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RESUMEN

TiTULO: EVALUACION DE LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE GRASAS
INTERESTERIFICADAS ENZIMATICAMENTE"

AUTOR: Castillo Correa, Johanna Andrea™

PALABRAS CLAVES: Interesterificacion enzimatica, estabilidad oxidativa, acidos grasos

insaturados.

DESCRIPCION:

La estabilidad oxidativa es una prueba predictiva que evalua la resistencia de las grasas y
los aceites a reacciones de oxidacion y da indicacion de su vida de anaquel, dependiendo
de las condiciones de manejo, almacenamiento y procesamiento.

En este trabajo se evaluo la estabilidad oxidativa a lo largo de la reaccién de
interesterificacion enzimatica catalizada por la lipasa inmovilizada de Thermomyces
lanuginosa (Lipozyme TL, IM) de un shortenings (estearina de palma-aceite de soya), un
equivalente de la manteca de cacao (superestearina de palma-aceite de palmiste) y un
lipido estructurado (estearina de palma-aceite de soya-aceite de palmiste). Las muestras
obtenidas fueron analizadas por el indice de perdxido (PV), indice de p-anisidina (AV),
indice de acidez (IA), indice de yodo, composicion relativa de acidos grasos, extincion
especifica E';,ma 263 nm y el ensayo rancimat.

Se encontrd que el lipido estructurado tenia mayores cambios en los valores de PV, AV,
IA, E'" a 263 nm con respecto a los demas sistemas analizados durante la
interesterificacion y ademas presenté el menor tiempo de induccién, determinado por el
rancimat, el cual disminuy6é de 20.0 a 8.82 horas a 110 °C después de la modificacion,
indicando que esta mezcla de reaccion fue mas susceptible de la deterioracién oxidativa
durante la interesterificacion enzimatica; basicamente debido a la mayor concentracién de
acido linolénico (1.13%). EI sistema con mayor estabilidad oxidativa fue el shortenings,
debido a su alto contenido de acidos grasos saturados al inicio de la reaccion.

* Trabajo de grado
" Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias. Escuela de Ciencias. Janeth Aidé Perea Villamil



ABSTRAC

TITLE: EVALUATION OF THE OXIDATIVE STABILITY OF FATTY PRODUCED BY
LIPASE-CATALYZED INTERESTERIFICATION®

AUTHOR: Castillo Correa, Johanna Andrea™

KEYWORDS: Interesterification, oxidative stability, unsaturated fatty acid.
DESCRIPTION:

The oxidative stability is an important indicator of performance and shelf-life, and depends
on the composition of the sample and on on the conditions to which it is subjected.

In this work, it was evaluates oxidative stability monitored periodically the reaction of
enzymatic-catalyzed interesterificacion by the immobilized lipase from Thermomyces
lanuginosa (Lipozyme TL, IM) of a shortenings (palm stearin-soybean oil), an equivalent of
the cocoa (palm superestearin —palm kernel olein) and a structured lipid (palm stearin-
soybean oil- palm kernel olein). The obtained samples were analyzed by the peroxide
value (PV), p-anisidina value (AV), free fatty acid (FFA), value iodine, and relative
composition of fatty acids, specific extinction E1% 1cm to 263 nm and the test rancimat.
The structured lipid blend was found to have higher changes PV, AV, IA, E1%1cm at 263 nm
values, compared to the other analyzed systems and induction time, determined by the
rancimat method, decreased from 20.0 to 8.82 hours to 110 °C after the modification,
indicating that this reaction mixture was more susceptible to oxidative deterioration during
the enzymatic interesterification; basically due to its high linolénico fatty acid (1.13%)
levels. The shortenings presented better oxidative stability, due to its high content of
saturated fatty acids to the beginning of the reaction.

* Project of Grade
" Industrial University of Santander Faculty of Sciences. School of Chemistry. Janeth Aidé Perea Villamil



INTRODUCCION

Desde hace tiempo se conocen las cualidades nutricionales de muchos acidos
grasos y otros componentes que se encuentran de manera natural en los aceites
vegetales, lo que ha motivado la producciéon de grasas especiales, mediante
interesterificacion enzimatica; proceso que permite la sintesis de triacilglicéridos
con una composicidn especifica de acidos grasos; con el fin de obtener productos
con caracteristicas fisicas y quimicas adecuadas para la industria de alimentos y
en algunos casos para incrementar su utilizacion desde el punto de vista

nutricional y terapéutico [Lee J. et al., 2004].

Teniendo en cuenta que las grasas interesterificadas pueden ser incorporadas en
la alimentacion como grasas bases para la preparaciéon de “shortenings”,
margarinas y lipidos estructurados, se hace necesario, no solo optimizar las
propiedades nutricionales y fisicas del producto, sino ademas asegurar que la
estabilidad oxidativa del mismo, sea comparable a la de los aceites vegetales de
quienes proceden. Por consiguiente, es importante el control de las grasas y los
aceites modificados principalmente  aquellos susceptibles a reacciones de
deterioro, que traen consigo una pérdida de la calidad, de las propiedades
sensoriales y nutricionales, de seguridad biologica (desarrollo de patégenos) y de

vida util (alteraciones) del producto final.

La estabilidad oxidativa, es una prueba predictiva que evalua la resistencia de las
grasas y los aceites a reacciones de oxidacion y da indicacion de su vida de
anaquel, al proporcionar una buena estimacion, no soélo de la estabilidad oxidativa
inicial de los mismos, sino ademas de la estabilidad oxidativa futura, dependiendo

de las condiciones de manejo, almacenamiento y procesamiento.



Dentro de las principales reacciones de deterioro observadas en las grasas y los
aceites se encuentran: la rancidez hidrolitica y la rancidez oxidativa, las cuales
producen una gama de productos, que incluyen compuestos como aldehidos,
cetonas, acidos grasos de cadena corta y otra serie de compuestos carbonilicos
que pueden llegar a reaccionar con otros componentes de los alimentos o dar
origen a compuestos responsables del mal olor y sabor de los mismos
[Hotchkiss P., 1997].

