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RESUMEN

La oxidacion lipidica es el principal proceso de deterioro de los aceites y grasas que
afecta negativamente en el sabor de los alimentos y su valor nutricional. Recientes
estudios llevados a cabo en aceites, demuestran que la estabilidad oxidativa de los
mismos depende del tipo y proporcion de &cidos grasos que contienen y también de
otros factores que favorecen su estabilidad, como los antioxidantes. Por ello, se han
realizado muchos estudios de analisis de estabilidad oxidativa de aceites a diferentes
temperaturas midiendo el tiempo de induccién. En esta investigacion, se realizé un
estudio de implementacion de un método de analisis de estabilidad oxidativa de
margarinas, que resultan ser emulsiones W/O. El estudio de las margarinas presenta
mayor dificultad puesto que la presencia de agua interfiere en el andlisis. Por ello, fue
necesario optimizar la cantidad de margarina de la muestra, las temperaturas de trabajo,
la adaptacién del equipo, etc. Se realiz6 un andlisis de dos margarinas de diferente
composicion en acidos grasos a 90, 100, 110 y 120 + 1,6 °C. Ademas, se decidio
completar la investigacion con el estudio de la estabilidad oxidativa de la margarina
como respuesta a la adicion de dos especias diferentes (R. officinalis y C. longa)
mediante el test de Rancimat.

Los resultados obtenidos, mostraron que la cantidad de margarina 6ptima a la hora de
trabajar con el Rancimat resulté ser de 3,0 £ 0,001 g, para una temperatura de 120 +
1,6°C y un flujo de aire de 20 L/h y que la activacion del parametro de supresion 1,5 h
junto con el uso del separador de aceites es esencial para una correcta evaluacion del
IP. Ademas, el estudio llevado a cabo con dos margarinas de diferente composicion en
AGS/AGI demostré como la estabilidad oxidativa en margarinas con mayor contenido
en AGS, es significativamente mayor con respecto a margarinas que presentan menor
porcentaje de estos. El tiempo que tardé en oxidarse la muestra Naturli, con un 26%
AGS y un 45% AGI (10,415 * 0,45 h), fue significativamente mas alto que el respectivo
a la misma temperatura de la muestra Tulipan (3,65 + 0,20 h), con un 15% AGS y 41%
AGI. Se completo la presente investigacion a través el estudio de la estabilidad oxidativa
de la margarina como repuesta al tratamiento con circuma y romero. El romero mostré
la maxima eficacia antioxidante en comparacion con la carcuma. El mayor incremento
se mostré a 120 y 110 £ 1,6 °C con un aumento de 2,25 + 0,20 hy 2,54 £+ 0,27 h con

respecto a la margarina control.

PALABRAS CLAVE: antioxidante, emulsiones, grasa, oxidacion lipidica, margarina,

aceite, estabilidad oxidativa, Rancimat, romero, clrcuma, AGS, AGI.



ABSTRACT

Lipid oxidation is the main process of deterioration of oils and fats that negatively affects
the taste of food and its nutritional value. Recent studies carried out on oils, show that
their oxidative stability depends on the type and proportion of fatty acids they contain
and also on other factors that favor their stability, such as antioxidants. For this reason,
many studies have been carried out analyzing the oxidative stability of oils at different
temperatures by measuring the induction time. In this research, an implementation study
of an oxidative stability analysis method of margarines was carried out, which turn out to
be W/ O emulsions. The study of margarines is more difficult since the presence of water
interferes with the analysis. Therefore, it was necessary to optimize the amount of
margarine in the sample, the working temperatures, the adaptation of the equipment,
etc. An analysis was made of two margarines of different composition in fatty acids at
90, 100, 110 and 120 £ 1.6 °C. In addition, it was decided to complete the investigation
with the study of the oxidative stability of margarine in response to the addition of two
different spices (rosemary and turmeric) through the Rancimat test.

The results obtained showed that the optimum margarine quantity when working with the
Rancimat was 3.0 = 0.001 g, for a temperature of 120 + 1.6 °C and an air flow of 20 L /
h and that the activation of the 1.5 h suppression parameter together with the use of the
oil separator, is essential for a correct evaluation of the IP. In addition, the study carried
out with two margarines of different composition in SFA / UFA demonstrated how the
oxidative stability in margarines with higher content in SFA, is significantly higher with
respect to margarines that present lower percentage of these. The time it took to oxidize
the Naturli sample, with 26% SFA and 45% UFA (10,415 + 0,45), was significantly higher
than the respective one at the same temperature of the Tulipan sample (3,65 £ 0, 20 h),
with 15% SFA and 41% UFA. The present investigation was completed through the study
of the oxidative stability of margarine as a response to the treatment with turmeric and
rosemary. Rosemary showed maximum antioxidant efficacy compared to turmeric. The
greatest increase was shown at 120 and 110 ° C with an increase of 2.25 + 0.20 h and

2.54 + 0.27 h compared to the control margarine.

KEY WORDS: antioxidant, emulsions, fat, lipid oxidation, margarine, oil, oxidative

stability, Rancimat, rosemary, turmeric, SFA, UFA.



INTRODUCCION

1. Oxidacion de lipidos alimentarios

1.1.:Qué son los lipidos?

Un lipido es una molécula la cual es insoluble en solventes polares como el agua y
soluble en solventes organicos, como son el cloroformo o el metanol (Moss, G. P.et al.,
1995).

La clasificacion de los lipidos resulta ser problematica debido a la heterogeneidad que
presenta este grupo respecto a sus caracteristicas. En general, se pueden dividir en dos
clases principales: lipidos saponificables y no saponificables. Los lipidos saponificables
contienen &cidos grasos carboxilicos de cadena larga, que estan vinculados a un grupo
funcional alcohdlico a través de un enlace éster y pueden sufrir reacciones de
saponificacién (hidrélisis en condiciones basicas).

Los lipidos saponificables se dividen en dos grupos: simples y complejos. Los lipidos
simples (ceras, grasas y aceites) contienen carbono, hidrégeno y oxigeno, mientras que
los complejos (fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos), también contienen otros
elementos como nitroégeno, fésforo, azufre o biomoléculas como por ejemplo los
glacidos (fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos).

Los lipidos insaponificables por el contrario, al no contener enlaces ésteres en su
estructura molecular, no pueden producir reacciones de saponificacion (terpenos,
esteroides, prostaglandinas) (Stoker, H.S., 2011).

Los acidos grasos (AG) (tabla 1) son acidos carboxilicos compuestos por una cadena
alifatica y se pueden presentar de forma saturada (sin dobles enlaces) o insaturada (con
uno o mas dobles enlaces). Pueden presentan cadenas cortas y medias, que varian
entre los 4 y 14 carbonos de longitud, y cadenas mas largas, con mas de 14 carbonos
de longitud (Gil, 2013). Los acidos grasos saturados (AGS) son mas comunes en los
animales. Tienen un punto de fusibn mas elevado que sus homologos insaturados por
lo que son sélidos a temperatura ambiente. Algunos ejemplos de AGS pueden ser el

acido palmitico, el 4cido estearico, el acido miristico o el acido lignocérico.



Tabla 1. Ejemplificacién de acidos grasos comunes en la alimentacion. Se muestra el nombre
comun, el nimero de carbonos y de dobles enlaces, la nomenclatura quimica y las posibles
fuentes de obtencién.

Acidos Grasos Comunes

Nombre comun Carbonos Enlaces Fuentes

Nomenclatura quimica

dobles

Acido Butirico 4 0 Acido butanoico Mantequilla
Acido Caproico 0 Acido hexanoico Mantequilla
Acido Caprilico | 8 0 Acido octanoico Aceite de coco
Acido Céaprico 10 Acido decanoico Aceite de coco
Acido Laurico 12 Acido dodecanoico Aceite de coco
Acido Miristico 14 0 Acido tetradecanoico Aceite de
palmiste
Acido Palmitico | 16 0 Acido hexadecanoico Aceite de palma
Acido 16 1 Acido 9-hexadecenoico Grasas animales
Palmitoleico
Acido Esteéarico 18 0 Acido octadecanoico Grasas animales
Acido Oleico 18 1 Acido 9-octadecenoico Aceite de oliva
Acido Ricinoleico | 18 1 Acido 12-hidroxi- 9- Aceite de ricino
octadecenoico
Acido Vaccénico | 18 1 Acido 11-octadecenoico Mantequilla
Acido Linoleico 18 2 Acido 9,12-octadecadienoico Aceite de semilla
de uva

Las grasas saturadas son triglicéridos formados por tres moléculas de acidos grasos

saturados y una molécula de glicerol. Los &cidos grasos insaturados (AGI) se

denominan monoinsaturados (AGM) cuando contienen un doble enlace por molécula (p.

ej. acido oleico), y poliinsaturados (AGP) cuando contienen mas de un doble enlace (p.

ej. acido linoleico).

Tanto los AGM como los AGP pueden clasificarse en familias dependiendo de la

posicion del doble enlace en el extremo del terminal metilo. Las familias mas comunes

presentes en los alimentos son los acidos grasos w3, w6 y w9 (fig.1). Ademas, la

configuracion de cada doble enlace en un AGI puede tomar dos conformaciones

(isébmeros): la forma predominante que ocurre naturalmente es cis, en la que ambos




atomos de hidrégeno estan en el mismo lado de la cadena; o bien, puede ocurrir un
isémero trans, en el que los atomos de hidrégeno estan ubicados en lados opuestos del

doble enlace.

