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RESUMEN

Oxidacién en sistemas lipidicos heterofasicos: emul-
siones aceite en agua.

La oxidacion lipidica es la alteracibn mas importante que
ocurre en los alimentos porque disminuye su calidad y valor
nutritivo, y puede tener consecuencias negativas para la salud.
Sin embargo, las variables que afectan a la oxidacién en sistemas
lipidicos heterofasicos son poco conocidas y, en particular,
poseen gran interés en el caso de las emulsiones aceite en agua
ya que estos sistemas lipidicos constituyen un elevado nimero de
alimentos, por ejemplo, leches, natas, mayonesas, sopas y
salsas. En este trabajo, se revisa la situacién actual del
conocimiento sobre oxidacion en emulsiones aceite en agua,
incluyendo la descripcion de las variables implicadas
especificamente en la oxidacién de estos sistemas (pH,
presencia de la interfase, particion de reactivos y productos,
interacciones con otros componentes) asi como de las variables
que afectan a la oxidacion de los lipidos en general pero cuya
accion en emulsiones presenta caracteristicas particulares
(oxigeno, grado de insaturacion, presencia de antioxidantes y
prooxidantes).

PALABRAS-CLAVE: Antioxidantes - Emulsiones aceite en
agua - Oxidacion lipidica - Sistemas lipidicos heterofasicos.

SUMMARY

Lipid oxidation in heterophasic lipid systems: oil — in
— water emulsions.

Lipid oxidation is the major form of deterioration in foods
because it decreases food quality and nutritional value, and may
have negative health implications. However, variables affecting
lipid oxidation in heterophasic lipid systems are scarcely known,
and they are of particular interest in the case on oil-in-water
emulsions since these lipid systems constitute a large number of
foods, e.g., milks, creams, mayonnaises, soups and sauces. In
this paper, the present state of the art on lipid oxidation in
oil-in-water emulsions is revised, including description of the
variables specifically involved in oxidation of these lipid systems
(pH, presence of interface, partition of reactants and products,
interaction with other components) as well as those affecting lipid
oxidation in general but showing particular characteristics in their
action in emulsions (oxygen, unsaturation degree, presence of
antioxidants and prooxidants).

KEY-WORDS: Antioxidants - Heterophasic lipid systems - Lipid
oxidation - Oil-in-water emulsions.

1. INTRODUCCION

Los factores que afectan la oxidacion en sistemas
donde el aceite se encuentra en emulsion son poco
conocidos y, no obstante, de gran interés, teniendo
en cuenta el elevado nimero de alimentos que con-
sisten total o parcialmente en emulsiones o lo han
sido durante su proceso de elaboracién, entre otros,
leches, natas, quesos, mayonesas, helados, sopas,
salsas y formulas infantiles (Coupland y McCle-
ments, 1996, Robins, 2000).

En la mayoria de los alimentos constituidos por
emulsiones aceite en agua el diametro de los glébu-
los dispersos se encuentra entre 0.1 y 50 um. Para
formar emulsiones cinéticamente estables durante
un periodo razonable de tiempo (semanas, meses o
afios, dependiendo de la aplicacién) se requieren
emulsionantes con objeto de disminuir la tension in-
terfacial. Los emulsionantes iénicos se orientan en la
interfase con los restos alquilo inmersos en las gotas
de aceite y los grupos cargados orientados hacia la
fase acuosa, formando una doble capa electrostatica
gue impide la agregacion de las goticulas de aceite.
Los emulsionantes no i6nicos se adsorben en la su-
perficie de las gotas de aceite con la parte mas polar
orientada hacia la fase acuosa, formandose una
capa hidratada alrededor que ayuda a la estabiliza-
cién y evita la coalescencia de las gotas. Son los
mas utilizados porque no pierden su actividad por in-
teraccion con las sales en los alimentos. Los sintéti-
cos suelen ser ésteres parciales de acidos de
cadena media o larga (C-12 a C-22) con polialcoho-
les como el glicerol, propilenglicol, sacarosa o sorbi-
tano. Ejemplos muy utilizados son los monoésteres
de polioxietilensorbitano (Tweens) y ésteres parcia-
les de sorbitol (Spans), 0 monoglicéridos comercia-
les disponibles como mezclas de glicéridos o
concentrados por destilacion. Entre los emulsionan-
tes naturales, las proteinas son los mas importantes,
concretamente la B-lactoglobulina, que se adsorbe a
la interfase sin cambiar su conformacion nativa, y la
B-caseina, que se desdobla y proporciona mayor es-
tabilizacién por la presencia de cargas negativas.
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También pueden conseguirse emulsiones estables
por adicién de fosfolipidos, que generalmente for-
man bicapas laminares en la interfase (Dalgleish,
1996, Coupland y McClements, 1996).

