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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar la accién antioxidante del extracto etandlico de ajo en la oxidacion
de un aceite comestible (aceite de maiz) y sus emulsiones en agua. Se llevaron a cabo ensayos de
oxidacion y a distintos intervalos de tiempo se evalud el grado de oxidacién mediante la determinacion del
indice de peroxido, segin AOCS (1997). Asimismo, se caracterizd el aceite utilizado al que se le determind
su composicién en acidos grasos por cromatografia gaseosa y se determind si tenia algiin antioxidante
sintético adicionado por HPLC. Varios componentes del extracto de ajo son los responsables de su capacidad
antioxidante, entre ellos los compuestos fendlicos. Estos se midieron por métodos espectrofotométricos.
También se estudid la cinética de formacion de hidroperdxidos durante la oxidacion de las emulsiones y
se aplicd un modelo que considera reaccion de orden 1 que ajustd satisfactoriamente los datos
experimentales.

PALABRAS CLAVE: ANTIOXIDANTES NATURALES, EXTRACTO DE AJO, OXIDACION LIPIDICA, ACEITES
Y EMULSIONES

Abstract

The aim of this work was the study of the antioxidant action of the garlic ethanolic extract in the oil
(corn oil) and its water emulsions oxidation. Oxidation tests were carried out and at different time
intervals the antioxidant activity was evaluated by the peroxide index (AOCS, 1997). Also, the oil was
characterized in its fatty acid composition by gas chromatographic and it was determined if the oil held
additional synthetic antioxidants by HPLC. Numerous components of the garlic extract are responsible of
their antioxidant capacity, the phenolic compounds are some of them. These ones were determined by
spectrophotometric methods. Furthermore, the kinetic study of the hidroperoxide formation during the
oil and its emulsions oxidation was performed. A model that considers a reaction of one order was
adjusted satisfactorily to the experimental data.
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Introduccion

El estudio de la oxidacion de los aceites comestibles
y de las emulsiones de estos aceites en agua, que
constituyen alimentos tales como mayonesas, sopas,
salsas y alifios para ensaladas, tiene como principal
objetivo evitar el desarrollo de rancidez (olores y
sabores desagradables) y la disminucion en la calidad
nutricional del producto por formacion de productos
secundarios indeseables.

La oxidacion se lleva a cabo a través de una serie de
reacciones en cadena que generan la formacion de
radicales libres y pueden tener lugar durante el
almacenamiento, la coccion o el procesado. Estas
reacciones que intervienen en la oxidacion de los
lipidos son extremadamente complejas (Chan, 1987).
Para su estudio se pueden subdividir en tres etapas,
conocidas cada una de ellas como: iniciacion,
propagacion y terminacion. Por la accion del calor, la
luz o la presencia de cationes metalicos, en la etapa
de iniciacion se produce la ruptura homolitica de la
molécula de un acido graso no saturado o su éster
dando origen a la formacion de un radical libre
alquilico, Re. En la fase de propagacion, este radical
reacciona rapidamente con el oxigeno para formar
un radical peroxi, ROQe, el cual a su vez reacciona
con otras moléculas de lipidos no saturados para
formar hidroperdxidos, ROOH y mas radicales
lipidicos,Re. Los hidroperdxidos pueden
descomponerse en otros radicales peroxi, ROQOe y
radicales alcoxi, ROe que luego daran lugar a la
generacion de nuevos radicales libres lipidicos, Re y
mas hidroperdxidos. Cabe resaltar que la
descomposicion de los hidroperdxidos puede ser
catalizada por metales presentes en el medio, M "+,
M D+ Durante la fase de terminacion se unen los
radicales libres entre si. Como la velocidad de reaccion
entre un radical alquilico y el oxigeno es muy rapida,
la mayoria de los radicales libres son radicales peroxi,
ROOe. Entonces, el principal producto obtenido en
la etapa de terminacion es el obtenido a partir de la
union de dos radicales peroxi (reaccion 10).

Etapa de iniciacion:

(1)RH > Re + He
metalicos)

(2) 2RO0OH — ROQOe +ROe +H,0

(3) ROOH + M™ — ROe + M ™)*+ OHe
(4) ROOH + M "D+ ROOe +M ™ + H*

(luz, calor, cationes

Etapa de propagacion

(5)Re+ O, — ROOs
(6) ROOe + RH —>ROOH + Re
(7)ROe + RH—ROH + Re

Etapa de terminacion
(8) Re + Re — 2R

(9)Re + ROOe — ROOR
(10)ROOe + ROOe — ROOR + O,

Uno de los métodos para controlar la oxidacion es el
agregado de sustancias antioxidantes. Estas retrasan
o inhiben la aparicién de los fendmenos de oxidacion
manteniendo intactas las caracteristicas sensoriales
y prolongando la vida util del producto. Los
antioxidantes pueden actuar de varias formas:
capturando radicales libres, descomponiendo
peroxidos o como agentes quelantes de metales.
Algunos antioxidantes pueden actuar en mas de una
forma a la vez (Moure et al, 2000).

