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Resumen

Titulo: Efecto de la dosificacion de antioxidantes naturales sobre la estabilidad oxidativa del aceite
de palma. *
Autor: Cesar Andrés Montafiez Gonzélez, Diego Alejandro Pinzon Pérez. **

Palabras Clave: Aceite de Palma RBD, Rancimat, Estabilidad Oxidativa, Antioxidantes.

Descripcion:

El aceite de palma es utilizado ampliamente por la industria alimentaria en procesos que involucran
elevadas temperaturas y humedad. Factores que favorecen el deterioro oxidativo del aceite,
haciendo indispensable la adicién de antioxidantes sintéticos para aumentar su vida util, sin
embargo, se ha demostrado que estos pueden presentan efectos nocivos sobre la salud humana. Por
ello, usar alternativas de origen natural ha tenido interés en los ultimos afios, destacando como
opciones los extractos polifendlicos del romero y cacao, por su elevada capacidad para inhibir la
oxidacion y sus beneficios positivos para la salud.

En este estudio, se empled un sistema de oxidacion acelerada basado en el principio del método
Rancimat, que permitid determinar el tiempo de estabilidad oxidativa a diferentes concentraciones
para cada antioxidante. En el analisis comparativo se hizo necesario plantear un nuevo parametro
(DAso) que permitiera estandarizar la dosis de antioxidante (extracto o sintético) con la que se logra
aumentar en un 50% el tiempo de estabilidad oxidativo del aceite de palma, obteniéndose para los
extractos de romero y cacao valores de 20 mg/kg y 70 mg/kg respectivamente y para el antioxidante
sintético BHT 30 mg/kg. De esta forma se logré llevar a cabo la estimacién del tiempo de vida dtil
y la energia de activacion. Los resultados mostraron que a temperaturas de almacenamiento (25°C)
el extracto de romero a pesar de reportar el valor de DAsg mas bajo logré aumento el tiempo de
estabilidad oxidativa respecto a la muestra de control un 48,06% (10,69 meses) comparado con un
39,89% (10,10 meses) y un 31,44% (9,49 meses) del antioxidante sintético BHT y el extracto de
cacao respectivamente. Los valores obtenidos para la energia de activacién en el estudio cinético
de los extractos de romero y cacao fueron de 98,47 kJ/mol y 98,34 klJ/mol respectivamente y para
el antioxidante sintético BHT 95,92 kJ/mol.

*Trabajo de grado

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de Investigacion en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. Director: Arley René Villamizar Jaimes. Quimico, M.Sc. Codirector: Luis Javier Lopez
Giraldo. Ingeniero Quimico, PhD.
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Abstract
Title: Effect of the dosage of natural antioxidants on the oxidative stability of palm oil *
Author: Cesar Andrés Montafiez Gonzélez, Diego Alejandro Pinzon Pérez. **

Keywords: RBD Palm Oil, Rancimat, Oxidative Stability, Antioxidants.

Description:

Palm oil is widely used by the food industry in processes involving high temperatures and humidity.
Factors that favor the oxidative deterioration of the oil, making the addition of synthetic
antioxidants indispensable to increase its shelf life; however, it has been shown that these can have
harmful effects on human health. Therefore, the use of alternatives of natural origin has been of
interest in recent years, highlighting as options the polyphenolic extracts of rosemary and cocoa,
due to their high capacity to inhibit oxidation and their positive health benefits.

In this study, an accelerated oxidation system based on the principle of the Rancimat method was
used to determine the oxidative stability time at different concentrations for each antioxidant. In
the comparative analysis, it was necessary to propose a new parameter (DA50) to standardize the
dose of antioxidant (extract or synthetic) with which the oxidative stability time of palm oil can be
increased by 50%, obtaining values of 20 mg/kg and 70 mg/kg for the rosemary and cocoa extracts,
respectively, and 30 mg/kg for the synthetic antioxidant BHT. In this way, it was possible to
estimate the shelf life and activation energy. The results showed that at storage temperatures (25°C)
the rosemary extract, despite reporting the lowest DA50 value, increased the oxidative stability
time with respect to the control sample by 48.06% (10.69 months) compared to 39.89% (10.10
months) and 31.44% (9.49 months) for the synthetic antioxidant BHT and the cocoa extract,
respectively. The values obtained for the activation energy in the kinetic study for rosemary and
cocoa extracts were 98.47 kJ/mol and 98.34 kJ/mol respectively and for the synthetic antioxidant
BHT 95.92 kJ/mol.

*Bachelor thesis.

** Physicochemical Engineering Faculty. Chemical Engineering School. Research Center in Food Science and
Technology. Director: Arley René Villamizar Jaimes. Chemical, M.Sc. Codirector: Luis Javier Lopez Giraldo.
Chemical Engineer,
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Introduccion

El aceite de palma se usa ampliamente en la industria alimentaria (Pillai et al., 2016) y es
uno de los productos de mayor crecimiento en Colombia, tanto asi que, en el ranking mundial de
produccion de aceite de palma, ocupa el cuarto puesto, y el primero en Latinoamérica (Ministerio
de agricultura, 2019). Su contenido de &cidos grasos saturados e insaturados proporcionan una
estabilidad a temperaturas elevadas y reducen la incidencia de diversas enfermedades provocadas
por el estrés oxidativo (Guo et al., 2016). En todo el mundo, el 90 % del aceite de palma se utiliza
con fines comestibles, principalmente en procesos de fritura, mientras que el 10% restante se
emplea en las industrias jabonera y oleoquimica (Mba et al., 2015).

A nivel industrial, el deterioro del aceite por su uso prolongado a elevadas temperaturas y
humedad hace costosa la operacidn, pues, una vez el aceite alcance las condiciones de rancidez por
las reacciones de peroxidacion lipidica deberd ser reemplazado (L. E. Zapata, 2004). Para prolongar
la vida util y mantener la calidad del aceite, es importante preservar la estabilidad oxidativa. Una
posibilidad de frenar el dafio oxidativo es adicionar antioxidantes, sin embargo, los antioxidantes
sintéticos utilizados en los aceites vegetales, como el hidroxianisol butilado (BHA) o el
hidroxitolueno butilado (BHT), pueden llegar a tener un efecto nocivo y téxico para la salud
humana o no ser totalmente biodegradables (Kreivaitis et al., 2011). Ademas, teniendo en cuenta
la creciente atencién de los consumidores con respecto a la composicion de los alimentos, y la
cantidad limitada de antioxidantes permitida a los fabricantes para controlar la rancidez oxidativa,
gue normalmente se encuentra entre 100 mg/kg y 200 mg/kg para el caso de los sintéticos, (Herrero
et al., 2010; Lara et al., 2011; Jiménez Santana, 2010); ha aumentado el interés en el hallazgo de
nuevas fuentes de antioxidantes eficientes de origen natural (Acosta et al., 2015; Amarowicz &
Pegg, 2019).

Los antioxidantes naturales provienen de plantas con alto contenido en sustancias fitoquimicas
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capaces de ralentizar la lipoxidacion (Guo et al., 2016). Los extractos polifendlicos de romero han
tenido un amplio estudio en cuanto a su influencia para el mejoramiento de la estabilidad oxidativa
en diversas matrices lipidicas como el aceite de oliva, girasol, palmay sésamo (Gamel & Kiritsakis,
1999; Guo et al., 2016; Villanueva Lopez et al., 2013). De igual forma los antioxidantes naturales
provenientes del grano de cacao presentan estudios similares en aceites de Sacha inchi y palma.
(Marleiby Parra Mecon & Laudith Pava Romero, 2020; Misnawi et al., 2014). No obstante, estas
investigaciones no indagan en el efecto de la dosificacion de estos antioxidantes naturales sobre las
matrices lipidicas de forma detallada, careciendo asi de tendencias o bases mateméticas que
permitan generar ideas referentes al mecanismo de accion de los antioxidantes para racionalizar su
comportamiento.

La determinacion de la estabilidad oxidativa en aceites se puede llevar a cabo mediante varios
métodos, entre ellos los que involucran la medicion en tiempo real de parametros ligados a la
rancidez de los aceites o grasa, como el indice de perdxidos o el indice de acidez (Manzocco et al.,
2016). Sin embargo, estas pruebas solo brindan informacion sobre el estado actual del producto,
sin proporcionar informacion referente al tiempo de vida Util restante, en contraste con las pruebas
de oxidacion aceleradas que poseen la capacidad de estimar el tiempo donde ocurre el deterioro de
los productos lipidicos (Lithi, 2020). El método Rancimat ha sido desarrollado como una variante
automatizada del extremadamente costoso método AOM (active oxygen method) para la

determinacion del tiempo de induccion de grasas y aceites (Metrohm, 2001).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Determinar el efecto de la dosificacion de extractos polifendlicos de romero y cacao sobre

la estabilidad oxidativa del aceite de palma.