Es bien conocido que la oxidacion lipidica se ve
afectada por numerosas variables entre las que des-
tacan la luz, temperatura, disponibilidad de oxigeno,
grado de insaturacion del aceite, presencia o ausen-
cia de antioxidantes y prooxidantes. La accioén de al-
gunas de estas variables puede diferir en
emulsiones y ademas, existen factores adicionales
en éstas que pueden ejercer una enorme influencia,
tales como el pH, la presencia de la interfase, la par-
ticion de reactivos y productos de oxidacion y la inte-
raccion de los lipidos con otros componentes de la
emulsién. En este contexto, las preguntas funda-
mentales que se plantean acerca de los mecanis-
mos de la oxidacion lipidica en emulsiones son
(Frankel, 1998): ¢, Cuales son las diferencias entre la
oxidacion lipidica en sistemas monofasicos y en
emulsiones?, ¢Coémo se distribuyen los antioxidan-
tes y prooxidantes en las diferentes fases de la emul-
sion?, ¢Como afectan los emulsionantes a las
concentraciones, interacciones y actividad de los
prooxidantes y antioxidantes en la interfase agua-
aceite?, ¢Como afectan las caracteristicas fisico-
quimicas del entorno al mecanismo de oxidacion?
En esta revision, se describen los factores mas estu-
diados por su influencia en el desarrollo oxidativo de
emulsiones aceite en agua.

2. VARIABLES ESPECIFICAS DE LA
OXIDACION EN EMULSIONES.

pH

En general, la oxidacion lipidica en emulsiones es
menor a pH mas altos y la velocidad se acelera a
medida que éste disminuye, posiblemente debido a
la solubilizacién de catalizadores metalicos. La oxi-
dacion lipidica se ve afectada también por el pH en
relacion con la carga de diferentes emulsionantes
(Huang et al., 1996a; Frankel, 1998).

Presencia de la interfase

La interfase puede actuar como una barrera a la
penetracion o difusién de especies moleculares, y
sus modificaciones (cambios en la carga eléctrica,
concentracion, permeabilidad, etc.) pueden influir
enormemente en el desarrollo de la oxidacion.

La atraccion o repulsion electrostatica por la inter-
fase afecta significativamente la accion de los prooxi-
dantes y los antioxidantes. Por consiguiente, la
velocidad de oxidacion puede ser muy diferente en
emulsiones preparadas con emulsionantes ionicos,
como el dodecil sulfato sddico (SDS) o palmitato po-
tasico, que con emulsionantes no idnicos (Span 20,
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Tween 20). Asi, en emulsiones con el emulsionante
anionico SDS, se produce una atraccion electrostati-
ca entre la interfase aceite-agua cargada negativa-
mente y los metales idnicos cargados positivamente,
presentes como impurezas o afiadidos como catali-
zadores (Mei et al., 1998, 1999). Los metales se hi-
dratan en la fase acuosa y reaccionan mas
facilmente con los hidroperoxidos polares y radica-
les solubles en agua (HO’, HOO") en la interfase
aceite-agua (Frankel, 1998). Otro ejemplo de la in-
fluencia de la carga de la interfase es la efectividad
relativa del acido ascorbico (cargado negativamen-
te), que disminuye 1000 veces cuando el lipido esta
incluido en micelas cargadas negativamente frente a
las cargadas positivamente (Pryor et al., 1993) debi-
do a la repulsion electrostatica existente en el primer
caso que hace que el acido ascoérbico sea excluido
de la regién donde tiene lugar la oxidacion.

Otra forma de alterar la velocidad de oxidacién es
modificar la efectividad del empaquetamiento de las
moléculas de emulsionante en la interfase. Se ha ob-
servado que la adicion de tensioactivo en exceso a
la fase acuosa de una emulsién aumentaba su esta-
bilidad frente a la oxidacién (Sims et al., 1979) proba-
blemente porque, a concentraciones altas, el empa-
guetamiento de las moléculas de tensioactivo en la
interfase es mayor y por tanto la barrera es mas efi-
ciente contra la difusiéon de iniciadores de la oxida-
cion a las gotas de aceite (Kabalanov and Shchukin,
1992). Asi mismo, al comparar emulsionantes no i6-
nicos tipo Brij (éteres ladricos de polioxietileno) se ha
observado que el incremento del nimero de grupos
hidrofilicos conducia a un aumento de estabilidad
oxidativa, indicando la importancia del espesor de la
interfase (Silvestre et al., 2000).