Para evaluar la rancidez oxidativa se han usado una serie de métodos que
permiten analizar diversos intermediarios o productos de la oxidacion, entre los
que se encuentran principalmente los métodos quimicos clasicos como el indice
de peroxido, indice de yodo, indice de p-anisidina y el indice de acidez [Ortega M.
et al., 2001, Guillen M. y Cabo N., 2001]; métodos fisicos como la cromatografia
de gases para determinar la composicion de los acidos grasos presentes, antes y
después de someter la grasa a condiciones de deterioro. Igualmente, la
determinacién del contenido de productos secundarios de oxidacion concretos,
como aldehidos volatiles, son buenos indicadores del grado de oxidacién de las
grasas [Guillén M. y Cabo N., 2002, Rodriguez R., 2005].

En muchos casos se han desarrollado técnicas que buscan acelerar las
condiciones de oxidacion (aumento de la temperatura en presencia de oxigeno y

aire en exceso) como es el caso del método rancimat [Velasco J. et al., 2004].

Aunque numerosos articulos reportados, evaluan el desempefio de diferentes
grasas producidas por interesterificacion enzimatica, empleadas como sustitutos
de alimentos o como grasas para fritura , en condiciones de deterioro [Moussata
C. y Casimir A., 1998, Chu B. et al., 2001, Lee J. et al., 2004, Heinrich M. et al.,
2004, Hamah F. y Fereidoon S., 2005, Nielsen N. et al., 2006, Lee J. et al., 2006,
Turan S. et al., 2007]; son limitados los estudios sobre el efecto de la reaccion

enzimatica, en la estabilidad oxidativa de las grasas obtenidas.
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Basado en lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar la estabilidad oxidativa
de dichas grasas a lo largo de la reaccion de interesterificacion enzimatica y
durante el almacenamiento, con el fin de contribuir al mejoramiento de las mismas

durante su elaboracion.

Para llevar a cabo el desarrollo de la investigacion se realizé6 un monitoreo
periddico en la reaccion de interesterificacion enzimatica de tres grasas bases
para la fabricacion de shortenings (Estearina de Palma — Aceite de Soya),
equivalentes de la manteca de cacao (Superestearina de Palma - Aceite de
Palmiste) y lipidos estructurados: (Estearina de Palma — Aceite de Soya — Aceite
de Palmiste), catalizadas por la lipasa inmovilizada de Thermomyces lanuginosa
(Lipozyme TL, IM).

Para evaluar la estabilidad de los sistemas grasos interesterificados se midieron
los parametros fisico-quimicos mencionados anteriormente: indice de peroxidos,
de p-anisidina, de yodo y de acidez, la determinacion de acidos grasos, el

coeficiente de extincion E'”1cma 269 nm v la aplicaciéon del método rancimat.

El presente proyecto hace parte de la linea de investigacion que se desarrolla en

el CICTA respecto al aprovechamiento del aceite de palma y sus fracciones.

El documento presentado esta constituido de 4 capitulos, el primero de ellos
basado en la revision bibliografica sobre el tema de investigacion. El segundo,
presenta el desarrollo experimental que se llevé a cabo para lograr los objetivos
propuestos. El tercer capitulo, presenta los resultados obtenidos y su respectiva
comparacion con los resultados de otras investigaciones y por ultimo, se

presentan las conclusiones.
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1. MARCO TEORICO - ESTADO DEL ARTE

La palabra “grasas” hace referencia al grupo de alimentos lipidicos, provenientes

de tejidos vegetales y animales que diariamente se ingieren en la dieta.

Los lipidos son una fuente energética muy importante para el organismo (cada
gramo genera 9 Kcal), mucho de ellos cumplen una actividad biolégica; por
ejemplo, unos son parte estructural de las membranas celulares y de los sistemas
de transporte de diversos nutrientes, otros son vitaminas y hormonas y algunos

son pigmentos.

En los alimentos, los lipidos contribuyen a la textura y en general a las
propiedades sensoriales del producto. Las principales fuentes son los tejidos
animales y las semillas oleaginosas, ya que las frutas y las hortalizas presentan
muy bajas concentraciones, con algunas excepciones como el aguacate, las

aceitunas y algunos tipos de nueces [Badui S., 1996].

Las grasas Yy los aceites estan formados principalmente por triacilglicéridos
(Esquema 1), que contribuyen en un 93-95% del total de lipidos ingeridos en la
dieta. Una molécula de triacilgliéridos es el producto de la interesterificacion entre
el polialcohol glicerol con tres acidos grasos [Valenzuela J. et al., 2002], que
pueden variar en la longitud de la cadena de C2 a C24 y de acidos grasos
saturados a acidos grasos insaturados con seis enlaces dobles [Mu H. y Trine P.,
2005].

19



Esquema 1. Férmula estructural de una molécula tipica de triacilglicérido y sus

componentes
H
|
H-C —0OH R, —CoOH CH,—0 — CO-R,
| | |
OH-C-H + R,—COOH —— = CH —0-— CO-R, + H.0
|
I I
H-C-OH R,—COOH CH,~ 0 — CO-Ry
H
Gliceral Acidos Grasos Triglicéridos

R representa cualquier acido graso

El tipo de acido graso y sus caracteristicas (tamafio de cadena, grado de
insaturacién, isomeria, entre otras) y la posicion en la cual se esterifica a glicerol
determinan las caracteristicas de los triacilglicéridos [Kairuz L., 2002].
Actualmente, los esfuerzos tecnoldgicos estan orientados al desarrollo de nuevos
lipidos con diferentes propiedades funcionales y diferentes aplicaciones

industriales.

Ademas de los triacilglicéridos, existen en las grasas componentes no glicéridos
de los acidos grasos, denominados algunas veces “constituyentes menores”, los

cuales pueden contribuir en la estabilidad oxidativa de las mismas.