1.2 Objetivos Especificos
Elaborar un sistema que permita la evaluacion de la actividad oxidativa del aceite de palma
basado en el principio de funcionamiento del método Rancimat.
Determinar la concentracion optima a la cual los antioxidantes naturales inhiben el proceso
de oxidacion del aceite de palma
Comparar la efectividad de extractos antioxidantes naturales frente a uno sintético

comercial (BHT), sobre la estabilidad oxidativa del aceite de palma
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2 Marco conceptual

2.1 Aceite de Palma

El aceite de palma es derivado del mesocarpio del fruto de la palma aceitera (Elaeis
guineensis), cultivo arbéreo monocotileddnea perenne que posee un ciclo de vida econémico de 25
afios aproximadamente (Rincon Sandra Milena & Martinez Daniel Mauricio, 2009). El aceite de
palma crudo (APC) esta constituido en menor medida por carotenos que le proporcionan su
caracteristico color rojizo, y otros componentes en pequefias proporciones, como los tocoferoles,
tocotrienoles, esteroles, fosfolipidos e hidrocarbonos triterpénicos y alifaticos. Entre estos
componentes menores, los carotenoides, los tocoferoles y los tocotrienoles son los mas
importantes. Juntos, contribuyen a la estabilidad y a las propiedades nutricionales del aceite de
palma (Prasanth Kumar & Gopala Krishna, 2014). La naturaleza semisélida del APC a temperatura
ambiente (25- 30°C) se debe a la presencia de un amplio espectro de triacilgliceroles, que
comprende triacilgliceroles saturados y triacilgliceroles con uno, dos, tres, cuatro 0 mas dobles
enlaces (Gee, 2007).

La mayoria de los productos de aceite de palma que se encuentran en el mercado se
presentan en formas refinadas, blanqueadas y desodorizadas (RBD) (Cenipalma, 2013). La
refinacion es necesaria para remover las impurezas y los contaminantes que afectan la calidad de
los productos finales. Sin embargo, es importante que el proceso de refinacidn retenga la mayor
cantidad posible de antioxidantes naturales (tocoferoles y tocotrienoles) con el fin de mantener la
estabilidad del aceite (Gibon et al., 2007).

En la refineria de aceite de palma, el APC se trata con acido ortofosforico para acondicionar
las gomas, con tierra de blanqueo para blanquearlo y luego se filtra para eliminar las gomas y las

impurezas adsorbidas. A continuacién, el aceite blanqueado se desacidifica y desodoriza a 250-265
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°C al vacio (<5 mmHg) con despojo de vapor. Obteniendo como producto el aceite de palma RBD
(Gee, 2007).

Al igual que otros aceites y grasas, los principales componentes del aceite de palma son los
triacilgliceroles. Todos los acidos grasos insaturados de los triacilgliceroles del aceite de palma
tienen una configuracion cis (Prasanth Kumar & Gopala Krishna, 2014). La Tabla 1 resume la
composicion de &cidos grasos en el aceite de palma crudo y RBD.

Tabla 1.

Composicién de &cidos grasos del APC y Aceite de palma RBD.

Composicion de &cidos grasos (%)

Acidos grasos APC Aceite de palma RBD
Saturados
Miristico 0.93 0.92
Palmitico 45.48 46.30
Estearico 3.49 3.52
Total 4991 50.74
Insaturados
Oleico 40.17 39.58
Linoleico 9.92 9.68
Total 50.09 49.26

Nota. Adaptado de (Che Man et al., 1999)

2.2 Oxidacioén lipidica en aceites vegetales.

La oxidacidn de los aceites son una serie de reacciones quimicas indeseable que involucran
oxigeno, y eventualmente producen ranciedad, olores, sabores desagradables y pérdida de calidad
nutricional (Matt Miller, 2018), a esto también se le conoce como deterioro oxidativo lipidico por
la formacion de compuestos perdxidos generados por los acidos grasos poliinsaturados presentes
en el aceite (Juarez, 2007).

Entre los factores que tienen una mayor incidencia en el deterioro oxidativo del aceite de



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE PALMA 16

palma se pueden mencionar (Delgado, 2003):

e El sobrecalentamiento en presencia de oxigeno.

e Exposicion directa a la luz solar.

e Lahumedad.

e Un alto contenido de clorofila proveniente de frutos inmaduros o la contaminacion con

otro material.

La oxidacion lipidica es un proceso de reaccion en cadena que en su mayor parte se da por
medio de los radicales libres, seccionandose por etapas (Talbot, 2016)

En la etapa de iniciacién (Ec. 1y 2) se produce el ataque de la especie radicalaria que es lo
suficientemente reactiva para abstraer un radical hidrégeno de un grupo metileno de la cadena
alquilica, formando asi radicales lipidicos de los correspondientes &cidos grasos (A. Zapata, 2013),
estos pueden reaccionar con oxigeno molecular originando radicales peroxidos ROO®, conocidos
como compuestos primarios de oxidacion (Talbot, 2016)

RH—-R+H Ec. 1.

R+ 0, > ROO" Ec. 2.

Como segunda etapa se encuentra la propagacion (Ec. 3), en esta fase los radicales
peréxidos (ROO") pueden abstraer hidrégeno de otras moléculas de lipidos vecinos para formar
hidroperdxidos (ROOH) y un nuevo radical de acido graso (R"), que a su turno, también reacciona
con oxigeno molecular y da origen a un nuevo radical peroxido (ROQ") para continuar la reaccion

en cadena. (A. Zapata, 2013).

ROO + RH - ROOH + R° Ec. 3.

La etapa de finalizacion (Ec. 4,5 y 6) se da con la reaccion de radicales libres entre si,

formando productos no radicales o reacciones que eviten la fase de propagacion. (Lazaro Vela,
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2018).

Los hidroperéxidos (ROOH) formados en el proceso de oxidacion en presencia de iones o
complejos de metales de transicion, originan los radicales alcoxis, estos radicales pueden abstraer
una molécula de hidrégeno de otras moléculas para formar derivados hidroxilados, de igual forma
pueden perder hidrégeno para formar cetonas, o pueden sufrir una ruptura en posicion (beta) y asi

formar aldehidos (Talbot, 2016).

ROO® + ROO* —» [ROO — ROO] - 0, + no radicales Ec. 4.

RO® + R* —» ROR Ec. 5.

R*+R°>R—-R Ec. 6.

2.3 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias empleadas de forma tal que ayudan a prolongar la vida
atil de los alimentos. En aceites y grasas, los antioxidantes retrasan los cambios ocasionados por la
oxidacion lipidica, siendo capaces de adherirse a los radicales libres generando distintos productos
gue son menos perjudiciales que los perdxidos, considerados compuestos primarios de oxidacion.

(Pacheco Tigsilema & Gonzélez Villalva, 2013).

2.3.1 Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son mono o dihidrofenoles que reaccionan con un radical
peroxilo originando un radical fenoxi, el cual es estable debido a una amplia deslocalizacion de un
electron impar en el sistema aromatico. Los antioxidantes sintéticos mas empleados en la industria
de alimentos se pueden observar en la figura 1. Estos son compuestos sélidos y se emplean en

soluciones de propilenglicol, monoacilgliceroles o aceites vegetales (Rojas, 2016).
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Figura 1.

Estructura de antioxidantes sintéticos.

~

Q
2-tent=-Butyl-d-hydroxyanisole

Bt 1 } L ;
(BHA) 2,6-hisl 1, 1-dimethylethyll-d-methylphenal

(BHT)

OH

HO oH

O\\//‘\\
HOY HO

0
Propy] 3.4 S-trihydroxybenzoate 2-{ 1. 1-Dimethylethyl}-1.4-benzenediol }
(PG {TBHQ)

Nota. Tomado de (Rojas, 2016.)

El BHT o butilhidroxitolueno (SIN 321) es un antioxidante sintético procedente de la
industria petrolera, es liposoluble y utilizado en productos alimenticios como grasas comestibles,
cereales y productos de confiteria, también se encuentra en la fabricacion de lubricantes de origen
vegetal. Segun el Codex Alimentarius la dosis maxima de aplicacion es de 200 mg/kg y si va

mezclado con TBHQ. BHA o galatos su dosis maxima es de 100 mg/ kg (Jiménez Santana, 2010).

2.3.2 Antioxidantes Naturales

Los compuestos polifendlicos naturales como los flavonoides, acidos fendlicos, lignanos,
estilbenos y taninos que estdn presentes en las plantas son los responsables de la actividad
antioxidante, lo que los hace aplicables como alternativas a los aditivos sintéticos (Amarowicz &
Pegg, 2019; Guo et al., 2016). Los antioxidantes se pueden clasificar como "antioxidantes

primarios" o “antioxidantes secundarios” (Craft et al., 2012). Los primarios inhiben activamente
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las reacciones de oxidacion segin dos mecanismos: trasferencia de atomos de hidrégeno o
trasferencia de un solo electrén; mientras que los antioxidantes secundarios actian de forma
indirecta; por ejemplo, reaccionan con prooxidantes o son capaces de capturar oxigeno

(Amarowicz & Pegg, 2019).