El cambio de la composicion de la interfase, me-
diante desplazamiento de especies moleculares por
otras con mayor actividad interfacial, puede tener im-
portantes consecuencias en la oxidacion. Un ejem-
plo de ello es el efecto inhibidor observado al
homogeneizar la leche, donde la caseina, presente
en la fase acuosa, se adsorbe en los glébulos grasos
formando una capa protectora (Frankel, 1998).

La interfase puede contener también moléculas
capaces de atrapar radicales libres. Asi, muchos
emulsionantes (como los Tween) contienen molécu-
las de azlcares o aminoacidos particularmente
efectivas por su concentracion relativamente alta en
la interfase. De hecho, la estabilidad oxidativa de una
emulsiéon depende en gran medida del tipo y locali-
zacion de emulsionantes que puedan quelar metales
o inactivar radicales libres (Donnelly et al., 1998).

Particion de reactivos y productos

Las distintas moléculas presentes en la emulsion
se distribuyen de acuerdo con su polaridad y activi-
dad tensioactiva entre las fases oleosa, acuosay re-
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gion interfacial que rodea las goticulas (mezcla de
aceite, agua y emulsionante, con un grosor tipica-
mente de escasos nandmetros). Las moléculas poco
polares se localizan predominantemente en la fase
oleosa, las polares en la acuosa y las anfifilicas en la
interfase, y el entorno para una determinada molécu-
la puede tener un efecto significativo en su reactivi-
dad quimica u otras propiedades del sistema. Otro
factor de importancia respecto a la oxidacion lipidica
en emulsiones es la orientacion de las moléculas en
la region interfacial, por ejemplo, si se sittan paralela
o perpendicularmente a la interfase, ya que esto
afectara a su accesibilidad al ataque por especies
oxigenadas reactivas como los peréxidos, radicales
hidroxilo y perhidroxilo, que son solubles en agua
(Wedzicha, 1988, Coupland y McClements, 1996).

Muchas de las propiedades fisicoquimicas de las
emulsiones solo pueden ser explicadas teniendo en
cuenta su naturaleza dindmica. Las goticulas estan
en movimiento constante y frecuentemente colisio-
nan unas con otras. Algunos tipos de emulsionantes
se mueven rapidamente entre la region interfacial y
la fase acuosa u oleosa mientras que otros no. Las
moléculas menos polares pueden pasar de goticula
a goticula por colisiones entre las gotas, difusion a
través de la fase continua o enlace a micelas o pro-
teinas (Coupland y McClements, 1996; Dalgleish,
1996). Todos estos fenédmenos pueden tener una im-
portante influencia en la oxidacion lipidica en estos
sistemas. Asi, se ha observado que la velocidad de
oxidacion en sistemas modelos constituidos por aci-
do linoleico solubilizado en micelas (Tween 20) y en
presencia o ausencia de bajas concentraciones de
goticulas de hexadecano (lipido saturado, inerte a la
oxidacion, afiadido al 0-3%) disminuia a medida que
la concentracién de éstas Ultimas aumentaba y se
atribuy6 a que una parte del &cido linoleico pudo ha-
berse trasladado de las micelas de Tween 20 al inte-
rior de las gotas de hexadecano y hacerse asi mas
inaccesible al ataque de los radicales libres presen-
tes en la fase acuosa. El hexadecano también actud
como “reservorio no polar’ para los productos de oxi-
dacion lipidica, disminuyendo asi la cantidad de vo-
latiles liberados al espacio de cabeza (Roozen et al.,
1994a, 1994b).

La particion de los productos de escision entre el
aceite y la fase acuosa puede afectar la percepcion
sensorial en muchos alimentos (Sims, 1994). Por
ejemplo, los componentes aromaticos se perciben
mucho mas intensamente en la fase acuosa que en
la oleosa, lo que puede ser de extraordinaria impor-
tancia en la oxidacion de aceites en emulsién porque
muchos de los productos de oxidacion finales son
mas solubles en agua que los de partida (constitui-
dos éstos ultimos mayoritariamente por triglicéridos).
La particion del sustrato oxidable entre la fase oleosa
y la interfase ha sido por otra parte relacionada con
la inhibicion de la oxidacion observada a concentra-
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ciones de Tween-20 superiores a la concentracion
micelar critica, ya que los autores atribuyeron los re-
sultados obtenidos a que el emulsionante sustituyd
parcialmente al &cido linoleico en la interfase, ha-
ciéndolo menos accesible al ataque de radicales
(Ponginebbi et al., 1999).