Acidos grasos saturados

Acido miristico (CI14:0)

Acidos grasos insaturados

Acido alfa-linolénico (ALA)
18:3 w3

Acido linoleico (LA)
Ci8:2 wmb

Acido oleico {04 J
18:1 w9

Figura 1. Estructura tridimensional de los acidos grasos saturados (acido miristico) e insaturados w3 (acido

alfa-linolénico, ALA), w6 (4cido linoleico, LA) y w9 (&cido oleico, OA).

1.2.Los AGP en sistemas alimentarios

Los lipidos son un componente importante de los alimentos y de la mayoria de los
sistemas biolégicos, ademés de ser utilizados en una amplia serie de aplicaciones
industriales. Sirven como una fuente de condensacion de energia y constituyen los
componentes estructurales principales de las membranas celulares, a la vez que
funcionan como importantes agentes de sefializacion en los sistemas biolégicos. Los
lipidos en los productos alimenticios, ya sean naturales u agregados de forma exdgena,

proporcionan un medio de transferencia de calor idoneo para el procesamiento de



alimentos y dan una textura y sabor deseables a los productos (Vallerio Rios, R. et al.,
2014).

Los AGI desempefian funciones importantes como componentes y nutrientes de los
alimentos y contribuyen a sus propiedades sensoriales, como la textura y el sabor.
Dentro de los AGI cabe destacar la importancia de los AGP, con particular atencion a
aquellos &cidos grasos definidos esenciales (AGE), como el acido linoleico (LA, por su
sigla en inglés) (n-6) y el cido a-linolénico (ALA) (n-3), que al no poder ser sintetizados
por el organismo, necesitan ser aportados externamente con la dieta. En el cuerpo
humano, estos &cidos grasos dan lugar a diferentes lipidos como: el &cido araquidénico
(ARA, n-6), el acido eicosapentaenoico (EPA, n-3), el &cido docosahexaenoico (DHA,
n-3) y a lipidos de sefalizacién bioactivos llamados eicosanoides, que desempefian un
papel clave en la regulacion de diferentes procesos homeostaticos del cuerpo. En
general, el ARA da lugar a eicosanoides proinflamatorios, mientras que el EPA 'y el DHA
dan lugar a los eicosanoides antiinflamatorios. Muchos estudios demuestran como un
consumo constante y proporcionalmente correcto de AGP n-3 y n-6 puede protegernos
contra enfermedades inflamatorias, cardiovasculares, cancer y otras enfermedades
cronicas (Akadiri, Y. et al., 2015; Bazinet, R.P. et al., 2014; Calder, PC, 2015; Dennis,
E.A. et al., 2015; Del Gobbo, L.C. et al., 2016; DiNicolantonio et al., 2017; Fredman, G.
et al., 2017; Kevin, L Fritsche, 2015).

1.3.Problema de la oxidaciobn de acidos grasos en productos
alimenticios

Para abordar algunos de los principales problemas de salud actuales y seguir las
recomendaciones nutricionales mas recientes, en los ultimos afios ha sido siempre mas
creciente la incorporacion adicional de AGP en los alimentos (Ganesan, B et al., 2014).
Sin embargo, muchos estudios demuestran que la estabilidad oxidativa de alimentos
que contienen grasas depende del tipo y proporcion de AG gue componen sus
triglicéridos, cuanto mayor es la saturacion de los 4cidos grasos, mayor es su estabilidad
(Siefarth, C. et al., 2014; Tao, L., 2015). Por ello, la velocidad de oxidacion depende del
grado de insaturacion y aumenta con el aumento del doble enlace de los AG.

Los productos de oxidacion de lipidos tienen propiedades mutagénicas, carcinogénicas
y citotdxicas y se consideran factores de riesgo para la salud humana (Hosseini, H et
al., 2016). Estos metabolitos causan problemas de salud graves, como el crecimiento
de células tumorales a través de la peroxidacion lipidica, ya que los hidréxidos de los

acidos grasos son citotéxicos.



Se reconocen diferentes factores responsables de la oxidaciéon de los lipidos en
alimentos (fig. 2): la oxidacion, la hidrdlisis de triglicéridos y la alteracién térmica (Ayala,
A. et al., 2014, Budilarto, E.S. et al., 2015).

1. Oxidacion:

- La autooxidacion es el proceso espontaneo provocado por un agente iniciador,

OXIDACION LIPIDICA

\
1

/

/
/
N

\
/

/ a0 4 . , ™
[ OXIDACION ) | ALTERACION TERMICA )
AN e o ] //
T Com 1
HIDROLISIS .
\_ _/ Acidos grasos frans, formas cicladas y
Autooxidacidn 1 dineros y oligdmeros de
Fotooxidacion triacilglicéridos
Oxidacion enzimatica Acidos grasos libres,
diacilglicérdos,
monoacilglicéridos
Compuestos
o volatiles :
Triglicéridos aldehidos, cetonas,
oxidados alcoholes, — PP

hidrocarburos
Acido elaidico trans)

Malonaldehido Acroleina

Figura 2. Principales factores responsables de la oxidacion en lipidos.

(EOR), que atacan a los acidos grasos insaturados produciendo compuestos que
generan la llamada rancidez oxidativa. El esquema clasico de autooxidacion (fig.3)
de lipidos procede a través de una cadena compleja de reacciones, que
generalmente se separa en las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion.
Cuando el sustrato lipidico (RH) se expone al iniciador, este elimina un atomo de H
del acido, que se transforma en radical libre o alquilo (R¢). La fase de propagacion,
ocurre cuando un nivel critico de Re reacciona con el oxigeno para generar una
reaccion en cadena y producir peroxidos de alquilo (ROO¢). Los ROO- reaccionan
aln mas con nuevas moléculas de sustrato para generar hidroperoxidos (ROOH) y

mas radicales libres. Los peréxidos lipidicos son relativamente estables pero se



descomponen rapidamente en presencia de calor o en presencia de iones de
metales de transicion. En la dltima etapa, la reaccion de terminacion, los
antioxidantes donan un &tomo de hidrégeno a las especies de radicales peroxi

lipidicos que dan como resultado la formacion de productos no radicales.

Antioxidant
®| 00"
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Lipid peroxyl radical E
P - Unsaturated lipid
@ o = B
/ ™\ !
| \
|
|
A
' Rearrangement
— '
f 1 .[‘l\l h\«!mprn-\ ide
»,.
\ J
. 53 '—-/ o
Unsaturated lipid radical
R’ H
~
@

Unsaturated lipid

Figura 3. Proceso de peroxidacion lipidica. En la Iniciacion, los prooxidantes extraen el
hidrégeno formando el radical lipidico; el radical carbono tiende a estabilizarse mediante un
reordenamiento molecular para formar un dieno conjugado (1). Durante la fase de
propagacion, el radical lipidico reacciona rapidamente con el oxigeno para formar un radical
peroxi lipidico (2) que extrae un hidrégeno de otra molécula lipidica y genera un nuevo
radical lipidico e hidroperodxido lipidico (3). En la reaccion de terminacién, los antioxidantes
donan un atomo de hidrogeno a las especies de radicales peroxi lipidicos que dan como
resultado la formacion de productos no radicales (paso 4) (Ayala, A. et al., 2014).

La fotooxidacion es una reaccion de un doble enlace con oxigeno en presencia de
luz y de un “sensibilizador” adecuado. Esta se debe a los radicales libres producto
de la irradiacion con luz UV, la cual cataliza la descomposicion de los
hidroperéxidos, peroxidos, compuestos carbonilicos u otros complejos de oxigeno
de lipidos insaturados. La fotooxidacién proporciona una importante manera de
producir hidroperoxidos a partir de &cidos grasos insaturados y ésteres con la
presencia de oxigeno, energia luminosa y un fotosensibilizador. Los pigmentos en
los alimentos pueden servir como fotosensibilizadores al absorber la luz visible o

casi UV para poder excitarse electronicamente. Los pigmentos que propician la



oxidacién fotosensibilizada en alimentos incluyen la clorofila, las hemoproteinas y
la riboflavina (Mukhtiar, A. et al., 2016).

- La oxidacién enzimética de los lipidos en los aceites y grasas es causada
principalmente por las lipoxigenasas. Las lipoxigenasas de los alimentos pueden
incorporar oxigeno en los &cidos grasos para producir hidroperéxidos, por lo que
pueden iniciar las primeras etapas del proceso de oxidacion.

2. Hidrdlisis de los triacilglicéridos
Implica la descomposicién de los triglicéridos en presencia de agua. Produce
monoglicéridos, diglicéridos, acidos grasos libres y glicerol, eventualmente. La hidrélisis
es preferible en aceites con acidos grasos cortos e insaturados que los acidos grasos
largos y saturados. Por ejemplo, el aceite de coco contiene altos niveles de acidos
grasos con menos de la longitud de la cadena de carbono C14 y provoca la hidrélisis de
los triacilglicéridos (TAG) (Gertz, C., 2014). El grado de hidrélisis también depende de
la temperatura del aceite, el area de contacto entre el aceite y la fase acuosa, las

cantidades de agua y vapor.

3. Alteracion térmica
Se generan &cidos grasos trans, formas cicladas, y dimeros y oligdbmeros de

triacilglicéridos. Este proceso se estimula con la temperatura.

1.4.Caracteristicas generales de las emulsiones

Una emulsién consiste en dos liquidos inmiscibles, uno disperso en la otra en forma de
gotitas esféricas. Convencionalmente, las emulsiones se clasifican como emulsiones de
aceite en agua (O/W, por sus siglas eninglés), en las que el aceite forma la fase dispersa
y el agua forma la fase continua (p. €j., leche y salsas), y emulsiones de agua en aceite
(W/0), en las que el agua forma la fase dispersa y el aceite forma la fase continua (p.
ej., mantequilla y margarinas) (McClements, D.J. et al., 2017). Una emulsiéon es un
sistema termodinamicamente inestable debido a la energia libre positiva necesaria para
aumentar el area de superficie entre las fases de aceite y agua.

