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RESUMEN
Estabilidad oxidativa del aceite de higado de merluza

Se estudié la estabilidad oxidativa de aceite de higado de merluza
industrial y el mejoramiento de la misma mediante el empleo de varios
antioxidantes. Para ello se determiné el periodo de induccién (horas) en el
Rancimat (70° C, flujo de aire 8,3 I’h y 5 gramos de muestra). Los antioxi-
dantes usados fueron BHT, BHA, TBHQ, palmitato de ascorbilo (PA) y
galato de propilo (GP) y los preparados comerciales Ronoxan A, Tocomix
D y Antracine 220.

El antioxidante mas eficiente fue TBHQ en la concentracion de 0.02%
(aumentando el periodo de induccién 6,5 veces respecto al aceite sin antio-
xidantes). Los antioxidantes naturales no mejoraron significativamente la
estabilidad oxidativa del aceite, utilizados en la concentracién de 0,02%.

PALABRAS-CLAVE: Aceite - Antioxidante (efecto) - Estabilidad oxida-
tiva - Higado (merluza).

SUMMARY
Oxidative stability of hake liver oil.

Oxidative stability of industrial hake liver oil and its improvement by
means of antioxidants were studied. For this purpose the induction period
(hours) was determined in a Rancimat (70°C, air flow 8.3 I/h and 5 g
sample). The antioxidants employed were BHT, BHA, TBHQ, ascorbyl pal-
mitate and propyl gallate and the commercial products Ronoxan A,
Tocomix D and Antracine 220.

The most efficient antioxidant was TBHQ 0,02% (the induction period
was increased 6,5 times with regard to the oil without antioxidant). The oxi-
dative stability of the oil did not improve significatively with 0,02% of
natural antioxidants.

KEY-WORDS: Antioxidant (effect) - Liver (hake) - Oil - Oxidative stabi-
lity.

1. INTRODUCCION

En Uruguay, uno de los recursos pesqueros mas
explotados es la merluza comun (Merluccius hubbsi), que
pertenece a la familia de los Merluccidos (orden Gadi-
formes) y se distribuye en el océano Atlantico sud-occi-
dental. La industria del fileteado de merluza es de gran
importancia, y los productos de desecho (los higados, por
ejemplo) son generalmente sub-aprovechados. El higado
de merluza contiene entre 35 y 50% de aceite en peso,
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por lo que constituye una valiosa fuente de acidos grasos
poliinsaturados de la serie w-3, tipicos de los aceites de
pescado.

El creciente interés en aumentar la ingesta de acidos
grasos poliinsaturados ha hecho que se intenten desarro-
llar nuevos alimentos o complementos alimenticios con
aceites de pescado en su composicién. Estos aceites son
muy sensibles a la oxidacién, debido a su alto porcentaje
de 4cidos grasos poliinsaturados. Estudios recientes han
sugerido que los aceites de pescado no estabilizados
podrian significar la ingestion de compuestos potencial-
mente toxicos producidos durante la oxidacién de los
acidos grasos poliinsaturados de la serie w-3 (Shukla,
1991).

Para retardar el deterioro de los aceites altamente
insaturados se han utilizado antioxidantes sintéticos y
naturales. Entre los sintéticos, la tert-butilhidroxiquinona
(TBHQ) es considerada sensiblemente mas eficiente que
el butilhidroxianisol (BHA) y que el butilhidroxitolueno
(BHT) (Ke, 1977; Pacheco, 1991 a; Kaitaranta, 1992).
Algunos antioxidantes naturales, como los tocoferoles,
son citados como efectivos si se utilizan en altas concen-
traciones (Ke, 1977), y también sus combinaciones con
extractos de romero (Wada, 1992) y con acido ascérbico
(Han, 1991). Thorisson et al. (1992) y Koning-Milkovitch
(1991) estudiaron las propiedades antioxidantes de la
etoxiquina sobre los aceites de pescado y Lovaas (1991)
estudié el efecto de las poliaminas. Ninguno de estos tra-
bajos menciona la estabilizacién del aceite de higado de
merluza.

