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ACIDO NORDIHIDROGUAYARZETICO

COMO ANTIOXIDARNTE

EN GRASA DE LECHER DE VACA,




Xl deterioro de leches en polvo, por fendmenos de destruo-
0ién oxidativa es facilitade por su alto ocontenido en materias
grasas y el elevado grado de dispersién de las mismas,

En la literatura se consignan trabajos en éste santido, oon
miras a obviar los serios inconvenientes, especialmente desde el
punto de vista econémioco.

El Dr. Pedro Catténeo me sugirié ensayar el dcido nordihidro-
guayarético en grasa de leche, como paso provio a su posidle utili-
zaoién como sntioxidante en polvo de lechesenteras. Lesde éste pun-
to de vista ha sido encarado el presente trabdajo.

Ho puedo dejar ésta oportunidad sin expresar mi agradecimien-
to al Dr. Pedro Cattdneo, padrino de mi tesis, que me secundé en to-
do momento oon su oconsejo y ayuda; al Cr. R. Brenner por cuyo inter-
medio me fué posidble adquirir el material vegetal neoesario para le
extracoidn del 4cido nord;hiaroguayarétioo y @ las autoridades de
las Oficinas Jufrmicas Nacionales, en cuyos laboratorios fué reali-

zado el trabajo experimental.
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xicos.
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a) ¥l uso del dcido nordihidrogueyarético en diferentes pro-
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€) 7nsayo acelerado por el método de esereacoidn de Swift, de la ac-
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B) Stendardizacidén del aparato. Curvas representativas. Téonioa
y métodos.
C) Curvas representativas del proceso oxidativo ocun diferentes
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co, & diferentes oconoentraci  nes oon le veriecién de la concen-
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I) INTPROLUCCIGK BISLICWILFICA.

1) Inhibidores de oxidacidn,

La rancidez en las materiass grasas se dedbe a causas bien
conocidas, como ser: sabsorcién de olores, accidn de enzimas, ac-
cién de microorganismos y acoién oxidativa del aire, Siendo las
mds iaportantes les dos uUltimas.

Se hea propuesto, pars atenuar las alteraciones en dichas
substanciaes: a) por snzimas y microorganiscos: 1) llevar s temre-
ratures suficientecente altes; 2) aireger sustanciss jue parali-
zan sus efectos y b) por accidén del oxfgeno: 1) agregar ciertos
compuestos que inhiben su accidén; 2) envasaniento en etmésfera de
nitrégeno 6 & presién reducida.

Se conoce y se tiecne en cuenta la accidn aceleradora de los
rayos ultravioletas de la luz solar (1l)(c), trazas de clertos me=-
tales como cobre e hierro principalmente (1)(2)(4), de la humeded
y del contenido en agua (1) y de los mismos perdxidos.

£l uso de cilertas sustanciass para conservar materias graeas,
se rerconta muchos aflos atrds, *n 1843 Deschamps desgcubridé que el
benjuf{ aumentaba la conserveoidén de la grasa de cerdo y desde en-
tonces se hizo general su uso con tal fin, sobre todo en produc-
tos farmacéuticos. Chevreul en 1856 oonoofa que el rohle y otras
maderes demoraban el secado del aceite de lino.

los indlos norteamericanos usaben corteza de drboles para re-
tardar el desarrollo de la rauncidez en grasa de oso. Coro se vé,
.es8tos eran medios empiricos de incorporar sustanciass fendlicas en
las gressas,

Moureau y Dufreisse (5) encontrsron que muchas sustancies



eran capasces de retsrdar la oxidrcidn etmosférica en les grasas,
como 8lgunos fenoles y sustsnelas orgdnicas hitrogenadas., Fn esto
se basaron los numerosos trab-jos posteriores npara irpedir el en-
rernoiamiento oxidativo de las materizss grasas, problema de gran

importancia bioléisica y econdrice,

A) Inhibidores naturaleg y artificieles, Antioxidantes no téxicos.

La primera indiocscidén experinentcl de ls existencia de inhi-
bidores raturales en grasss fud hecha por Mattil, quién comprobé
que suministrendo vitamines E y A en dietas, se retardabs su des-
trucoidén, cuando en vez de suministrarlas solo ocon grasas enimales
como lardo o eceite de hfgado de bacaleo, se agregadba porciones de
aceites vegetaies de igual o mayor no saturacidénm (1),

Trabajos posteriores demostraron que estas vitsminas en aso-
ciecién con inhibidorcs presentes en tejidos vegetales, debisn su
mayor poder de resistencia a la destruceidén oxidativa cn medios an-
teriormente favorables, a la presencis de pequeias oantidades de
sustanciass a las que se llamé antioxidantes, inhibidores de oxida-
cién y antioxfigenos.

Lds tarde Eilditoh demostré que los giloéridos resintetizados
de doldos gresos destilados de much: s aceites naturales, ersn nu-
cho menos resistentes a la oxidscidn que estos mismos aceites(l).

Los procesos de fabricacidén y elaboracién, coro ser: trata-
miento oon dlcalis, refinacidn, agentes de decoloracidn y aereacién
e altas temperaturaes, llevan a una rcducoidén pronunclads en el po-
tencial de resistencia s 1la oxidecidn.

Rattil y Crawford encontraron jue la propiedad antioxidante

del aceite orudo de gérrmen de trigo y de mafz estd radicado en la



poreidn insaponificable (que oconstituye alrededor del 2 £ del total)
y 1o utilizeron por primers vez para mejorar la resistencia a la
oxidacidn de algunas grasas o aceites cenos estables,

La acetilacisn d4e estas fracoiones destrufa completarente su
actividad, que rodfa ger devuelta por subsiguiente hidrélisis, co-
mo también por otros reactivos que aotuabun sobre los grupos hidro-
xilos. Se les dié e) nomdbre de inhibitoles, Kecientemente Ulcott(6)
lle3é 2 1a oonclusién de que ésta proriedad antioxjidante se dede
en gran parte a los tocoferoles,

Parece indispensible para la actividad antioxidante de un
compucsto especifico, que los grupos hidroxilos estén direotarmente
gubstitufdos en un nicleo aromdtico en posicién orto o para. lNdcle-
os hexametilénioos hidroxilsdoa por ejemrlo, son inertes, ocomo lo
son el dcido orto y pera-hidroxibenzoico y el aleohol orto-hidro-
xibencilico.

Los inhibdidores estudiados se dividieron en tres gruros: 1)
el tipo dcico, ) los inhibitoles y le hidroyuinons y 3) el tipo
fendélico, incluyendo: alfa-naftol, pirogalol, caetccol y otros (1l).

Reolentemente Mattil (?7)(8) propuso su 4divisién en dos gran-
des grupos: antioxidantes (substancias fenélicas) y sinérgicos (4-
cidos, generalments orgdnicos, di o polibdsicos),

Fsta olasificaocién se basa en cuestiores de orden cinético;
8l perdéxido graso forrmado es reducido por el antioxidante, rompién-~
-doge la cadena de sutooxidacidn; el sinérgico que tiecne un potenci-
al de oxidacién menor que el antioxidante propiscente dicho, ectda
como reservorio de hidrdégeno, transfiriéndolo por intermedio del

entioxidante al perdxido activado.



Cabe haocer aquf una grsn seicccién, ya que el problema e eg-
tudiar se concierne a materias grasas comestidbles, y un gran nime-
ro de entioxidantes son tdxicos, ingeridos en centidades, como ser
algunos del tipo polifendlico y arfnico, aunque en realidad una
pequen{sirca ocantidad agsre;ada no hace penser en una sccidén més té-
xica que algunos ceonstituyentes naturales de alimentos,

Oloovitch y Kattil (9) alimentaron retas por varias genera-
ciones con dietas de grasas y aocite de vitarminas estabilizadas
con hidroquinons, sin noter efectos téxicos ararentes, Sin embargo
por falta de datos méds efectivos de 1la no toxicidad, estas sustan-
cias no son utilizadas sotuaimente en alimentos. Fllas h=n encon=-
trado sin erbargzo otros usos, aunque limitados, como ser en sus-
tanciss grasas no comestibles, jabones, aceites minerales, cauocho,
naftas, etc.

Las normas jue cn resu-en deben de ser tenidas en cuente (10)
pera la eleocidh de un antioxidante eficiente en un prodtucto sli-
menticio son: -

1) 1 antioxidsnte tiene accién mdxira en slircentos manufecturados,
cuando estd incorrorado en la grasa,‘ea decir dedbe ser suficien~
temcnte soiuble en la graca o aceite.