Interacciones con otros componentes de la
emulsion

La mayor parte de los alimentos contienen un
gran nimero de ingredientes adicionales en la fase
acuosa en comparacion con los que se contemplan
en los sistemas modelo normalmente estudiados,
constituidos basicamente por goticulas de aceite es-
tabilizadas por un emulsionante y dispersas en
agua, en compafiia de antioxidantes y sistemas ge-
neradores de radicales libres. Dichos ingredientes
pueden a su vez actuar como prooxidantes o antioxi-
dantes dependiendo de sus propiedades quimicas,
sus condiciones e interacciones con los componen-
tes lipidicos.

En relacion con los azlicares, se ha sugerido que
el aumento de viscosidad que produce su adicién a
la emulsién disminuye la concentraciéon de oxigeno
en la fase acuosa y por tanto su coeficiente de difu-
sion (Sims et al., 1979). Ademas, los azlcares en
concentraciones altas pueden atrapar radicales li-
bres (Sims, 1994). Asi, la adicion de sacarosa (0-
67%) a la fase acuosa de una emulsion de aceite de
soja en agua redujo la velocidad de oxidacion y se
observo que para una concentracion constante de
azlcar, la oxidacion lipidica aumentaba al disminuir
la concentracion de goticulas de aceite. Por otro
lado, el aumento de la viscosidad disminuye en ge-
neral la difusién de los reactivos y productos de reac-
cién (Hsieh y Harris, 1987). Los hidratos de carbono
pueden también enlazarse con los metales y radica-
les (Sagone et al., 1983; Yamauchi et al., 1982; Ya-
maguchi y Yamada, 1981) o acelerar el proceso de
oxidacion (Yamauchi et al., 1988; Mabrouk, 1964;
Mabrouk y Dugan, 1961).

La efectividad de las proteinas en emulsiones de-
pende de la particion entre la interfase y la fase
acuosa, la composicion de la interfase y la conforma-
cion (Fillery-Travis et al., 2000). Aunque tiendan a
acumularse en la interfase, pueden estar presentes
en la fase acuosa cuando se satura la interfase, o
bien cuando son desplazadas por ingredientes con
mayor actividad interfacial. Su efecto antioxidante se
ha evidenciado en condiciones concretas (Yee et al.,
1980; Yee y Shipe, 1982; Lin et al., 1993; Tong et al.,
2000) y atribuido a la capacidad de formacién de
membranas viscoelasticas densas capaces de res-
tringir la penetracién o difusion de los iniciadores de
la oxidacion al interior de las gotas. Presentes en la
interfase o dispersas en la fase acuosa, son ademas
capaces de atrapar radicales libres, quizas siendo
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preferentemente oxidadas, como se ha observado
con los péptidos cisteina y glutation, que inhibieron
la oxidacion hemocatalizada de linoleato de etilo
emulsionado y perdieron su actividad antioxidante
cuando se bloquearon o eliminaron sus grupos tioles
(Yee y Shipe, 1982). En otras condiciones, los gru-
pos tioles pueden actuar como prooxidantes, promo-
viendo la generacion de superdxidos mediante
catalizador de cobre.

Las principales proteinas presentes en la leche,
especialmente las caseinas, han mostrado actividad
antioxidante en emulsiones acuosas de trioleina y
aceite de girasol, ambas estabilizadas por lisofosfati-
dilcolina (Allen y Wierden, 1982a, 1982b). Sin em-
bargo, también se observo en los mismos estudios
gue las metaloproteinas de la leche podian actuar
como prooxidantes, especialmente en presencia de
iones metalicos. La actividad enzimatica de la xanti-
na oxidasa y lactosa peroxidasa eran responsables
en parte de este efecto. La homogeneizacion prote-
ge la grasa de la leche de la oxidacion catalizada por
complejos metalicos (Hegenaver et al., 1979) porque
aumenta el area superficial de la interfase y altera la
composicion de la membrana. La caseina, la protei-
na de la leche mas eficiente como antioxidante, origi-
nalmente dispersa en la fase acuosa, se adsorbe a
la superficie de las goticulas de grasa formando una
capa protectora.