Con el tiempo, las emulsiones tienden a separarse en un sistema que consiste en una
capa de aceite sobre una capa de agua. Para formar emulsiones que son cinéticamente
estables durante un periodo de tiempo razonable (unas pocas semanas, meses o afios),
se utilizan sustancias quimicas conocidas como emulsionantes. Los emulsionantes

comunmente utilizados en aplicaciones alimentarias incluyen surfactantes de bajo peso



molecular, proteinas, fosfolipidos, polisacaridos y sus derivados. La eleccién de un
emulsionante especifico para una aplicacién particular es fundamental para crear
productos exitosos, y depende de la formulacion del producto, las condiciones de
procesamiento y las propiedades finales deseadas (McClements, D.J., 2017).

1.5.Estabilidad oxidativa en aceites y en emulsiones alimentarias

La oxidacion de los lipidos ha sido ampliamente estudiada en grasas y aceites, y ahora
existe una comprension bastante buena de los factores que afectan la oxidacion en tales
sistemas. En una tesis doctoral llevada a cabo por miembros del grupo de investigacion
gue dirigen este proyecto realizo el estudio comparativo de la composicion de 22 aceites
virgenes y refinados, en relacion con la estabilidad oxidativa, midiendo el periodo de
induccién (IP, por sus siglas en inglés) de los mismos y se demostré mediante un
andlisis multifactorial que el IP depende del contenido de AGS, AGM y AGP segun la
ecuacion 1 (Redondo, L. et al., 2018):

IP =-904 + 9.49 [SFA] + 9.16 [MUFA] + 8.94 [PUFA], 2= 0.670 (1)

Sin embargo, la comprensién de los factores que afectan la oxidaciéon lipidica en
determinados tipos de sistemas como las emulsiones alimentarias son todavia bastante
pobres considerando la gran cantidad de alimentos que consisten total o parcialmente
en emulsiones (leche, crema, queso, mayonesa, margarina, mantequilla, helados,
sopas, salsas, licores de crema, alimentos para bebés etc.). Cuando se agregan AGP a
los alimentos, las reacciones de oxidacion pueden verse afectadas por muchos factores
diferentes relacionados con la composicion, el procesamiento y la estructura fisica

resultante del sistema alimentario (Jacobsen, C., 2015).

1.6. Las margarinas y su estabilidad oxidativa
e Margarinas

Las margarinas son emulsiones de aceites vegetales refinados con agua. Suelen
contener un aceite vegetal o mezclas de aceites vegetales de palma, soja, girasol, maiz,
oliva, linaza o coco, en combinaciones variadas.

Segun el articulo 6 de la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la elaboracion,
circulacion y comercio de grasa comestible (vegetales y animales), margarinas,
minarinas y preparados grasos, publicado en el BOE 1 junio 1981. La margarina se

define como una emulsion plastica del tipo agua en aceite, obtenida principalmente de



la leche, con un porcentaje minimo de grasa del 80% y un contenido maximo de agua
del 16%.

Los principales componentes de las margarinas son: sal, emulgentes, vitaminas
liposolubles afadidas (A, B y D), colorantes naturales (caroteno, betacaroteno,
curcumina y anato), conservantes o antioxidantes (sorbato de potasio, benzoato sédico)
y esteroles.

e Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de las margarinas depende, ademas, de factores externos como
la temperatura, la exposicion a la luz, el contacto con el oxigeno y el tipo y proporcién
de AG que componen sus triglicéridos. Ademas, al ser una emulsién, es importante
considerar su contenido de agua a la hora de evaluar los factores responsables de la
oxidacién, debido a que la fase acuosa promueve la formacién de reacciones de
hidrolisis.

Diferentes estudios han enfatizado notablemente que la region interfacial, que es la
region de contacto entre la fase oleaginosa y la fase acuosa, representa un area
particularmente critica en el sistema con respecto al desarrollo de la oxidacién de lipidos.
Esta suposicién se basa en la capacidad observada de factores como el tamafio de las
gotitas de aceite (y, por lo tanto, el area interfacial) o el tipo de emulsionante (y, por lo
tanto, la composicion interfacial) para afectar sustancialmente la oxidacion de lipidos en
las emulsiones. Sin embargo, se pueden encontrar muchas contradicciones con
respecto al papel de la interfaz en la literatura relacionada, que puede atribuirse a la
complejidad estructural de los sistemas de emulsién, al comportamiento complejo y la
particion de los compuestos anfifilicos. La oxidacion de lipidos en aceites y en
emulsiones O/W se describe en muchas publicaciones (Miyagawa, Y. et al., 2017;
Katsuki, K et al., 2017; Yukihiro, Y. et al., 2018).

No obstante, la informacion sobre la oxidacion de lipidos en emulsiones de tipo W/O
como las margarinas o sistemas dispersivos como mezclas de grasas no es suficiente
(Pokorna, |. et al. 2004). Varios estudios muestran que la cinética de las reacciones
oxidativas en aceites y en lipidos emulsionados difiere mucho. En los alimentos,
dependiendo de la composicion y temperatura de almacenamiento, los lipidos pueden
existir, en fase liquida, sélida o en diferentes relaciones sélido/liquido. Ademas, a
temperaturas de almacenamiento bajo cero, puede ocurrir la cristalizacion del agua
ademas de la de los lipidos (Chiranjib, B. et al., 2017). Aunque en los ultimos afios han
habido avances significativos, todavia hay muchas preguntas con respecto a la
oxidacion de los lipidos en los sistemas emulsionados. Por ejemplo, el impacto de la

fase acuosa dispersa sobre la velocidad y los mecanismos de oxidacion de los AGP es



controvertido. Algunos estudios demostraron que la velocidad de oxidacion en
emulsiones W/O era similar a la de los aceites. En contraste, otros estudios revelaron
que incluso una pequefia cantidad de agua dispersada en aceite de oliva crudo afecta
al proceso de oxidacion (McClements, D.J., 2017).

1.7.Productos secundarios de oxidaciéon y posibles efectos toxicos en

el organismo

Durante la oxidacion de los lipidos, se producen simultdneamente varias reacciones de
descomposicién de los peroxidos (fig.4), lo que conduce a la formacion de una mezcla
compleja de productos de reaccién, como aldehidos, cetonas, alcoholes e
hidrocarburos, que son responsables de las propiedades fisico-quimicas caracteristicas
de los aceites oxidados (Tiroshet al., 2015). El desarrollo de sabores y olores
desagradables son caracteristicos de una condicion conocida como "rancidez
oxidativa". Cantidades muy pequefias de productos de degradacion pueden tener un
efecto muy significativo sobre el olor de una grasa o de una matriz que la contenga. Los
diferentes aldehidos que pueden formarse como productos secundarios durante la
peroxidacion de lipidos son, el malondialdehido (MDA), el propanal, el hexanal y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE), los cuales han sido estudiados ampliamente por su elevada
toxicidad. El proceso de autooxidacion da lugar también a componentes organicos

volatiles de bajo peso molecular, como el acido acético y el acido férmico.

10



Formacidn y descomposicion de los perdxidos.

iniciacién propagacion de  oxidacién secundaria
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insaturados productos
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Figura 4. Formaciéon y descomposicion de los hidroperoxidos. La formacién de productos
secundarios empieza durante la fase de propagacion de la cadena y aumenta en la fase de

oxidacién secundaria proporcionalmente a la descomposicién de los hidroperéxidos.

Entre los productos mas estudiados encontramos el MDA. En su estado fisiolégico, esta
presente como un anién enolato y tiene una baja reactividad quimica; sin embargo, esta
molécula es capaz de interactuar con bases de &cidos nucleicos para formar varios
productos, entre estos el pirimido - [1,2-a] purin -10 (3H) -1 desoxirribosa (M1G).
Diferentes estudios indican claramente que M1G tiene efectos mutagénicos y es capaz
de inducir mutaciones de desplazamiento de marco dependientes en la secuencia de
ADN vy sustituciones de pares de bases en bacterias y células de mamiferos
(VanderVeen, L. A. et al.,, 2003). Por otro lado, Niedernhofer et al. propusieron un
mecanismo de genotoxicidad que involucra la capacidad de la MDA para crear enlaces
cruzados entre cadenas en el ADN que tienen potentes efectos biol6gicos
(Niedernhofer, L. J. et al., 2003). Otro ejemplo de producto secundario de oxidacién muy
estudiado es el 4-HNE, que se considera un marcador importante de estrés oxidativo,
un posible agente contribuyente a varias enfermedades como el Alzheimer y un

estimulante de vias pato-bioquimicas como la inflamacién (Shoeb, M. et al., 2014).
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2. Antioxidantes procedentes de especies vegetales y estabilidad

oxidativa

2.1.Antioxidantes sintéticos y consecuencias para la salud humana

Con la finalidad de controlar el proceso oxidativo, la industria alimentaria utiliza
antioxidantes sintéticos como el terc-butilhidroxianisol, BHA (E-320) vy el
butilhidroxitolueno, BHT (E-321) (tabla 2). Debido a los informes sobre los posibles
efectos tdxicos de estos compuestos antioxidantes sintéticos, en algunos paises no
estan autorizados: prohibidos en Japon, California los clasifica como posibles
carcindgenos, Australia y Reino Unido los prohiben en alimentos para nifios; son
autorizados por la UE y por la EEUU. Greenpeace opina que el BHA es téxico para el
sistema inmunoldégico y un posible carcinégeno. EI BHT puede ser téxico para el sistema
inmunolégico, piel, pulmones e higado. Ambas sustancias podrian causar reacciones
alérgicas, disfunciones hormonales y favorecer el desarrollo de tumores.