2) ¥l aceite micmo debe tener propiedades srntioxidantes.

3) Una mezcla de ¢os tipos de inhibidores debe em-learse, dcidos y
fendlicos, desde que juntos son mdAs activos que individunlmente
(tocoferoles, hidrojuinonas y éompueetoa relacionsdosg con el é-
oido ascérdico (11); tocoferoles, dcido nordihidroguayarético,
&alato de etilo ocon dcido citrico, pslmiteto de ascorbilo o le-

oitina(1l2); tocoferoles con doido cftrico o tartdirico(l3); dcido



nordihidroguayarético, resins de guayaco con écido foaférieo o
oftrico(148); dcido nordihidrogueysrétioco con fosfolipridos(1lS) .

4) Aperte de su scoidn sinérgice, los dos tipos deben ester presen-
tes en un antioxidente sin uso especifico, ya jue el tipo 4oido
es rds efectivo en grasas y aceitas vegzetales Qque ¢n ajuellas de
origen anirel, Lo contrario es verdad pasrs el tipo fendlioco.

S) lLos artioxidéntes y sus vehfculos deben ser sugtenciss naturales.
no téxiocas, ecerptadas por el qddigo bromatoldéico, sin influen~
oia deietédrea sobre el gusto, oconsistencia natursl y color de la
sustanoia slimenticlia,

Desde las comprobaciones de Fattil y Crawford, miltirles estudios

y susgestiones fueron hechas pars utilizar los antioxidsntes natu-

rzles presentes en aceites crudos y tejidos vegetsles, dando origen

e unae gran centided de paterites., Vamos a citar & continuaeidn los

princirales sntioxidantes usados en productos comestibdles, .

¥l primer motivo ds patcnte fud el uso de le lecitins (frac-
¢iSn fosfolipida del aoecite d4e soja), en el aio 19<3.

Grettie y Newton patentaron la adicidn de 5 a 10 £ de scsite
de sésamo (hidrogenado & une determinada consistencia), 8 mentecea
de cerdo, grssa vacuna y mantequillas, y de aceite crudo de seni-
lla de algzoddén s aceite refinado y lardo (l). ¥stos mismos autores
propusieron el uso de resina de guavaco, que se extrae de un drbol
orizinario de Centro América e Islss del Xar Caribdbe, el "Gualacun
offfcinalis”™ (14),

Kusher (14)(1l), con un~ serie de patentes :ue comienzan en el
ailo 1936, da & oonocer el uso de: flores desecndns y finerecnte mo-

lidas de evena (AVILFX), de cebade o de soja; semillas trituradas



‘de sésamo, men{; tortcs de semilla de lino; gluten de trigo y 3ra-
nos verdes de oufé,

Las flores de céreales son recozmendadas parn aceites vegeta-
les; y para le generalidad de los usos las flores de avena son
preferidsas por ser incoloras y por us suave arora. Adermds pareoen
ser mds efeativas jue las de soja.

Fstos polvos deben ser a veces decolorados al sol (por ej.
para usar en lardo), o extrafdos con solventes a fin de evitar
interferencias con el gusto y arora natural, rerdiendo con eilo
bast:nte poder de su ac ividad antioxidante, Trataendo de subsanar
ezte defecto y amnliendo su cenpo de acoidn, se tratd de extraer
de estos tejidos mdlidos, fruociones activasg tratdndolas con sol-
ventes adecuados, coro alcohol, acetonn, ete.(16), obteniéndose
una goma viscosa, cuya natursleze quimica es =21n ignorada, la
fraceién més active es la correspondiente a la fosfolipida y al
extracto aloalino (17).

Las flores 4e avens rmolidns pueden ser 1nobrporudas direc-
tamente & monteca de eerdo y mantequillas 8 ussr pars hornear o
freir, asf como tardién en margerins, ice-ocream, mavonescs y acel-
tes de mesa para ensaladas., Otros productos son espolvoresdos o
untades exteriorrente: tocino, nueces saladas, sebo y ciertos pes-
cudos, Un medio nuy irzenioso y rrdotico es encolar el papel de la
envoltura y espolvoreerlo o rejor incorporar el antioxidsnte en
la parafine con le cual se hadbrdi de impermeabilizar. Una patente
reciente de busher(l8) preacribe embeder el papel con una colucidén
Qe antioxidante, cubriéndolo con una capa de bdbarniz, parafina o
aceite refinsdo de hidroe~rvuros,

¥n el atio 1979 proronen diferentes investig-dores el uso del



docido acodérblco, cuyas propied:des fueron estudiades por Columdbio.
Iste mismo autor estudie por el xétodo de ahbsorcidn de ox{-
geno les proriedades antioxidcntes de derivados pirénicos (13)
(hidroxicromanos e hidroxicurseronas),
Unos arios después a rafz de estudios sobre cornstituyentes
de riantas reslizades por la Universidad de Xinnesota y el lepsr-
tamento de Agriculturs de los Ystados Unidos, se enssaya y se veri-

ficen les propiededes antioxidantes del 4cido nordihidroguayasrético.

B) El dcido nordiniirousynrético coro antioxidente.

a)il uso del dcido nordihidroguaysrético en diferentes oro-

ductos elimenticios y la produccidn de sobrejustos.

Desde jue Helvorson y lLeuer reconocieron sus excelentes
propledades como inhibidor de oxidecidn del lardo (20), numerosos
ensayos para probar esta accidn en cdiferentes productos slimenti-
ocios se hicieron con este compuesto fendlico.

El NDGA (msrca registrada pars designer este compuesto), es
fabricado hoy en dfe en escala industrial por ¥m. J. C. Stange y
Cfa., con licencia de patente Ni 2.,36c.475 (1945); 2.408.924 (1946)
(c?) y petentes aoccesorias (©). Su precio de venta oscila actualmen-
te alrededor de 50 ddlares la libra, Como estd demostrada su nstu-
raleza inofensiva (<1), su uso ha sido aprobzdo por la Iivisién de
Inspeccidén de Cernes del Lerartamente de Agriculturs de los I'ste-
dos Unidos (Keat Inspection Division), estadbleciendo su agregzdo

haste 0,01 %. Propageanda comercinl de esta compaifa (2z), recomien=-

(9) Direccidén: Nordigerd Corp., <536 tiest Monroe Str., Chicago 12,
Illinois.~-



da su uso en: aceites y grasas en genersl, semillias de guisantes,
rulpa de sermillas secadas o ssadas, leche en polvo o envesads,
ice~crean, lsrdo, jueso, resocados, usoeites de vitamines, rrepara-
dos farmecéuticos, condimentos con aceites, mayonesas, alimentos
corgelados, leche malteade, etc.

Smith, Brady y Comstook (z3), hicieron cnsayos prdcticos
de aucentar el perfodo de conservacidn del tocino shumado.
£era esto sucerglieron tajadas le tocino en aceite con antioxiden-
te y las colgaron, unas, frente a ventanas, y otras en ls obscu-
rided. Celentenio y comprimiendo lae tsjadas, utilizaban la grasa
fundida para determinar los respeotivos {ndices de rerdxido,

Otros ensayaron este compuesto en ciertos pescados (284) cue-
redos con sal, suuerzicndolos en una solucién al (¢,2 % de KDGA en
aceite. Los resultados con mejores agregsndo 0,1 % de épldo ben=-
zoico o vainillato de etilo. Tl tiemro de conservecidn apto rera
consumo se eievd a S5 meses con respecto & los no tratados.

Fn la estadbilizacidén de esceites de caroteno (15), uno de
los mds efectivos dermostré ser el dcido nordihidroguayarético,
aocentuendo ocon fosfoliriios o 4cido citrico, asdemds del dcido gzd-
lico. ‘

Una de las condiciones esenciales de todo buen nntioxidante
es po variar los caracteres orsganolépticos de la meteris grase
a la ocunl se agrego, es decir no imnartirle gustos u olores odbje-
cionables., En general, pocos investi:ndores hon tenido en ocuenta
esta cuestién. Aungue Viobin manifestd quzs el NDGA no impsrte olo-
res y sustos objecionables a los aceites, Coulter encontré que la
adioidn de NivA o resine de guayaco czusa sobrejustos y esrecial-

mente olores a leches en polvo (25).