Actualmente cada vez es mayor la preferencia por
el uso de antioxidantes naturales aunque muchos
de ellos han sido usados desde la antigiiedad.
Numerosos estudios recientes han comprobado que
varios de estos antioxidantes naturales contribuyen
también a la inhibicion de las reacciones de oxidacion
que se producen en nuestro organismo y que suelen
ser las responsables de enfermedades crdnicas entre
ellas cardiovasculares, inmunoldgicas, inflamatorias,
alérgicas, neurodegenerativas, etc. y de los procesos
de envejecimiento.

Muchos extractos de especies vegetales han
demostrado un considerable efecto de estabilizacion
de los lipidos ante las reacciones de oxidacién y sus
componentes demostraron poseer un gran potencial
comercial como fuente de nutracelticos o
ingredientes de alimentos funcionales (Shui G. y
Leong L., 2006). Antioxidantes con importante
actividad han sido encontrados en berries (Abuja et
al., 1998; Heinomen et al., 1998; Prior et al., 1998),
cerezas (Wang et al., 1999), citricos (Saleh et al.,
1998), kiwis (Dawes y Keene, 1999), olivos (Romani
et al,, 1999), chauchas de cacao (Sanbongi et al.,
1998), papas (Al-Saikhan et al., 1995; Friedman,
1997), tomates (Abushita et al, 1997), espinaca (Gil
et al.,, 1999), ajo (Auroma et al, 1997) y legumbres
(Ganthavorn y Hughes, 1997; Tsuda et al., 1994).
La mayoria de las especias como el pimenton (Markus
et al., 1999), el orégano y el jengibre (Kikuzaki y
Nakatani, 1989) asi como también el romero (Hall y
Cuppett, 1998) poseen importantes propiedades
antioxidantes. La proteccién antioxidante
proveniente de las frutas y los vegetales ha sido
atribuida a numerosos y variados compuestos que
las integran, entre ellos: vitaminas Cy E, tocoferoles,
carotenos y compuestos fendlicos (Abushita et al.,
1997).

El ajo cuyo nombre botanico es Allium sativum L. es
una de las hortalizas frescas de mayor exportacion
en la Argentina. El término allium procede de la
palabra celta all, que significa ardiente o caliente y
sativum es un término latino cuyo significado es
cultivado. Las principales regiones productoras son
Mendoza (aproximadamente 80 % de la produccion
nacional), San Juan, sur de la provincia de Buenos
Aires y el Noroeste Argentino (NOA). San Juan y
Mendoza poseen caracteristicas agroecoldgicas
oOptimas para producir y secar ajo que facilitan la
insercion del producto en el mercado de exportacion

(M. Barembaum y M. di Paola, 2006).
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Propésito

El propdsito del presente trabajo fue evaluar la
capacidad antioxidante del extracto etandlico de ajo
frente a un aceite comestible (aceite de maiz) y a
sus emulsiones en agua (al 10 % m/my al 50 % m/
m). Los resultados obtenidos se compararon con
los alcanzados utilizando un antioxidante sintético,
el 2,6-di-ter-butil-4-hidroxitolueno o vulgarmente
llamado butilhidroxitolueno (BHT), de naturaleza
lipofilica, en una concentraciéon de 0.01%.

Naturaleza hidrofilica o lipofilica de los
antioxidantes

Los antioxidantes en los sistemas lipidicos multifasicos
exhiben diferentes afinidades por las interfases aire-
aceite y aceite-agua segun la naturaleza hidrofilica o
lipofilica de los mismos (Frankel, 1994, 1996). Porter
(1980, 1983) y Porter et al. (1989) observaron que
en sistemas lipidicos donde la relacion superficie
volumen es pequefia como en el caso de los aceites
los antioxidantes hidrofilicos (polares) son mas
efectivos que los antioxidantes lipofilicos (no polares).
En contraste, estos Ultimos, en los alimentos con
altas relaciones superficie volumen como en las
emulsiones de aceite en agua resultan ser mas
efectivos. Segun Frankel, este comportamiento se
atribuye a que en los aceites los antioxidantes
hidrofilicos se orientan en la interfase aire-aceite y
protegen de la oxidacion mejor que uno de
naturaleza lipofilica que tiende a permanecer en el
aceite. En el caso de las emulsiones de aceite en
agua los antioxidantes lipofilicos son suficientemente
tensioactivos para orientarse hacia la interfase aceite-
agua y proteger al aceite emulsionado de su oxidacion
mejor que un antioxidante hidrofilico que se disolveria
en la fase acuosa y estaria lo suficientemente diluido
para no proteger eficazmente el aceite emulsionado.
En la Figura 1 se esquematiza este fenémeno
conocido como paradoja polar.