Por otra parte, hay una creciente demanda de los consumidores por productos naturales
y el interés por los antioxidantes naturales ha aumentado en los Ultimos afios. Hace
unos afios, el término antioxidante se asociaba automaticamente a compuestos tales
como el acido ascorbico, la vitamina C o la vitamina E. Sin embargo, en el afio 2010, la
Unién Europea autorizé el uso de extracto de romero (E392) como nuevo aditivo
alimentario (Directivas 2010/67/EU y 2010/69/EU de la Unién Europea). Con la
aprobacion del extracto de romero (Rosmarinus officinalis) como una alternativa natural
a los antioxidantes sintéticos, se ha generado una nueva tendencia hacia los “productos
naturales”. El romero tiene un alto contenido en una serie de sustancias que se
encuentran dentro de un grupo fitoquimicamente conocido como compuestos fendlicos.
En realidad, hace mucho tiempo que se reconoce a estos “nuevos” antioxidantes como
responsables en gran medida de una enorme variedad de actividades biolégicas
atribuidas desde siempre a frutas, verduras y plantas, o productos obtenidos a partir de

las mismas.
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Tabla 2. Antioxidantes mas utilizados en la UE. IDA, ingesta diaria admisible.

Nombre Caracteristica Aplicacion Efectos y limites

Evita el | La adiciébn de acido | Se absorbe y se
oscurecimiento de la | ascorbico como | metaboliza
Acido L-asc6rbico fruta troceada y | antioxidante no | rapidamente. El
evitar la corrosién de | permite hacer un uso | exceso se elimina
los envases | publicitario del | por orina, pero a
metalicos. enriquecimiento  en | partir de 6g/dia se
Inhibe la formacioén | vitamina C del | observa diarrea.
de nitrosaminas alimento. IDA: 15 mg/Kg
Solamente es soluble | Se utiliza para | Actla en el
en grasas proteger las grasas | metabolismo
Butil-hidroxi-anisol utilizadas en | hepatico.
(BHA) reposteria, IDA: 0,3 mg/Kg
fabricacion de
galletas, sopas
deshidratadas, etc.
Butil-hidroxi-tolueno | Las mismas que el | Se utiliza siempre | Parece incrementar
(BHT) BHA mezclado con el | las necesidades de
BHA. vitamina A.
IDA: 0,125 mg/Kg

2.2.Compuestos fenadlicos: antioxidantes de origen natural

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se caracterizan por su
acciéon beneficiosa para la salud humana, ya que desempefian un papel esencial de
proteccion frente a fendbmenos de caracter oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en
gran numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, arteriosclerosis,
alzheimer o el cancer (Mena, P., 2017; BrglezMojzer, E., 2016). La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos esta intimamente relacionada con su
estructura, es decir con los fragmentos presentes en su molécula, ya que depende de
la estabilidad del radical fenéxido que se forma en el proceso de actuacion frente a los
radicales libres.

En los Ultimos afios se han publicado varios articulos de investigacion, en revistas de
impacto, clasificando compuestos fendlicos monociclicos derivados de acido cinamico
y benzoico, flavonoides y estilbenos en base a la relaciébn estructura actividad
(Castellano, G. et al., 2012, 2015). En general, los compuestos fendlicos tienen mayor

poder antioxidante cuantos mas grupos hidroxilo contengan en su estructura y cuanto
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mayor sea el grado de planaridad de la molécula para que se favorezca la
deslocalizacion electrénica, y consecuentemente, sea mas estable el radical generado.
En el caso de los flavonoides, por ejemplo, es importante la presencia de dobles enlaces
insaturados conjugados con el anillo aromatico o doble enlace conjugado a un grupo
carbonilo. Por otra parte, se publicaron varios articulos en los que se estudia la relacion
estructura-actividad mediante QSAR y estructura-propiedad mediante QSPR por
métodos computacionales de diferentes compuestos como por ejemplo isoflavonoides,
pesticidas y lactonas sesquiterpénicas (Torrens, F. et al., 2017). También, se han
publicado estudios de compuestos polifenolicos en plantas, concretamente goji (Lycium
barbarum), con propiedades anticancerigenas (Benlloch, M. et al., 2015). Diferentes
compuestos polifenélicos de origen natural se han estudiado por sus propiedades
antitumorales potenciales tanto in vivo como in vitro donde producen disminucion de la
viabilidad de las células tumorales aumentando los niveles apoptéticos y la produccién
de ROS (Estrela, J.M. et al., 2017).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1. Hipotesis de partida

Estudios recientes de miembros del grupo de investigacién que dirigen este proyecto,
han demostrado la importancia de la presencia de compuestos fendlicos como
antioxidantes. Se han realizado varias publicaciones de alto impacto en el area de
guimica donde se clasifican estos compuestos por su relacion estructura-actividad
antioxidante y se deduce por orden jerarquico la importancia de determinados
fragmentos en las moléculas de estos compuestos.

Por otra parte, también se realiz6 el estudio de la estabilidad oxidativa de carne
procesada empleando aceites de diferentes vegetales y de la estabilidad oxidativa de
22 aceites de origen vegetal diferentes, virgenes o refinados, a distintas temperaturas,
por parte de G. Castellano y L. Redondo, en colaboracién con Rowett Institute of
Nutrition and Health (Aberdeen University). Los resultados de estabilidad fueron
diferentes segun el aceite empleado y mejoraban cuando se adicionaba una porcién de

polvo de romero, planta con alto contenido en polifenoles.
Esto lleva a plantear las siguientes hipétesis:

- Lacomposicién de los aceites es de gran importancia en la estabilidad oxidativa de
los mismos, lo cual se ha demostrado con un estudio te6rico y experimental;
ademas se han estudiado los compuestos que mas influyen en dicha estabilidad y
los efectos sinérgicos de los mismos. Esto nos lleva a plantear la investigacion de
un estudio analogo de las margarinas (que resultan de las emulsiones en agua de
los mismos que ademds contienen estabilizantes, sales y antioxidantes no
sintéticos).

- Debido a que las margarinas contienen alrededor de un 16% de agua, cabe pensar
que tengan un comportamiento distinto a los aceites en cuanto a la estabilidad
oxidativa. Esto nos lleva a plantear un estudio de optimizacion del método de
andlisis de estabilidad oxidativa.

- Ademas, de forma similar pretendemos estudiar la influencia de la adicién de
diferentes plantas aromaticas o especias con alto contenido en polifenoles

(antioxidantes) a la estabilidad oxidativa de las margarinas.
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3.2. Objetivos

Disefiar y ejecutar un protocolo de analisis de estabilidad oxidativa adecuado a las
margarinas que incluye la optimizacién de la cantidad de muestra, la determinacion
de la temperatura adecuada de ensayo, la adaptacion y la mejora del equipo.
Relacionar la composicion quimica de dos margarinas (contenido en acidos grasos
saturados e insaturados) con el periodo de oxidacion.

Afadir especias seleccionadas por su documentada actividad antioxidante y ver el
efecto en la estabilidad oxidativa de las margarinas a distintas temperaturas.
Comparar los resultados obtenidos en margarinas con los conseguidos en aceites.
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MATERIAL Y METODOS

4.1. Plan de trabajo

A continuacion, se muestra el plan de trabajo seguido en la parte experimental:

PREPARACION OPTIMIZACION
MUESTRA
— del tamafo de la muestra
Homogeneizacion con Analisis por duplicado
agitacion 40°C 120°Cy 20 L/h
259 30¢g 3549 4,09
Optima
RANCIMAT

Medida de estabilidad oxidativa

120°C y 20 L/h

Resultados dispersos

ADAPTACION del equipo

Activacion de la supresion 1,5 h
e introduccién del separador de aceites

120°C y 20 L/h

Resultados reproducibles sin dispersion

ESTUDIO ESTABILIDAD OXIDATIVA
margarinas a diferentes temperaturas

90°C 100°C 110°C 120°C

20 L/h
Margarina | Margarina Margarina
3,09 3,0 g + circuma | 3,0 g + romero
0,015¢g 0,015 g

ESTUDIO COMPARATIVO

Dos margarinas con diferente
contenido en AGS/AGI
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4.2. Fundamento del método: test de Rancimat

Historicamente, se han utilizado diferentes métodos tanto para acelerar la oxidacién

como para medir su evolucion:

- Test de Schaal o de la estufa: consiste en someter a una grasa a temperaturas de
60-63°C. El cambio de temperatura actia como un catalizador acelerando las
reacciones de oxidacion y permitiendo asi medir su evolucion, tanto mediante el
color, olor, sabor, etc. como por analisis quimicos. Se van haciendo mediciones
periddicas del indice de peréxidos y se elabora una gréafica donde se estudia la
evolucién de dicho indice en el tiempo.

- Métodos de Absorcién de Oxigeno (RapidOxy): consiste en la determinacién de la
estabilidad oxidativa de la muestra mediante un proceso de oxidacion acelerada a
través del aumento de la presion del oxigeno y de la temperatura.

- Test AOM o Test de Swift: se somete a la grasa a una temperatura de 97,8°C en
un bafio termostatico y con un caudal de aire de 2,33 mL/s. Se extrae la grasa
periédicamente y se mide su indice de peréxidos.

En este trabajo, el estudio de la estabilidad oxidativa y la determinacién del tiempo de

induccion se realizo mediante el test de Rancimat.

El Rancimat es un aparato que se basa en la deteccion conductimétrica de los productos

de descomposicién de las grasas y permite la determinacion automatica del tiempo de

estabilidad a la oxidacién de aceites y grasas, principalmente de origen animal y vegetal.