Los componentes no glicéridos solo son componentes menores en lo que se
refiere a su concentracién con respecto a los triacilglicéridos [FAO., 1997], estan
compuestos principalmente de fosfolipidos, tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides
y otros compuestos fenodlicos, pigmentos (carotenoides y clorofilas), esteroles,
acidos grasos libres, mono y diacilglicéridos [Hamam F.y Fereidoon S., 2006]

Entre los anteriores compuestos, se destacan:
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e Monoacilglicéridos y Diacilglicéridos:

En estos compuestos el glicerol se encuentra esterificado unicamente con uno o
dos acidos grasos, quedando libres 1 o 2 grupos hidroxilicos; al caracter hidrofilico
de estos grupos deben estas sustancias sus buenas propiedades emulsificantes
[Kairu L., 2002].

e Tocoferoles

Constituyen la vitamina E, pertenece al grupo de vitaminas liposolubles e incluyen
cuatro homologos naturales (a, B, & y p). Generalmente, la actividad antioxidantes
de los tocoferoles esta en el orden: p > & > B > a y tocoferol [Hamah F. y
Fereidoon S., 2006]. Los aceites vegetales y los productos elaborados con ellos
contienen normalmente grandes cantidades de tocoferol, especialmente los
isbmeros a, B y 6. Ademas algunos aceites vegetales, especialmente, el aceite de
palma y el aceite de salvado de arroz, son fuentes muy ricas de tocotrienoles
(analogos) con una débil actividad como vitamina E, pero que actuan como

antioxidantes y proporcionan estabilidad contra la oxidacién.

e Colorantes:

Los carotenoides son hidrocarburos liposolubles altamente insaturados derivados
del poliisopreno. Se sabe que en las grasas animales y vegetales estan presentes

mas de 75 carotenoides diferentes y son normalmente los que dan el color
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amarillo a rojo intenso a las frutas, hortalizas, cereales y aceite de palma bruto
[FAO., 1997].

Los colorantes carotenoides disminuyen por hidrogenacién, por tratamiento
térmico o por oxidacion. Se ha demostrado que el 3-caroteno también presenta
actividad antioxidante y prooxidante, su actividad depende de la concentracion
usada, de otros antioxidantes. Se ha propuesto que el -caroteno atrapa el radical
peroxi bajo condiciones en donde el oxigeno se encuentra en alta tensién o bajo
condiciones atmosféricas por un mecanismo de adiciéon [Osborn H. y Casimir A.,
2003].

1.1 GRASAS ESPECIALES

Las grasas especiales son consideradas sistemas grasos naturales a los cuales
se les han cambiado sus caracteristicas nutricionales y funcionales,
proporcionando la consistencia deseada para satisfacer las necesidades

especificas del consumidor y la calidad del producto final [Ghotra B. et al., 2002].

Segun contengan o no agua, por ser sistemas grasos polifasicos, se clasifican en
dos grupos diferentes:

a) Mezclas de triacilglicéridos liquidos y solidos: sebo, manteca y las

denominadas “grasas concretas”, mas conocidas por el término inglés

“shortening “y
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b) Sistemas en que el medio liquido es una emulsién, predominantemente de

agua/aceite como la mantequilla y la “margarina” [Primo E., 1998].

1.1.1 Produccion de Grasas Especiales

Se han usado diferentes grasas y aceites en la dieta humana, incluyendo aceites
que se originan de frutos como el aceite de palma y el aceite de oliva, o de
semillas de algoddén, maiz y soya, asi como las grasas de los tejidos adiposos de
los pollos, cerdos, corderos y ganado. También de fuentes marinas como aceite
de pescado. De la palma se obtiene aceite tanto del mesocarpio carnoso de la
fruta (aceite de palma) como de su almendra (aceite de palmiste), ademas de sus
fracciones: Oleina (liquida), estearina (solida) y la superestearina (proveniente de

un doble fraccionamiento).

Estas grasas poseen en general perfiles de acidos grasos complejos incluyendo
distintos isémeros, acidos grasos con diferente longitud de cadena y grado de
insaturacién [Mu H.y Trine P., 2005].

Actualmente se utilizan tecnologias de procesamiento quimico (hidrogenacion e
interesterificacién) y fisico (fraccionamiento) que proveen a la industria de
alimentos la capacidad de modificar una o varias propiedades fisicoquimicas,
funcionales y organolépticas de una grasa [Grompone A., 1992, Bermudez A,
2003, Hunter J., 2005].
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La composicion de acidos grasos de algunas grasas y aceites mas comunes se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de acidos grasos de aceites vegetales

Acido No. de Aceite de Aceite  Aceite® Girasol® Oliva®
Graso Carbonos palmiste® de de soya
palma®

Caprilico 8
Caprico 10
Ladrico 12 48
Miristico 14 16
Palmitico 16 8 46 11 4 14
Estearico 18 4 5 4
Araquidénico 20 1 0.5
Palmitoleico 16:1 1-2
Oleico 18:1 15 39 23 34 72
Linoleico 18:2 3 9 53 59 9
Linolénico 18:3 5 8 1

Valores en porcentaje de acido graso presente
° Ghotra B. et al., 2002
°2°Primo. E, 1998

a. Fraccionamiento

Este proceso consiste en la separacion, mediante algun método fisico, de dos o

mas fracciones de un lipido; con este sistema se obtienen, a partir de aceites de
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palma y de soya, productos como oleina, estearina y otros, que han sido utilizados

como sustitutos de grasas mas costosas como la de cacao [Badui S., 1996].

Puede realizarse por tres procedimientos:

a) Cristalizacion en seco, que consiste en el enfriamiento controlado de la
grasa fundida hasta formar una fase sdlida, que puede ser separada por
filtracion de la fase liquida remanente.

b) Enfriamiento controlado de la grasa disuelta en un solvente organico, hasta
formar cristales que pueden ser separados por filtracion de la solucion.

c) Agregado de una solucion acuosa que contiene un surfactante y un
electrolito, a la grasa parcialmente cristalizada por enfriamiento controlado,
formando asi una emulsion de la fase sodlida, que se puede separar por

centrifugacion [Grompon M., 1992].

b. Hidrogenacion

La reaccion de hidrogenacion consiste en la adicion de hidrégeno a los dobles
enlaces de los acidos grasos insaturados, catalizada por un metal, originando su
saturacion. En el contacto con el catalizador (niquel es el mas usado) algunos
enlaces pueden adquirir la configuracion trans --, cambiar de posicion, variar la
geometria, el numero y situacién de los dobles enlaces (Esquema 2) alterando
las propiedades fisicas y quimicas de las grasas, como la elevacion del punto de

fusion y la disminucion del indice de yodo [Barrera D. y Block J, Primo E., 1998].
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De esta manera, la hidrogenacion podria también definirse como un proceso que

imparte estabilidad oxidativa a los aceites manteniendo sus caracteristicas

organolépticas y una vida de anaquel mas larga [Ghotra B. et al., 2002].