Se ha observado que la metionina, lisina y treoni-
na retardan la oxidacion en emulsiones (Riisom et
al., 1980) y la histidina puede por el contrario promo-
verla (Saunders et al., 1962; Coleman et al., 1964).
Sin embargo, estos efectos son muy dependientes
del tipo de emulsionante usado, de la presencia de
metales y del pH. Por ejemplo, la actividad prooxi-
dante de la histidina fue acelerada en presencia de
iones férricos o ferrosos y los tampones fosfato retar-
daron la oxidacién en dichas emulsiones.

En un estudio cuyo objetivo era comparar la ac-
cién de diversas proteinas y sacaridos concentrados
en la oxidacion de linoleato de metilo en emulsiones,
se encontrd una inhibicién de la oxidacion en el or-
den caseinato sédico > albimina de huevo > Tween-
60 > albumina de suero bovino. Por otro lado, la
dextrina fue méas efectiva que los mono- y disacéri-
dos, aumentando la estabilidad cuando se incremen-
ta su concentracion (Fuijii et al., 1995).

Por otra parte, los alimentos constituidos por
emulsiones concentradas conteniendo lipidos, pro-
teinas y azlcares que estan en el rango de hume-
dad relativa entre 70 y 80% son sensibles a las
reacciones de pardeamiento no enzimético que, me-
diante interaccién de los grupos amino de las protei-
nas con azucares reductores, pueden dar lugar a
productos de Maillard con efecto antioxidante (Karel,
1984; Eriksson, 1987; Fritsch, 1994).

Finalmente, en este tipo de emulsiones con com-
ponentes multiples, los productos de oxidacion lipidi-
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ca pueden interaccionar con proteinas bajo determi-
nadas condiciones, con los consecuentes cambios
de textura, color y de propiedades reolégicas, y des-
censo del valor nutricional (Gardner, 1979, Eriksson,
1987, Hidalgo et al., 1992, Hidalgo y Zamora, 2000).

3. VARIABLES DE INFLUENCIA GENERAL EN
LA OXIDACION LIPIDICA: CARACTERISTICAS
PARTICULARES DE SU ACCION EN
EMULSIONES

Oxigeno

Aungue el oxigeno es aproximadamente 3 veces
mas soluble en aceite que en agua (0.6 mM y 0.2
mM a 25° C, respectivamente) (Ke y Ackman, 1973),
puede difundir suficiente oxigeno a la fase oleosa a
través de la acuosa y de ahi la necesidad de excluir
o reducir el oxigeno disponible mediante envasado
al vacio o con nitrégeno.

En estudios dirigidos a determinar el efecto de la
presion de oxigeno en la cinética de la oxidacion de
acido linoleico en emulsiones de aceite en agua es-
tabilizadas por Tween 20 (Marcuse y Fredriksson,
1968, 1969) se ha observado que, a baja presion de
oxigeno, la etapa limitante para la oxidacion lipidica
era la difusion del oxigeno a través de la fase acuo-
sa. Sin embargo, no fue asi a alta presién de oxige-
no, en cuyo caso la velocidad de difusion del oxigeno
fue mayor que la de oxidacion lipidica. La agitacion
favorecié la oxidacion cuando el oxigeno estaba limi-
tado, por facilitar su incorporacion a la emulsion,
mientras que el incremento de temperatura, con la
consecuente disminucion de la solubilidad del oxige-
no, ralentizé la oxidacion.

Grado de insaturacion del aceite

Mientras que es bien conocida la correlacién positi-
va existente entre la susceptibilidad a la oxidacion y el
nimero de dobles enlaces (Frankel, 1985, Neff et al.,
1994), existen diversos estudios sobre la paradoja de
gue los acidos grasos poliinsaturados (conocidos inter-
nacionalmente como PUFA) mas insaturados (acido
eicosapentaenoico, EPA y acido docosahexaenoico,
DHA, frente a araquidénico y linolénico) se oxidan me-
nos en emulsion, ya sea por fotoirradiacion (Bruna et
al., 1989) o bien en la oscuridad, catalizada por Fe** -
acido ascorbico (Miyashita et al., 1993), y los autores
atribuyen estos resultados a que su conformacion es
mas compacta y protegida frente al ataque de los ra-
dicales libres. No obstante, en este Gltimo trabajo
(Miyashita et al., 1993) se ensayaron mezclas de
DHA:é&cido linoleico (LA) observandose mayor pérdi-
da de sustrato total conforme aumentaba la propor-
cion de LA, pero al analizar separadamente ambos
sustratos, el DHA se oxidaba antes. Estos resultados
son dificiles de interpretar y los autores sugirieron
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gue las micelas de DHA y LA adquieren una confor-
macién mas estable frente al ataque de radicales li-
bres y/o oxigeno a medida que aumenta el cociente
DHAJ/LA, pero, una vez que se oxida la micela, el
DHA es mas susceptible debido a su mayor nimero
de insaturaciones.