Se somete la muestra a un proceso de oxidacion acelerada, a través de la introduccion

de un flujo de aire continuo y la exposicién a altas temperaturas. El acido férmico (y

otros productos volatiles de la oxidacion lipidica) son captados por un sensor

conductimétrico en un recipiente con agua destilada que registra continuamente
cambios en la conductividad (fig. 5). El tiempo transcurrido hasta la formacion de estos
productos de reaccion secundarios es lo que se denomina «tiempo de induccion»,

«periodo de induccién» o «indice de estabilidad oxidativa» (IP o OSI, por sus siglas en

inglés). Este valor es indicativo de la resistencia de la muestra a la oxidacion. Cuanto

mas largo es el tiempo de induccién, mas estable es la muestra (Hadorn, H. et al., 1974).
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Recipiente de medida

i ” Celda conductimétrica
Recipiente de reaccion

Solucion de medida

Muestra

Bloque calefactor

Figura 5: Test de Rancimat. Izquierda: diagrama esquematico del aparato (892 Professional

Rancimat Manual, 2017). Derecha: imagen real del Rancimat 892 utilizado para el experimento.

Las curvas de conductividad-tiempo se muestran en vivo para cada punto de medicion
en la base de datos. Se determind el tiempo de induccion autométicamente a partir de
la derivada segunda de la curva de medicion.
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4.3. Material

En las tablas 3 y 4 se muestran las margarinas y las especias utilizadas por el trabajo.
Las margarinas se almacenaron en la nevera a una temperatura de 4°C. Las especias

se almacenaron a temperatura ambiente (20°C) y en oscuridad.

Tabla 3: Ficha técnica de las margarinas utilizadas para el trabajo

Margarina  Empresa  Numero de Informacién nutricional Fecha de

(por 100 g) caducidad

Tulipan Unilever Grasas saturadas: 15 g 25/07/2019
Espafa, S.A. L9011ACO99 | Grasas monoinsaturadas: 15 g

Grasas poliinsaturadas: 26 g
Hidratos de carbono:
- de los cuales azucares: <0,5 g
Proteinas: <0,5g
Sal: 0,91 ¢

Vitamina A: 800 ug
Vitamina D: 7,5 ug
Vitamina E: 16 mg

Calcio: 137 mg

Omega 3 (AAL): 3,09
Omega 6 (AL): 23 g

Naturli Naturli Foods | L8743AY098 Grasas saturadas: 26 g 20/07/2019
A/S Grasas monoinsaturadas: 33 g
Grasas poliinsaturadas: 12 g
Hidratos de carbono:

- de los cuales azlcares: <0,5 g
Proteinas: <0,5 g
Sal: 0,90 g

Tabla 4: Ficha técnica de las especias utilizadas para el trabajo

Especias Empresa ‘ Numero de lote Sede
Curcuma polvo Celeplame SL F12747 Moncada, Valencia
Romero hoja Celeplame SL F12449 Moncada, Valencia
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4.4. Parte experimental

4.4.1. Optimizacién del protocolo para el estudio de margarinas mediante

el test de Rancimat

4.4.1.1. Evaluacion de la cantidad 6ptima de margarina

Se empleé6 el aparato automatizado Rancimat modelo 892 de Metrohm (Metrohm,

Switzerland). Los andlisis se efectuaron por duplicados.

- Preparacion del Rancimat
Se introdujeron en el software Stabnet 1.1 (Metrohm, Switzerland) los parametros del
ensayo. Se decidid utilizar una temperatura de 120 £ 1,6°C y un flujo de aire de 20 L/h
(892 Professional Rancimat Manual, 2017).

- Preparacion de la muestra de margarina

Homogeneizacion: se homogeneizaron aproximadamente 25 g de margarina Tulipan

utilizando una placa calefactora OVAN (Suministros Grupo Esper S.L., Barcelona). Se
empled una temperatura de calentamiento de 10 °C por encima del punto de fusién de
la margarina (~ 40°C)(892 Professional Rancimat Manual, 2017), teniendo especial
cuidado en no calentar excesivamente la muestra para evitar la separacion entre las
fases oleaginosa y acuosa.

Medida directa: se efectuaron andlisis pesando 2,5 g, 3,0 g, 3,59 Yy 4,0 g de margarina

directamente en el recipiente de reaccién, utilizando una bascula de precision.

- Preparacion del recipiente de reaccién
Se colocaron los recipientes de reaccidn en su respectiva posicion en el Rancimat. Cada

recipiente dispone de una barrera anti-espuma y del tubo de inyeccion de aire.

- Preparacién del recipiente de medida
Se llenaron los 8 recipientes de medida con 60 ml de agua destilada desionizada y se
colocaron en el Rancimat. La conductividad inicial corresponde a la del agua destilada

y se consideran aceptables valores < 2,4 uS/cm.
- Determinacion

Se activo el flujo de aire y se conectaron los tubos. Antes de que pueda iniciarse la

determinacion, la temperatura del bloque de calentamiento debe ser estable.
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- Limpieza del material
La cristaleria se limpioé rigurosamente entre cada ejecucidn para evitar (o intentar)
minimizar cualquier contaminacion que pudiera catalizar la peroxidacién. Cada pieza del
aparato se limpio con detergente y se enjuag6 con agua corriente caliente. Se procedio
con el enjuague con etanol 100% y agua destilada. La vajilla limpia se seco
completamente en una estufa a 80°C por 2 h.

4.4.1.2. Adaptacion y mejora del equipo

Se procedio a través la modificacion del criterio de sensibilidad “Evaluation suppression’
del software. En nuestro trabajo se eligié utilizar una supresién de 1,5 h.

Se completé el procedimiento de optimizaciéon a través el utilizo de un separador de
aceite (Metrohm, 6.2753.200) (fig.6).

Se comprobaron los resultados planteando el experimento por cuadruplicados utilizando
el separador de aceite para un blogue y dejando el otro bloque sin el separador. Se
compararon los resultados con los obtenidos mediante el ensayo con margarina control,

sin supresion de 1,5 h y sin separador de aceite.

Figura 6. Separador de aceite conectado al recipiente de reaccion. El separador de aceite reduce

la cantidad de aceite contenida en la fase gaseosa.

22



- Preparacién del Rancimat
Se introdujeron en el software Stabnet 1.1(Metrohm, Switzerland) los parametros de
ensayo. Se decidié utilizar una temperatura de 120 = 1,6°C y un flujo de aire de 20 L/h.
Se procedio a través la modificacion del criterio de sensibilidad “Evaluation suppression”
del software. En nuestro trabajo se eligio utilizar una supresion de 1,5 h.

- Preparacion de la muestra de margarina

Homogeneizacion: se homogeneizaron aproximadamente 30 g de margarina Tulipan.

Medida directa: se pesaron 3,0 g de margarina directamente en el recipiente de

reaccion.
La preparacién del recipiente de reaccion y de medida siguen los pasos antes

mencionados

4.4.2. Efecto del cambio de temperatura sobre el IP de margarinas de

diferente composicion

Se estudid el efecto del cambio de temperatura sobre la estabilidad oxidativa de la
margarina Tulipan y Naturli, de diferente contenido en A&cidos grasos
saturados/insaturados. Por esto, se efectuaron ensayos por cuadruplicados a 120, 110,
100y 90 + 1,6°C y el caudal de aire se mantuvo fijo a 20 L/h. Se utilizaron 3,0 g de cada
margarina y los ensayos se efectuaron por cuadruplicado.
El ensayo a 90, 100 y 110°C para la margarina Naturli no se calcul6 directamente porqué
el aparato no pudo determinar la medida automéaticamente dentro de un periodo de
tiempo razonable. Por esta razon, se decidi6 completar los resultados mediante la
extrapolacion del factor conocido como Q10. El enfoque empirico del Q10, se basa en
la observacion de que el tiempo de induccién se duplica aproximadamente con cada
reducciéon de 10°C en la temperatura del ensayo. Se extrapol6 el factor Q10 mediante
el software StabNet 1.1. Se calcularon los valores de los IP aplicando la ecuacion 2 (lIto,
E. et al., 2015):

R, \ W/I(-Th)
Quo = (R—f) )

Donde: (R1=IP1y R2=IP2)
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4.4.3. Estudio de lainfluencia de antioxidantes procedentes de especias en

la estabilidad oxidativa

Se procedi6 con replicas por cuadruplicados para la evaluacion del tiempo de induccion
de la margarina control sin especias y para la evaluacion del tiempo de induccion de la
margarina junto con la especia elegida (carcuma y romero). Se emplearon los mismos
rangos de temperatura del anterior ensayo (120, 110, 100 y 90 + 1,6°C) para cada
especia y un caudal de aire de 20 L/h.

Se utilizaron 3,0 g margarina Tulipan y los ensayos se efectuaron por cuadruplicado.

Preparacion de las especias

Homogeneizacién: se triturd la muestra de romero con una trituradora modelo (Infinity

Import S.L.). La cdrcuma fue proporcionada en polvo.

Es importante que la distribucién del tamafio de grano de la muestra triturada sea
aproximadamente la misma, ya que influye en el tiempo de induccién.

Medida directa: se pesaron 0,015 g de la especia elegida por el ensayo y se introdujeron
en los recipientes de reaccion. Se procedié a homogeneizar manualmente la margarina
y la especia introducida con movimiento circulares. La especia tiene que estar
completamente homogeneizada en la margarina, ya que la formacion de coagulos
influiria en el tiempo de induccidn. Se utilizé un porcentaje 0.5% (w/v) segln establecido

de la European Commission, 2011.

