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RESUMEN

VICETTI R, ISHITANI T, SALAS A y AvaLa M E. 2003. Alfa Tocoferol y su efecto sinérgico
sobre la oxidacién de los lipidos de I piel de sardina. Bol. Inv. Ins. Tec. Pes. Perii 5: 47-52.- Se
determind la efectividad de alfa-Tocoferol (T) en concentraciones de 0,01 %, 0,1 %, 1,0 %
y 10 %; combinado con la accién sinérgica de Lecitina (L) y Acido Ascérbico (AA). Las eva-
luaciones se llevaron a cabo en un sistema modelo de lipidos extraidos de piel de sardina
(Sardinops melanosticta). El curso de la oxidacién fue evaluado midiendo la absorcién de
oxigeno (mmol de O,/kg lipidos), las muestras se incubaron a 40 °C en recipientes cerra-
dos y protegidos de la luz. La combinacién més efectiva fue 0,01% T+ 0,5% L+ 0,05 %
AA, tratamiento que prolongé la fase de induccién durante 14 dias. Altas concentraciones
de T favorecieron la oxidacién. La adicién de 5 % L fue efectiva en retardar la oxidacién,
pero afect6 drasticamente el color de las muestras. La aplicacién de 0,01 % T, sélo prolon-
g0 el periodo de induccién por 4 dias, resultado similar al obtenido con otros antioxidan-
tes comerciales (erisorbato de sodio, BHA y TBHQ). Esto sugiere que la combinacién de
estos antioxidantes con los sinérgicos, L y AA, podria prolongar el periodo de induccién.

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes, sinérgicos, tocoferol, lecitina, 4cido ascérbico, lipidos,
sardina.

ABSTRACT

VICETTI R, ISHITANI T, SALAS A and AYALA M E. 2003. Alpha Tocopherol and its synergic
effect on the oxidation of the lipids of sardine skin. Bol. Inv. Ins. Tec. Pes. Perii 5: 47-52.-
Alpha tocopherol (T) effectiveness was assayed at 0,01 %, 0,1 %, 1,0 % y 10 % concentra-
tions, combined with lecithin (L) and ascorbic acid (AA). Tests were carried out in a sar-
dine (Sardinops melanosticta) skin lipids model system. Oxidation was evaluated by oxygen
absorption measure (mmol O,/ kg lipid), samples were incubated at 40 °C in closed and
light protected recipients. The most effective concentration was 0,01 % T + 0,5 % L + 0,05
% AA treatment that prolonged the induction phase for 14 days. Higher T concentrations
favoured oxidation. 5 % L adding was effective at retarding oxidation but affected drasti-
cally the color of the samples; 0,01 % T just extended the induction period for 4 days, which
was also observed when using other commercial antioxidants such as sodium erithorbate,
BHA and TBHQ. This suggests that a longer induction period could be obtained by com-
bining T with the synergists used.

KEYWORDs: Antioxidants, synergists, tocopherol, lecitin, ascorbic acid, lipids, sardine

INTRODUCCION la oxidacién 19 20, 1o cual también es ca-
racteristico en otras especies de peces ma-

Se ha demostrado que los lipidos de la rinos grasos; una de las causas es el alto
piel de la sardina son mas susceptibles a contenido de acidos grasos poliinsatura-
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dos, y ademas el bajo contenido de fosfo-
lipidos % 21,

La fase de propagacion de la oxidacion
involucra reacciones en cadena de los ra-
dicales libres. Para reducir la velocidad de
oxidacién, es muy comun el uso de antio-
xidantes, cuya funcién es capturar los ra-
dicales libres reduciendo de esta forma la
oxidacién. La efectividad de un antioxi-
dante esté relacionada a su capacidad de
capturar radicales libres, asi como su solu-
bilidad en el sistema lipidico. Su actividad
puede ser incrementada a través de algu-
nas sustancias denominadas sinérgicas.
Algunas de ellas son capaces de regenerar
el antioxidante a su estado original; y
otras pueden unirse a los elementos meta-
licos, evitando de esta forma que actien
como catalizadores de la oxidacion.