Posteriormente, estos autores obtuvieron simila-
res resultados utilizando emulsiones de mezclas de
acidos grasos libres procedentes de aceites de soja,
lino y sardina (Miyashita et al., 1994) y de triglicéri-
dos de aceite de atun y aceite de soja (Miyashita et
al., 1995). Yazu et al. (1996) y Duh et al. (1999) con-
firmaron que la susceptibilidad a la oxidacion de los
PUFA en emulsién esté inversamente relacionada
con el nimero de dobles enlaces pero los primeros
propusieron otra hipétesis para explicar estos resul-
tados: la mayor polaridad de los radicales peroxilo en
PUFA mas insaturados les facilita la difusion desde
el centro hidrofobico a la superficie mas polar de la
micela y ello disminuye su susceptibilidad oxidativa
reduciendo las reacciones de propagacion y aumen-
tando la velocidad de las reacciones de terminacion.
Sin embargo, en otro estudio (Endo et al., 1997), uti-
lizando triglicéridos sintéticos en soluciéon acuosa
con iniciadores de radicales tipo “azo”, la velocidad
de oxidacion de triglicéridos con restos de EPA y aci-
do palmitico fue mayor cuanto mayor era la cantidad
de EPA en el triglicérido, y la estructura del triglicéri-
do influy6 en que a igualdad de porcentaje de acidos
grasos, la mezcla 2:1 de triglicéridos monoécidos se
oxidd mas rapidamente que los triglicéridos con dos
restos de EPA y uno de &cido palmitico.

En un estudio realizado para determinar la in-
fluencia de la relacién poliinsaturado a saturado, uti-
lizando diferentes proporciones de linoleato de etilo y
hexadecano en emulsiones acuosas, se observé
gue la velocidad de oxidacion era dependiente de la
concentracion de sustrato oxidable (insaturado) en
las goticulas. Inicialmente la oxidacion transcurrié
mas rapidamente en goticulas con bajas concentra-
ciones de éste, pero durante estadios mas avanza-
dos, la oxidacion fue mas rapida en las goticulas con
mayores concentraciones. Para explicar estos extra-
fios resultados, los autores se basaron en la hipote-
sis de que la iniciacion de la oxidacion es mas
sensible a la cantidad de moléculas de sustrato pre-
sentes en la interfase y mas accesibles al ataque por
los radicales libres generados en la fase acuosa pero
la oxidacién avanzada es menor a concentraciones
mas bajas de sustrato porque la colision con espe-
cies reactivas es menos frecuente (Coupland et al.,
1996).

Prooxidantes: catalisis metalica
Una importante pregunta a formular es donde tie-

ne lugar la catalisis metalica en sistemas multifasi-
cos. En los aceites en fase continua, los metales
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hidrofilicos se orientarian en la interfase aire-aceite
pero en emulsiones se situarian en la fase acuosa,
orientados hacia la interfase aceite-agua, y la inicia-
cién de la oxidacion ocurriria en la fase lipidica a ni-
vel de la interfase (Schaich, 1992). Por tanto,
agentes quelantes y condiciones de reaccion que
aumenten la concentracion de metales en este en-
torno aumentarian su efectividad. Por ejemplo, el co-
bre o hierro se unen facilmente a las proteinas
presentes en la interfase.

Los agentes quelantes determinan el modo de
catélisis y efectividad de los metales aunque sus
efectos pueden ser muy complejos en sistemas mul-
tifasicos ya que la carga eléctrica de los quelantes y
el ambiente electrostatico que rodea al metal puede
afectar marcadamente su potencial redox y otras
propiedades termodinamicas. Por ejemplo, el 4cido
etilendiaminotetracético puede inhibir la oxidacion li-
pidica en emulsiones acuosas mediante cambios en
la localizacion y reduccion de la capacidad oxidante
del hierro (Frankel, 1998). Sin embargo, la formacion
de complejos con hierro también puede promover la
oxidacion al disminuir su polaridad y por tanto, au-
mentar su capacidad de penetrar la interfase (Ruben
y Larsson, 1985). Por otra parte, el polisacarido xan-
tano es capaz de formar un complejo que inactiva el
Fe”, inhibiendo la oxidacion del aceite en emulsion,
sinérgicamente con el tocoferol (Shimada et al.,
1992). Los efectos de los antioxidantes y agentes re-
ductores en presencia de diferentes formas de com-
plejos metalicos pueden tener por tanto importantes
consecuencias en la oxidacion lipidica en sistemas
multifasicos.