2.3.2.1 Extractos Naturales Antioxidantes del Romero.

El extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) ha ganado considerable atencion como
especie con uno de los potenciales antioxidantes méas poderosos (Chen et al., 2014; Zhang et al.,
2010) y con una fuerte predisposicion para su uso a nivel industrial (Chammem et al., 2015). Las
propiedades antioxidantes del extracto de romero se le atribuyen principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos diterpénicos, como el acido rosmarinico, &cido carndésico, el carnosol, el
rosmanol, la rosmariquinona y el rosmaridifenol (Alizadeh et al., 2016) que rompen las reacciones
en cadena de los radicales libres mediante la donacién de atomos de hidrégeno y la quelacién de
iones metalicos (Erkan et al., 2008). Los componentes polifendlicos del extracto de romero

alcanzan cerca de 166,82 mg/g de extracto acuoso (Ribeiro et al., 2016).

2.3.2.2 Extractos Naturales Antioxidantes de Cacao

Los extractos de cacao son apreciados en la industria alimentaria por su actividad
antioxidante al inhabilitar o retrasar el dafio en las matrices lipidicas (Oracz & Zyzelewicz, 2020),
aumentando asi la resistencia al estrés oxidativo (Andujar et al., 2012). Los compuestos que
proporcionan tales cualidades a los extractos de cacao son los flavonoides, en su mayoria,
catequinas, proantocianinas, y antocianinas (Urbanska & Kowalska, 2019). Su principio de
funcionamiento es principalmente el atrapar radicales libres y quelar metales, impidiendo las

reacciones catalizadoras de los radicales libres (Gulcin, 2020).
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2.4 Estabilidad Oxidativa
La estabilidad oxidativa de los aceites hace referencia a la resistencia de los lipidos a la
oxidacion, expresado como el tiempo que tarda el aceite en alcanzar su punto critico de
degradacion. Es un pardmetro que indica el comportamiento de los lipidos en el tiempo segln
condiciones de almacenamiento, temperatura y presencia de metales (Piedrahita, 2015).

La determinacion de la estabilidad oxidativa se puede realizar por diferentes tipos de analisis,
ya sea por el seguimiento en el tiempo de compuestos relacionados con la oxidacién primaria como
el indice de peroxidos o acidez, la cuantificacion de compuestos volatiles productos de la oxidacion
por GC-SPME (Toro-Uribe et al., 2018); o por pruebas aceleradas con el fin de predecir como se

comporta el aceite bajo condiciones extremas de almacenamiento.

2.4.1. Método Rancimat

El método Rancimat cuantifica el tiempo de estabilidad oxidativa de aceites y grasas en
condiciones aceleradas (Gilbert;2015). EI método se basa en la determinacion conductimétrica de
los productos generados (&cidos grasos volatiles de cadena corta) por la degradacion del aceite al
exponerlo a altas temperaturas y un flujo constante de aire (Sahin,2019), de esta manera permite
estimar el tiempo de induccion o tiempo de estabilidad oxidativa, siendo este el momento a partir
del cual la muestra ha superado el periodo de estabilidad, indicando una pérdida de calidad y vida
atil. (Paucar, 2013).

El principio de funcionamiento consiste en mantener una muestra a temperatura constante en
un recipiente de reaccion cerrado haciendo pasar un flujo continuo de aire (ver figura 2). Los
perdxidos se forman como productos de oxidacion primarios a través de la oxidacion de los acidos

grasos en la muestra. Tiempo después, los acidos grasos se destruyen por completo y se forman
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acidos orgéanicos de bajo peso molecular (especialmente acido férmico y &cido acético) como
productos secundarios de oxidacion (Luthi, 2020b), estos &cidos volatiles son arrastrados por la
corriente de aire a un recipiente con agua destilada donde se absorben, incrementando la
conductividad (ver figura 3).

Figura 2.

Sistema de medicién método Rancimat

Aire - Reciplente de
= ‘ medicion
m . Celula registradora
"1 de la conductividad

_ Solucion de
| medicion

Recipients de
reaccion

Muestra

Blogue calefactor

Nota. Tomado de (Luthi, 2020b)
Figura 3.
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2.5 Parametros estandarizados con un 50 %

Existen pardmetros en diversas areas del conocimiento que establecen la normalizacion de
algunas variables o estimaciones con una relacion estrecha al 50% de su valor; esto se hace con el
fin de permitir analisis comparativos con otros autores o establecer referencias matematicas
asimilables. Algunos ejemplos son; el 1Cso, usado en la industria farmacologica como pardmetro
que inhibe un proceso bioldgico concreto en un 50 % (Rodriguez Aguirre et al., 2015), o en pruebas
de DPPH para estudios dosis-repuesta de antioxidantes en aceites, donde se busca el valor que
logre reducir el porcentaje de captacion o atrapamiento del radical a un 50% (Marleiby Parra Mec6n
& Laudith Pava Romero, 2020). El CEsg es la concentracion efectiva que afecta en un 50 % los
organismos de ensayo presentes en el suelo o sedimentos (castro, 2009). El DLso es conocido como
la dosis Unica de una sustancia que causa la muerte a la mitad de un grupo de organismos en un
tiempo determinado y el DEsg es la dosis que produce el efecto deseado de algin farmaco al 50 %
de la poblacidn estudiada (Bastidas et al., 2016). Por lo tanto, en este trabajo se propondré el valor
DAso como la dosis 0 concentracion de antioxidante (natural o sintético) que debe usarse para

aumentar en un 50% el tiempo de estabilidad oxidativa del aceite que se esta evaluando.
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Tabla 2.

Matriz de estado del arte

3 Estado del arte

Eje tematico

Autores y afio

Titulo

Aporte cientifico

Teoria Base

Talbot, G. (2016).

The Stability and Shelf
Life of Fats and Oils

Recopilacion y explicacion de conceptos
tedricos relacionados a los mecanismos de
oxidacion e hidrdlisis, factores que influyen
en la estabilidad oxidativa de aceites o
grasas y métodos empleados para la
evaluacion de vida util a compuestos de
base lipidica; como los enfocados en la
medicién del estado oxidativo (PV, AV y
Totox) y los disefiados para la medicion de
los periodos de induccién (Rancimat y
0Osl).

S. K. Mishra, P.
D. Belur, and R.
lyyaswami, 2021

Use of antioxidants for
enhancing oxidative
stability of bulk edible
oils: a review,

Revision bibliografica de la eficiencia del
uso de antioxidantes alternativos, tales
como, los tocoferoles, carotenoides, acido
ascorbico, compuestos de lignanos,
flavonoides, polifenoles y acidos fenolicos;
en contraste con los comerciales para
mejorar la estabilidad oxidativa de los
aceites comestibles.

Gulcin, 1. (2020).

Antioxidants and
antioxidant methods: an
updated overview

Revision  conceptual relacionada al
planteamiento de las diferentes tipologias
(Quimicamente hablando) de antioxidantes
y la explicacion de sus mecanismos de
accién. De igual forma proporciona gran
diversidad de métodos bioanaliticos para la
determinacion de la capacidad antioxidante.

Estabilidad
oxidativa del
aceite vegetal y
Antioxidantes
naturales

ALMEIDA, DT
de, VIANA, TV,
COSTA, MM,
SILVA, C. De S.,
& FEITOSA, S.
(2018).

Effects of different
storage conditions on the
oxidative stability of
crude and refined palm
oil, olein and stearin
(Elaeis guineensis)

Estudio Basado en la comparacion de
diferentes condiciones de almacenamiento
para los aceites de palma crudo (CPO),
palma refinado (RPO), oleina de palma
refinada (RPOL) y estearina de palma
refinada (RPS), estimando el tiempo de vida
atil - mediante el método Rancimat,
Obteniendo como resultado que de 20 a
25°C con ausencia de luz, representan la
mejor condicion de almacenamiento,
reportando asi un tiempo de estabilidad
oxidativa para los aceites de 6,9,9 y 12
meses respectivamente.

Focke, W. W.,
Westhuizen, |. van
der, &
Oosthuysen, X.
(2016).

Biodiesel oxidative
stability from Rancimat
data

Propone un nuevo método automatizado
utilizando software, que permite la
evaluacién global del tiempo de induccion,
a partir de los parametros de ajuste a la
curva respuesta obtenida en el método
Rancimat. Siendo una opcién para
remplazar los métodos manuales descritos
en lanorma EN 14112.




ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE PALMA

Farhoosh, R.,
Niazmand, R.,
Rezaei, M., &

Sarabi, M. (2008).

Kinetic parameter
determination of
vegetable oil oxidation
under Rancimat test
conditions

Investigacion basada en la recopilacién de
datos cinéticos para estimar el tiempo de
vida util y parametros termodinamicos (AH
y AS) de cinco aceites vegetales a cuatro
temperaturas (373, 383, 393 y 403 K)
empleando el método Rancimat. Los
valores de la energia de activacion oscilaron
entre 86,86 y 92,42 kJ/mol, los delta de
entalpias reportaron valores entre 83,64 y
89,20 kJ/mol, y las entropias entre -116,66
a -104,35 J/mol K. estos resultados fueron
mayores en los aceites altamente
insaturados reflejando una oxidacion a un
ritmo més lento.

ALMEIDA-
ORIA, R.F.
D'Arce, Marisa.
(2000)

Antioxidant activity of
rosemary and oregano
ethanol extracts in
soybean oil under
thermal oxidation

Comparacién entre los antioxidantes
sintéticos (BHT, BHA, TBHQ) vy los
extractos etandlicas de romero a
concentraciones de 500 y 1000 mg/kg en
pruebas aceleradas, dando como resultado
que el mejor antioxidante fue el TBHQ a
200 mg/ kg, sin embargo, se considera que
los extractos de romero pueden ser una
alternativa para la conservacién de los
aceites.

J. K. Pefialoza, B.
A. Rojano, and A.

M. Piedrahita
2017.

Selection and role of a
mix rosemary palmitate
ascorbyl as antioxidant in
a frying process.

Estudio que demuestra el efecto protector
del extracto de romero a una concentracion
de 2000 ppm (concentraciéon optima
seleccionada entre 1000 ppm, 1500 ppm y
2000 ppm empleando el método AOM)
contra los fendmenos de peroxidacion
lipidica, inhibiendo en un 30 % la
concentracion de hidroperdxido y en un
60% los compuestos polares totales

Damanik, M.y
Murkovic, M.
(2018)

The stability of palm oils
during heating in a
Rancimat

El aceite de palma crudo y refinado
presentan un alto contenido en vitamina E 'y
a-carotenos comparados con otros aceites
vegetales, que le aportan estabilidad
oxidativa, ayudando a mantener la calidad
del aceite. En esta investigacion el aceite se
sometié a una temperatura de 120 °C,
presentando una disminuciéon de los a-
carotenos de 2,34 mg/g a 0,33 mg/g en 7,5
horas, y la vitamina E a 0,49 mg/g en 11
horas.

Misnawi, Teguh,

W., Susijahadi,

Eka, N. y Noor,
AF (2014).

The utilization of cocoa
polyphenol extract to
improve the shelf life of
bulk frying oil used in
open and deep frying

Estudio sobre el efecto del polifenol
extraido del grano de cacao sin fermentar
para extender la vida util y la reutilizacién
del aceite para freir a granel como sustituto
de los antioxidantes sintéticos BHA, BHT,
TBHQ. Obteniéndose que los extractos de
polifenoles al 0,04% podria prolongar el
uso del aceite hasta ocho veces cuando se
utiliza en fritura abierta.
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4 Metodologia
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La metodologia esquematizada en la figura 4 plantea sistematicamente el desarrollo del

presente estudio. Para el cual las abreviaturas C, R, B corresponden al antioxidante empleado

(Cacao, Romero y BHT) y la numeracion adherida hace referencia a la concentracion de este en

ma/kg.

Figura 4

Diagrama de flujo de la metodologia.
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4.1 Caracterizacion de Aceite de Palma

Al aceite de palma RBD suministrado por la empresa AAK ubicada Villavicencio-Meta, se le
efectuaron analisis para la determinacién de indice de perdxidos (IP) y acidez (AGL), segln las
normas técnicas colombianas establecidas para aceite NTC 236:2011 y NTC 218:2011
respectivamente. De igual forma se determind el contenido de vitamina E segln la norma BS 684-
2.20:1977. Los ensayos se realizaron por duplicado y los resultados se expresaron en valor
promedio.

4.2 Extraccién de Polifenoles de Romero y Cacao

Las hojas de romero se cortaron y secaron a 70°C; seguido de una reduccion de tamafio
mediante molienda fria (20°C) asegurando una dimensidn de particula <180 pm (malla 80); con el
material seco y pasante del tamiz N°80 se procedi0 a realizar una extraccién sélido-liquido con una
solucidn etanol: agua 50% v/v y relacién soluto: solvente 1/120 p/v en bafio ultrasénico. La muestra
se filtro para; finalmente, ser concentrada por roto-evaporacion y liofilizada obteniendo el polvo
polifendlico. (Pico-Hernandez et al., 2020)

Para la extraccion de los polifenoles del grano de cacao, este fue lavado, despulpado y cortado.
Los granos se secaron a 50°C y fueron molidos hasta obtener la harina de cacao. En la extraccion
de polifenoles se empled una solucidn etandlica al 80% v:v, con una relacion grano: solvente 1/60
p/v. Finalmente se recupero la fase contintia empleando filtracién al vacio, se concentrd y liofiliz6
(Godoy, 2015; Marleiby Parra Mecéon & Laudith Pava Romero, 2020).

4.3 Dosificacion de Polifenoles

Para la dosificacion de los extractos polifendlicos de romero y cacao, se peso la cantidad
necesaria de cada uno para alcanzar una concentracion de 2000 mg de extracto/kg de aceite. El

aceite dosificado se sometié a ultrasonido y agitacion en plancha de calentamiento durante 20
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minutos a 60° C para cada etapa. Finalmente, el aceite fue filtrado por accion de la gravedad a
través de papel filtro N°8 y almacenado en atmosfera de nitrogeno a -20°C. A partir de estas
soluciones se prepararon las diferentes concentraciones empleadas en el estudio: C1500, C1000,

C800, C500, C200; R1500, R1000, R800, R500, R200.

4.3.1 Polifenoles Totales

Se pesaron 10 g de aceite filtrado y se disolvieron en 50 ml de hexano. En un embudo
decantador se realizé la extraccién liquido-liquido por contacto repetido utilizando tres volimenes
de 20 ml de una solucion metanol: agua 60% v/v. En cada contacto se agitd la mezcla
vigorosamente durante 2 minutos (Antonia, 2013).

En un matraz aforado de 50 ml se adicionaron 5 ml del extracto metandlico, 35 ml de agua
destilada y 2,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteau 1/10 p/v, se agitd y se dejo reposar 3 minutos;
posteriormente, se adicionaron 5 ml de una disolucion de carbonato de sodio al 7,5% p/v. Se aford
y agitd nuevamente para homogenizar. Luego de 60 min en reposo a completa oscuridad, se midié
la absorbancia de la disolucion a 725 nm usando espectrofotometro (MULTISKAN GO
ThermoScientific), empleando como blanco una disolucion preparada de forma idéntica sin adicion
de polifenoles. Las muestras fueron analizadas por duplicado y su cuantificacion se realiz6 con
base en una curva patrén, trazada siguiendo la misma metodologia descrita, sustituyendo el extracto
polifendlico por disoluciones de acido cafeico (AC) de concentraciones conocidas. Se utiliz6 AC
porqgue los polifenoles presentes en los extractos de romero (principalmente &cido rosmarinico) son
derivados del acido cinamico al igual que el acido cafeico (Gulcin, 2020). Los resultados se
reportan, por tanto, en mg de acido cafeico por kg de aceite (Antonia, 2013; Marleiby Parra Mecon

& Laudith Pava Romero, 2020).
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4.4 Sistema de Oxidacion a Condiciones Aceleradas

4.4.1 Desarrollo del Sistema de Oxidacion

El sistema de oxidacion se estructurd basado en el principio de funcionamiento del método
Rancimat, donde la muestra lipidica fue sometida a altas temperaturas con un flujo constante de
aire (Sahin,2019). EI montaje del sistema, ver figura 5, se realiz6 empleando un compresor de aire
(Surpass Air -500); un filtro de silice para reducir la humedad atmosférica, evitando una oxidacion
lipidica sin control (Delgado, 2003); un frasco Schott de 100 ml (borosilicato) graduado con tapa
resistente a altas temperaturas como reactor; una plancha de calentamiento con agitacion (WiseStir
MSH-20D) como sistema de calefaccion; una trampa de aceite para evitar el paso de muestra por
los ductos; un segundo frasco Schott de 100 ml (borosilicato) donde se dispuso agua destilada con
baja conductividad inicial; un sensor de conductividad (TDS Meter V 1.0) que permite la
interpretacion de sefiales eléctricas a analogas y un Arduino (Uno Rev3) como transductor de dicha
sefial analoga dada por el sensor a una digital interpretada en el software Matlab R2021b.