Esquema 2. Proceso de hidrogenacion

—CH
H, ‘Hz CH,
—CH,CH,CH,CH,—  CH,CH=CH— —CH=CHCH, _CH_
2 2 2 2 | [ _CH2 \CH /CHZ_
CH, CH, -
Saturado o tras- o tras- tras-

El proceso de hidrogenacion produce aceites y grasas con buena sensacion bucal,

mejora el color, punto de derretimiento y cualidades de lubricacidén, aplicadas

especialmente a las grasas liquidas que se han de transformar en plasticas

destinadas a la fabricacion de margarinas y “shortening”. Sin embargo, la

hidrogenacion también cambia las propiedades nutricionales de algunas grasas,

muchos acidos grasos poliinsaturados pierden su actividad biolégica cuando son

convertidos a isdmeros tras - [Hotchkiss P., 1997].

Los isdbmeros trans- (conocidos como grasas trans-) se consideran isémeros de

grasa no naturales, teniendo en cuenta que en la naturaleza los acidos grasos se
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encuentran con mas frecuencia en la forma cis-, siendo los isdbmeros trans-

practicamente inexistentes en aceites y grasas de origen vegetal.

Es posible hacer productos con un funcionamiento equivalente y con un contenido
bajo de acidos grasos trans- aumentando el grado de hidrogenacion, pero se
produce un aumento de acidos grasos saturados, que no ofrecen un resultado
equivalente en cuanto a la aceptabilidad de los alimentos que los contienen,

principalmente por su efecto en la salud [Hunter J., 2005].

c. Interesterificacion

El término interesterificacion aplicado a las grasas y los aceites, se refiere a la
reaccion entre los diferentes triacilglicéridos con una reorganizacion de los grupos

acilo dentro y entre los triglicéridos [Kellens M. y Antwerp B., 1997].

Al realizar la interesterificaciéon de un lipido (de origen vegetal o animal) se induce
el entremezclado de los acidos grasos en las moléculas, independiente de la
distribucion natural en el lipido original, hasta que se logra un equilibrio en el que
se han formado todas las especies posibles [Bermudez A., 2003]. Esta técnica es
empleada para cambiar las propiedades fisicas de las grasas.

Generalmente el término interesterificacion se emplea para aquellas reacciones
donde una grasa u otro material compuesto de los ésteres de acidos grasos,
reaccionan con acidos grasos (acidolisis), con alcoholes (alcohdlisis) [Schuchardt.,
1998] con otros ésteres (transesterificacion) o con el intercambio de grupos de
acidos grasos para producir un nuevo éster [lwasaki Y. y Tsuneo Y., 2000, Kellens
M. y Antwerp B., 1997].
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Los diversos triacilglicéridos  estructurados pueden producirse  por
interesterificacion quimica o enzimatica. Esta ultima usando lipasas con

selectividad especifica [Mu H. y Trine P., 2005].

Para la interesterificacion quimica, se requiere altas temperaturas y catalizadores
alcalinos, siendo los mas comunes los metales alcalinos tales como sodio, potasio
y sus aleaciones, y los alcoxidos tales como el metilato de sodio y el etéxido de
sodio. Ademas, los hidréxidos tales como el hidréxido de sodio, son empleados en
ciertas ocasiones, siendo menos activos y en consecuencia requieren mayores
temperaturas (superiores a 150°C). Uno de los catalizadores mas empleados en la

actualidad es el metilato de sodio.

La interesterificacién quimica, puede tener lugar entre acidos grasos de la misma
molécula de triacilglicérido (intercambio intramolecular) o entre los diferentes
triacilglicéridos (intercambio intermolecular) [Kellens M. y Antwerp B., 1997,
Ghotra B. et al., 2002].

Aunque la interesterificacion quimica es simple y econdmica, la redistribucién de
acidos grasos se puede llevar a cabo al azar o de un modo dirigido. En el primer
caso se obtiene una composicion equilibrada, correspondiente a la ley de
probabilidad: los acidos grasos son redistribuidos de manera no selectiva. En
contraste, las reacciones catalizadas por enzimas son mas prometedoras para

modificar posiciones especificas de los lipidos.

Las lipasas son enzimas termoestables, derivadas de diferentes microorganismos,

pueden ser inmovilizadas en una matriz granulada y actuar al azar 6 de manera
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especifica en las posiciones 1y 3 de los triacilglicéridos [Hunter J., 2005]. El uso
de lipasas estereoespecificas ha permitido mediante técnicas de biotecnologia, la
obtencion de lipidos estructurados (Esquema 3) con una estereoquimica

establecida y constante.

La estructura tridimensional de de las lipasas posee un sitio activo formado por
una terna Ser-His-Asp/Glu. Durante la interesterificacion el grupo hidroxilo de la
serina se activa inicialmente por una sucesién de desplazamientos de cargas
eléctricas las cuales afectan la triada catalitica. EI mecanismo involucra dos
intermediarios, el primero de ellos se forma por un ataque nucleofilico de los pares
electronicos del oxigeno del carbono sp? del enlace éster. Seguido de la formacién
del enlace CO, que conlleva a la liberacion del radical alcoxi, el cual toma el

protén del ion imidazolio para formar un alcohol libre.[Valenzuela J. et al., 2002].

La interesterificacion enzimatica puede ser utilizada como alternativa al proceso de
hidrogenacion, con lo cual se pueden obtener productos a partir de aceites con
una consistencia apropiada para ser empleados como grasas especiales

eliminandose en esta forma la produccién de isébmeros tran- [Bermudez A., 2003].

Hoy por hoy es posible modificar las propiedades fisico-quimicas de las grasas y
los aceites con la ayuda de esta moderna tecnologia. Sin embargo, durante la
reaccion de interesterificacion enzimatica se producen algunos cambios en la
composicion de los triacilglicéridos [Valenzuela J. et al., 2002], pueden eliminarse
componentes menores, que favorecen la oxidacion de los aceites modificados
[Hamam F.y Fereidoon S., 2006].
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Esquema 3. Procedimiento enzimatico para obtener lipidos estructurados

OH OH
Hidrdlisis Separacién Lipasa en medio
Lipasa sn-1, 3“3 Cristalizacion, (grg?éni(:o
L estereoespecifica L oH Cromatografia OH (Solvente) o

medio acuoso

@)
I

Oleico
Palmitico

1.1.2 Tipos de Grasas Especiales

a. Shortenings

Los shortenings son mezclas artificiales formadas por aceites hidrogenados o
interesterificados y grasas de punto de fusién adecuado, utilizadas para pasteleria
y panaderia. Contienen monoacilglicéridos, diacilglicéridos y compuestos
relacionados. Presentan la funcidn de retener aire, ya sea batidos en una masa

de pastel o en la crema de un helado [Hotchkiss P., 1997].