L] =
g . @ &
Agua
: Antioxidante Hidrofilico
. Antioxidante Lipofilico
(a)

Aceite

(b)
Figura 1. Fendmeno interfasial que explica la
accion de los antioxidantes en sistemas lipidicos
segun su naturaleza hidrofilica o lipofilica a)
emulsion aceite en agua b) aceite.

Materiales y métodos

Determinacion de acidos grasos del aceite
original

Se realizé la hidrdlisis de los triglicéridos del aceite, y
luego la metilacion para finalizar con la extraccion y
el purificado segin Norma IRAM 5652.

Los ésteres metilicos asi obtenidos se analizaron en
un cromatografo de gases marca Shimadzu con
detector FID.

Determinacion de antioxidantes en el aceite
original empleado en los ensayos de oxidacién

Se analizo si el aceite original poseia antioxidantes
sintéticos adicionados. Se llevé a cabo el analisis por
HPLC (marca Hewlett Packard 1050) segun AOCS
Official Method Ce 6-86 empleando una columna
LiChrosorb RP-18 y un detector de arreglo de
diodos a una longitud de onda de 280 nm.

Preparacion del extracto: El ajo molido se tamizo
hasta alcanzar un didmetro de particula inferior a
400 im. y posteriormente se secd en estufa a 55
°C. El solvente de extraccion fue etanol al 96°. El
extracto de ajo se prepard en una concentracion
inicial de 25% m/m, luego se llevé a cabo un
almacenamiento en condiciones de agitacién
intermitente a una temperatura de 45° C durante
una semana. Finalmente, se procedio a la filtracién y
concentracion de la solucién con una bomba de
vacio, a temperatura ambiente, hasta alcanzar una
concentracion tres veces superior.

Preparacién de las emulsiones: El agente
emulsionante fue Tween 20, un monoéster de
polioxietilensorbitano. Se prepararon dos emulsiones
de aceite en agua, una al 10 % m/m vy la otra al
50% m/m.

Ensayos de oxidacion

Al aceite de maiz y a las emulsiones (10 % y 50%
m/m) se agregd el extracto de ajo en una
concentracion 20 % m/m. Asimismo, se analizaron
muestras control sin la adicién de antioxidante y
muestras  conteniendo el antioxidante
sintético, butilhidroxitolueno (BHT) en una
concentracion de 0.01 %, con fines comparativos.
Cabe resaltar que la concentracion maxima permitida
de BHT en alimentos es de 0,0075 % por el CODEX
STAN 19-1981, rev.2-1999, por ello la concentracion
utilizada. En cuanto a la concentracion del extracto
de ajo no se encuentran restricciones hasta el
momento, si bien las altas concentraciones podrian
otorgar un aroma muy intenso al sustrato a proteger.

Las muestras fueron almacenadas en frascos color
caramelo en condiciones estaticas en estufa a una
temperatura de 60 £ 0.5°C y a distintos intervalos
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de tiempo se evalud su grado de oxidacion mediante
la determinacion del indice de peroxido, segiin AOCS
(1997). Los analisis se llevaron a cabo por duplicado
y los resultados obtenidos corresponden al promedio
de las determinaciones.

Determinacion de compuestos fendlicos
totales

Se tomd una alicuota de extracto de 20il y se
adicion6 agua destilada hasta alcanzar 1 ml. Luego,
0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau se adiciond a
los tubos y se agitaron. A continuacion se agregd
carbonato de sodio (Na,CO,) y los tubos fueron
agitados nuevamente. Después de ser incubados a
temperatura ambiente durante 35 min, los tubos
fueron centrifugados y se midi la absorbancia contra
un blanco a 725 nm utilizando un espectrofotémetro
marca Metrolab. Los resultados se informaron con
base al equivalente de fenol por gramo de muestra.
Tratamiento estadistico de los datos
experimentales

Mediante ANOVA se analizd si existian diferencias
significativas entre los distintos tratamientos a que
fueron sometidos el aceite y sus emulsiones
consistentes en: adicion de antioxidante natural,
extracto de ajo; antioxidante sintético, BHT o sin
agregado de antioxidantes. Se utilizaron niveles de
significacion del 0.05 y del 0,01

Resultados y Discusion
Caracterizacion del aceite de maiz
Los resultados obtenidos al analizar la composicion

de los acidos grasos en el aceite de maiz por
cromatografia gaseosa se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion porcentual en acidos
grasos del aceite de maiz.