En los ensayos de oxidacién acelerada en emul-
siones se utilizan frecuentemente los metales de
transicion porque sus cambios de estado oxidativo
ocurren a través de una Unica transferencia de elec-
trones. El cobre y el hierro se utilizan para aumentar
la velocidad de oxidacion principalmente por esci-
sién homolitica del débil enlace O-O de los hidrope-
roxidos y consecuente formacion de radicales (Yee
et al., 1980; Rankin y Pike, 1993; Donnelly et al.,
1998; Ponginebbi et al., 1999; Bondet et al., 2000;
Cuvelier et al., 2000). Los metales i6nicos descom-
ponen los hidroperdxidos a diferente velocidad se-
gun el pH del medio, el i6n ferroso parece mas
efectivo que el férrico y el cobre mucho menos que
ambos (Frankel, 1998).

Antioxidantes

Porter sugirié en 1980 que los antioxidantes rela-
tivamente polares, hidrofilicos o anfifilicos con valo-
res elevados del pardmetro conocido como balance
hidrdfilo-lipéfilo (HLB: hydrophylic-lipophylic balance)
son mas efectivos en sistemas lipidicos de baja rela-
cion superficie/volumen (lipidos en fase continua,
grasas y aceites), mientras que los poco polares, li-
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pofilicos o con bajo valor de HLB son mas efectivos
en sistemas con alta relacion superficie/volumen
(emulsiones, micelas y membranas) (Porter, 1980).
Cort y colaboradores observaron que la descarboxi-
lacion o esterificacion de Trolox C (un &cido carboxi-
lico derivado del a-tocoferol: &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-2-cromanocarboxilico), con su consecuen-
te disminucioén de polaridad, aumentaba su actividad
en emulsion y la disminuia en el aceite continuo, y
que el &cido ascorbico era més efectivo que el palmi-
tato de ascorbilo en fase continua que en emulsién
(Cort, 1974; Scott et al., 1974; Cort, 1982). Asi mis-
mo, para los tocoferoles se ha encontrado que la
efectividad relativa en emulsion y liposomas (o > B >
y > 9), que corresponde a su potencia como vitamina
in vivo, es inversa a la observada en fase continua
(Cillard y Cillard, 1980; Fukuzawa et al., 1982). Este
efecto, llamado “paradoja polar”, es particularmente
pronunciado en series homoélogas como el acido ga-
lico y sus ésteres, la flavona y sus hidroquinonas y
los lipofilicos extremos, BHA, BHT y etoxiquina (Por-
ter et al., 1989).

En estudios cinéticos, Pryor y colaboradores
(Pryor et al., 1988) concluyeron que las constantes
de velocidad para los antioxidantes son muy sensi-
bles al sistema y método usado para la medida. De
hecho, muchos de los resultados obtenidos en los
estudios clasicos arriba mencionados son a menudo
dificiles de interpretar debido a la multitud de condi-
ciones usadas: temperaturas desde ambiente a 100°
C, con o sin catalizadores, sustratos lipidicos varia-
dos, métodos muy diferentes y que evalGan sélo as-
pectos parciales de la oxidacién, y una enorme
diversidad de puntos considerados como marcado-
res de oxidacion final.

En los ultimos afios, Frankel y colaboradores han
realizado numerosos trabajos en este contexto y re-
lacionado el fenébmeno de la “paradoja polar” con la
afinidad de los antioxidantes hacia las interfases
aire/aceite en fase continua y agua/aceite en emul-
sion. De esta forma, en fase continua, los antioxidan-
tes mas hidrofilicos serian mas efectivos por
concentrarse en la interfase aire-aceite mientras que
los antioxidantes lipofilicos serian menos protecto-
res por permanecer en la fase oleosa. En cambio, en
emulsiones, los lipofilicos se orientarian hacia la in-
terfase aceite-agua gracias a su actividad tensioacti-
vay serian mas protectores que los hidrofilicos, que
se disolverian y diluirian en la fase acuosa. En un
primer trabajo (Frankel et al., 1994), se realiz6 el se-
guimiento de la oxidacion por dos métodos, hidrope-
roxidos de dienos conjugados determinados
espectrofotométricamente y hexanal determinado
por cromatografia de gases de espacio de cabeza
estatico, pero se obtuvieron resultados dispares: se-
gun la formacién de dienos conjugados, el Trolox y el
acido ascorbico eran més efectivos en fase continua
gue en emulsién, donde lo fueron mas el a-tocoferol
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y el palmitato de ascorbilo. Sin embargo, segun la
formacion de hexanal, la efectividad en fase continua
se encontré en el orden palmitato de ascorbilo > 4ci-
do ascorbico > a-tocoferol. Similares contradicciones
se obtuvieron al comparar a y y-tocoferol (Huang et
al., 1994).