La oxidacion de un aceite ocurre en dos etapas: un
periodo de induccion en el que ésta tiene lugar lenta-
mente y a una velocidad relativamente uniforme, y una
segunda etapa en la que hay un aumento rapido de la
oxidacion, iniciAndose las sefiales perceptibles de sabor y
olor caracteristicas de la rancidez. La duracién del
periodo de inducciéon se puede tomar como una medida
de su resistencia a la oxidacion (Sherwin, 1968). El
método Rancimat es una version modificada y automati-
zada del Método del Oxigeno Activo (AOM), método ofi-
cial Cd 1257 (AOCS, 1988) (de Man, 1984; Laubli, 1986).
De acuerdo con el mecanismo propuesto (de Man 1987),
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al final del periodo de induccién, los radicales libres alfa-
hidroperoxi aldehido, por rotura de enlaces -C-C y -O-O,
dan lugar a la formacién de &cido férmico. Si el aire emer-
gente del aceite se hace burbujear en agua desionizada,
los &cidos volatiles se pueden determinar conductimétri-
camente.

El presente trabajo estudia el mejoramiento de la esta-
bilidad oxidativa del aceite de higado de merluza por el
agregado de antioxidantes, mediante la determinacién
del periodo de induccién (PI) segin el método Rancimat.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales.

Se utilizé aceite de higado de merluza crudo produ-
cido industrialmente en Uruguay. Este aceite fue extraido
en agosto de 1992 y conservado en recipientes bien
cerrados sin aire a temperatura ambiente (20°C).

Los antioxidantes usados fueron BHA (Fluka), BHT
(Fluka), TBHQ (Fluka), galato de propilo (Fluka), palmi-
tato de ascorbilo (Merck) y los siguientes preparados
comerciales:

Tocomix D (J. Dekker):  gamay alfa tocoferoles 60%
+ citrato de monoglicéridos.
Antracine 220 (J. Dekker): TBHQ 40% + acido citrico

+ propilenglicol.

PA 25% + lecitina 70%

+ alfa tocoferol 5%.

Ronoxan A (Roche):

Se prepararon soluciones al 1% de los antioxidantes
en aceite de higado de merluza o en propilenglicol. Lue-
go se anadieron directamente a las muestras las canti-
dades adecuadas de dichas soluciones concentradas.

2.2. Métodos.
a) Pretratamiento de la muestra.

La muestra de aceite crudo se secé con sulfato de
sodio anhidro y se filtr6, conservandose posteriormente a
4°C.

b) Caracterizacién y composicion del aceite.

Fueron determinados en el aceite, en ensayos por
duplicado:

—indice de acidez Método Ca 5a-40 (AOCS)
- indice de peréxido  Método Cd 8-53 (AOCS)

- sustancias polares  Método 2.507 (IUPAC)

La composicién en acidos grasos se determiné por
cromatografia de gases de los ésteres metilicos obte-
nidos seglin Hartman & Lago (1973). Se utilizé una
columna de acero inoxidable (4 m por 1/8”) empacada
con 10% Silar 10 C. El andlisis fue realizado en un cro-
matégrafo Perkin Eimer Sigma 3B con detector de ioniza-
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cién de llama e integrador Perkin Elmer LCI-100. La tem-
peratura de la columna fue de 175°C, la del detector e
inyector de 225°C y el flujo de nitrégeno de 25 mi/min. La
identificacion fue hecha por comparacién de los tiempos
de retencién con patrones y graficas de tiempo de reten-
cion relativo vs. n® de carbonos (Ackman, 1969). Segun
el método oficial de la American Oil Chemists Society Ce
1-62 (AOCS, 1988) la reproducibilidad del método es de
un 10% relativo en los picos mayores de 5% y ésta dismi-
nuye gradualmente en los picos menores de 5%.