Entre los antioxidantes liposolubles
considerados m4s efectivos tenemos al
butil hidroxianisol (BHA) y al ter-butilhi-
droxiquinona (TBHQ) 21. Al haberse re-
gistrado algunos efectos adversos del
BHA, la tendencia para explorar antioxi-
dantes naturales se incrementd, y el alfa
Tocoferol resulté ser el més estudiado. La
efectividad del alfa Tocoferol, antioxidan-
te natural, ha sido demostrada en siste-
mas modelos 4, y presenta sinergismo con
la vitamina C en soluciones homogeéneas,
después de disolver esta vitamina en pro-
pilenglicol o por medio de miscelas rever-
sas 21, También se ha observado que los
fosfolipidos muestran sinergismo siendo
la fosfatidil-etanol-amina més efectiva
que la fosfatidil-colina’; sin embargo, la
altima es més asequible comercialmente.

La principal razén de afiadir antioxi-
dantes a los lipidos es para prevenir la
acumulacién de radicales libres. El meca-
nismo de los antioxidantes fendlicos 6 y
del alfa-Tocoferol 4, asi como también su
efectividad para estabilizar materiales li-
pidicos es bien conocido. La inestabilidad
de los lipidos marinos altamente insatura-
dos es debido, en parte, a la escasez de
bloqueadores de radicales libres, como es
el caso de la vitamina E y fosfolipidos 7/ 4.
Esta inestabilidad hace a los lipidos mari-
nos un material apropiado para evaluar la
efectividad de diferentes antioxidantes.

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar el efecto de alfa-Tocoferol solo y
combinado con sustancias sinérgicas, sobre
el grado de oxidacién de los lipidos de la
piel de sardina como un sistema modelo.

Ademds, se compard el efecto del
antioxidante en mencién con antioxi-
dantes comerciales (BHA y TBHQ).

Se espera que los resultados obtenidos
sean utiles para el disefio de un sistema
antioxidante aplicado especialmente en
aceites o pulpa de pescado.

MATERIAL Y METODOS
Extraccién de lipidos

Especimenes de sardinas Sardinops mela-
nosticta en condicién pre-rigor mortis, fue-
ron utilizados en el presente estudio. Los
lipidos fueron extraidos del tejido subcu-
taneo, utilizando el métoda BLIGH 2. La fa-
se organica fue concentrada y, después de
saturarla con nitrégeno, fue almacenada a
-20 °C en tubos de prueba cubiertos con
papel aluminio. En las muestras, el sol-
vente fue eliminado por evaporacion al
vacio, utilizando un desecador colocado
en una estufa a 50 °C durante seis horas.

Preparacién de las muestras

El alfa Tocoferol (T) fue ahadido a las
muestras y se evalud en dos formas: (1) sin
sinérgicos, una solucién al 10 % fue prepa-
raday luego diluida hasta obtener dilucio-
nes decimales de 1 %; 0,1 % y 0,01 %; (2)
con sinérgicos, diluyendo T en cloroformo
junto con Lecitina (L) y 4cido ascérbico
(AA), este dltimo fue disuelto previamen-
te en propilenglicol.

BHA y TBHQ fueron disueltos en clo-
roformo. El erisorbato de sodio (E) utili-
zado fue previamente disuelto en propi-
lenglicol.

Para asegurar la uniformidad de las
muestras, los antioxidantes fueron disuel-
tos utilizando un bafio ultrasénico por
cinco minutos. El solvente fue eliminado
por medio de un desecador al vacio.



Disefio del experimento

El antioxidante T fue evaluado en cuatro
concentraciones: 0,01 %; 0,1 %, 1 % y 10 %,
con la finalidad de encontrar el nivel méas
apropiado para prolongar la etapa de in-
duccién en la oxidacién de las muestras.

Posteriormente, esta concentracién fue
comparada con otros antioxidantes co-
merciales: 0,02 % butilhidroxianisol
(BHA); 0,02 % ter-butilhidroxiquinona
(TBHQ) y 0,01 % erisorbato de sodio (E).

Las sustancias sinérgicas a ser combi-
nadas con T fueron evaluadas previamen-
te en forma individual, en las siguientes
concentraciones: 0,5 % L; 5 % L; 0,01 %
AA; 0,05 % AA.