El término “shortening” es utilizado para designar las grasas plasticas comestibles

anhidridos; estas grasas son semisdlidas, proporcionan una textura tierna a los
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productos horneados, favorecen la aireacion de los productos fermentados vy
promueven una textura y sabor agradable [FAO., 1997].

Las propiedades de los shortenings dependen del efecto lubricante de la grasa
utilizada y de su tendencia a formar peliculas finas, envolventes de los glébulos de
masa, que dan al producto terminado un aspecto esponjoso, por incorporacion de
aire durante el amasado y el batido, o la estructura hojosa, por laminacion,
permitiendo elaborar pasteles con altos niveles de agua y azucar, haciéndolos

mas humedos y suaves.

La calidad de los “shortening” esta subordinada a tres factores:
a) Cantidad de aire incorporado
b) Plasticidad y consistencia

c) Relacion de la fase solida y la fase liquida

Estas caracteristicas fisicas, dependen, a su vez, de los métodos de preparacion y
de las formas polimoérficas (formas de cristalizacion) de las grasas utilizadas; la
forma B es favorable porque da cristales que embeben la fase liquida y favorecen
la plasticidad y las propiedades para hornear; en cambio, la forma tipo B da
cristales grandes, estructura granulada y menor capacidad para incorporar aire en
las pastas [Ghotra B. et al., 2002, Primo E., 1998].

b. Margarinas

Las margarinas pueden obtenerse de aceites vegetales que han sido

hidrogenados o cristalizados para dar una textura apropiada de esparcimiento. Los
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aceites vegetales pueden también ser mezclados con cantidades bajas de grasa

animal.

Las margarinas deben tener una cierta estructura cristalina para mantener una
consistencia semisolida a temperatura ambiente y a la temperatura de frigorifico.
Se requiere que se derritan rapidamente a la temperatura corporal, sin dejar una

sensacion pegajosa [FAO., 1997].

Con la hidrogenacion y la interesterificacion, en condiciones adecuadas, se logran
producir grasas que, ademas de fundir bien en la boca, presentan el margen de
plasticidad necesario para una buena extensibilidad. En los dos métodos, los
acidos grasos quedan repartidos al azar y los glicéridos de la mezcla, mejoran el

intervalo de plasticidad [Primo E., 1998].

c. Lipidos estructurados

Pueden ser definidos como triacilglicéridos reestructurados o modificados, en
donde se altera la composicion de los acidos grasos y/o su distribucion en las
moléculas de dglicerol; se preparan por interesterificacion quimica o enzimatica
[Diaz O. y Gioielli L., 2003, Heinrich M. et al., 2004, Lee J. et al., 2004, Hamam F.
y Fereidoon S., 2005] pueden ser sintetizados con diferentes acidos grasos de
cadena corta, media y larga, acidos grasos saturados o insaturados [Moreno N. et
al., 2005, Lee J. et al., 2004, Mu H. y Trine P., 2005,].
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Un lipido estructurado, es una molécula “hecha a la medida”, formulada para una
funcién nutricional o tecnoldgica especifica. De esta manera se puede decidir el
tipo de acido graso y la posicion de este en los triglicéridos que se desean

estructurar [Valenzuela J. et al., 2002].

Producir lipidos estructurados via enzimatica, podria ser una forma de
proporcionar un acido graso deseable, satisfaciendo requerimientos nutritivos o
terapéuticos, como en el caso de lipidos sustituyentes de la leche materna
[Bermudez A, 2003].

Aunque la mayoria de lipidos estructurados son utilizados, actualmente, en
aplicaciones meédicas, algunos estan siendo empleados en alimentos, como
productos de confiteria y chocolateria, tal es el caso de los equivalentes de la
manteca de cacao [Diaz O. y Luis G., 2003, Bermudez A., 2003, Arango L.,
2004].

1.2 PRINCIPALES ALTERACIONES QUE AFECTAN LAS GRASAS

La estabilidad oxidativa es un indicador importante en el desempefio y la vida de
anaquel de la grasa. Depende de la composicidon de la muestra y de las
condiciones a las que esta sujeta [Guillén y Cabo., 2002, Lee y col., 2004, Smith
S. et al.., 2006]. La exposicion al aire libre, a altas temperaturas, a la luz, a trazas
de metales (hierro y cobre) y a la humedad refuerzan la oxidacion [Lee J. et al.,
2004, Naz S. et al., 2004-2005]. Igualmente, la composicion de la grasa: contenido
de acidos grasos insaturados, numero y posicion de los dobles enlaces, tipo de
isomeria (cis- y trans-) [Nieblas S. et al., 2001, Rudnik E. et al., 2001, Lee J. et al.,
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2004, Aardt M. et al.,, 2004, Haman y Shahidi., 2005] y el contenido de
antioxidantes [Hamah F. y Shahidi., 2006, Osborn H. y Akoh C., 2003], influyen en
el proceso de oxidacion.

La estabilidad oxidativa, se define como la resistencia a la oxidacién bajo
condiciones establecidas [Velasco J. et al., 2004, Guillén M. y Nerea C., 2002] y
se expresa como el periodo de tiempo necesario para alcanzar un punto final, el
cual es seleccionado conforme a diferentes criterios (por ejemplo, desarrollo de la
rancidez), pero usualmente corresponde a un inesperado incremento en la
reaccion de oxidacion [Velasco J. et al., 2004]. Como la oxidacién normalmente
procede lentamente hasta que este punto se alcance, este periodo de tiempo es

conocido como periodo de induccion.

El periodo de induccion se determina, midiendo un parametro fisico o quimico con
el tiempo a través de un calentamiento de la muestra a temperatura constante.
Dicho parametro relaciona el grado de oxidacién de la misma y puede usarse para
evaluar, el momento en cual la grasa llega a un nivel de oxidacion inadecuado

para el consumo humano [Gonzaga F. y Celio P., 2006].