Para la determinacién de la estabilidad oxidativa se
utilizé un equipo Rancimat 617 Metrohm, con 5 gramos
de muestra, flujo de aire 8,3 I/h y temperatura 70°C. Cada
ensayo se realiz6 por duplicado.

La AOCS (Método Cd 12-57) asi como de Man (1984)
hacen recomendaciones muy estrictas sobre la limpieza
del material de vidrio a emplear. El propio fabricante del
equipo sugiere sustituir la limpieza con mezcla sulfocré-
mica por detergente alcalino Extran, ya que entre otras
ventajas, se eliminan asi los iones cromo residuales. La
técnica utilizada en la limpieza del material de vidrio se
basé en las especificaciones de Pacheco (1991 a), con
algunas modificaciones. El material usado en contacto
directo con el aceite se lavé y se tratdé con una solucién
de KOH alcohdlica al 6% durante una hora. Luego se
dejé 3 horas en una solucién de detergente Extran MA 01
alcalino (Merck) al 10%. Finalmente, se enjuagé con
agua y luego con agua destilada. El material utilizado
para la recoleccion de volatiles, se limpié con detergente
Extran durante una hora y media.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La muestra analizada corresponde a una tachada de
produccién industrial, segun sugerencia de Stansby
(1991). Este autor postula que la mayoria de los investi-
gadores que trabajan con aceites de animales marinos
emplean métodos analiticos precisos pero sus resultados
son de poca significacion, porque se refieren a unos
pocos especimenes. La composicién en acidos grasos de
un aceite de pescado depende, en gran medida, del con-
tenido lipidico del alimento con que se nutri6 el pez.
Dicho alimento varia segun la ubicacion geografica, la
época del afio, las modificaciones climaticas, etc. Por
eso, se sugiere estudiar muestras correspondientes a
tachadas industriales para caracterizar las propiedades
del aceite de una especie dada, ya que éstas corres-
ponden a un gran nimero de ejemplares.

La composicién en acidos grasos del aceite se
muestra en la tabla |. Considerando los acidos grasos
mayoritarios, tiene un contenido en saturados del 22,1%,
en monoenos de 37,4% y en poliinsaturados 32,4%. Para
comparacion, se presenta en la tabla Il la composicién en
acidos grasos de los aceites de higado de varias espe-
cies de peces.

Las caracteristicas del aceite de higado de merluza
son:
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Indice de acidez: 1,4 mg KOH/g
Indice de perdxidos: 4,2 meq Oo/Kg
Sustancias polares: 4,5%.

Tabla |
Composicion de aceite de higado de merluza

Acido graso Aceite de higado de merluza
(Merluccius hubbsi) (%)
14:0 4,8
16:0 15,6
16:1 6,2
18:0 1,7
18:1 16,5
18:2 2,3
18:3 + 20:1 6,4
18:4 3,6
20:4 11
20:5 6,4
22:1 8,3
22:5 1,1
22:6 17,9
No ident. 3,6
Saturados 22,1
Monoinsaturados 37,4
Poliinsaturados 32,4
Tabla Il
Composicion de aceite de higado de algunos peces
Acido graso Caballa Bacalao Tiburén
(Scomber (Gadus morhua)  (Prionace
scombrus)(%)(1) (%)(2) glauca)(%)(3)
14:0 2,1 4,2 4,2
16:0 17,4 10,6 19,8
16:1 6,2 9,5 7,7
18:0 2,2 1,4 3,8
18:1 31,6 211 24,8
18:2 1,9 . 1,0 0,6
18:3 —_ 0,4 —_
20:1 4,2 19,0 7,8
18:4 0,7 0,8 —
20:4 — 0,4 2,9
20:5 7,9 9,5 4,6
22:1 1,8 7,3 —_
22:5 — 0,6 1,7
22:6 12,5 12,6 18,9
Saturados 21,7 16,2 27,8
Monoinsaturados 43,8 56,9 40,3
Poliinsaturados 23,0 25,3 28,7

(1) Gerbshbein, 1969
(2) Hardy, 1972
(3) Pacheco, 1991 b

La Ordenanza Bromatolégica de Montevideo indica
que los limites aceptables para un aceite comestible son
de un 0,3% de acidez expresada en acido oleico y de 10
meq Oo/Kg de indice de perdxido (Digesto Municipal,
1990). En Espafa, es admitido hasta un 25% de com-
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puestos polares en aceites para frituras (Espafa, 1989).
Los bajos valores de estos indices en el aceite indican su
aptitud para realizar los ensayos, ya que su deterioro oxi-
dativo es minimo al comienzo del trabajo.