El efecto sinérgico de 0,5 % L + 0,05 %
AA fue evaluado en combinacién con 0,01
%,0,1%,1%y10% T.

Todas las pruebas se€tectuaron por
duplicado, en ausencia de luz y a 40 °C de
temperatura. Una muestra en blanco fue
llevada a cabo para todos los casos.

Método de evaluacién

La oxidacién fue medida por medio de la
absorcién de oxigeno. Se colocaron 0,5
gramos de muestra de aceite dentro de un
cilindro de 47 mm de didmetro interno
con un volumen total de aproximadamen-
te 150 mL. La temperatura de incubacién
fue de 40 °C en oscuridad.

El contenido de oxigeno fue medido
tomando una muestra de 0,2 mL de los ci-
lindros bajo condiciones de agitacién. Se
utilizé un cromatégrafo de gases marca
Hitachi 163 con detector de conductancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicién de los dcidos grasos de los
lipidos de la piel en la sardina fue 37,7 % de
saturados; 28,7 % de monoinsaturados y
35,6 % de poliinsaturados. El 22,8 % del
contenido total de acidos grasos estuvo re-
presentado por C20:5 y C22:6 y es menor
comparado con el miusculo de la sardina
peruana (Sardinops sagax sagax) 18.

Valores de oxigeno menores a 200
mmoles O,/kg fueron considerados den-
tro del periodo de induccién de la oxida-
cién. El incremento de la absorcién de oxi-
geno por encima del valor mencionado,
refleja el desarrollo de la oxidacién.

Efecto del alfa Tocoferol

Se observé una relacién directa entre la
concentracién del antioxidante y la esta-
bilidad de los lipidos. A 0,1 % T, el perio-
do de induccién se duplicé comparado
con el tratamiento a 0,01 % T, el cual
mantuvo las muestras sin mayor cambio
hasta los 4 dias, y se considera el mas
apropiado (Figura 1).

Es interesante mencionar el comporta-
miento a concentracionesde 1 % T y 10 %
T. Aun cuando los valores de oxidacién de
las muestras no aumentaron drasticamen-
te, se produjo un incremento lento y pro-
gresivo, posiblemente debido a un efecto
prooxidante. Un fenémeno similar ha sido
registrado cuando se afade 1 % T en me-
til linoleato 1.

Aunque el mecanismo exacto no se co-
noce, ha sido sugerido que después de la
reaccién de T con un radical libre, la parte
funcional de este antioxidante se transfor-
ma en un compuesto radical llamado "cro-
manoxi”, el cual puede tomar un atomo de
hidrégeno proveniente de un grupo meti-
Iénico activo de una molécula no oxida-
dal6. De esta manera T podria volver a su
forma original, pero se iniciaria la oxida-
cién, una reaccion ciclica, por medio de los
radicales de tocoferoles, resultando en una
formacién continua de hidroperéxidos.

Para prevenir el efecto prooxidante de
T, se ha recomendado la adicién de pe-
quenas cantidades de 4cido ascérbico co-
mo agente reductor 1417, Adicionalmente
se ha registrado el efecto sinérgico de los
fosfolipidos con T 7- 11, 8. En el caso de los
fosfolipidos, no se ha establecido el meca-
nismo sinérgico con T; se ha sugerido que
las cadenas de é4cidos grasos no partici-
pan, debido a que moléculas de fosfolipi-
dos, con diferentes residuos de acidos gra-
sos tienen el mismo efecto 1.



2000

1500

1000

500

0 T
0 10
Dias de almacenamiento a 40 °C

01%T ====1%T «cecees 10% T

Figura 1. Absorcién del oxigeno en los lipidos
de la piel de sardina tratados con tocoferol
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Se ha determinado que los fosfolipidos
son responsables de la descomposicion de
hidroperéxidos con la formacién de carbo-
nilos y productos volatiles 13.16. Por lo tan-
to, cuando los fosfolipidos toman contacto
con los triglicéridos, los valores peréxido
no se incrementan durante la incubacién,
lo que no ocurre con los compuestos carbo-
nilo y, al aplicar el método de ganancia de
peso, la muestra tiende a perder peso con-
forme avanza la oxidacion. La hidrdlisis de
la fosfatidilcolina disminuye su actividad
para descomponer peréxidos al igual que
la hidrogenacién, que ademas inhibe el os-
curecimiento de las muestras 12.