En sistemas multifasicos, los antioxidantes se
distribuyen entre las distintas fases, la acuosa, la li-
pidica y el entorno interfasico, rico en emulsionante,
segun su afinidad y cantidades relativas, y ello pue-
de modificar su efectividad en alimentos y sistemas
bioldgicos. Estudios posteriores de este grupo de in-
vestigadores sobre la particion de diferentes antioxi-
dantes mostraron que el orden de efectividad en
emulsion (acido cafeico, acido galico < galato de pro-
pilo < BHA) era inverso a su proporcion en la fase
acuosa, y que los antioxidantes mas lipofilicos como
el a-tocoferol estaban mayoritariamente concentra-
dos en la fase lipidica y en la interfase aceite/agua
(Schwarz et al., 1996). Pero la actividad antioxidante
no se ve afectada Gnicamente por su distribucion en
la emulsion sino también por su capacidad donadora
de radicales hidrégeno y estabilidad oxidativa relati-
va en las diferentes fases. Asi, en mezclas aceite-
agua, mas del 90% de los antioxidantes hidrofilicos
catequina, acido galico, galato de propilo y acido ros-
marinico se distribuyeron en la fase acuosa y esta
concentracion disminuyé marcadamente en las co-
rrespondientes emulsiones por afinidad con el
Tween-20. En emulsiones, las bajas actividades de
los antioxidantes hidrofilicos pueden por tanto atri-
buirse a su afinidad por las micelas de Tween-20y la
fase acuosa (Huang et al., 1997).

Las diferencias tocoferol-Trolox en fase continua
y en emulsion se examinaron teniendo en cuenta su
particion y se observd que la proporcion de Trolox
aumentaba en la fase lipidica a medida que aumen-
taba su concentracion en el medio. Se observé ade-
mas que la concentracion de Trolox en la fase oleosa
fue superior en mezclas de &cido linoleico y agua
gue en mezclas de triglicéridos y agua. En las co-
rrespondientes emulsiones aceite en agua, la con-
centracion de Trolox en la fase acuosa disminuyo
debido a su afinidad hacia el emulsionante Tween-20
(Huang et al., 1996b).

Los extractos de romero y sus componentes acti-
vos mayoritarios, carnosol y acido carnésico (Hopia
et al., 1996; Frankel et al., 1996a, 1996b; Frankel and
Huang, 1996), el -caroteno (Heinonen et al., 1997),
los extractos de uvas (Yi et al., 1997) y de té verde
(Frankel et al., 1997; Huang y Frankel, 1997) también
han sido estudiados, observandose en general ma-
yor efectividad de los analogos menos polares en
emulsion, aunque a menudo se obtuvieron resulta-
dos contradictorios segun el método utilizado para
evaluar la oxidacion.

Todos estos estudios indican que la polaridad re-
lativa parece ser el pardmetro mas importante que
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afecta la eficacia de los antioxidantes fendlicos en
medio disperso. Sin embargo, se ha encontrado ma-
yor efectividad para el acido ferdlico y cafeico que
para sus correspondientes ésteres fenetilicos en
emulsiones estabilizadas con Triton X-100 (Chen y
Ho, 1997), y diferente orden de actividad del acido
galico y sus ésteres en emulsiones estabilizadas con
tensioactivos anionicos (SDS) y no idnicos (Brij y le-
citina parcialmente hidrolizada) (Stockman et al.,
2000). Por tanto, no hay que olvidar la importante in-
fluencia de la naturaleza del emulsionante en la efec-
tividad de los antioxidantes fendlicos (Mancuso et
al., 1999; Mei et al., 1999).

En el caso de utilizar cationes metalicos para
acelerar la oxidacion en emulsiones, hay que tener
en cuenta que la actividad de los fenoles es el resul-
tado neto de su efecto prooxidante, por reduccion de
los cationes a valencias inferiores, y de su accién an-
tioxidante, y este equilibrio puede depender de la
carga de la interfase y sus posibles interacciones
con los iones metdlicos (Mei et al., 1998; Mancuso et
al., 2000).
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