4.4.4. Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por duplicado o cuadruplicado. Los resultados de este
estudio se expresaron como una media + desviacién estandar (SD).
El célculo de la varianza (ANOVA) se realiz6 con SPSS (software v.21.0, IBM

Corporation, EE. UU.) y el nivel de significacion estadistica se establecié en P<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la realizacibn adecuada de esta investigacién se consider6 de gran relevancia
llevar a cabo el estudio de la cantidad adecuada de muestra y la influencia del agua en
la misma, con el objetivo de concretar el método a llevar a cabo para el uso de Rancimat
con emulsiones. Una vez determinados estos parametros se pudo estudiar la estabilidad
oxidativa de dos margarinas, en relacion a las distintas composiciones de las muestras.
Se completé la investigacién, con el estudio del efecto de adicion de productos vegetales

(romero y curcuma) en la estabilidad oxidativa de la margarina.

5.1. Estudio de la cantidad optima de margarina

Estudios precedentes efectuados en grasas y aceites, recomendaron 2,5 g de margarina
como cantidad éptima para el ensayo mediante el test de Rancimat (Anwar, F. et al.,
2003). La cantidad de utilizar varia segun el tipo de muestra (grasa o aceite) y segun la
composicion de la misma, por ejemplo, hay que tener en cuenta el contenido en agua a
la hora de evaluar posibles eventos de evaporacion durante el ensayo. Por otra parte,
Jebe y colaboradores, informaron que el estudio de la estabilidad oxidativa con una
cantidad igual a 2,5 g mostr6 dificultades a la hora de utilizar el método Rancimat y
sugirieron que 5,0 g de aceite/grasa eran una cantidad mas apropiada. Afirmaron que,
el equilibrio entre la velocidad del caudal de aire y el tamafio de la muestra, desempefia
un papel fundamental a la hora de mantener condiciones saturadas de aire (Jebe, T. A.
et al.,, 1993). Por ello, cabe pensar que, el estado turbulento de la muestra bajo un
continuo flujo de aire afecte a la deteccién del IP para tamafios bajos de la misma.

Sobre la base de estos estudios, el objetivo del presente experimento fue ajustar la
cantidad 6ptima de margarina para una correcta deteccion del IP, y por ello, se plante6
un andlisis por duplicado estudiando el IP para 2,5, 3,0, 3,5y 4,0 g. En la grafica (fig.7),
se muestran los valores de los IP + SD obtenidos a 120 + 1,6°C. Se eligié una
temperatura de 120 = 1,6°C. El flujo de aire utilizado fue de 20 L/h, segln las
instrucciones del manual (892 Professional Rancimat Manual, 2017). La margarina

empleada para el ensayo fue Tulipan.
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Figura 7. Grafica de barras correspondiente a la variacion del tiempo de induccién (IP) frente a
los gramos (g) de margarina Tulipan utilizados para el ensayo. Los resultados se presentan como

media * SD.

Las muestras de 3,5 + 0,001 g (0,885 + 1,15 h) y 4,0 + 0,002 g (1,025 £ 1,33 h)
presentaron valores de IP despreciables (P<0,05). Los IP de las grasas como la
margarina o la mantequilla, a 120°C se consideran validos si se encuentran en un valor
comprendido entre las 2-6 h (892 Professional Rancimat Manual, 2017), por lo que se
descartaron estas cantidades. Las muestras de 2,5 £ 0,001 g y 3,0 £ 0,001 g, se
mantuvieron dentro del rango de tiempo esperado con un IP de 3,185 + 0,65 hy 4,035
+ 0,92 h, respectivamente. Al no haber diferencias estadisticamente significativas entre
las dos cantidades (P<0,05), se decidi6 determinar 3,0 + 0,001 g como cantidad 6ptima
y asi compensar eventuales pérdidas de agua por evaporacion.

Sin embargo, cabe destacar que los IP obtenidos para los datos pertenecientes a 3,5y
4,0 g, distaron mucho de los esperados. En la grafica 7, se puede observar una
disminucién notable en el IP, que no sigue el patron esperado. Se ha descrito en la
“Introduccién” que las margarinas son mezclas de aceites en agua. Se supuso que, el
contenido en agua presente en las muestras pudo afectar a la deteccion de los IP a altas
temperaturas de ensayo. Este hecho, nos llevo a plantear un trabajo de adaptacion del

equipo para el ensayo con margarinas.

26



5.2. Influencia del contenido de agua en la evaluacién del IP mediante

el test de Rancimat

La literatura nos ofrece abundantes estudios sobre la observacion de la estabilidad
oxidativa en aceites mediante el test de Rancimat. El caudal de aire, el peso de la
muestra de aceite y la temperatura, son los parametros operativos que pueden ajustarse
facilmente y que pueden afectar la determinacién del IP (Garcia Moreno, P. J. et al.,
2013). Diferentes estudios (Farhoosh, R., 2007; Pawar, N., 2014) han investigado el
efecto de los pardmetros de la prueba de Rancimat en la estabilidad oxidativa de los
aceites vegetales, sin embargo, aun no se han realizado investigaciones exhaustivas en
emulsiones como son las margarinas.

El estudio con margarinas se complicé a la hora de proceder con la evaluacion del IP.
Los resultados obtenidos en las primeras pruebas nos llevaron a plantear el estudio
mediante la modificacion de algunos parametros. Por esto, el objetivo de este
experimento fue desarrollar un protocolo de adaptacion para margarinas. Se decidio
activar el criterio "Evaluation suppression” del software y complementar el ensayo con
un separador de aceites, para estudiar si la composicion de la muestra afectaria la
deteccion del IP con el test de Rancimat. Se compararon los resultados con los
obtenidos en la muestra control sin separador y supresion.

Los IP £+ SD de las muestras de margarina control, de las muestras con supresién 1,5 h
y de las muestras con separador de aceite y supresion 1,5 h, se presentan en la figura
8. Los IP obtenidos corresponden a una temperatura de ensayo de 120 + 1,6°C y un

flujo de aire de 20 L/h. Se utilizaron 3,0 + 0,03 g de margarina Tulipan.
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Figura 8. IP a 120 = 1,6°C de las muestras de margarina Tulipdn sometidas a distintos
tratamientos: control (sin supresién y sin separador de aceites), supresion de 1,5 h, y supresion

de 1,5 h mas el separador de aceites. Los resultados se presentan como media + SD.

El IP de la muestra control (0,1575 = 0,13 h) present6 un valor significativamente no
aceptable (P<0,05) y fuera del rango recomendable, que, como ha sido antes
comentado, resulta estar comprendido entre las 2- 6 h, para una temperatura de 120 £
1,6°C y un caudal de aire de 20 L/h (892 Professional Rancimat Manual, 2017). La
cantidad de agua presente en la muestra en la fase de evaporacion o la presencia de
compuestos volatiles podria haber provocado pequefios aumentos en la conductividad
e indicar un tiempo erréneo. Esto nos llevd a plantear el experimento activando el
pardmetro “Evaluation suppression” del software StabNet. La supresion permite la
evaluacién de la curva en un periodo de tiempo correspondiente. Sobre la base del valor
de IP minimo de referencia en margarinas (2 h), se decidi6 utilizar una supresion de 1,5
h. El IP obtenido mediante el ensayo con supresion (4,2775 + 1,52 h) presentd una
mejora evidente, pues el valor se mantuvo dentro del rango de tiempo esperado (2-6 h).
Sin embargo, la reproducibilidad del experimento siguié viéndose afectada y presento
valores no significativamente aceptables (P<0,05). Durante la medicion, se observaron
trazas de la muestra en el recipiente de medicién, ademas de que se formaron
aglomerados de burbujas de gas alrededor de la celda de medicién de conductividad.
Se pensoé qué al evaporarse el agua, se produjo una transferencia del material graso
desde el recipiente de reaccion al recipiente de medicion, esto dio como resultado la

contaminacion de la celda, que a su vez promovio la adherencia de las burbujas de gas,
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provocando asi un cambio en la conductividad. Por esta razén se decidié complementar
el procedimiento con el uso de un separador de aceites. El separador reduce la cantidad
de aceite contenido en la fase de vapor. El IP correspondiente a la muestra con
separador (3,415 + 0,42 h) presento valores estadisticamente relevantes (P<0.05), los
ensayos mostraron mejor reproducibilidad y coherencia. Si se usan muestras con un
alto contenido de compuestos altamente volatiles, como la margarina, existe el riesgo
de que esta se transfiera al recipiente de medicion en la fase de vapor.

Cabe destacar también, qué a la hora de trabajar con el Rancimat, pequefas
inconstancias sobre los tiempos de induccién podrian ser asociadas a la presencia de
particulas de grasa aparentemente no visibles procedentes de anteriores ensayos. Se
vio en el apartado “Introduccion” como las reacciones de autooxidacion se catalizan por
si solas, lo que podria afectar a la interpretacién de resultados pequefios por
distorsiones debidas a contaminaciones previas.

Deducimos de los resultados que la activacion de la supresion y el uso del separador
de aceite son factores esenciales a tener en cuenta para una correcta evaluacion de la

estabilidad oxidativa de margarinas mediante el test de Rancimat.

5.3. Estudio de la estabilidad oxidativa de margarinas con

diferente composicion a distintas temperaturas de ensayo

La matriz de margarina es mucho mas compleja que la de los aceites. Factores tales
como la naturaleza de los lipidos (saturados o insaturados), la concentracién de oxigeno
en contacto con estos, la relacion entre la superficie interfacial de las gotas de emulsion
o el contenido de agua, pueden influir en la resistencia de la margarina a la degradacion
a altas temperaturas. Shen, N. et al., mostraron que el aceite de soja, que presenta un
alto porcentaje en AGI, es menos estable a altas temperaturas que los aceites con
mayores cantidades de AGS (p. €j. aceite de coco) (Shen, N. et al., 1997).