Figura 5.

Sistema de oxidacioén.
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4.4.2 Ensayos de Oxidacion Térmica

Para los ensayos en el sistema de oxidacion se emplearon 10 gramos de muestra (Villanueva
Lopez et al., 2013) con agitacion continua de 80 RPM, un flujo de aire constante, limpio y seco de
20 I/min y 50 ml de agua destilada con conductividad inferior a 10 uS/cm para la absorcion de
acidos volatiles provenientes del reactor. La temperatura se ajustd segun la etapa experimental del
estudio, de forma tal que, para la seleccion de la dosificacion idonea de cada antioxidante natural,
se mantuvo a 110°C y una vez halladas dichas concentraciones se llevaron a cabo estudios

repetitivos variando la temperatura (110°C, 120°C, 130°C y 140°C).

4.4.3 Determinacion de punto de induccién

El tiempo que tarde el aceite en pasar de la etapa de iniciacion a la etapa de propagacion se
le conoce como "periodo de induccion (PI)", "tiempo de induccion (TI) " o “indice de estabilidad
oxidativa (OSI)” (Talbot, 2016). Dado que los métodos tradicionales para la determinacion del
tiempo de induccion presentan ciertas inconsistencias matematicas o pueden estar ligados a
subjetividad, se optd por calcular este punto empleando la automatizacion mediante un enfoque de
ajuste de curvas basado en una nueva funcion paramétrica (Focke et al., 2016a; Lapuerta et al.,
2012; Xu & Liu, 2009).

El Pl se determind como el tiempo donde corta una recta tangente al punto de inflexion
(maximo de la primera derivada) de la curva conductividad vs tiempo con el eje x, tal como se

muestra en la figura 6.
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Figura 6.

Representacion grafica del calculo del punto de Induccion en la curva conductividad vs tiempo.
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Nota. Adaptado de (Focke et al., 2016.)

El ajuste de la curva obtenida en el ensayo se modela bajo la siguiente funcion

paramétrica:

o(t) = opin + mt + BF(t) Ec. 8.
0
F(t) = In [1 + (;) l Ec. 7.

Donde, a(t) corresponde a la curva experimental conductividad vs tiempo; emin hace
referencia a la conductividad en off-set, es decir, en t=0. m corresponde a la pendiente en la porcion
inicial de la curva; # es una constante de proporcionalidad; F(t) corresponde a la funcion de

respuesta y 8 y t son parametros ajustables de F(t) (Focke et al., 2016).

4.5 Estudio de la estabilidad oxidativa del aceite de palma suplementado con
antioxidantes

Se pueden determinar varios pardmetros cinéticos y termodindmicos bajo las
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condiciones del método Rancimat. Estos datos son Utiles para predecir la estabilidad oxidativa de
los aceites vegetales bajo diversas condiciones de procesamiento térmico, almacenamiento y
distribucion (Farhoosh et al., 2008).

45.1 Estimacion de vida util

La relacion matematica entre el OSI y la temperatura utilizada en el ensayo de oxidacion
acelerada se establece en la ecuacion 9. Este modelamiento empirico puede emplearse para calcular
los valores de OSI a temperaturas distintas a aquellas utilizadas en el estudio, aplicando
procedimientos matematicos de extrapolacion a temperaturas usuales de almacenamiento.

0SI = 10AT+B Ec. 9.
log(0SI) = AT + B EC. 10.

Siendo A la pendiente de la recta obtenida al representar el logaritmo decimal del OSI en
funcién de la temperatura [°C], e indica la susceptibilidad del aceite al aumento de la temperatura,
y el término B corresponde a un valor empirico sin significado fisico (Villanueva Lopez et al.,
2013).

4.5.2 Determinacién de Energia de activacion

La energia de activacion (Ea, kJ/mol) y el factor pre-exponencial (A, s*) se calcularon con
base en la linealizacion de la ecuacion de Arrhenius (ecuacion 11) en la que se expresa la relacion
lineal del logaritmo natural de la velocidad de reccién en funcién del inverso de la temperatura

Donde la constante de velocidad de reaccion (k, s) es equivalente al inverso del OSI, y R
corresponde a la constante molar de los gases (8,143 J/mol K) (Farhoosh et al., 2008; Yahya et al.,

2018).
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5 Resultados

5.1 Caracterizacion del aceite de Palma

En latabla 3 se muestran los valores de indice de peroxidos, acidez y contenido de vitamina
E para el aceite de palma refinado (RBD); en todos los casos se aprecia que los valores de la muestra
cumplen con los valores de referencia contemplados en el Codex Alimentarius para aceites
vegetales (Codex Alimentarius, 1999) y los reportados por Hui Tan et al. (2021). El valor de 0 m-
eq Oz/kg para el indice de peroxidos, de la muestra objeto de estudio, sugiere que fue refinada y
almacenada sin causar procesos de oxidacion significativos; ademas, el contenido de vitamina E
(6,04 mg / 100 g muestra), conocido antioxidante lipofilico, también podria explicar dicho valor
(Hui Tan et al., 2021). Con respecto al indice de acidez (0,14 mg KOH / g muestra) el valor de la
muestra se encuentra por debajo del limite del Codex Alimentarius para aceites vegetales (Codex
Alimentarius, 1999), de lo cual se infiere que no hubo procesos de hidrolisis importante que
condujeran a una disminucion de la calidad del aceite. Para limitar los posibles cambios de estos
parametros fisicoquimicos a lo largo de los ensayos, el aceite fue almacenado y refrigerado en una
atmosfera nitrogenada a -20 °C.
Tabla 3.

Caracterizacion de aceite de palma RBD

Parametro Valor de la muestra Valor de referencia Unidades
Indice de peroxido 0,0 10* m-eq O2/kg muestra
Acidez 0,14 0,6* mg KOH / g muestra
N 5 7**
Vitamina E 6,04 mg / 100 g muestra

* (Codex Alimentarius, 1999)
** Hui Tan et al. (2021)
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5.2 Contenido Total de Polifenoles

El contenido de polifenoles totales para las muestras de aceite dosificadas y filtradas
inicialmente con un valor de 2000 mg/kg de aceite con extractos de romero y cacao, reportaron los
valores de la tabla 4, evidenciando asi una retencion significativa de polifenoles en el proceso de
filtrado. Estos valores se pueden expresar como un porcentaje de eficiencia en el proceso de
dosificacion que son muy similares y pueden explicarse si se considera que las polaridades de
ambos extractos son cercanas; pues en efecto, los coeficientes de reparto (logP), del acido
rosmarinico y la catequina (componentes representativos de los extractos de romero y cacao) son
respectivamente 1,9 y 1,5 segun la determinacion realizada en el programa ChemDraw Ultra; El
coeficiente de reparto es un parametro fisicoquimico que permite determinar de modo cuantitativo,
el grado de hidrofobicidad de una molécula, y para este caso se aprecia que ambos compuestos se
encuentran en una escala de polaridad intermedia como se evidencia en la figura 7 de acuerdo con

lo propuesto por Lefebvre (Lefebvre et al., 2021).

Tabla 4.

Valores de dosificacion de antioxidantes de romero y cacao en el aceite de palma.

Muestra Valores de mg AC/kg aceite Porcentaje de eficiencia
Aceite con polifenoles de 1608.66 80,45 %
romero

Aceite con polifenoles de

1704,29 85,21 %
cacao
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Figura 7.

Espectro de polaridad con base en el parametro de reparto Log P
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5.3 Sistema de Oxidacion

5.3.1 Desarrollo del Sistema de Oxidacién

El sistema de oxidacion propuesto cumple con las caracteristicas esenciales del equipo
estandar basado en el principio del método Rancimat. Como se evidencia en la figura 8 las
condiciones a las que se disefi6 el sistema permiten obtener gréficas con la misma tendencia de las
curvas de induccion tipicas (ver figura 3), con las cuales es posible determinar, matematicamente,
el punto de induccién.
Una de las limitaciones del equipo disefiado, corresponde a la capacidad de muestras tratadas
simultaneamente, pues mientras su homologo comercial es capaz de trabajar simultdneamente con
8 muestras (Metrohm, 2020), el sistema desarrollado solo tiene la posibilidad de tratar una a la vez.
Las ventajas que trae consigo el equipo, yacen en el disefio de bajo costo, donde se contemplaron
materiales economicos, pero resistentes al proceso y softwares especializados de facil acceso;

ademas, de la implementacion de un método automatizado que permite la determinacion del punto
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de induccion sin incurrir en ambiguedades de observacion o posibles inconsistencias matematicas.

Figura 8.