Higgens y Black (26); notificaron de que el EDGA no impare
te olores 8 gustos objecionales a aceites frescos desodorizados,
pero que con 6l estacionamiento 6 incubacién un gueto métalico des-
agradable es a veoes notado. Traen datos de resultsdos obtenidos
por adicidn de NDGA a lardo y aceites vegetales, por medio de una
solucidén aloohélica ; estos demuestran que es méds efectivo en gra-

sa animal,

b) Kuevo método de mislacidén y de sfntesis,

Los primeros ensayos de extracoidén del doido nordihidroguaya=-
rético, realizadss en Fstados Unidos, fueron los tesis de C, &. Wal-
ler y G. ¥E. Horn presentadas a la Universidsd de Kinnesota (20).

Ole Gisvold autor del primer método prdotioco de extraccidén en
escala de laboratorio, (ver parte experimental), d4ié a conoocer un
nuevo método de aplicacidén industrial (2?7). Consiste en percolar §
extraer una determineda oentidad del materisl vegetal (hojaa y ta-
llos prequefios de Larrea Divarioata Cav.), con éter etflico, reducir-
lo diez veces en volumen, enfriar y separer las ceras por tiltraoidn;
¥l filtrado vuelto a ooncentrar, y luego de agregar unos volumenes
de dicloroetileno, es oalentado en ba'o morfe heste nueva reduccidén
de volumen. Enfriendo tiene lugar la cristslizacién, que es oomple-
ta en 24 a 48 horas, Se hace constar que las oristalizaciones del
NDGA de soluciones de aloohol 6 éter etflico no dan resultado pero
que disolventes del tipo de hidrooarburos olorados (cloroformo, d4i-
cloro-propileno;-etileno;~metileno) son satisfactcrios para separar
el NLUGA de impuresas naturales,

A la primera sfntesis del do0ido nordihidroguayarético en el a-

afio 1918, por la cual fué estableoido su estructurs (20), sigue re=-



oién ahora un nuevo método sf{ntético, sin duda a rafz del interés
despertadp por sus propiedades antioxidantes,

Se V. Liebermsnn y oolaboradores (28), en Fstados Unidos, par-
tiendo del safrol, obtienen de una manera elegante dioho oompuesto.

Consiste, resuriendo en los siguientes pasos:

BE l\“.m"gﬂl+ HBr ——> ,.%fo @-cnz. g‘m" ¢+ef glyr "1{ \ \J-Cﬂ-gm.gar

sol.eteree
safrol (3;4 metilen) 1 oon 1 equlv,

bencll 1 bromo- de 1odo

ctano
-cn- H-C Ccl c H-C
ey (B Yo 2 o (THEEL )
derivado tetraclorado no aisla- éter dimetilénico del 4£o0ido
, do. nordihidroguayarétioco.
hidroliais
débil
aaponitioaoidn

P- CH=-CH- HrCH - C H- H-CH -OH

o¢ [:J g 8 :bo con EC1l gfg g /J

0=\

easter diocarbonico . 4ci1do nordihidroguayarético

Cristales de este compuesto, mezclados con une muestra de NDGA
procedente de la oasa Nordigard Corp.; no mostré disminucidén del pun-
to de fusidn.

La unién de dos molécules del (3;4 metilen Adioxi) 1 bencil 1
bromoetano oon sodio 4 polvo de zinc en benzol y ocupper-bronze en de-

oalina no llevé a resultados positivos.

2) La rancidez oxidativa y el uso de antioxidantes en algunos produg-

tos de lecheria,

La grasa de leche por su origen y su composiocién, es factible
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de adjuirir muchos olores y sobresustos, oriiinados ya sea por
sus enzimus li:o0ifticas propiss o la de microorgsnisros extrﬁﬁoa.

El ox{genc del +«ire procduce en la grasa de leche vacuna
gustos oxidados y rancios, que limitan su perfodo de consuco. Su
resistencia a la oxidscién depende del alirento del animal; pas-
tos verdes, ciertos forrajes, zanshorias o soja disminuyen la
tendencia de procucir rancidez. Fl ocontcnido en carotenos, fos-
folipidos, y otras sustcncles suscertibles de varisr el potenciel}]
de oxidacidén, son le cnusa d8 estos ocrmbios (1).

Por lo generel los :sustos 6xidados en la grase de leche se
deben a contarineciones con traczas de cobre y menos frecuentemente
al hierro. Leche conteniendo 1,5 partes de ocobre por millén, ori-
£ina un 3usto oxidado en &4 horas a una temreratura de 0 a 5iC,
dando un produsto scco jue contiene 10 2 15 partes de cobre por
milldén, voiviéndose éste rancio mds rdpido dqurante el alracensje({c9).
l.ecomiéndnze hoy por lo tento el uso de recipientes de scero ino-
xidable en la menufsctura y elaboracién de productos de lecherisa,

los proiuctos derivados dc la :rasa de leche vacuna, que se
expenden en el corercio, se pueden clasifiesr en dos categorfes:
unos de consuno mds o0 manos rdpldo, y otros en que se trata de
aumentsr en lo posible el perfozode conservacién®de oconsuro, Fn
esta categorfa entra el aceite de monteca y el polvo de leche en-

tera,

A) Inhibidores en mentecas y eceite de manteca,

La menteca por su cornteniZo en agua (16 a 19 %) (30), es fac-

tidle ds desoomposicién y deterioro por numerosos migroorienismos
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especialmente hongos.{1l). La pasteutizacidn de lss cremas, la lim-
plezs en su elaboracién y empaque y su almecenamiento en frfo, li-
mitan la destruocidn por esta ocausa, Los factores docinantes jue
aceleran el deterioro quimico son: la presencia de trazas metéliocas,
acidez (31), alto contenido de 82l y de aire.

El aroma de la manteca hecha de orema frescs, es suave y
agredable y es acentuzdo por la maduracién de la creme, Fara lo
cual se agreza un oultivo adecuado de dacteries, snterior al bde-
tido. ¥l aroms y gusto ocaracterfstico de la manteca obtenida de
esta manera es debido prinocipaolmente al disascetilo: CHB-CO-CO-CH3 ’
que ocon el acetil-matil-carbinol: CHB-CO-CHOH-CH5 es formado por
las bacteriass durante le madurecién., La oconcentrocioén de discetilo
en mantecas es de 0,5 a S partes por millén (32), Este compuesto
desaparece conpletamente con el tiempo , sunjue para temperaturas
de c0iC (el diacetilo hierve a 88-895iC) &n gue la deteriorizacién
de 1la manteca es bestente rdpids, es retenido por largos perfodos
(33)(34).

Algunos detos han llevado & la oconoclusién de guae el diace-
tilo por sf ticne propiedades prooxidentes. Muestras de eceite de
mantecs, enrizuecidas con gren exceso de dlecetilo, se vuelven
ranciecs mds rdpidsmente que los testicos (1)(35). Margarina, cuyo
eroma y gusto ha sidoc. mejorado por le adicidén de diacetilo y
menteoas con alto contenido de esta cetona, se vuelven sebdcess en
menor tiempo (1).

Hespecto al uso de inhibidores en msntecas, es en realided
una aplicacién esrecinl de los ooncentos exruestos antericrments,

Tal es8 Gue todas las pretentes de Musher citan la arlicacidn de tal
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0 ocudl antioxidante en graess de leche. Su incorporascién juede
lograrse, agregdindolo a la maritecs previarente al batido y erasn-
ziento.

Cormo novedad puede citarse el uso de flavonaa y derivados
en grasa de leche y lardo (36). Luercitire incorporado en un 0,015
a ls grase, extiende el perfodo pars llezar a 5 milieguivalentes
de agruracidn perdéxido por kg de grasa de leche, o a 10 mequiv,
de peréxido para lardo (econsiderados como valores correspondientes
a una rancidez incipiesnte), de 30 a 144 horas para la primera y
de <6 a 96 horas para el segundo. Las deterrinaciones de los ocaraa
tesres organolépticos, esreclalmente el justo, no revelaron la pre-
sencia del antioxidante agrezado.

RKespecto al aceite de mantece, su uso eas pooo conocido en
este pefs y en general en toda Acérioa ae conocfa poco; sin em-
barzo, & causa de la dltima guerre y a la falta de bodegas para
el transporte, se inicié su preparacién industrisl, ya que tal
prooeder ahorraba el 20 % del tonelaje y reducfa grandemente la
necesidsd de refrigeracién en el transporte y el alxacenamiento.

