena disminuyendo su capacidad de
dirigirse hacia los numerosos lugares donde tiene lugar la oxidacion. Por ello se produce un
incremento de las interacciones hidrofobicas entre las cadenas alquilo de los antioxidantes y
su entorno molecular como los residuos hidrofobicos del emulsificante. Esta hipotesis supone
que la frecuencia en las interacciones entre el antioxidante y los radicales libres o sustratos
oxidables decrecerd en los compuestos con mayor longitud de cadena ya que las interacciones
hidrofobicas seran mas efectivas que en aquellos de cadena corta o media. Otro aspecto a
tener en cuenta son los posibles impedimentos estéricos debido al incremento en la longitud
de cadena dificultando el acceso del antioxidante a los centros de reaccion.

b) La hipotesis de la internalizacion que asume que el incremento en la longitud de
cadena podria alejar al antioxidante de la interfase dirigiéndolo hacia el interior de la gota y
consecuentemente, disminuyendo la capacidad antioxidante.

¢) La influencia de la capacidad de agregacion del propio antioxidante segiin la cual la
disminucién drastica en la capacidad antioxidante para aquellos compuestos con mayor
longitud de cadena es debida a que estos fenolipidos pueden agregarse formando micelas en la
fase acuosa de la emulsion. Se asume que en estos compuestos la capacidad de agregarse es
mayor que la tendencia a moverse hacia la interfase, disminuyendo la concentracion del
antioxidante en la membrana interfacial de la gota, lugar donde tiene lugar la oxidacion.
Ademas, cuando se forman estos agregados micelares, el coeficiente de difusion disminuye
por lo que se produce, también, una disminucién en la movilidad.

Por lo tanto, los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la lipofilizacion en 1Q
evidencian" de nuevo un efecto “cut-off” que ya ha sido descrito en esta memoria para otras
familias de fenoles. Este efecto “cut-off” se ha obtenido tanto en los ensayos in vitro de
captacion de radicales de DPPH, asi como en la extrapolacion a sistemas reales de aceite y de
emulsiones, independientemente del emulsificante empleado y se ha presentado en el
derivado con longitud de cadena C12. Los resultados obtenidos en esta memoria para las
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familias de Gal y del derivado glucosilados de Res, Pic sugieren que esta longitud de cadena
Optima estaria alrededor de C12.
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Conclusiones

1. Se han sintetizado con buenos rendimientos los siguientes grupos de compuestos:
a. Derivados de Hyd.
i. Esteres de Hyd de distinta longitud de cadena (C2, C4, C8 y C12).
ii. Eteres de Hyd formados por Hyd y glucosa y en distintas posiciones (1, 3 y 4).
b. Derivados de Res:

i. Esteres de Res de distinta longitud de cadena (C2 y C18) y en distintas
posiciones (3 y/o 4°).

ii. Eteres de Res formados por Res y glucosa en distintas posiciones (3-4” y 3-5°).

iii. Esteres de distinta longitud de cadena de Pic en C6 del residuo de glucosa (C4,
C8,C12,Cl6 y C18).

c. FEteres de alquil galatos de distinta longitud de cadena (C4, C6, C8, C10, C12, C16
y C18) y glucosa.

d. Esteres de IQ en C6 del residuo de glucosa y de distinta longitud de cadena (C4,
C8,C10,Cl12, Cl4 y Cl16).

2. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la alta eficacia de fenolipidos
derivados de Hyd y de derivados glucosilados de Hyd para inhibir la oxidacion lipidica y
la generacion de voléatiles asociados a la rancidez en emulsiones de aceite de pescado en
agua de elevada susceptibilidad a sufrir deterioro, muy superior, incluso al Hyd. En el
rango de longitud de cadena estudiado, los compuestos siguieron el comportamiento
predicho por la “paradoja polar™.

3. Se ha demostrado la dependencia de la actividad antioxidante de los derivados del Res con
el tipo de sustituyente introducido y la posicion de la molécula donde tiene lugar dicha
modificacion para inhibir la oxidacion que puede ocurrir en aceites de pescado y en
emulsiones de aceite de pescado en agua. Ademas, en aceites de pescado existe una
dependencia lineal de la actividad antioxidante de los glucosil alquil derivados de Res con
la longitud de la cadena, incrementdndose con la misma. Asimismo, en emulsiones, para
los mismos compuestos se observdO una dependencia no lineal, efecto “cut-oft”,
obteniéndose los mejores resultados para C12.