Resultado final de la version 1.0 de la interfaz gréfica de ejecucién y representacion del proceso
de oxidacion usando el sistema de oxidacion acelerado CICTA, basado en el método Rancimat.
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5.3.2 Determinacion del Punto de Induccion

La automatizacion para el calculo del punto de induccién basado en el método propuesto
por Focke (Focke et al., 2016), se realiz6 empleando el software Matlab en su extension para el
disefio de interfaz graficas App Designer. Este proceso matematico de parametrizacion se dividid
en dos ventanas con el fin de mantener un orden légico a la hora de ejecutar el procedimiento.
La primera pestafia denominada “Valores iniciales” figura 9.a cuenta con la opcion de importar
los datos recolectados por el sistema de oxidacion durante su ejecucion almacenados en un archivo
XIsx; del mismo modo presenta la posibilidad de establecer los limites donde se observe una
tendencia aceptable que permita determinar el punto de induccion en la grafica y sliders con la
capacidad de graficar en tiempo real una curva hipotética variando los parametros de la funcién de
respuesta F(t); para establecer valores iniciales coherentes que permitan la optimizacion, la cual se

ejecuta en la segunda pestafia denominada “Punto de Induccion” (figura 9.b). Dicho procedimiento
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matematico se basa en la minimizacion del error por minimos cuadrados de la curva parametrizada
y la obtenida experimentalmente, haciendo uso del paquete especializado de optimizacion que
proporciona Matlab. Esto permite obtener las curvas correspondientes a la funcion de respuesta
F(t) con los pardametros optimizados, su primera derivada F’(7) y a partir de estas la determinacion

del tiempo de induccién mediante proyeccion lineal del punto de inflexion.

Figura 9.

Interfaz grafico para determinacion automatizada de punto de induccién. a. Pestafia Valores
iniciales; b. Pestafia Punto de Induccién; c. curva paramétrica comparada con la original.
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5.4 Efecto de la dosificacion de antioxidantes naturales en aceite de palma RBD

En la figura 9 se presentan los resultados obtenidos del estudio dosis-respuesta de
la concentracion de los extractos polifendlicos de romero y cacao con respecto al tiempo de
induccién determinado en el sistema de oxidacidn acelerada (Método Rancimat).

Para el caso del efecto de dosificacion del extracto de cacao se logra apreciar un
comportamiento con tres tendencias visibles a lo largo de la curva. En la zona 1 el incremento en
el tiempo de estabilidad oxidativa del aceite de palma RBD es proporcional con el aumento de la
concentracion del extracto y para la zona 2 y 3 es notorio el progresivo decaimiento y la
inactivacion del efecto antioxidante del extracto de cacao conforme se aumenta su dosificacion en
el aceite.

Figura 10.

Curva de concentracion extractos polifendlicos de romero y cacao
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Para lograr explicar esta tendencia es necesario traer a colacion diversas teorias e hipotesis
gue se han planteado en los Gltimos afios con respecto al comportamiento de los antioxidantes
polifendlicos en matrices de aceites a granel y emulsiones de aceite en agua.

Los aceites son sistemas multifasicos complejos; que contienen pequefias cantidades de
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agua y componentes anfifilicos menores como mono Yy diacilgliceroles, fosfolipidos, esteroles y
acidos grasos libres que no se eliminan por completo en los procesos de refinacion. Estos
componentes menores son activos en la superficie y, por lo tanto, tienden a atrapar rastros de agua
y a crear interfaces agua-aceite dentro del llamado aceite a granel. Estos “coloides de asociacion”
(Figura 11.) poseen la estructura equivalente a una micela invertida (Laguerre et al., 2014), y son
considerados nano-reactores eficientes que permiten una mayor interaccion entre los componentes
solubles en agua y lipidos, que pueden alterar en gran medida las velocidades de reaccion quimica,
y ha sido demostrado que es en esta interfaz agua- aceite donde ocurre la oxidacién lipidica y no
en la formada por aire-aceite (Chaiyasit et al., 2007).

Figura 11.

Estructura de micela invertida (Coloides de asociacion)
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Nota: Tomado de (Laguerre et al., 2014)

Los extractos polifendlicos de cacao presentan en su composicion cadenas aromaticas de
mediano y gran tamafio molecular, como; mondmeros (catequinas y epicatequinas), dimeros
(procianidina B1, procianidina B2) y Oligbmeros (trimeros y tetrdmeros) (Pico-Hernandez et al.,

2020) ,que cuentan con coeficientes de reparto mayores a 1 (Log(P) >0) segun la determinacion
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realizada el en programa ChemDraw Ultra (Apéndice D); indicando afinidad de estos compuestos
a sistemas lipidicos. Considerando la distribucion de los componentes polifendlicos se puede
proponer que a concentraciones bajas se disponen en el aceite, con poca interaccion entre ellos y
con un potencial antioxidante disponible (ver figura 12.a). Conforme la concentracion de los
antioxidantes naturales aumenta, ocupan mayor volumen en el sistema lipidico, llegando a
interactuar con los coloides de asociacién hasta alcanzar la dosificacion de su maxima capacidad
antioxidante (ver figura 12. b).

Luego de este punto, la “hipdtesis de movilidad reducida” propuesta por Laguerre
(Laguerre 2014) en emulsiones de aceite en agua, toma validez para explicar el comportamiento
del sistema en estudio. Esta hipdtesis plantea que la movilidad de un antioxidante lipofilico
disminuye conforme se alarga su cadena alquilica y en consecuencia se reduce su capacidad de
desplazamiento hacia numerosos sitios donde ocurren los procesos de oxidacion, resultando en una
actividad antioxidante reducida. Aunque esta conjetura fue planteada exclusivamente en la longitud
de las cadenas alquilicas de los antioxidantes, podemos asociar el aumento de la dosificacion de
los compuestos polifenolicos del antioxidante natural del cacao en el aceite, con el mismo efecto
obstructivo a la movilidad, causado en este caso por su acumulacién hasta el punto de una completa
inactivacion del potencial antioxidante. (figura 12 c y d). Ademas, la presencia de compuestos con
diferentes grados de polimerizacion en los extractos de cacao, podrian favorecer el efecto de

movilidad reducida.
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Figura 12.

Componentes polifendlicos (extracto de cacao) en la matriz lipidica a diferentes concentraciones.
a. Concentraciones bajas de antioxidante; b. Aumento de la concentracion (punto con mayor
capacidad antioxidante); c, d. Inicio del decaimiento e inactivacion del potencial antioxidante
(hipotesis de movilidad reducida).
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Con respecto a los resultados obtenidos en el estudio de dosificacion para el extracto
polifendlicos de romero, se aprecian dos secciones notables a lo largo de la curva (ver Figura 10.),
ambas con un comportamiento creciente en el aumento del tiempo de estabilidad oxidativa con
respecto al incremento de la concentracion del antioxidante en el aceite de palma, no obstante, la
tendencia de la zona 1 cuenta con una razon de incremento mayor en comparacion con la presentada
en la zona 2.

Los compuestos del extracto de romero a diferencia de los del cacao que cuenta con
sustancias de cadenas moleculares extensas, son considerados de mediano tamafio (Alizadeh et al.,
2016). Estas caracteristicas explicarian por qué no se aprecia una inactivacion del potencial

antioxidante del extracto, pues al no contar con formas poliméricas de diferentes grados de
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polimerizacion (como si ocurre en el caso del extracto de cacao), la hipotesis de movilidad reducida
no toma validez a las concentraciones trabajadas (ver figura 13.), sin embargo, no se puede afirmar
que a concentraciones mayores este efecto obstaculizador no llegue a manifestarse.

Figura 13.

Componentes polifendlicos (extracto de romero) en la matriz lipidica a diferentes
concentraciones.
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5.5 Determinacion del valor DAso

Para llevar a cabo un estudio cinético comparativo entre los diferentes tipos de antioxidantes
trabajados, fue necesario implementar un nuevo pardmetro que permitiera obtener una respuesta
equiparable para todos. ElI DAso hace referencia a la dosificacion a la cual un antioxidante aumenta
en un 50% el tiempo de estabilidad oxidativa (OSI) del aceite sin antioxidantes. En el estudio dosis
respuesta, se obtuvo que el tiempo de estabilidad oxidativa para el aceite de control es de 31122
segundos. Y siguiendo la definicion del DAso el valor de tiempo objetivo corresponde a 46683
segundos.

En la tabla 5 se presentan los valores obtenidos del DAsp para los 3 diferentes antioxidantes
empleados, donde el tiempo de estabilidad oxidativa no supera un error relativo del 4% con

respecto al valor objetivo. Segun estos resultados, es posible decir que el extracto de romero posee
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el mismo efecto antioxidante con una dosificacion mas baja en comparacion con el BHT y el
extracto de cacao.
Tabla 5.