Lesde siglos he sido preparado y wsado en escala doméstica
en Egipto, India, coro también en Furopa (Frunocia, Alemania ¥y
Balcnnea), Fra costucbre hervir la menteca, eliminando as{ todo
el agua, siendo el aceite separado por deocantacion de los sélidos
no grasos que precipitan,

Investigadores como El-Rafey, Richardson y !lenderson (37),
estudieron el efecto del método de preperaoidn del aceite de mran-
tece cor respeoto a su tiempo de oonservecidn, Para aumcntar éste

rerfoco en aoceites de manteca filtradas, ensayaron mezclas de to-




coferoles con fracciones fosfolfpidas,

Fl aceite era colocado en vasos abiertos y calentado en un ter
méstato con bafio de aceite minecral a 808C., resguardando las muestras
de la luz solar directa; usando para la estimacién de perdxidos el
método iodométrico de Wheeler modificado por Henderson y Young (38).

Se llegé a la oconclusién, de que el aceite preparadoc por oa=
lentamiento de le menteca (método del hervido) a 110iC., Yy separa=-
oién del residuo por centrifugacién, es més resistente a la rarci-
de; oxidetiva que si menorecs temperaturas son utilizades, & el acel-
te a8 filtrado. Fato se debe oomo comprodarcn,,de la transferencia
de fracciones fosfolipidas de la fase acuose & la fase del loeite;

y segursmente de la incorporacién de productos derivados de la des-
naturalizacidén del sistema fosfolf{pido-protéioco, ya que quedé esta-
blecido por numerosos autorecs la acoién antioxidante ds los eméno-
eoidos (1)(39)(40)(41) y occmpuestos afines (con grupos sulfhidrf-
liocos)(82)(43)(44), que se separan de las proteinas por desnatura-

lizaocidn del calor.

B)_Antioxidentes en folvo de leche y la estimacién de perdxidos.

Las leches en polvo de reciente elaboracidén contiecnen pocsas
bacterias y muy poca humedad, a mcnos de un gran aumento del oconte-
nido en agua, los pocos microorganismos presentes disminuyen oon el
tiempo y la posible destrucoién por esta causa es eliminedo. lo asi
la rancidez oxidativa (1),

Lea en un trabajo importante (2£9), notifica las oondioiones
14eales de oonosntracién de oxigeno (0;01 ml por gramo de palvo)
en que debe envasarse éste producto. Cita que oconcentraciones de

0,04 ml/gr. ( qQue corresponde a 4% de oxigeno en el espaocio hueco),



en polvo de leche entersa, obtenides por el método de pulveriza-
ocién, desarrollan a una temperaturs de 15iC. sobregustos en 7 me=-
ses y en lc meses un gusto y olor ranocio definitivo.

Lesde un tienpo relativamente reciente éste prodblema atrajo
el fnteres a olertos investigadores que intentaron resolverlo por
los sizuientes medios: 1) el envasamiento adecusdo en recipientes
barnizados y no estaf.iados {tipo fenol-formaldehido)(45); 2) el en-
vasamiento en 4tmosferas de nitrogeno 6 a presidn reduoida (1)(29)
(46); 3) el uso de antioxideantes.

Peters y Kusher en 1937 se atribuyeron el previlegio de haber
notifieado, que el olor fresco de las leches en polvo ere retenido
sl se mezclaba con flores de avena molidas & sé se agregaba a la lee-
che antes de ser secada por pulverizecidén.(47).

srite usé flores de avena y hidroquinona con oierto exito. Sin
embargo la hidroquirona a una ooncentracién de O,S% en la grasa im-
partfs un gusto metdlico a los productos tratados (47).

Jack y Henderson utilizaron Avenex, Avenol y vitemina C. Ave-
nex en una concentracién de 2 a 3% del peso total 6 0;2% de Avenol,
prevenfan la aperiocidén de gustos oxidaedos hasta 8 meses. Ziendo pa=-
ra flollender y Tracy los mds efectivos la resina de gusyaco y la hie
drojuirona, !1l1ditoch ensayé el gnleto de etilo para aurentar el tiem-
po de oonservacidén (47).

La vitarina C y el 4cido d=-gluco ascdrbico fué utilizado tame
bién por otros investigedores (48) en manteca, leche condensada y
polvos de leche.

Los trabe jos mfis extensivos fueron hechos por Chapman y Mo;
Farlane (49), que enssyaron el aceite de gérmen de trigo (0,1% res-
pecto a la materis grasa), adicionsdo a la leche antes del secado

por pulverizecidn.
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métodos iodométricos (10)(50), en cuanto a repfoducibilidad y sensi-
bilided, mids aln para el estudio de materiel como es la leche en pol-
vo, en que la gresa es {ntimemente asocieda a las proteinas, perfec-
cionaron el métede colorimétrico de Yule y Wilson (i)(10)(49). Se

besa en la oxidacién del 16n ferroso a férrico por los peréxidos pre-
sentes, y su eatits«iz colorimétrioca como timcianato férrico.'rl e-

quivalente en perdxido es ocaloulado en base a la siguiente reaceidn:

+ H

00— ++ H
R-bi=Cii-R* + 2 Fe + 2 H —> R- H-gH-R' + 2 Fo*“

Se extrajo ls grasa oon acetona anhidra, agregando a una pare
te slicuota del extracto una solucidn 0,1% de sal de Mohr y 0,4% de
tiooianato de amonio en acetona, el color desarrollado fué medido por
un espectrofotémetro Colsman precviamente calidrado. Este método ocolo-
rimétrico indice la presencia de perdxidos en un estado méds prematu-
To que lo dan los métodos iodométricos, ademés de dar resultados
mds altos (10). E1 testigo (sin agregado de entioxidante), despues de
de 9 semanas tenfa gusto y olor netamente deficiente (correspondien-
te a 5 miliequiv., de agrup. peréxido por kg. 4e leche en polvo). lLa

leche tratada con aceite de zérmen de trigo, presentada estos oarao-

teres recién a las 24 semanas (49).
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I1I) piBTE PXEZRINTITAL,

1) Alslacidén del dcido nordihidroguayarético de larrcas argentinag
por el método de (Qle Gisvold, (c0)

Fl material vegetal (Larrea Iivarioata Cav,) usado para la
extraoccidén del KiGA, procedidhdo Anillaco Cep. Castro Barros, Iro-
vincie de la Kioja, habiendo sido recolectado en fedbrero del co-
rriente afo. ]

Se percolaron 800 gramos de hojas y talloi pequeflos secos,

ocon 3,5 litros de solucidn de KaCH al 5% adicionedo de 2% de S,0,Na,.

( Debe tenerse la precaucién de utilizar pera estas extracciones un

hidrosulfito de buena calidad, obteniéndrse en oaso ocontrario frac-

ciones ocon precipitados amorfos, debido a la falte de un medio re-

ductor oonveniente, sin oristales de NDUA). F1l lfquido percoladore-
recibido en un frasco ocolector, se acidoficé con dcido acético, de-
Jédndose en reposo durante 3 dias.

Fl barro decaentado se disolvié en 430 co. d8 alcohol etflico
de 968, agregéndose acto seguido 1150 oo. de éter sulfiirico. Las ‘
impuresas insolubles en alcohol-éter, son seraradas por filtracidn,
y el 1fquido 1fmpido pasado & una amrdila de deoantacién es lavado
tres veoes ocon 550 co. de agua destilads,

Se procedid luego & la extraoocidén fracoioneda, uando 15 ml de
soluocién de NaOH al 5% y 2 de S.0,la, oada vez; agitando uniforme-
mente durarnte dos minutos y medio. Fl 1fquido decantado se goiduld
ocon acétioo; coloodndose en el bafio marfa unos minutos para evapo-
rar el éter. Se separaron 16 fraooisnon; Después de 24 horas presen-

taron el aspecto siguiente:
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Fraccién 1 : brea negra poco flufda, pegajosa,

L] n ] " ] L

L

" de color pardo, mds oconsistente.

sélido amorfo de color pardo rojizo.

: n " " " anaranjado.

o W & w N

a 13 : sdlidos amorfos y oristalinos de color

amarillento-anaranjado que ocontienen el NDOA,

h 14: sdlido anaranjado-rojizo ocon pocos oris-
tales.

" 15: sélido anarsnjado-rojizo sin oristales.