4. Segun los resultados mostrados en esta memoria, todos los alquil galatos presentaron una
elevada eficacia para inhibir la oxidacién lipidica en aceites de pescado. Los glucosil alquil
galatos resultaron también eficaces para inhibir la oxidacion en aceites de pescado, si bien
con un grado de eficacia inferior a los alquil galatos. Ambas series presentaron un
comportamiento no lineal, o efecto “cut-off”. La capacidad antioxidante de estos
compuestos en emulsiones de aceite en agua es altamente dependiente del tipo de
emulsificante empleado.

205



M= JESUS GONZALEZ PEREZ

5. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que todos los derivados acilados de 1Q
resultaron eficaces para inhibir de la oxidacién lipidica en aceites de pescado, siendo esta
eficacia, en algunos casos superior al IQ. Los resultados obtenidos en las distintas
emulsiones estudiadas evidenciaron, de nuevo, la fuerte dependencia de la eficacia
antioxidante de los compuestos fendlicos con el emulsificante empleado. En todos los
casos estudiados, el efecto “cut-off” fue observado en la actividad antioxidante mostrada
por esta serie de fenolipidos.

Por lo tanto, los datos obtenidos en este trabajo, y que concuerdan con aquellos obtenidos
por otros autores para otras familias de compuestos fendlicos, se establece de manera clara el
efecto “cut-off”’, que para las familias estudiadas en esta memoria y los distintos sistemas,
parece estar en el rango C8-C12. Es preciso ser cuidadosos ya que la observacion o no del
efecto “cut-off”, esta supeditada a la longitud de la cadena acilada que se considere, ya que
este efecto suele observarse en un rango determinado que depende de la familia empleada. Se
puede concluir que la “paradoja polar” es un caso particular o una excepcion dentro de una
teoria mas general y que se cumple en unas determinadas condiciones. Los resultados
obtenidos en este trabajo resaltan que en los estudios encaminados a determinar la efectividad
de los antioxidantes, es imprescindible tener en cuenta numerosos factores. Estos incluyen los
aspectos relacionados con la estructura quimica del propio compuesto, sus las propiedades
fisicas y quimicas, el ambiente quimico al que esta sometido, el tipo de sustrato oxidable, etc.
Por todo ello, los trabajos realizados unicamente con los ensayos in vitro, tienen un valor
relativo, pero no siempre pueden extrapolarse a un sistema real.

Las propiedades antioxidantes de Hyd, Gal, Res ¢ IQ son bien conocidas. Sin embargo,
su empleo en la industria es limitada debido a su escasa solubilidad en agua, su estabilidad
quimica y su biodisponibilidad. Este trabajo demuestra que es posible sintetizar derivados a la
carta que permitan la estabilizacién de formulaciones altamente inestables desde el punto de
vista de la oxidacion lipidica y la rancidez, como son aquellas constituidas por lipidos
altamente insaturados, w3-PUFA. Por lo tanto, la sintesis de derivados de Hyd, Gal, Res ¢ 1Q
proporciona moléculas que, con unas propiedades fisicas y quimicas determinadas, facilitan
su incorporacion en estos sistemas emulsionados siendo capaces de inhibir la oxidacion
lipidica extendiendo la vida util de estos productos. Teniendo en cuenta que las emulsiones de
aceite en agua se han empleado en gran medida para la incorporacion de compuestos
hidrofébicos como los é4cidos grasos poliinsaturados w3, con remarcados efectos no solo
desde el punto de vista nutricional o bioactivo sino también de la salud, pero sustratos
altamente oxidables, la incorporacion de estas moléculas disefiadas a la carta, y que
disminuyen la degradacion oxidativa de estos lipidos, abre un campo extenso de posibilidades
para el disefio de alimentos funcionales o nuevas formulaciones farmacéuticas basadas en w3-
PUFA.
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Anexo

8.3. INDICE DE ESQUEMAS
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