En la tesis Doctoral de L. Redondo-Cuevas, dirigida por G. Castellano en colaboracién
con Rowett Institute of Nutrition and Health (Aberdeen University), se analizaron 22
aceites y grasas de origen vegetal (incluyendo refinados, no refinados y prensados en
frio) y se estudio la estabilidad oxidativa a diferentes temperaturas (120, 140, 160,180 £
1,6°C). Tomando en cuenta nueve componentes (AGS, AGM, AGP, clorofila,
betacaroteno, TPC, delta, gamma y alfa-tocoferol), demostraron como el tipo de acidos
grasos es de importancia critica para la estabilidad oxidativa de los aceites y las grasas
AGS, AGM y AGP representaron el 67% de la variabilidad (Redondo-Cuevas, L. et al.,
2017).
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Sobre la base de los resultados obtenidos por Redondo-Cuevas, L. et al., se propuso
un estudio analogo para margarinas, para averiguar si tienen un comportamiento
comparativamente similar a los aceites correspondientes ya estudiados o lo contrario.
Por esta razon, se decidi6 estudiar dos margarinas con diferente composicion en
AGS/AGI.

En la gréfica (fig.9) se muestran los distintos IP de las muestras de margarinas a 120,
110, 100 y 90 + 1,6°C y un caudal de aire de 20 L/h. Se emplearon 3,0 £ 0,02 g de
margarina Tulipan y 3,0 £ 0,01 g de margarina Naturli. Se aplicé una supresion de 1,5
hy se complet6 la preparacion del equipo mediante el separador de aceites. Segun la
informacién nutricional proporcionada por los fabricantes (ver el apartado “Materiales y
métodos”), la margarina Tulipdn contiene un 15% de AGS, 15 % de AGM y 26 % de
AGP, mientras que la margarina Naturli presenta un contenido del 26 % en AGS, 33 %
en AGMy 12% en AGP.

120
83.32h

100

80

< 60 )
o —— NATURLI
TULIPAN
40
20.83 h
20.455 h
20 E: 10.7675 h 10.415h
- 4.47125 h 2 es h
. -
90°C 100°C 110°C 120°C

Temperatura (2C)

Figura 9. Variacién del IP de la muestra Tulipan (curva amarilla) e IP de la muestra Naturli (curva
roja) a 120, 110, 100 y 90 + 1,6°C, con un flujo de aire de 20 L/h. Los resultados se presentan

como media = SD.

El estudio de la margarina Tulipdn a 120°C (3,65 £ 0,20 h) resulto ser el més eficiente
(P<0.05), aungque no hubo diferencia estadisticamente significativa con 110°C (4,47125
*+ 0,44 h). Los resultados a 100°C (10,7675 + 0,71 h), aunque presentaron una SD
ligeramente mas alta que a 110 y 120°C, siguen el patrén de IP esperado. Sin embargo,
el estudio a 90°C (20,455 + 3,05 h), mostr6 mas variabilidad con una SD de 3,05 h. Es

probable, que al no producirse ningin fendmeno de evaporacion a estas temperaturas,
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el contenido de agua presente en la muestra podria haber afectado a la deteccion del
IP. Estos resultados indicaron que 90°C no es una temperatura aceptable a la hora de
trabajar con margarinas mediante el método Rancimat, por lo que se aconseja un
estudio a temperaturas = 100°C.

El estudio con la margarina Naturli, la cual tiene un mayor porcentaje de AGS, presenta
los resultados esperados. El tiempo que tardd en oxidarse la muestra a 120°C (10,415
* 0,45) fue significativamente mas alto que el respectivo a la misma temperatura de la
muestra Tulipan. El IP a 90, 100 y 110°C para la margarina Naturli no se calculo
directamente porqué el aparato no pudo determinar la medida automaticamente dentro
de un periodo de tiempo razonable. Se calcul6 el IP a 90, 100 y 110°C a partir del factor
de aceleracion de la temperatura, conocido como Q10. La determinaciéon de Q10 que
se basa en el aumento de la tasa de oxidacion producida por un aumento de 10°C en la
temperatura. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la extrapolacion matematica no
refleja las verdaderas condiciones de ensayo. Por esta razon, es dificil calcular la vida
(til exactamente con este modelo empirico.

En las gréficas inferiores (fig. 10), se evidencia mas claramente cémo, a porcentajes
parecidos en AGI (41% Tulipan y 45% Naturli) y a las mismas condiciones de ensayo
(120 + 1,6°C y 20 L/h), la margarina Naturli (26% AGS) presentd un incremento
significativo de IP de 6,765 + 0,34 h con respecto a la margarina Tulipan (15% AGS).
Ademas, con el objetivo de averiguar diferencias en la estabilidad oxidativa con respecto
a los aceites, se quisieron comparar los resultados con los obtenidos por un precedente
estudio efectuado por nuestro grupo de investigacion utilizando como ejemplo el aceite
de maiz (Redondo-Cuevas, L. et al.,, 2017). En este estudio se demostr6 como el
contenido en AGS, AGM y AGP en combinacién, parecen ser los factores mas
importantes (que explican el 67% de la variabilidad). Estos resultados estan de acuerdo
con estudios publicados anteriormente que buscan correlacionar la estabilidad oxidativa
de diferentes aceites y grasas de origen vegetal refinados con la composicién de sus
AG (Kerrihard et al., 2015).
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Figura 10. Superior: contenido en AGS/AGI (g) del aceite de maiz y de las margarinas Tulipan y
Naturli utilizadas en el presente estudio. Los valores corresponden a los gramos contenidos en
100 g de muestra. Inferior: variacién del IP(h) en relacién con los porcentajes entre AGS/AGI del
aceite de maiz y de las margarinas Tulipan y Naturli. Los resultados se expresan como media +
SD.

Asi como en el estudio efectuado con aceites, los resultados del mismo trabajo con las
margarinas Tulipan y Naturli demostraron un evidente cambio en la tasa de oxidacion
segun el contenido en %AGS y %AGI. Menos componentes insaturados generan menos
productos de oxidacion radicalaria y por ello presentan mayor estabilidad oxidativa y
mayor tiempo de induccién. Sobre la base de los resultados obtenidos, se afirma
claramente que la estabilidad oxidativa en margarinas con mayor contenido en AGS, es

significativamente mayor con respecto a margarinas que presentan menor porcentaje
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de estos y un mayor contenido en AGI. Una comparacion entre el IP del aceite de maiz
y los IP obtenidos para las dos margarinas, revel6 que estas Ultimas presentan mayor
estabilidad oxidativa con respecto a los aceites. Sin embargo, es conveniente sefialar
gue las margarinas resultan ser emulsiones, compuestas por agua y mezclas de aceites,
por lo que resulta dificil sacar resultados significativos comparando aceites y
margarinas. Comparando la margarina Tulipan con el aceite de maiz, observamos que,
a pesar de que tienen una cantidad similar de AGS (15% y 14% respectivamente),
muestra mayor estabilidad oxidativa la margarina Tulipan (menor IP), esto se debe que
la margarina tiene menor % AGI que el aceite de maiz. Este resultado es coincidente
con la ecuacion 1 (apartado 1.5) obtenida del andlisis estadistico multivariante
(Redondo L., 2018).

5.4. Estudio del efecto antioxidante de C.longa y R.officinalis sobre

el tiempo de induccion

Numerosos estudios demuestran la validez del uso de antioxidantes de origen natural
en la industria alimentaria (Banerjee, A. et al., 2013; Eshghi, N. et al., 2014; Koztowska,
M. et al, 2018; Mezza, G.N., 2018; Redondo-Cuevas, L., 2017; Riveros, CG. et al., 2016;
Yi, B., 2015). Cada uno de ellos se centra en el estudio de la estabilidad oxidativa en
aceites, y actualmente, resultan muy pocas las investigaciones conducidas en sistemas
alimenticios complejos, tales como las emulsiones.

En la gréafica (fig.11) se muestran los IP de la muestra de margarina control (sin
especias) y los IP de la muestra de margarina con C. longa (cdrcuma) y R. officinalis
(romero) a 90, 100, 110 y 120 £ 1,6 °C, con un flujo de 20 L/h. Para el ensayo se
utilizaron 3,0 £ 0,05 g de margarina Tulipan. Se afiadieron 0,015 + 0,0002 g de circuma
y 0,015 + 0,0003 g de romero.
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Figura 11. Comparativa entre la eficacia antioxidante de la circuma y romero en margarinas a

diferentes temperaturas (90, 100, 110, 120°C). Los resultados se presentan como media = SD.

El tratamiento con curcuma presentd la mayor eficiencia a 120°C (4,96 + 0,36 h),
mostrando un incremento significativo de 1,35 + 0,29 h (P<0,05) con respecto a la
muestra control (3,6025 + 0,23 h). Resultados satisfactorios se obtuvieron también a
110°C (5,3175 £ 0, 27 h), indicando un aumento del tiempo de induccién de 0,83 £ 0,25
h respecto a la muestra control. A 100°C (13,6725 + 1,76 h) se evidencié un alto
incremento de IP de 2,985 + 0,98 h. No obstante, la SD a esta temperatura mostré
valores mas altos. Probablemente, la presencia de zonas con agua en fase de
transicion, podria haber afectado a la deteccion del IP.