" 16: 1fquido oleoao..oolor pardo rojizo ein
oristales.-

Se obtuvo 31 gramos de NDGA impuro, correspondiente a las
fraooiones 6~-13, o sea un rendimiento de 3,9 ¥ res;ecto al vegetal
€600,

Se purifiod el NDGA por oristelizaciones sucesivas (tres) en
doido acétioo glacial caliente, obteniéndose finalmente 6 gramos

de eate compueeto, oon un punto de fusidn: 184iC,

2) Ensayo soelersdo por el método de merencidén de Swift, de la ag-
cidén antioxjidante del doido nordihidroguayarético en aceite de map-

teca,=

Pe los diversos métodos que se oconocen (1), para oomparar la
estabilidad de las materias grasas en el estudio de inhibidores de
oxidacién, el ensayo de estabilidad de Swift, desoripto por King,
Roschen e Irwin, ha sido adoptado en la mayorias de los laboretorios
arericanos por su sencillez y reproducibilidad de detos (S0).

Ha sido éste el utilizado pera engayar la acoidn inhibidore

de)l NDGA en sceite de manteoa,
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Varias modifioceciones propuestas por FKiemenschneider, Turer y
Speck (50) y el "Commitee on Analysis of Commerocial Feta and 0ils"
(51) hen sido adoptades, ademds de otrss condiciones como ser la
de trabejar a 80iC,

El método original consists en hacer burbujear aire lavado &
una velocided m4s o menos oconstente, a través del aceite calentado
a 100iC, Qeterminando los valores del f{ndice de peréxido s intér-
valos, hesta .ue un ascenso brusco nos indique el final del perfo-
do de inducoidn.

Se entiende por perfodo de induccién de una grase o aceite,
el intérvelo de tiempo més o menos definido, en que existe una cier-
ta refractarieded e la oxidacidén (la abscroién de oxfgeno es lenta),
y en que las variaciones de los caracteres organolépticcs no se per-
cidben, o bien son relativ:imente pequeras, Ls sigue una fase en que
la velooidad de reaccidn referente a la oxidacidn oreece logar{tmi-

camente, apasreciendo ‘el olor y sabor rancio.

4) Leroripcidn del termdstato y del trer de aeresoldn.

¥l aparato ussdo (fig. 1) oconsta de dos partes: un sistema
distribuidor de aire (tren de eereecidn), oon la fuente de presidén
P (bomba de Pfeiffer) o de vacio V (trompsa de ague), oonectado a
los tubos de dburbujeo, y un daflo terméstato T.-

Fl terméstato, que difiere del usado comunrente, estd oconsti-
tufdo por una olla esmalteda de 23,5 cm de dldmetro por 16,5 cm de
fondo, con una capacidad hesta de diez tubos de aereacidén. Estos tu-
bos estdn sostenidos por un soporte de hojalata, surergido en aoceite
minersl de alto punto ¢éé inflamscidn, Lg olla va asentada sobre un

plato refractario oon resistencims eléocPrica de 500 vatios, suficien-
[ ]
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te para calentar el bafio

Eg‘\lt& N2 a la temperatura deseada,
200V

menteniéndose ésta por me-
dioc de un termoregulador
eléectrico y una agitacidn
conveniente. ruede verse
por la fig.2 la construc-
e¢idn de los circuitos cor-
respondientes y su funcio-
namiento, cuyo principio es
ya conocido. (ABC circuito
de calefaccidén, DEF circui-
to de termoregulscidn).

Las oscilaciones de la
temperst, eren de més o me~

nos 0,58C. La construceidn

de este sistema resulté su-
mamente prdctica, ya que permitidé seguir lz aereacidn ininterrumpi-
damente.

La corriente de sire originada por unz bomba Pfeiffer, pasa
primero por un frasco con 2lgodén A, para retener gotitas de aceite
jue podrian ser arrastradas, de ahf 2 un frasco B con llave de esca-
pe H para regular la presifn. Sigue por un frasco lavador C, con
agua y otro D que contiene solucidén dcida de bicromato de potasio
(2% de Cr207K2 y 1% de Soaﬂa). Un refrigerante a bolas R, evita el
arrastre mecdnico del agua y reguls la humedad del aire, que después
de paser por E llega a los tubos de aerescidn.

El otro esquema (fig. 1) muestra la aplicacidén de una trompa




-5 -

de agua para originar la corriente de sire, Fué utilizeds en ensa-

yos previos, por la falta de lso bomba de Pfeiffer. Tiene el incone-

veniente de no poder percibirse por el olfato el estado de ius
nuestrsc.

Como tubos dq aereacidn de adoptaron los propuestos por Rie=-
menschneider, Turer y.Speok (fig. 3). Son enteramente de vidrio y
sus ventajas sodbre los tubos con tapdn de goma son las siguientes:
l) facilided psre reslizar su completa limpieza (primero con solu-
c¢idn de HONa y luego con mezecla sulfocrdmica))

2) es eliminada la posible contaminacién con partfcules de caucho
que por su naturaleza pueden variasr el proceso de oxidacidn;

3) un detalle de su construccidén A, previene la formacidn de espuma
y el arrastre de la muestra de aceite, y

4) de poder alcanzar mayor reproduci-

bilidad en el caudal,.~

B) Standardizacidn del aparsto. Cur-

representativas, Téeniea m -
‘L‘% esmeril
do08.~ standarl

létodo de preparscidn del aceite de

manteca.

¥n un embude de filtrscidn en

(A) 3 mwm

vo e
g R

3L wmw

__*_-

Amave 1BT

ealiente perfectamente limpio, en
cuyo extremo se adiciond un tube de
vidrio efinado por medio de un tro-
zo0 de tubo de zoma y su respectiva
pis.a de lioffmenn, se colocaron

<00 gr de manteca fresca. Un cartsin

recortado, con un z2gujero parsa colo-




oar un termémetro, servia de tapa para evitar la caida de sustancias
extrafas.

Se hizo fundir la menteca, tratando de no elevar la temperatu-
re arridba de 75iC. Dejando en reposo, se decanté la fase acuosa. ¥l
aceite ss pasé a un erlenmeyer con tepa esmerilada, ocuidadosamente
limpiado y seco, agregéndose unos 15 gramos de sulfato de sodio an-
hidro. Se dejé en conteoto una hora el lado del dafio narfa; a unos
308C., para mantener la fusién, agitamdo de vez en ocuando. Se fil-
tré por papel de filtro comdn, usando de nuevo el embudo de filtra-
cién en caliente. Tl aceite de mantcoa asi obtenido se uaé en los

diferentes ensayos.

Standardizacidén y método iddométrico para la determinsoidén de per-

éxidos,

Fara standardizer el aparato, se colocaron 20 ml de aceite de
manteca respectivamente en dos tubos de aereacién. Fastarndo el dafio
a la temrerature deseada y las oonecciones en orden, se puso la bom-
ba en marcha anotando la hora. lLos tudos estaben suriergiios haste
3 cm arriba del nivel de las muestras, y por consiguiente al hadrigo
completo de la luz,

A falta de un sistema adecuado, rara ajustar el csudal de ai-
re a 2,32 ml por segundo, segin describe el método, y teniendo en
cuenta que variaciones entre lirites bastante emplios (2,5 a 10 li-
tros por hora) no influyen en la exactitud de las determinaciones,
se traté de igualar en lo posible el peso de aire en cada tubo, por
medio de rinzas de Hoffmann, contando las burbujaa por minuto.

Se determind el Indice de peréxido por el método iodorétrico
de Wheeler, modificedo por Hendorson y Young (38).



Fué elejido éste método tomendo como base los tradajos de
Ll-hafey, Henderson y Richardson (ver introduccidn), que aunque ori=-
tiocadc arnteriormente, nos parecid suficientemente exacto para hscer
un estudio comparativo del uso del NDGA en manteoas.