Acido Palmitico 10.5
Acido Estearico 2.5

Acido Oleico 32.5
Acido Linoleico 52.0
Acido Linolénico 1.0
Acido Araquidico 0.5

El analisis por HPLC realizado al aceite original
comprobd la ausencia de antioxidantes sintéticos
agregados al mismo.

Ensayos de oxidacion
En los ensayos de oxidacion del aceite de maiz, el

extracto de ajo demostrd poseer una capacidad
antioxidante significativamente superior que el BHT

en las concentraciones analizadas. Estos resultados
se aprecian en la Figura 2. Varios constituyentes del
ajo actuan como antioxidantes, entre ellos algunos
compuestos sulfurados y compuestos fendlicos. El
contenido de estos Ultimos en el extracto fue de
3099 ppm. Al comparar este resultado con el
obtenido en otros extractos vegetales podemos
afirmar que se trata de un valor muy significativo

2

—4— Contml

—=— Fxtracio de ajo

Indie deperixido (mey O 2/kz)
=% 58 g2 BEE &

tienpo de almare namiendio (dias)
Figura 2. Indice de peroxido (miliequivalentes
de oxigeno por kg de muestra, meq O,/kg) del
aceite de maiz, muestra control sin el agregado
de antioxidantes, muestra con extracto
etandlico de ajo y muestra con BHT al 0.01 %

En la Figura 3 correspondiente a los ensayos de
oxidacién con la emulsion de aceite en agua al 10 %
m/m se puede inferir un comportamiento
aproximadamente similar ante la oxidacion de las
muestras conteniendo el antioxidante natural
(extracto de ajo) y el antioxidante sintético (BHT)
ya que ambas curvas de oxidacion se hallan
practicamente superpuestas hasta los 38 dias.
Mediante el ANOVA se pudo comprobar que las
diferencias entre tratamientos resultaron ser
significativas al nivel de significacion del 0,05 pero
no del 0,01%.
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Figura 3. Indice de peréxido (miliequivalentes
de oxigeno por kg de muestra, meq O,/kg) de
la emulsién de aceite de maiz en agua al 10 %
m/m, muestra control: emulsién sin el
agregado de antioxidantes, muestra con
extracto etandlico de ajo y muestra con BHT

al 0.01 %
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En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos
para la emulsién de aceite en agua al 50% m/m.
Aproximadamente transcurridos 30 dias de
almacenamiento, la curva correspondiente a las
muestra con extracto de ajo evidencia una capacidad
antioxidante levemente superior a la del BHT. En
este caso, las diferencias entre tratamientos fueron
significativas al nivel de significacion del 0,05 y del
0,01 %.
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Figura 4. Indice de perdxido (miliequivalentes
de oxigeno por kg de muestra, meq O,/kg) de
la emulsidon de aceite de maiz en agua al 50 %
m/m, muestra control: emulsion sin el
agregado de antioxidantes, muestra con
extracto etandlico de ajo y muestra con BHT
al 0.01 %

En la Figura 5 se comparan los datos experimentales
obtenidos con las emulsiones de aceite en agua al
10% vy al 50% vy el extracto de ajo. Hasta
aproximadamente transcurridos 34 dias las
emulsiones tanto del 10% como del 50% con
extracto de ajo se oxidan de manera similar pero
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Figura 5. Indice de peréxido (miliequivalentes
de oxigeno por kg de muestra, meq O,/kg) de
la emulsiéon de aceite de maiz en agua al 10 %6
m/m y al 50% m/m y ajuste de los datos
experimentales por los modelos de reaccion de
orden uno

luego la emulsion al 10% se oxida mas facilmente.
Este resultado se puede atribuir a que el extracto
de ajo con componentes antioxidantes en su
mayoria polares no protege de manera eficiente la
emulsién con mayor proporcion de agua tal como lo
predicho por la paradoja polar.