A 90 * 1,6°C se sefial6 el mayor incremento en el IP correspondiente a 3,45 + 1,27 h,
sin embargo, los resultados fueron poco significativos (P<0,05). Como se ha discutido
anteriormente, 90°C no es una temperatura idénea a la hora de proceder con el ensayo
de margarinas mediante el test de Rancimat, pues el contenido de agua afecta a la
deteccion del IP. Por esta razén, vale la pena sefalar que los resultados obtenidos a
90°C, aunque presenten alta variabilidad, son descartables a la hora de evaluar los
parametros 6ptimos de ensayos para el estudio con margarinas; sin embargo, estos
resultados son de gran relevancia a la hora de evaluar la efectividad antioxidante de la
curcuma. En un reciente estudio de 2019, Chang Yang Park y sus colaboradores
demostraron como la actividad fendlica y antioxidante de los extractos acuosos de
clrcuma, resultan ser afectadas por la temperatura de calentamiento. Los resultados

obtenidos en este trabajo sefialaron que la temperatura tuvo un efecto significativo en
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la extraccién de curcuminoides. La maxima concentracion de desmethoxycurcumina,
bis-desmethoxycurcumina y curcumina se obtuvo a 90°C, estudiando un rango de
temperaturas entre 60 y 90°C (Park, C. Y., 2019).

El tratamiento con romero mostré la méxima eficacia antioxidante en comparacion con
la circuma. Los resultados obtenidos mostraron la mayor eficiencia antioxidante a 90 +
1,6°C con un incremento del IP de 10,8725 h + 7,42 h con respecto a la muestra control;
sin embargo, por las motivaciones antes explicadas, los datos resultan dispersos. El
mismo planteamiento se puede hacer por 100 *+ 1,6°C, donde el incremento de IP es
notable (8,46 + 1,09 h), por contrario la SD sigue mostrando valores relativamente altos.
A 120 y 110 + 1,6°C los resultados son estadisticamente significativos, muestran
reproducibilidad y significatividad, aunque el incremento de IP con respecto a las otras
temperaturas resulta ser menos evidente.

En la tesis Doctoral de L. Redondo-Cuevas antes mencionada, se estudié el poder
antioxidante y la actividad fendlica de diferentes especias (entre ellas romero y
cdrcuma), utilizando como modelo el aceite de maiz, para identificar la especia con la
actividad antioxidante mas potente.

En las gréficas inferiores (fig.12, 13 y 14), se quiso relacionar el contenido en fenoles
totales y la actividad antioxidante del extracto de romero y carcuma, con el IP del aceite

de maiz y el IP de la margarina Tulipan utilizada en el presente estudio.

Estudio del contenido de fenoles totales de C. longay R.
officinalis

Extracto de
cGrcuma 239.96 mg GAE/g

Muestras

EXtraCtO de ﬁ 410.16
romero
mg

GAE/g

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Contenido fenoles totales (mg GAE/Q)

Figura 12. Estudio del contenido de fenoles totales (mg GAE/g) de C. longa y R.

officinalis. Los resultados de los IP (h) se presentan como media + SD.
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Estudio de la capacidad antioxidante de C. longay R.
officinalis

Extracto de clircuma i 166.01 uM Fe2+/g
Extracto de romero 573.35
UM

Fe2+/g

Muestras

0 100 200 300 400 500 600 700
Capacidad antioxidante (UM Fe2+/g)

Figura 13. Estudio de la capacidad antioxidante (uM Fe2+/g) de C. longa y R.

officinalis. Los resultados de los IP (h) se presentan como media * SD.

Incremento del IP(h) en la margarina Tulipan y en el
aceite de maiz mediante tratamiento con C. longay R.
officinalis

control & @i 3.6025h
margarina + clrcuma | 4.96 h

margarina + romero | ———— 58575
h

Muestras

control k====a 084h
aceite de maiz + clircuma === 0.86h
aceite de maiz + romero |t 1.53h

Figura 14. Incremento del IP(h) en la margarina Tulipan y en el aceite de maiz mediante

tratamiento con C. longa y R. officinalis a 120 + 1,6 °C y 20 L/h. Los resultados de los

IP se presentan como media + SD.



El polvo de romero present6 la mayor capacidad antioxidante y mayor contenido en
fenoles totales con respecto a la circuma, y reveld el mejor potencial para aumentar la
estabilidad oxidativa en el aceite de maiz y en la muestra margarina. El extracto de
romero es popular como antioxidante natural en los aceites vegetales debido a su fuerte
capacidad antioxidante, que se atribuye a la presencia de terpenos fendlicos como el
acido carnosico y el carnisol (Terpinc, P. et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el aceite de maiz después de un tratamiento con clircuma
a 120°C y con un flujo de aire de 20 L/h, mostraron un incremento del IP de 0,2 + 0,03
h con respecto al control. El tratamiento con romero present6 un aumento de 0,69 + 0,06
h, evidenciando una mayor eficacia antioxidante.

El comportamiento antioxidante de las especias en margarinas sigue el mismo patrén
que en el aceite de maiz. Tanto el romero como la clircuma presentaron actividad
antioxidante, aunque el romero (2,25 £ 0,20 h) mostré una eficacia mayor a la hora de
evaluar su influencia en el IP con respecto a la circuma (1,35 £ 0,12 h).

De los siguientes resultados, se puede deducir que el comportamiento antioxidante de
las especias fue efectivo tanto en aceites como en margarinas. Sin embargo, como
explicado anteriormente en el estudio del contenido de AGS/AGI, las margarinas
resultan ser emulsiones, por lo que resulta dificil sacar resultados concluyentes
comparando aceites y margarinas. No obstante, tal como muestra la figura 14, la
estabilidad oxidativa de la margarina es mayor que la del aceite de maiz con ambas
especias, esto demuestra el diferente comportamiento de aceites y margarinas como se

predijo en la hipétesis.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados en esta investigacion indican que:

- La cantidad de margarina 6ptima a la hora de trabajar con el Rancimat resulté ser de
3,0 £ 0,001 g, para una temperatura de 120 + 1,6°C y un flujo de aire de 20 L/h. EI IP
obtenido (4,035 % 0,92 h) no mostré diferencias estadisticamente significativas con el
IP obtenido para 2,5 g (3,185 + 0,65 h), sin embargo, se decidi6 elegir 3,0 £ 0,001 g
para compensar eventuales pérdidas de agua por evaporacion.

El estudio llevado a cabo para las muestras de margarina de 3,5 + 0,001 gy 4,0 £
0,002 g presento resultados no relevantes.

- La supresion de 1,5 h junto con el uso del separador de aceite, resultan ser esenciales
para el estudio de la estabilidad oxidativa de margarinas mediante el test de Rancimat.
Si se usan muestras con un alto contenido de agua, como la margarina, existe el riesgo
de que esta se transfiera al recipiente de medicion en fase de vapor y determine un
falso IP.

- Los resultados evidenciaron que 90 = 1,6°C no es una temperatura ideal a la hora de
trabajar con margarinas mediante el método Rancimat, por lo que se aconseja un
estudio a temperaturas = 100 °C.

Se afirma, que al no producirse ningun fendmeno de evaporacion a esta temperatura,

el contenido de agua presente en la muestra afecta a la deteccién del IP.

- El estudio llevado a cabo con la margarina Naturli (26 % AGS y 45% AGI) y con la
margarina Tulipan (15% AGS y 41% AGI), presentd los resultados esperados. El
tiempo que tardé en oxidarse la muestra Naturli a 120°C (10,415 + 0,45) fue
significativamente mas alto que el respectivo a la misma temperatura de la muestra
Tulipan (3,65 + 0,20 h). Se demostrd, como a las mismas condiciones de ensayo (120
+ 1,6 °C y 20 L/h), la margarina Naturli presentd un incremento significativo del IP de
6,765 + 0,34 h con respecto a la muestra Tulipan.

Sobre la base de los resultados obtenidos, se ratifica que el tipo de AG (ademas que
otros factores) determina la estabilidad oxidativa en margarinas y que el IP en
margarinas con mayor contenido en AGS, es significativamente mayor con respecto a

margarinas que presentan menor porcentaje de estos.
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- La curcuma se puede utilizar como fuente de antioxidantes naturales efectivos. En
este estudio, se afirma claramente que 0,5 w/v de polvo de clarcuma bajo altas
temperaturas de ensayo pueden actuar eficazmente como antioxidantes en alimentos

emulsionados como las margarinas.

- La adiciébn de romero aumentd considerablemente la estabilidad oxidativa de la
margarina en comparacion a la estudiada con curcuma. Esto se debe a que el romero
presenta una actividad antioxidante mas elevada que la circuma bajo las mismas
condiciones de ensayo. Este comportamiento es analogo a los aceites de origen
vegetal.

Se puede deducir que la actividad antioxidante de las especias es similar en aceites y

en margarinas.

- Es de destacar que al comparar el aceite de maiz con la margarina Tulipan que tienen
similar % AGS, es mas estable la margarina por tener menor % AGI que son
responsables de la generacion de radicales libres los cuales conducen al deterioro de
los aceites y grasas. Este resultado es coherente con la ecuacién 1 resultado de

analisis multivariante.

- Es conveniente sefalar que las margarinas resultan ser emulsiones compuestas por
agua y gran variedad de mezclas de aceites, por lo que es dificil sacar resultados
concluyentes comparando un aceite vegetal con una margarina. No obstante,
podemos deducir que, en general, la estabilidad oxidativa de la margarina estudiada
es mayor que la de un aceite vegetal puro (como el aceite de maiz) con y sin especias.
El motivo es que las margarinas presentan un % en peso de AGM y AGP menor que
los aceites, por lo que al ser estos compuestos los que sufren reacciones radicalarias
de oxidacion, las margarinas resultan mas estables frente a la oxidacion que los
aceites.

Esto demuestra el diferente comportamiento de aceites y margarinas frente a la

estabilidad oxidativa como se predijo en nuestra hipotesis inicial.
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