El deterioro de los lipidos se relaciona en general con el término “rancidez”
dandose principalmente dos reacciones: lipdlisis o rancidez hidrolitica y

autooxidacién o rancidez oxidativa [Badui S., 1996].
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1.2.1 Lipdlisis o enranciamiento hidrolitico

Este tipo de enranciamiento ocurre generalmente, en presencia de calor y
humedad catalizado por enzimas lipoliticas llamadas lipasas. La hidrélisis de los
triglicéridos deja en libertad glicerol, acidos grasos libres, monoacilglicéridos y
diacilglicéridos. Las lipasas actuan en las intereses agua/aceite o grasa y por
tanto, su accionar hace que se eleve la acidez libre de los mismos [Kairuz L.,
2002].

En el caso de algunos aceites vegetales, los acidos grasos liberados por las
lipasas son de mas de 14 atomos de carbono, poco volatiles y por tanto no se
perciben por el olfato; su presencia sbélo se puede advertir mediante la
determinacién del indice de acidez y de otras caracteristicas [Badui S., 1996]. Sin
embargo, los tratamientos térmicos que se aplican a los aceites y grasas
comerciales durante el procesamiento destruyen las lipasas, por lo cual este tipo
de rancidez se presenta mas frecuentemente cuando se utilizan productos que no
han sido procesados a temperaturas suficientemente altas para destruir estas

enzimas [Kairuz L., 2002].

A diferencia de otras reacciones enzimaticas, la lipdlisis se puede efectuar en
condiciones de actividad acuosa muy baja, debido a que, si los triglicéridos se
encuentran en estado liquido, tienen una gran movilidad y pueden favorecer el

contacto con la lipasa y provocar la reaccion.

1.2.2 Autooxidacion o enranciamiento oxidativo

Este tipo de enranciamiento se debe a la oxidacion atmosférica de la grasa, razén

por la cual es conocido también como autooxidacién, por ser un mecanismo que
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genera compuestos que a su vez mantienen y aceleran la reaccion [Badui S,
1996].

La accion del oxigeno atmosférico, sobre las cadenas alifaticas poliinsaturadas de
los acidos grasos, da lugar al sabor y olor tipicos, fuertes y desagradables de las
grasas oxidadas [Primo E., 1998]. Sin embargo, existen enzimas como las
lipoxigenasas y ciclooxigenasas [Niké. et al., 2005] o las hidroperoxidasas, enol
isomerasa, alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, entre otras, que
son responsables de la descomposicion de los hidroperéxidos lipidicos, siendo la

lipoxigenasa la enzima clave de todo el proceso [Zamora R. et al., 1991].

La autooxidacion es la causante de la mayor parte de los problemas de deterioro
de los productos grasos y generalmente envuelve un mecanismo en cadena de
radical libre [Tian K. y Purnendu D., 1999, Naz S. et al., 2005]. Este El mecanismo

comprende tres fases (Esquema 4) [Daniela R. et al., 2006].

¢ Iniciacién o de formacion de radicales libres (hidroperéxidos).

e Propagacién o de reaccion de los radicales libres entre si

e Terminacion o de constitucion de productos no radicales (alcoholes,
compuestos carbonilicos) [Millar., 2001, Niki E. et al.,, 2005, Tian K. y
Purnendu D., 1999].

e Iniciacion:

En este primer paso, se presenta una abstraccion de atomos de hidrogeno

(Esquema 5) que puede ser un hidrogeno alilico de un acido graso o cualquier
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otro hidrogeno que se encuentre débilmente enlazado cerca de una insaturacion,
dando lugar a un nuevo radical [Hidalgo F. et al.,, 1991; Aardt M. et al., 2004].
Estos hidrogenos metilénicos (CHy) estan activados por la vecindad de los dobles
enlaces y son mas reactivos que los otros, razén por la cual, los compuestos
poliinsaturados de las grasas se oxidan mas rapido que los saturados, en

quienes unicamente sucede la oxidacién cuando las condiciones son muy fuertes

La energia de un fotdén, sobre uno de estos hidrogenos labiles, produce un radical
inestable, el cual se estabiliza electronicamente formando hibridos de resonancia
conjugados (dienos o trienos conjugados), consiguiéndose de esta manera una
estructura mesomeérica mas estable para que los radicales fijen oxigeno [Primo E.,
1998].

El oxigeno triplete (0.), a diferencia del oxigeno singulete ('0.), no ataca el doble
enlace de un acido graso, sino que reacciona con los radicales libres para formar
radicales peroxido [Miller., 2001]. Esto ocurre, debido a que el oxigeno en su
estado normal de triplete (sus dos electrones mas externos tienen un spin igual) es
muy poco electréfilo y por si sélo no actua sobre los dobles enlaces; mientras que
en la configuracion electronica singulete, donde los spin son diferentes, se
presenta una fuerte repulsion entre ellos, de manera que el atomo de oxigeno
queda excitado, muy electréfilo y lo suficientemente reactivo como para unirse
directamente a los acidos grasos, lo cual se facilita porque estos ultimos también

estan como singulete [Badui S,1996].
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Esquema 4. Mecanismo de oxidacion del acido linoleico con oxigeno triplete

14 13 12 1 10 9
CH3—(CH2)3 —CH, — CH — CH — CH, —CH — CH—(CH,);— COOH
. -H
INICIACION
12 11 10 9

CH3 - (CH2)4_C H—CH=— CH— CH—/— CH— (CH2)7 — COOH
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CH;— (CH,),— CH —CH = CH — CH = CH — (CH,), — COOH
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CH; = (CH,),— CH — CH = —CH = CH — (CH,), — COOH
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O.
(0]

CHs — (CH,); —cH, C—CH== CH— CH== CH—(CH,);, — COOH

H
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CH; —(CH,);— CH;  Pentano
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Esquema 5. Abstraccion de hidrégeno de un carbono alilico en la oxidacion de un

radical libre de un acido graso

Carbolo Alilico Carbolo Alilico

N\

02\ / -H- \‘H /02
VNS ﬂ

OT +H

f&ﬂ{LJﬁt

e Propagacion

El radical formado en la etapa de la iniciacion, propaga la reaccion de radical libre

abstrayendo un atomo de hidrogeno del medio, creando asi otro radical libre.