Valores del parametro DAsq para los diferentes antioxidantes

Antioxidante DAso [mg ant /kg Act]  OSI [s] Error relativo
BHT 30 46147 1,16%
Ext. de Romero 20 45658 2,24%
Ext. de Cacao 70 45039 3,65%

5.6 Estimacion de vida Util

La calidad de los alimentos es un estado dindmico que varia continuamente hasta alcanzar el nivel
de calidad que discrimina los productos que aun son aceptables para el consumo de aquellos que
ya no lo son. Este nivel de calidad se define generalmente como el limite de aceptabilidad més all&
del cual el producto se vuelve inadecuado para el consumo debido a restricciones legales,
nutricionales o sensoriales (Manzocco et al., 2016).

Para el presente trabajo se estimé el parametro de vida Util del aceite de palma RBD, haciendo uso
del estudio cinético en el sistema de oxidacion acelerada, variando la temperatura a la que se expone
el aceite en un rango de 110° C hasta 140°C con intervalo de 10°C. Los resultados obtenidos de

este andlisis se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Tiempo de estabilidad oxidativa (OSI) a cuatro temperaturas diferentes (T) en la medicion de la
estabilidad oxidativa del aceite palma segun el método Rancimat.

Tiempo de estabilidad oxidativa a diferentes
temperaturas, OSI [s]
110 °C 120°C 130°C 140 °C

Muestra
31122 16459 5516 3645

Control
B30 46147 30432 12250 5465
R20 45659 22363 11833 4640
C70 45039 17707 10925 4382

Estudios realizados anteriormente han demostrado que el tiempo de vida til del aceite de
palma refinado a condiciones de temperatura entre los 20 y 25°C , se encuentra en 9 meses
aproximadamente (de Almeida et al., 2019), sin embargo, este valor fue determinado mediante
analisis cinéticos en tiempo real monitoreando parametros de calidad (&cidos grasos libres e indice
de peroxidos); mientras que el procedimiento que se llevo a cabo para este estudio consiste en una
estimacién mediante pruebas a condiciones aceleradas, en las que pueden no figurar una serie de
condiciones ligadas a la estimacion del tiempo de vida Util a temperaturas bajas. Pese a eso, la
aproximacion metodoldgica que se aplicé en este trabajo tiene la ventaja de que permite hacer una
estimacién en tiempos cortos; sin la necesidad de esperar 9 meses para medir los productos de
oxidacion que se obtienen despues de que dicho tiempo ha pasado.

La oxidacion de lipidos a bajas y a altas temperaturas pueden pasar por diferentes pasos o
vias de reaccion dependiendo de la reactividad de los iones metalicos y antioxidantes a diferentes
temperaturas. Ademas, la temperatura del aceite afecta el grado de solubilidad del oxigeno en los

aceites vegetales. La solubilidad del oxigeno disminuye casi un 25% por cada 10°C de aumento de
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la temperatura (Tan et al., 2001).

EnlaTabla 7. se presentan los valores obtenidos del tiempo de vida util calculados mediante
extrapolacion lineal de las ecuaciones de regresion. El extracto polifendlico de romero aumento el
tiempo de vida Gtil comparado con el aceite de control en un 48,06% (3,47 meses) y para el extracto
de cacao y BHT el tiempo increment6 en un 31,44% (2,27 meses) y 39,89% (2,88 meses)
respectivamente. Como se explicé anteriormente los resultados presentados estan abiertos a
considerables incertidumbres y solo se podrian considerar como aproximaciones. No obstante,
estos valores se encuentran un rango cercano al reportado en la literatura, dando validez al uso del

sistema disefado.

Tabla 7.

Relacion entre log OSI vs. T y los datos estimados de vida Util para la oxidacion lipidica en el
aceite de palma RBD

Log OSI Vs. T[C]

Coeficiente de Tiempo de

Muestra Ecuacion de Regresion determinacion,  vida util a
R 25°C (meses)
Control  Log (OSI)= -0.0327 T+8.089 0,9736 7,22
B30 Log (OSI)=-0.0317 T+8.212 0,9795 10,10
R20 Log (OSI)= -0.0326 T+8.257 0,9931 10,69
C70 Log (OSI)= -0.0325 T+8.202 0,9862 9,49

5.7 Determinacién de Energia de activacion
La tabla 8 proporciona los parametros de regresion obtenidos a partir de la ecuacion

de Arrhenius linealizada, donde se relaciona graficamente la constante de velocidad de
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reaccion y la temperatura, permitiendo extraer los valores correspondientes a la energia de

activacion y el factor preexponencial.

Tabla 8.

Parametros estimados de Arrhenius para la oxidacion lipidica del aceite de palma RBD
(Ink Vs. 1/T)

Parametros Control B30 R20 C70
de regresion
N° de puntos 4 4 4 4

Pendiente -11927,47 -11536,39 -11844,06 -11827,24

Interseccion 20,76 19,23 20,13 20,18
R? 0,9759 0,9737 0,9897 0,9861

Ea [kJ/mol] 99,17 95,92 98,47 98,34

A x 108 [s1] 10,41 2,24 5,52 5,83

Las energias de activacion para las 4 muestras presentan valores cercanos entre si y se
encuentran en un orden de magnitud semejante a los resultados reportados por Farhoosh y
colaboradores para diferentes aceites vegetales comprendidos entre 86,86 kJ/mol y 92,42 kJ/mol
(Farhoosh et al., 2008), sin embargo, es apreciable una reduccion en la energia para el aceite con
presencia de antioxidantes, dejando al BHT como el antioxidante con el menor valor, seguido del
extracto de cacao y el extracto de romero (B30<C70<R20<Control). Una energia de activacion
mas alta implica que se necesita un cambio de temperatura menor para inducir una alteracion a la
tasa de oxidacion (ver figura 14.) (Tan et al., 2001). Es decir, el aceite de control es mas susceptible
a la degradacién oxidativa con el aumento de la temperatura que el dosificado con BHT. La alta

correlacion de determinacion (R%>0,97) indica un adecuado ajuste a este modelo cinético.
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Figura 14.

Influencia de la temperatura en relacion con la energia de activacion
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Nota: Tomado de (Morais Ezquerro & Atienza Boronat, 2016)

6 Conclusiones

Se desarroll6 un sistema de oxidacién acelerada con la capacidad determinar el tiempo de
estabilidad oxidativa a muestras de composicion lipidica, a partir de materiales y herramientas
tecnoldgicas asequibles, emulando las condiciones de temperatura y flujo de aire, del método
Rancimat. Adicionalmente, se implementd un procedimiento automatizado para la determinacion
del método Rancimat, sin incurrir en problemas presentados actualmente por el método, como las

ambigledades de observacion o posibles inconsistencias matematicas.

Las concentraciones que permitieron aumentar en un 50% el valor de OSI del aceite de
control (DAso) para los antioxidantes de cacao, romero y BHT fueron 70 mg/kg act, 20 mg/kg act
y 30 mg/kg act, respectivamente. Obteniéndose asi, que el extracto de romero requiere una

concentracion menor para alcanzar el mismo efecto antioxidante, respecto a los otros.

El tiempo de vida util estimado para el aceite de palma RBD a 25° C sin antioxidantes, fue

de 7,22 meses; mientras que fue de 9,49, 10,69 y 10,10 meses para las muestras dosificadas con
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C70, R20 y B30 respectivamente. En el estudio para la determinacion de la energia de activacion
se obtuvieron valores para el aceite de control y para las muestras C70, R20 y B30 de 99,17 kJ/mol,
98,34 kJ/mol, 98,47 kJ/mol y 95,92 kJ/mol, respectivamente. El extracto de romero presentd el
tiempo mas alto de vida util a 25°C, y el BHT muestra una menor sensibilidad al aumento de la

temperatura (energia de activacion mas baja) sobre la velocidad de oxidacion.

7 Recomendaciones

Se sugiere indagar mas en las metodologias de solubilizacion de los extractos polifendlicos
en matrices lipidicas para optimizar el enriquecimiento del aceite con estos antioxidantes.

Se recomienda realizar una comparacion del equipo desarrollado, con respecto a su
homologo comercial estandar.

Validar el efecto de los antioxidantes en procesos de fritura, para determinar una posible

aplicabilidad del uso de estos en la industria alimenticia.
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Apéndices

Apéndice A. Determinacion de polifenoles totales.

Figura Al.
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Tabla Al.