Se supuso un modelo de reaccién de orden uno
para la formacion de hidroperdxidos en la oxidacion
de las emulsiones. La siguiente ecuacion representa
el modelo:

JdIP
—=kIP (1)
dt

donde,
t= tiempo (dias)

k

constante de velocidad especifica (dia 1)

IP = concentracién de hidroperdxidos
(miliequivalentes de oxigeno por kg de muestra)
velocidad de formacidon de hidroperdxidos
(miliequivalentes de oxigeno/kg de muestra* dia)

Luego de integrar la ecuacidn anterior teniendo en
cuenta las condiciones iniciales resulta:

IP =TF, exp (k (t—t,0) 2)

Se considerd la relacion entre la constante de
velocidad especifica y la temperatura mediante la
ecuacion de Arrhenius:

k =k, exp (-E, /R T) (3)

donde,
t, = tiempo inicial (dia)

IP, = indice de perdxidos inicial (miliequivalentes de
oxigeno por kg de muestra)

k

, = factor preexponencial (dia *)

energia de activacion (cal/mol)

a

R = constante universal de los gases (2 cal/K mol)

T = temperatura absoluta (K)

En la Tabla 2 se pueden apreciar los valores de los
parametros cinéticos obtenidos al aplicar el
modelo.
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Tabla 2. Parametros cinéticos del modelo

Muestra K, (da ™Y &y, (calfrnol ) K (T=6019C) r?
BErulsicn al 10 % o, 3050 2000 0,562 0,999
Ernulsicn al 50 % 4,550 2000 0,0=472 0,99°0

En la Figura 5 se muestra como el modelo ajusta los
datos experimentales de las dos muestras: emulsion
de aceite en agua al 10 % y extracto de ajo y
emulsion de aceite en agua al 50 % y extracto de
ajo. El factor k ;y por lo tanto k (T=60 °C) es un
poco menor en la emulsion al 50 % indicando una
menor velocidad de formacion de perdxidos en esta
muestra ya que el extracto de ajo ejerce una accion
antioxidante mas efectiva sobre la emulsion con
mayor proporcion de aceite.

Si se compara la oxidacidn del aceite y de las
emulsiones en el tiempo (Figura 6) se evidencia
que el aceite se oxida mas rapido que las emulsiones
de aceite en agua ya que en estas Ultimas el oxigeno
debe difundir en el agua para alcanzar los glébulos
de aceite ademas de difundir en el aire que queda
en la cabeza superior del frasco. En los ensayos de
oxidacion con el aceite sdlo tenemos que considerar
esta Ultima difusion. También hay que tener en
cuenta que la difusion del oxigeno en el agua se
lleva a cabo con mas lentitud que en el aire. En
consecuencia, la velocidad global del proceso de
oxidacion en la emulsion es mas lenta que en el
aceite. Tal como Marcuse y Fredriksson, 1968 lo
habian resaltado, a baja presion de oxigeno la etapa
limitante de la oxidacion lipidica es la difusion del
oxigeno a través de la fase acuosa. Asimismo, el
que el oxigeno sea 3 veces mas soluble en aceite
que en agua contribuye a la mayor velocidad de
oxidacion del aceite

160
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Figura 6. Indice de perdxidos (miliequivalentes
de oxigeno por kg de muestra, meq O,/kg) del
aceite de maiz, de la emulsiéon de aceite de maiz
enaguaal 10 %0 m/my de laemulsiéon de aceite
de maiz en agua al 50 %0 m/m.

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se puede inferir
que el aceite de maiz se oxidé6 mas rapidamente
que sus emulsiones en agua y al analizar la oxidacion
del aceite de maiz, el extracto de ajo que posee
componentes con actividad antioxidante de
naturaleza hidrofilica como los compuestos fendlicos
y algunos compuestos sulfurados se concentran en
la superficie interfasial aire-aceite actuando como
barrera ante el oxigeno. En cambio, en las
emulsiones, los antioxidantes de naturaleza mas
lipofilica como el BHT resultan ser mas efectivos
frente a la oxidacion lipidica y esta eficiencia denota
ser superior en emulsiones con concentraciones de
aceite en agua inferiores. En este caso el
antioxidante lipofilico se sitla en la interfase aceite-
agua protegiendo los gldbulos de aceite de la
emulsion.

Ademas, tal como lo sefiala Huang et al., 1997, la
inferior efectividad de los antioxidantes hidrofilicos
en las emulsiones puede atribuirse no sélo a su
afinidad por la fase acuosa sino también a su afinidad
por las micelas del emulsionante, en este caso el
Tween 20.

Cabe resaltar que en las experiencias llevadas a cabo
se pudo comprobar el fendmeno conocido como
paradoja polar en el que un antioxidante de
naturaleza hidrofilica se comporta mejor protegiendo
un lipido y uno de naturaleza lipofilica resulta mas
efectivo para una emulsién lipido-agua.
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