Subsecuentemente, la reaccion directa de los acidos grasos insaturados con el O
es termodinamicamente dificil, la produccion de los primeros radicales necesarios
para empezar la propagacion debe ocurrir por algun medio catalitico; el calor, la
exposicidon a la luz o mecanismos donde el oxigeno singulete es la especie activa,
dan lugar a la descomposicion de los hidroperéxidos formados [Naz S. et al.,
2005].
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Estos compuestos son susceptibles de presentar una disociacién homolitica por
pérdida de un protén o de un radical hidroxilo. En el primer caso, la reaccién es
normalmente reversible mientras que en el segundo caso no ocurre [Hidalgo F. et
al., 1991].

e Terminacioén

Los radicales formados pueden terminar la reaccion por acoplamiento con otros
radicales o por la incorporacion al sistema graso de un antioxidante, el cual actua
como un atrapador de radicales libres, finalizando de esta manera la fase de

propagacion

Otra forma de finalizar el proceso de autooxidacion es la reestructuracion y la
ciclisacién de los radicales peréxidos [Niki E. et al., 2005] formando especies
relativamente estables, no iniciadoras y no propagadoras, como compuestos
volatiles y no volatiles (aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos, etc.,) que por
posteriores autooxidaciones se transforman en los polimeros y otros productos

caracteristicos de un sistema lipidico oxidado [Bermudez A., 2003].

Los compuestos volatiles son centro de atencion principalmente por tres razones:

1) Muchos de ellos son compuestos de elevada importancia sensorial, con la

incidencia que tal propiedad tiene en el olor y el olor de los alimentos.
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2) Sirven de base al conocimiento de muchas reacciones implicadas en la

degradacion termoxidativa.

3) Su identificacion permite establecer las posibilidades de reacciones con

otros compuestos de la dieta [Dobarganes M. et al. 1995].

La formacidén de muchos de estos compuestos se explica a partir de la estructura
original de los hidroperoxidos, que se reestructuran siguiendo unas rutas
principales de ruptura de molécula y otras reacciones inusuales aun no muy bien
elucidadas. La degradacion de aldehidos saturados en un medio que se encuentra
autooxidado puede ser representado por una secuencia de reacciones desde los
hidroperdxidos [Hidalgo F. et al., 1991].

1.3 METODOS EMPLEADOS PARA DETERMINAR LA OXIDACION EN LAS
GRASAS

La industria de alimentos ha usado una serie de métodos para analizar diversos
intermedios o productos de la oxidacion; estos varian desde las evaluaciones
sensoriales sencillas, que son poco precisas y muy subjetivas, hasta algunos
analisis quimicos y fisicos que requieren de instrumentos complejos, mas
reproducibles y sensibles que cuantifican objetivamente la intensidad de la

oxidacion.

A continuacidon se hara una breve descripcion de cada uno de los métodos mas
utilizados por la industria de alimentos, los cuales miden la estabilidad oxidativa de

las grasas y los aceites.
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% Indice de Perdxidos (PV)

Es el método clasico para medir la oxidacion de grasas y aceite, con él se mide la
concentracion de los intermedios inestables, formados en la primera fase del
proceso de oxidacion que posteriormente se descomponen para dar los

compuestos secundarios de oxidacion [Guillén M. y Nerea C].

En las primeras fases de la oxidacién (periodo de induccion) la formacién de
peroxidos es lenta variando desde unas semanas a varios meses, de acuerdo a la
clase de aceite, a las condiciones de almacenamiento, al tipo y contenido de
antioxidantes [Nieblas M. et al., 2000 — 2001]

El método tradicional, se basa en la capacidad de los peroxidos, para oxidar el ion
yoduro de Kl y producir yodo que se valora con una solucién estandarizada de
2NayS,03; también se puede emplear 6xido ferroso y cuantificar el ion férrico
formado, la cantidad de 2Na,S,03; consumido es proporcionar a la cantidad de

peroxidos presentes en la muestra (esquema 6), [Hotchkiss P., 1997].

Esquema 6. Determinacion de los hidroperdxidos lipidicos

+ K ——> ROH + KOH +
NoH

1,

l, + ALMIDON + 2NaS,0; (Azl) 5 ongl + ALMIDON + 2Na,S,0; (Sin Color)

El ensayo oficial de la AOAC es el que mas se emplea y el que generalmente se

usa para efectos comparativos [Badui S., 1996].
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Este método es util para lipidos voluminosos, como los presentes en los alimentos
[Moreno C. y Larrauri J., 1998], un PV > a 2 es un indicador de que el producto
tiene un gran potencial de rancidez y que puede fallar cuando se encuentre en

anaquel.

Una sola medida del contenido de perdxidos puede ser usada como un indice del
estado oxidativo de la grasa, solo si los peroxidos formados son lo bastante
estables de modo que no se descompongan después de la formacion [Tian K. y
Purnendu D., 1999].

Si bien el indice de perdéxidos ha sido una medida corriente de la oxidacion
lipidica, su utilizacién se limita a las etapas iniciales de la reaccion. Como los
hidroperéxidos sufren reacciones posteriores de descomposicién, la historia
oxidativa completa de la grasa no se revela en su indice de perdxidos; esté puede
ser bajo porque el material es de buena calidad o porque se ha reducido por algun

proceso, enmascarando su deterioro verdadero [Grompone M., 1991].

% Indice de p- Anisidina (AV)

Es una estimacion de los productos secundarios de oxidacion [Guillén M. y Cabo
N., 2002]. Se define, por convencion, como 100 veces la absorbancia medida a
350 nm en una celda de un cm de espesor, de una solucién que contiene 1.00 g
de aceite en 100 mL de una mezcla de solvente y reactivo.

La prueba del indice de p-anisidina es particularmente util para aceites con bajos

indices de peroxidos.
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El principio de ése método radica en la reaccidn de condensacion entre los
dienales conjugados o 2-alquenales de la muestra y el reactivo de p-anisidina
(p-metoxianilina) en solucion de iso-octano seguido por determinacion

espectrofotométrica a 350 nm [Miller., 2001] (Esquema 7).