De todos los métodos lodorétricos conccidos es & juicio de los
sutores, €1 que 416 valores rés altos y virajes més netos,

s como sigue: se pese sn un dedel de vidrio 0,3 a 0,5 gramos
de la muestra y se coluca en un frasoco con tapa esmerilada de 150
ml de capacidad, méds 15 ml de una mezola Z:l1 acético glacial (para
LijJs no debe dsr reacocidén positiva de Schiff) y tetraoloruro de oar-
bono, se agrega 1 ml de aoluoidﬁ saturada de IX ; agitdndose oon po-
vimiento rotatorio en la osocuridad. Desrpués de agregar 5C ml asgua
destilada y 2 ml de solucién de almidén al 1%, se titula con una so-
luoién de tiosulfato 0,002 N ocon bureta de 25 co. La solucién de tio-
sulfato fué prerarada por dilucién a partir de una solueién 0,1 N
exactamente titulada segin el método desoripto en Treadwell-Hall
*Analytical Chemistry Cuantitetive” ed.9a.,pdg. 61ll.-

Le adicién del &cido eoético facilita la descomposicion cuan-

titativa de los peréxidos en base a la siguiente reacoidén:

# R 8? gn'

——— - }- -

R-Chi-CRpe T 2 N\ o I
K-CHl-CH-R*

El nimero de miliequivalentes de agrupacion peréxido «O=0O=
presente por 1000 gramos de grasa es caloulado de los mililitros de
solucidén de tiosulfato 0,002 N gastados y del peso de la muestra por
la siguiente férmula:

ml.sol.tiosulfato L 1000 - miliequiv.de agrupacidén perdxido

peso de ia muestra 1CCO gr de grasa
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Variaciones en sl peso de la muestra y voldren de los reactivos
como del tierpo de reaceidn producen diferenciess apreciesbles en el
valor del fndice de peréxido, siendo de menoms importancia cuando la
estimacidén se haoce a altas temperaturas y con el método de aerea-
e¢idn (50).

Alsrfs quiero hacer notar; que para la oompleta disoluoidn
de la musstra de gresa en el disolvents dcidleo acético-tetracl oruro
de ocarbvomo, 4zta Aesbe estar sn estado lfquido, para lo cual puede
ponerse unos minutos cerca de inepgg&gﬁlor. Se hab{a observado que
agregando la muestra en sstedn senisclids, una vez agitado; la di-
solucisr 10 era completa,

Los datos y las curvas pueden verse en a) cuadro Nl y en 1la

figura Ni4 rsspuctivamente.-

Cuadro N8 l.

Buestra ki b 2
Tiempo horas| p.m. |[Eml, gast.|{I.P. P.m. |Mml, gast. I.F.
0 0,3773| 0,40 2,1 || 0,355 9,45 2,5
3 0,329| ¢©,65 2,8 || 0,3742| 0,88 4,7
6 0,400&( 1,0 5,0 || 0,3927| 0,95 4,8
9 0,3594| 1,3 7.2 || 0,3543| 1,15 6,5
1z 0,3833| 1,c 6,3 || 0,3933| 1,12 5,7
15 0,3816( 1,15 6,7 || 0,3553| 1,25 7,0
18 0,3798| 1,35 7,1 || 0,3715( 1,25 6,7
21 0,3311| 1,15 6,9 || 0,3172| 1,1 6,9
248 0, 3642 1,85 6,9 | 6,3195( 1,13 7.1
e? 0,3857| 1,5 7,9 || 0,4005| 1,5 7.5
30 0, 30zcc 3,5 23,2 || 0,285¢| 6,2 32,1
33 0,335e| 14,25 71,5 || 0,3777] 15,87 84,0




0Y: 1,5 cm210 miliequiv. perox. pqy kg. grasa
0X: 3 cm #10 horas.

3 1 .45 418 a1 24 . 23 30 3

C) Curves pepresentativas del proceso oxidativo con diferentes con-

gentreciones de édcido nordihidrogueyarético.

Standardizado =1 aperato de aereacidn se procedid de la si-
guiente manera: In cuatro tubos marcados, se coloocaron 20 ml de a-
ceite de mantece resp. A los nimero 2, 3 y 4 se adicioné 1, 0,4 y
0,2 ml de une solucidn alcohdlice de NDGA (50 mg disueltos en S ml)
jue correspondes concentraciones de ©,05%, 0,02% y 0,01%, Puesto
el aparato en marcha, se determiné, hasta la rancidez del testizo,

2 veces por dfa, el valor del Indice de rerdxido, y luego cada 24




horas, tomando detos del olor y del color de las muestras,

Hasta alrededor de las 100 horas no habfa diferencia en el
olor.de los tres tubos con inhibidor, no era el del aceite fresco
pero no tenfan olor sebdceo. A las 200 horas de iniciado el ensayo,
el olor de las muestras 1 y 2 era sebdceo y el del 3 era més maroca-
do recordando al aceite de pesczdo. EY color del 3 era mds blanque-
cino. Llegado a las 300 horas el 3 =staba raneio, habiéndose decolo-
rado por completo. La muestra del tubo 2 tenfa olor deficlente y un
color mds pdlido con respecto al nimero 1. La decoloracidén de este
dltimo se hizo paulatinamentes hasta llegzr 2 las 700, teniendo ya
a las 350 horas un olor netamente rancio.

Lundberg, DockstHder y Halvorson (52) estuliaron la des%ruo-
0ién oxidativa de varios antioxidantes, entre c¢llos el NDGA en fun-
¢ién del tiempo, para.elo a la concentracidn de perdxidos. Utiliza-
ron el método de Swift a 1003iC oon muestras de lardo adicionadas de
0,02 %, 0,1 %y 0,5 % de NDGA.

Las conclusiones son por clierto interesartes, la destruccidén
de antioxidantes fendlicos en gresas no es unz reaccidn ds orden
oero (jJue a mayor conc. de antioxidante, proporcionalmente mayor
destrucoidén del inhibidor), siné complicada por productos de oxida-
cién de las grasas y posiblemente del mismo inhibldor. Observaron
que a mayores concentraciones de antioxidante , tienen un efecto
catalfitico en la formacién de perdxidos, en la etapa inicial (cua-
dro 2). A ocausa de esta fendmerno se dedujo que cade antioxidante del
tipo fendlioo posee una concentracidn Sptime con 1o que respecta a
la prevencidn de rancidez detectatle organolépticamente.

Se comprobé que al tiempo de infleccidén de las curvas, o sea
la terminacidén del perfodo de induceidn, el antioxidante no ha sido

destrufdo completamente,
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Cuadro N3 Z2.

- D -

1“1-‘251& 0,05% NDGA o,oa@ NDGA 0,01? NDGA TESTIGO
EZ°§§3 p.m. ggit I.P{ p.m. ggit. I.Pg p.m. gist I.P§j p.m. gzit.I'P‘
ras ' : .
0 0,3549(0,2 | 1,1
5 |0,3334% | 0,35| 3,2||C,3463| 0,50| 3,040,3445| 0,48 2,8[c,363¢|C,3 | 4,3
20 . : —fv,3528|1,3 73
29 10,3610 0,75 4.110,3347 0,65| 3,930,3429( 0,6 | 3,5(0,3670|1,6 (632
44 10,3305 0,7 | 4,2]0,3364| 0,7 | 4,130,3414| 0,7 | 4,1

67 |o,370]|0,9 | 5,2/0,3658| 0,85| 4#,640,3343| 0,7 | 4,2
91 |o,3516] 0,85| #,8[0,3687( 0,95| 5,1}lv,3564| 1,05| 6,1

118 |0,3596| 1.0 | 5,5l0,3446] 0,9 | 5,2[0,3421| 1,0 | 5,9

126 |{0,3477 | 0,95| 5,5/0,3810( 1,0 | 5,2(0,3794( 1,15| 6,1

143 10,3586 | 1,0 5.6|0.3438 1,05| 6,1|0,3653| 1,3 | 7,1

166 |[0,4163) 1,25 6,0(0,3384| 1,1 | 6,5[0,3470| 1,3 | 7,5

189 10,3735 1,2 | 6.4|0,3576| 1,3 | 7,3]l0,3802| 1,55]| 8,1

198 —| - —l0,3659( 1,6 | 8,7

el4 10,4257 | 1,50| 7,0(0,3939| 1,55 | 7,9(0,3555| 1,8 10,1

222 _ - : . : —|0,3479| 1,7 | 9,8

241 |0,3666 | 1,35| 7,4[o,4164| 1,7 |8,2]0,3463] 1,9 (11,0

250 |0,3861| 1,45 7,5(0,3594| 1,53 | 8,5/0,3803%| 2,05(10,8

273 lo,4107| 1,8 | 8,7|0,3822| 1,65 | 8,6l0,3741| 2,8 15,0

296 10,2699 | 1,68]| 9,0ll0,3707| 1,8 |9,7b,3768]21,15(112

321 |0,3771| 1,75| 9,3|0,3577| 1,8 J0,1(0,3658|75,2 |411

21 |(o,3828| 1,8 | 9,4/0,3573| 1,92 0,6

356 |0,3959| 2,2 [11,illo,3601| 2,0 I1,1

381 |o0,4302| 2,15(10,0(0,3505| 2,2 12,6

405 |0,3703| 2,2 |11,9[0,3660| 2,6 14,2

429 10,3373| 2,3 [13,7]0,3520 | 2,7 15,%

454 10,2590 | 2,5 [13,9|0,32824 | 3,75 19,6

473 10,3743| 2,7 (14,4)0,2756 | 9,25 49,3

495 |o,4062| 3,1 |15,3|0,3524 |[50,3 286

517 |o0,3880| 3,15|16,2

541 |0,3493| 3,1 |17,8

565 |0,3426| 3,2 (18,7

589 |[0,3456 | 3,4 |19,7

598 10,3693| 3,9 (21,2

622 10,3507 3,8 |21,7

656 |0,3545 | 4,4 [24,9

674 10,4027 | 5,7 |27,3

699 |[0,3636| 2,1 |43, "