Resultados del método Folin para la determinacion de polifenoles totales

Aceite Absorbancia mg/I mg Acido mg Acido
cafeico /g cafeico /kg
muestra muestra
Control 0,0855 3,187 - -
Extracto romero 0,464 20,121  1,608664994 1608,66499

Extracto Cacao 0,4865 21,127  1,704292371 1704,29237
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Apeéndice B. Estructura sistema de oxidacion con sus respectivas secciones.
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Apéndice C. Evaluacién de punto de induccion e inflexion

Tabla C1.
Resultados de parametrizacion para control y BHT

Muestra IP [s] (h) inlj‘:JeTioén R?
Control 3122,8 (8,64) 39949 0,9996
BHT 200 481477 (14,13) 59799 0,9988
BHT 30  48147,99 (13,37) 62449 0,9987
Tabla C2.
Resultados de parametrizacion para el extracto cacao a diferentes concentraciones
Muestra IP (s) (h) Punto inflexion R?
C1500 39198 (10,89 h) 56749 0,999
C1000 30849 (8,569 h) 44849 0,9988
C800 30186,04 (8,385 h) 48699 0,9981
C500 61258,94 (17,02h) 79100 0,9979
C400 76397 (21,22 h) 98450 0,999
C300 8662,2 (24,06 h) 103100 0,9984
C200 71614 (19,89 h) 92199 0,9989

C70 41039,83 (11,4 h) 55549 0,9973
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Tabla C3.
Resultados de parametrizacion para el extracto de romero a diferentes concentraciones

Muestra IP (s) Punto inflexion R?
R1500 108432 (30,12 h) 132549 0,9966
R1000 91142,462 (25,32 h) 112049 0,9988
R800 78995 (21,94 h) 99849 0,999
R500 78400 (21,78 h) 99950 0,9988
R200 75051,52 (20,85 h) 90549 0,9946

R50 63352 (17,6 h) 79649 0,9988
R20 45659 (12,61 h) 61799 0,9979

Tabla C4.
Parametros optimizados para las curvas del aceite control y BHT

Parametros
Muestra m B T 8]

Control 0,001788 45,69 3,28E+04 12,37

BHT 200 0,0003615 59,57 9,46E+04 16,06

BHT 30  0,0009715 76,56 5,18E+04 10,37
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Tabla C5.
Parametros optimizados para las curvas del aceite con extractos polifendlicos de cacao.
Parametros
Muestra m B T ®

C1500 0,000497 65,46 4,42E+04 12,37

C1000 0,0005479 51,53 3,49E+04 7,528

C800 0,0006247 71,97 3,70E+04 7,431

C500 0,0002301 53,85 6,48E+04 5,476

C400 0,000228 82,65 8,07E+04 12,03

C300 0,0003739 39,68 8,88E+04 12,15

C200 0,0003693 77,21 7,56E+04 19,6

C70 0,0003115 68,39 4,44E+04 12,22

Tabla C6.
Parametros optimizados para las curvas del con extractos polifendlicos de Romero.

Parédmetros
Muestra m B T S
R1500 0,0002503 54,5 1,12E+05 16,37

R1000 0,0001791 49,43 9,45E+04 15,8

R800 0,0002685 60,66 8,28E+04 13,45

R500 0,0002308 69,29 8,25E+04 12,84

R200 0,0004778 35,35 7,73E+04 17,85

R50 0,0007021 54,83 6,62E+04 13,87
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R20 0,0007471 59,34 4,95E+04 9,712

Figura C1.
Curvas parametrizadas de aceites con extractos polifenolicos de cacao.
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Curvas parametrizadas de aceites con extractos polifendlicos de Romero.
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Figura C3.

Curvas parametrizadas de aceite con BHT.
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Apéndice D. Coeficiente de reparto determinados en ChemDraw Ultra

Coeficiente
Grado de
Componentes Formula ) . dereparto
polimerizacion |
og P
(+)-
Catequina
on 1(monomeros) 15
OH
(')' o © y‘\\\\\QOH
Epicatequina
“on
OH
Procianidina
B2
2 (dimeros) 2,56
Procianidina

Bl
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Trimeros

Tetrameros
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Apéndice E. Determinacion de vida Util

Anélisis de regresién modelo de vida dtil en el aceite control

e Variable dependiente: logaritmos base 10 de OSI
e Variable independiente: Temperatura (°C)
e Ecuaciones de vida util (OSI)

Log,,(0SI) = AT + B
ACEITE DE CONTROL

Tabla E1.
Parametros de vida util para el aceite control

Control
OSl [s] T[C] LOG10(OSI)
3645 140 3,5617
5516 130 3,7416
16459 120 4,2164
31122 110 4,4931

Figura E1.
Curva de vida util aceite control
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0SI = 104T+B
0S] = 10~0.0327(T)+8.0893

0SI = 7.2186 meses

Tabla E2.
Vida util de aceite control.

VIDA UTIL
A B Meses
-0,0327 8,0893 7,2186

MUESTRA B30

Tabla E3.
Parametros de vida Util para el aceite con antioxidante sintético (BHT)

BHT 30
OSI [s] T[C] LOG10(OSlI)
5465 140 3,7376
12250 130 4,0881
30432 120 4,4833
46147 110 4,6641
Figura E2.
Curva de vida til aceite con antioxidante sintético (BHT)
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0S] = 10~0-0317(T)+8.219

0SI = 10.1046 meses

Tabla EA4.
Vida Gtil de aceite antioxidante sintético.

VIDA UTIL
A B Meses
-0,0317 8,2119 10,1046

MUESTRA C70

Tabla E5.
Parametros de vida util para el aceite con extractos de cacao

Cacao 70
OSl [s] T[C] LOG10(OSI)
4382 140 3,6417
10925 130 4,0384
17707 120 4,2481

45039 110 4,6536
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llustracién E3.

Curva de vida util aceite con extractos polifendlicos de cacao
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Tabla E6.

0S] = 10AT+B
0S] = 10~0-0325 (T)+8.2023

0SI = 9.4906 meses

Vida (til de aceite antioxidante extracto de cacao.

VIDA UTIL
A B Meses
-0,0325 8,2023 9,4906

64



ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE PALMA

MUESTRA R20

Tabla E7.

Parametros de vida Util para el aceite con extractos de romero

llustracién E4.

Romero 20
OSl [s] T[C] LOG10(0SI)
4640 140 3,6665
11833 130 4,0731
22363 120 4,3495
45659 110 4,6595

Curva de vida Util aceite con extractos polifenolicos de romero
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Tabla ES.

0SI = 10AT+B
0S] = 10~0-0326 (T)+8.2565

0SI = 10.6903 meses

Vida util de aceite antioxidante extracto de romero.

VIDA UTIL
A B Meses
-0,0326 8,2565 10,6904
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Apéndice F. Determinacion de energia de activacion y factor preexponencial.

Analisis de regresion para la energia de activacion de aceite control en comparacion con
antioxidantes naturales y sintético.

e Variable dependiente: logaritmo de la constante (K)
e Variable independiente: inverso de la Temperatura (1/°C)

Ecuaciones para la energia de activacion (Ea)

E, /1
Ln(k) = —? (7) + Ln(A)
y=mx+b
Eq
m=R
g =
R

Tabla F1.
Parametros para la energia de activacién en el aceite control

Control
k In(k) UT
0,000274 -8,20111 0,00242
0,000181 -8,61541 0,00248
0,000061 -9,70863 0,00254
0,000032 -10,34567 0,00261
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Figura F1.
Curva energia de activacion para el aceite control
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Tabla F2.
Energia de activacion del aceite control.
R A Ea (kj/mol)
0,0083 1040728978 99,1711

MUESTRA B30

Tabla F3.
Parametros para la energia de activacién en el aceite con antioxidante sintético

BHT 30
K In(k) 1T
0,000183  -8,60612  0,00242
0,000082  -9,41328  0,00248
0,000033  -10,32325  0,00254
0,000022  -10,73959  0,00261
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Figura F2.
Curva energia de activacion para el aceite con antioxidante sintético
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Tabla F4.
Energia de activacion del aceite con antioxidante sintético.

R A Ea (kj/mol)
0,0083 224032589 95,9194

MUESTRA C70

Tabla F5.
Parametros para la energia de activacion en el aceite con extractos polifendlicos de cacao

Cacao 70
k In(k) T
0,000228 -8,38526 0,00242
0,000092 -9,29881 0,00248
0,000056 -9,78172 0,00254
0,000022 -10,71528 0,00261
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Figura F3.
Curva energia de activacion para el aceite con extracto polifenolicos de cacao
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Tabla F6.
Energia de activacion del aceite con extracto polifendlicos de cacao.

R A Ea (kj/mol)
0,0083 582993135 98,3377

MUESTRA R20

Tabla F7.
Parametros para la energia de activacién en el aceite con extractos polifendlicos de romero

Romero 20
k In(k) 1/T
0,00022 -8,44247 0,00242
0,00008 -9,37865 0,00248

0,00004 -10,01516 0,00254
0,00002 -10,72896 0,00261
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Figura F4.

Curva energia de activacion para el aceite con extracto polifenolicos de romero
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Tabla F8.

Energia de activacion del aceite con extracto polifenolicos de romero.

R A Ea (kj/mol)

0,0083 552471255 98,4776
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