Efecto de Lecitina y Acido Ascérbico

Las concentraciones mas altas de AA inhi-
ben de manera mas eficiente la oxidacién
(Figura 2). La eficiencia en prolongar el pe-
riodo de induccién del tratamiento con
0,05 % AA fue mayor en dos veces respecto
a la obtenida con el tratamiento 0,01 % AA.

Para los tratamientos con L, los valo-
res resultantes mostraron amplias dife-
rencias. La adicién de 0,5 % L no fue
efectiva en prolongar el periodo de in-
duccién, obteniéndose valores menores
que los respectivos de los tratamientos
AA y el control. Al incrementar Ja dosis
10 veces (5 % L), se prolongé el periodo
de induccién por 14 dias. Sin embargo,
es importante referir que el uso de con-
centraciones de L tan altas presenta una
desventaja referida al oscurecimiento de
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Figura 2. Absorcién del oxigeno en los lipidos de la
piel de sardina tratados con sinérgicos

las muestras, razén por la cual no se con-
siderd este tratamiento para posteriores
pruebas.

Efecto sinérgico de Lecitina y Acido
Ascérbico combinado con Alfa Tocoferol

Se evaluaron tres concentraciones de T:
0,01 %; 0,1 % y 1,0 %, a cada una de las
cuales se le adicion6 0,5 % L + 0,05 % AA.

En la Figura 3 se observa que el mejor
tratamiento se obtuvo con 0,01 % T + 0,05
% L+ 0,05 % AA, el cual prolongé por 14
dias la fase de induccién.

El tratamiento 0,1 % T + 0,5 % L+ 0,05 %
AA, sélo prolongd el periodo de induc-
cién durante 10 dias.

Por otro lado, los resultados obtenidos
con mayores cantidades de antioxidantes,
especialmente 1 % T + 0,5 % L + 0,05
AA, parecen confirmar el efecto prooxi-
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Figura 3. Absorcién del oxigeno en los lipidos de la
piel de sardina tratados con tocoferol y sinérgicos



dante de T cuando éste es utilizado en
concentraciones altas, accién que se obser-
va aun en presencia de compuestos sinér-
" gicos.

Efecto de alfa Tocoferol comparado con
otros antioxidantes

Cuando se compara el efecto de 0,01 % T
con otros antioxidantes, no se observa
un efecto significativo. Este tratamiento
s6lo prolonga el periodo de induccién
por 4 dias; pero con sinérgicos se puede
prolongar hasta 14 dias. Los resultados
obtenidos al evaluar 0,01 % E muestran
que no es efectivo en frenar el deterioro
oxidativo, probablemente debido a su
baja solubilidad en la fase lipidica (Fi-
gura 4).

Las ventajas del efecto de los trata-
mientos 0,02 % BHA y 0,02 % TBHQ son
obvias. Los resultados obtenidos son simi-
lares y se demuestra que su efecto duplica
el tiempo de induccién comparados con
los respectivos del tratamiento 0,01 % T.
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Figura 4. Absorcién del oxigeno en los lipidos de la
piel de sardina tratados con antioxidantes

La eficiencia del antioxidante TBHQ con-
cuerda con lo hallado por KE et al. 8, quie-
nes lograron una estabilizacién de 16 dias
en los lipidos subcuténeos de la caballa; y
para el BHA obtuvieron una prolongacién
del periodo de induccién de 3,5 dias, un
lapso mads pequefio que el observado en
nuestro estudio. Estas diferencias podrian
ser atribuidas a la composicién de lipidos
de cada especie.

CONCLUSIONES

1. El empleo de T, combinado con los
sinérgicos L y AA fueron efectivos en pro-
longar el periodo de induccién en los lipi-
dos de la piel de sardina Sardinops mela-
nosticta.

2. La combinacién mds apropiada fue
0,01 % T+0,5%L+0,05%AA.
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