720 |0,3742 3.6 |72 B B
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Prdoticamente es mda importante ue un antioxidente no produzca en
la etapa inicial de oxidacién una eclevsds concentracicn de perdxi-
dos y compuestos rancios, a que posea una duracién prolongode o
imperta s la grasa e le cual se agrege, un fmndice de estebilidad

rruy elevado.

tiermpo de egtahilided de¢ aresa & inhinidor
Tempo de estabilidad del testi o

Indice protector =

¥l {ndice protector o de estabilidad de las 3 muestras, con-
sidersndo como fin:l del perfodo de induccidn el momento en que el
aire que saie del tubo de desrrendimiento tenga olor rancio, es:

Indice proteotor muestra K¢ 1: ac. manteca 0,05%NDGhe 220 . 14

e5
" " “« MNp2: " " o.oax".ggﬂ.la
" " " Ki 3; " w 0,01% "'-%%Q- 8

El {ndice protector, teniendo en cuenta les infleccion s de
las curvas, nos da:

puestra Nil = égg & 28 ; muestra ki 2 » 55% =16 ;nneatraﬁ!}:égg: 10.-

Aceptdndose para grasa de leche comd rancidez inoipiente el

valor de 5 mequiv., de agrupmsoidn de perdéxido por kg., tendrismos:
muestre Nil = 2%;¢ 11; muestra li2 2%;: 11; muestra Ki3= 3%;! 11.-

Fl-Refey, Richardson y Henderson (37), obtuvieron fndices

protectores mucho mds bajos, oscilando entre 1,5 a 3.(usando tocofe-
roles md. fracciones fosfoliyidas cormo antioxidente).-

Felecidn entre la resccidn de Kreiss y el Indice de peréxidos en

grasa de leche,

Con el £in de ertadlecer una relaoidén entre l1ls reaccidn de



Kreiss y el fndice de peréxido, se procedié como sigue.

Fn ocuatro tubod de seresoidn se egregeron <0 ml de aceite de
manteca y solucién alecohélica de NLGA, corresrondiente a: Muestra
N8l; O0,1%; N82: 0,05%; Ni3: 0,014 y Ke&: 0,005% de KLGA; determi-

ndndose paraielemente al fndice de perdxido la reaccidén de Kreiss.

La reaccién de Kreiss, Técnica,

El uso ouantitativo de la reeacoidén de Kreiss rcspecto al gra-
do de ranoidez de una grasa & aceite ha sido muy discutido.

Holm y Greenbank notificaron que la intensidad del ocolor des-
arrollado, no estd en relacién el grado de rarcidez deteotedo por
el olor y el gusto (l). Otros autores aroyaron la opinién de que
la reasccién de Kreiss no puede ser usedes como verdedera medida de
rancidez, pero que grasas que dan color en una dilucién de 1 en 20
son definitivamente ranoiaa;

Tal es que ésta reacoién no estd inoluida entre los métodos
oficielea de la American 0il Chemists Society. Fn Alem=nia no se
considereba suficientemente segura ocomo edaptadle para métodos
standart, siendo el gusto y olor los uUniocos medios suficienterente
seguros (1).

Cuatro tubitos de ensayé (como los utilizados para la reac-
cién de ‘assermann-Kahn), de espesor y tamfio unirormo; de 3,5 ml
de capaoidqd, se marod el nivel oorfespondiento e 0;2 ml; Se compro=
b6 que 6 gotas de aceite de manteca, usando los tubos de bdburdbujeo
como pireta, ocupaban el volumen oorreapondiento;

A 0;2 ml de aceite de nanteoca se agregaron 0;5 ml de aoceite de
vegelina (1 en 3,5) y 0;7 ml de dcido olorhidrioco oonc. Previa agita-

cién (un minuto), se adicionadba 0,7 ml de solucidén 0,1% de floro-
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glucina en éter tresco; preparada en el momento de uso. Después de
un minuto de agitaoién y separacidn de las capas se observebda lel
oolor.

Los resultados pueden verse en 2& ocuadro 3. A las 109 horas
de iniciado el ensayo, se observd reaccicn positiva de Kreiss ?ara
las cuatve muestras, correspondien@e a un {ndice Qe perdxido 5,9
pare el Ni&l; 3,9 para el Ni2; 3;? pera el Ni3:y 6,7 para el Ni&, .

For ceusas no conocides, posiblemente errores experimentales,
no ha vuelto a observarse sl efecto catalftiwo del KDGA en la forma-
0ién de perdxidos durante la etapa inicial. También los fndices de
perdéxido de la muestra Nfl no estén en correlacidén con la cantidad

de antioxidante agregeado con respecto & las muestras 2; 3 y 8.«

3) Ensayo de la ecoidn inhibidora de oxidacidn del dcédo nordihi-

droguayarético en mantecas balo condiciones ambientes,

ve rezlizaron dos ensayos paralelos ocon diferentes muestras
de msnteca.

Pare el primero se pesaron en 4 vagitos de pptacidn. oon sus
respectives varillas 20 gr. de manteoca, agregando oon pipeta soluei
eidén ~loordlica de LHiGA oorrespondiente a 0,2%; 0,1% y 0,05 # de
antioxidznte (ver cusdro 4), determinando el fndice de peréxido
y }a reaccidn de Kreiss periodicamente. ¥l cuarto vesito sin NDGA,
-como testigo.

En el segundo ensayo se determiné conjuntamerite con el valor
de perdxido el zZuato y el olor (cuadro Kt S).

Una vez aurezado el antioxiiante, previe agitacién, se colo-

caron los vasitos sodbre el bafio maria hasta fusidn inoipiente,



peT|CiToC|roC | o4 ofC n_,%:.m il
et ot fjooT | 4 | cotT [Fyfee 2LY
COT [0 [l | 0L | G497 LS %0 Ot
T vt el s07| €% Cot|olEde (A7 ¢
auéclueeds| | a%¢| ertr|sivie 143 4
07| 0 €4 col) peL]  #0T|LLT0% 13 4
voj it df maT] ol 46%¢] LE e 60V
GO0 Vof Yff | 280| $LOC|€5E 4 €C
Culrl oo Mol ey Lé¢[Cyeee 1)
GO Lol | €OC| 987 cE0 cL
pooliLyde| Tel g2l Glo|nrfle 56
€ole| ooty Tou| o] Gotel| kv io of
Choiulo)|—| 50T €40|cufi0 £
CElO ETY | Tou| L2 ctc|irutte 13 4
—_— —] —] - 4]
o’ E enial .._;J praa
Tl *T | o® e |eLeT| ¢ Gud | ue GUeT
— e e b e
L6 G0 PRI do!
Q @ of. BIsSSOM