Los efectos inhibitorios de varios antioxidantes sobre
el aceite de higado de merluza, determinados por el
método Rancimat, se muestran en la tabla lll. En la con-
centracién de 0,02% de antioxidante el orden de efi-
ciencia fue TBHQ > GP > BHA > BHT > PA > tocoferoles.
TBHQ aumenta 6,5 veces el periodo de induccién del
aceite y el siguiente en la escala, GP, sélo 2,6 veces.

Tabla Il
Efecto de los antioxidantes en la estabilidad oxidativa
del aceite de higado de merluza

Muestra Periodo de  Eficiencia del
induccién antioxidante
(horas) (*)
Aceite 5,4 1,0
“  + Tocomix D (0,034%) 55 1,0
“ + PA (0,02%) 6,2 1,1
“ + PA (0,05%) 6,1 1,1
“ + Ronoxan A (0,08%) 6,6 1,2

“  +PA(0,01%) +

BHT (0,01%) 7,3 1,4
“ 4+ PA(0,01%) +
BHA (0,01%) 7,9 1,5

“«  +PA(0,01%) +
BHA (0,005%) +

BHT (0,005%) 7.8 1,4
“ 4 BHT (0,02%) 8,3 1,5
“ 4 BHA (0,02%) 9,0 1,7
“ 4 BHT (0,01%) +
BHA (0,01%) 9,8 18
“ 4+ GP(0,02%) 14,1 2,6
“ 4+ TBHQ (0,01%) 23,8 4,4
“ 4+ ANTRACINE 220
(0,005%) 25,7 4,8
“  +TBHQ (0,02%) 35,0 6,5

(*) 70°C, 8,3 I/ flujo de aire, 5 g muestra

Se observé, confirmando resultados anteriores (Ke,
1977), que TBHQ, cuya concentracién maxima permitida
en Estados Unidos y en Brasil es de 0,02%, a la mitad de
esa concentracion continla siendo mas efectivo que GP,
BHA y BHT al 0,02%. Se aumenta el periodo de induc-
cion 4,4 veces con TBHQ 0,01% y 1,7 y 1,5 veces con
BHA y BHT 0,02%, respectivamente.

En la concentracion maxima ensayada (0,02%), los
tocoferoles (Tocomix D) no mostraron ningun efecto
sobre el aceite, mientras que el palmitato de ascorbilo a
0,02% y 0,05% mostré un efecto poco significativo.

Se utilizaron también mezclas de antioxidantes y pre-
parados comerciales conteniendo agentes quelantes y/o
sinergistas. En el caso del PA se observé una pequefia
mejora en la eficiencia utilizando una mezcla con alfa-
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tocoferol y lecitina (siendo la concentracién de PA
0,02%), comparada con PA puro al 0,02%.

Las mezclas de PA con BHT y BHA no mejoran la efi-
ciencia de los compuestos butilados utilizados aislada-
mente y a la misma concentracién total de antioxidante.

Con una mezcla de BHA + BHT no se observé un
aumento importante del periodo de induccién respecto a
los correspondientes cuando se agregaron los com-
puestos puros a la misma concentracion.

En resumen, los resultados obtenidos muestran que
para el aceite de higado de merluza, el TBHQ es mas
efectivo a la concentracién maxima permitida (0,02%) y
aan a menor concentracion (0,01%), que los demas antio-
xidantes ensayados.
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