* WP G
QAT




Cucdro i &,

b 2 3 4
Kuestra N8 A ¢ vrver | ¢ yorcen by oree oy - ~ °
0,2% KDGA 0,1 IILGA | 0,057 NLDGA T 3TIGO
Lenteca 15 gr 15 gr 15 ¢gr 15 ar
Jol.eaicohéli=-
ot de liuAe
(¢ 1 contie=- € ml lm 0,5 ml —
nen 15 my de
kDGA\)
Alcohol — 1l il 1,5 ml ¢ ml
Tlerpo en dias
0 Ielo o 0 0 0
IeKe neg. nes, negse. neit,
2 leie %,9 4,7 5,1 6,6
FeKe neg. negs. neg. ne:;.
14 l.p. 6,1 727 8,4 17,7
FeXe neyg. nes, nege. FCSe
;;l ‘lot'o 8’&. 9.7 1196 299&
1'-.!\. n‘\'&. n':-,. ne",. r’os.
e leio 1G,6 17,2 16, corpleta-
Fefle nege ne ;. nege zente roenciol
35 }.}. 10,5 15,< 16,4
- reXe negse. nes. A E A
Sundro s 3,
wuestre L: 0.3 1 . e 3
b A Niasa RS IRHINT TR IS
Tiemre an
—__ 24 NE
J’.I" 6.5 ? “ Q 9
.. . -
10 susto achono,?nb?ﬂgustq.ae~ 1dam rancic,ﬁaco n=%o
nlcr LoYLal, ( tilicyl ddew idem
IQI - 8 l l A |
- rn o e g Ly o 14 6
r29) brouQ acbugurso:rcgua:3 mE- 1den runcio’neto
oior norrnl ( t4lice {derm reneic sunvye
Lot 16,9 15 & S
. o Dyt 35,2
30 224;0 natdlico ids parcado iiem rancio neto
(o} reacio liem ranclo neto




volviéndces a mezcler bdien sl ocontenido. Los vasitos en todos los
ensayos se taparon oon pepsl y se coloocaron en un cuarto con luz 4i
fusa, fuera de la sccidén de los gases y vapores de laboratorio.

A ocause del resultedo obtenido oon lo que respecte a la per-
cefién de un sobregusto metdlico (ndtuse en el palasdar con dbastan-
te persistencia), ya que €l &lcohol dificulta le perocedéidén del
818t0 una vez praparadas las muestras, s2 disclvieror 80 mg de
BDGA en 8 gr de aceits ds manteca coloouncod on suitro vazitos las

siazuientes cantildades:

Cusdro K& 6.

1l I 2 I 3 4
Kuestra hi 0,2% HDuA Io,u- NLGA |0,05% EDG: | TFSTIGO
Kanteca 12 gr 12 &r 12 gr 12 gr

P—-
sozite de pun- - :
teca con i% 3 gr 1,5 gr G,75 =BT —
de LLUA
sobrezusto me-
, et ke .. | HENROS Be menos a-
Gusto tdiico,haatan centuado centuado norwal

te astringente

El resultado ss concluventa, (trea parsonae que proberon las
muestras coufirmaroa mls rasulisdai,

con respsgio sl suusto del NTGA, tal ocual obtenido, se perci-
be tawsida ua Zustc cigo astringante en el paladsr, Lo mismo el de

procedencia norteamericana,

4) Ensayo de 1la aocidn sntioxidante del NIuA & diferentes concentra

ciones con la variacidén de la oonc, de diucetilo en manteosns art
ficiaeles.

Se tratd de estudiar este cuestidén en base a las propiedsdes




antagonicas de estos dos compuestos.
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En S5 vasitos de pptacidn., se colocaron respectivamente:

Cuadro N2 7.

P 9 . @ r.@ °
Muestra N2 0,057NDGA 0,02 % 0,02 % TESTIGOS
20 ppm dia| 20 ppm 20 ppm 20 ppm
cetilo
%Z:;te de man-| ;g 5 or 16,5 gr | 16,5 gr | 16,5 gr | 16,5 gr
Sol.acuosa de
diacetilo (0) 3’5 ml 395 ml 3.5 ml 3’5 ml
Solucidén alco- A
hélica de NDGA 1,0 ml 0,4 ml 0,4 ml
(al 0,05 %)
Agua destilada 1A75ml 30 ml
— 2 2
Alcohol 0,6 ml 0,6 ml 1,0 ml 1,0 ml

Los fndices de peréxido determinados en intervalos de 10 df-

as son respectivamente:

1,9

1,9

0 dfes 1,9 2,1 2,0
10 dias 5,4 5,7 5,7 757 6,4
20 dfas 6,3 7,1 8,1 18,4 15,1

(°) 3,5 ml de sol. de diacetilo contienen 0,004 gr de dicho com—

puesto.-Equivale a 20 partes por millén.-

Los célculog de les concentraciones consignadas en el cuadro

N8 7 se hicieron en base a los datos mencionados en la intro-
duccidén bibliogrdfica.-

Un ensayo semejante con aceite de manteca, hecho simultanea-

mente en estufa de incubacidn a 378C. ( se agregd el diacetilo en

solucién eterea), dié el siguiente resultado:




Cusdro Ni 8.

i

: AEEY)) - T— G R
Kueatra Nt 0,055LTGA | 0,02 % | 0,c2 i UTESTI:;OS
<Oppm dis¢ &0 ppm | 10 ppm 20 ppm e
Kequiv., de
Sgrur. rer-
¢cxivo por Kg
de ;rasa a
los; -
0 dias 1,9 1,7 1,8 1,9 1,8
? dias £,1 1,9 2,8 2,6 2,7
14 dies 1,7 2,3 1,8 2,2 2,7

Al afa siguiente de iniciando este ensayo se pudo comprobar

en el ambisnte el aroma de diacetilo debido a su volatilizacién,

Cot Jos resultados de las experisncias llevadas a oadbo, no

$6 ha podido verificar 12 variaolén de la accldn anticxildante

del N[GA a8 diferentes concentrsoiories con la variascién de la cone.

de diacetilo. Puede observarse por los datos del primer ensayo,

un auxento del Indics de perdxido del testigo con disoetilo, res-

pecto a la muestra sin dicho comruesto,.-




III) CONCLUSIOKNES.

l) Con el ff{n de estudiar la acoidén antioxidante del 4oido
nordihidroguayarético en aceite de grasa de leche y en mantecas,
se ha aislado décho compuesto de Larreas argentinas (Larrea Di-
varicata Cav.), con un rendimiento de 3,9% respecto sl material
vegetal seco.-

2) Como método de estudio del efecto inhididor de oxidaocidén
del NDGA en aceite de munteoa; 8e ha elegido el‘ensayo Qe ostaf
bilidad de Swift modificado por Rismenschneider, Turer y Speok,
trabajando a una temperatura de 80:iC,.-

Se ha ensayado la reproductibilidad de é&ste método ocon re-
sultados satisfactorios.-

3) Fué estudiade la accidén antioxidante del NDGA a diferentes
ooncentracicnes (0,05%; 0,02% y 0,01%) en aceite de mantsca pu-
diéndose establecer las siguientes conclusionss:

a) que la percepoién de la rancidez organcléptioca (olor), fuéd
constatado en todos los oasos antes del ascenso bruszoo de la
conocentracién de peréxidos;

.b) una concentracidén de 0,02% de NDGA en aceite de mertecs ha re-~
sultado més efectivo en inhibir la rancidez perceptidle crga-
nolépticamente (olor) oon respecto & musstras adicioneades ds
P.Olﬁ ¥y C,05%;

c) ocnsiderando como rancidez el valor de concentracidén de peré-
xidos 5, el {ndice prctector es rfs & mercs igual en les trea
muestras (=11), de ah{ y por lo expuesto snteriormente vemos
es innecesario el agregado excesivo de ND3A. Esto lo confirma

el ensayo ocon la reaccién de Kreiss que da positive oon la mis-



&)

5)

-4"-

ra intensidsd y al mismo tiempo, independientemente de ls ocon-
centracién de antioxidente agregado.-
En ensayos hechos an mantecas bajo condiciones amhientesm,
hemnos comprobado:

a) qus ia adloidén qg NDGA imparse un 3odrsguato, perceptidle to-
davia en concentraciones 0,05%., Fsto o saxoluye la posibdbilidad
4e ou uso en grasa de leghe ds vacan, szregdndolo en concentra-
ciones =2rores (C,0C2 a 0,705%)(53) con el3zda sinrgloo.

b) que se puede aceptar como rancia una menteca que tenga un fn-
dice de ners2ido entrs 10 y 15 wiliequivalentes &an las condi-
cionea y técaicas usadag,~

S~ ha engecyado la aocifa antioxidants 4<l NDGA a diferentes
concentraciones con la variacidn de la oonosrtracidén de diaoetilo;
habiéndose obsarvado solaments un aumento del fndice de perdxido
dsl tcetizo adiclonado oon diacetile, resprcto a le muestra ain.

dicho compuesto.-
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