La intensidad del color de los productos amarillentos formados depende no solo de
la cantidad de compuestos aldehidicos presentes sino también de su estructura:
un doble enlace en la cadena carbona, conjugado con el doble enlace del
carbonilo, aumenta la absorbancia molar [Grompone M., 1991, Nieblas M. et al.,
2001].

Esquema 7. Reaccién de los compuestos aldehidicos con el reactivo p-anisidina

OCH,
R1

AN _—H H AR
+ C== CH—C — " > cHo— N==CH—CH=C +  HO
s A N 2
R, o R,

p - metoxianilina

NH,

Los aldehidos son productos de la descomposicion de los acidos grasos
peroxidados. Este ensayo mide los niveles de aldehidos utilizandolos como un

indicador que determina la cantidad de material peroxidado que ha sido
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desdoblado. Los aceites con buena estabilidad oxidativa deberan tener valores de

p-Anisidina no mayores de 2 mmol/kg.

En 1991 Grompone estudio aceites que tenian indices de perdxidos bajos vy
similares inicialmente e indices de p-anisidina diferentes, concluyendo que cuanto
menor era el indice de p-anisidina inicial, mas dias demoraba el aceite para que su
indice de perdéxido aumentara de manera significativa; es decir el periodo de
induccién dependia del indice de p-anisidina de partida, remarcando el papel que

tenia este indice sobre el comportamiento posterior del aceite.

% Indice de Acidez (IA)

En general el indice de acidez es una medida de la cantidad de cadenas de acido
graso que han sido hidrolizadas desde la estructura basica del glicerol, representa
el numero de KOH necesarios para saponificar los acidos grasos libres de una
grasa y se expresa generalmente como porcentaje de acidos grasos calculados en

términos del acidos oleico [Badui S., 1996].

La medida de los acidos grasos libres permite evaluar el estado general de
enranciamiento de un alimento ya que usualmente el enranciamiento hidrolitico

acompanfa el enranciamiento oxidativo [Kairuz L., 2002].

Su medida se realiza volumétricamente y consiste en una titulacion con una base
de concentracién conocida, como el KOH y fenolftaleina como indicador, mientras

que la materia grasa a valorar debe disolverse en un disolvente adecuado; a
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través de este ensayo volumétrico se indica la cantidad de acidos grasos libres o
el indice de acidez [Osorio M., 20086].

Existen dos tipos de procedimientos normalizados, que se difieren uno del otro en
algunos detalles, los que utilizan el etanol como disolvente y los que utilizan una
mezcla de un alcohol con disolvente organico como puede ser la mezcla
etanol/éter etilico (50:50 v/v). La eleccion del disolvente parece tener pocas
repercusiones en el resultado, pero éste depende de la naturaleza de la muestra,

asi como de una agitacién continua y efectiva.

Los indices descritos anteriormente, pueden estar relacionados con los treestados
estados de oxidaciéon como se muestra en la Figura 1 [Tomada de Grompone, M.,
2005].

Figura 1. Estados de la oxidacion lipidico

Oxidacion

b dr

]
Valor de Peroxido E
I

Walor p-Anisidina

Valor Acidez

Tiempo

Periodo Induccién Periodo Oxidacién Periodo de Terminacién

| PR S [ R ———
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% Indice de Yodo (IV)

Los peréxidos lipidicos son capaces de oxidar el ion yoduro (I') a yodo (l2), que
puede determinarse con una valoracidon volumétrica con tiosulfato de sodio. Este
meétodo es util para lipidos voluminosos, como los presentes en los alimentos
[Moreno y Larrauri., 1998]. El yodo se adiciona a los dobles enlaces de los acidos
grasos insaturados cuantitativamente bajo condiciones controladas. En esto se
basa quimicamente la determinacién del indice de yodo, el cual se define como:
“El numero de gramos de yodo absorbidos por 100 g de aceite o grasa”.

Las reacciones de titulacion del yodo son las siguientes (Esquema 8) [Bernal I.,
1994]:

Esquema 8. Reacciones de titulacion del yodo con tiosulfato

(|3)‘ + 26 —> 3|

28,0, — 2606 ——> 5,04

(|3)' + 28203= — > 3] + 8406:

El punto final se registra por la desaparicion del complejo azul del yodo con el
almidon.
Se han propuesto tres métodos generales para esta determinacién, similares en

su técnica; se diferencian solo en la solucion de halégeno utilizada asi:
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METODO SOLUCION HALOGENANTE
Hubl Yodo en alcohol
HgCl, en alcohol
Wijs Cloruro de yodo en acido acético

Hanus Yodo bromuro en acido acético

1%

s Coeficiente de extincion especifica a 269 nm (E™"1cm)

Los acidos grasos poliinsaturados tienen una estructura de 1,4 pentadieno
(R-CH=CHCH2CH=CH-R). Cuando uno de los hidrégenos del metileno se separa
para formar un radical libre, los dobles enlaces se reordenan para formar dobles
enlaces conjugados. Los dienos conjugados absorben luz ultravioleta con mas
intensidad que los dienos no conjugados. Por tanto, La oxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados produce trienos y dienos conjugados que  estan
acompafnados por un incremento en la absorcidén ultravioleta a 232 y 269 nm,

respectivamente.

Por lo tanto, en las primeras etapas de la oxidacion, la absorbancia en el
ultravioleta aumenta. Posteriormente, disminuye a medida que se descomponen

los hidroperéxidos que contienen dobles enlaces conjugados. [Miller., 2001].

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta puede proporcionar indicaciones
sobre la calidad de un aceite. La absorcion a determinadas longitudes de onda es
debida a la presencia de dienos y trienos conjugados. Los valores de setas
absorbancias se expresan en extincion especifica E'”?1cm es la extincion de una

solucién de la matriz grasa al 1% en el solvente empleado en cubetas de cuarzo
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0 .7 r e 0, .
de espesor 1 cm. La extincion especifica Eem se expresa convencionalmente

como K, también denominado coeficiente de extincion.

% Acidos Grasos

La oxidacion de las grasas resulta, en ultimo término, de la destruccién en cadena
de acidos grasos insaturados. Por tanto, es posible medir el grado de oxidacion

por la pérdida de estos acidos grasos (AGPI) [Moreno C. y Larrauri J., 1998].

En algunos casos se observan disminuciones superiores al 25 % en AGPI, por lo
que algunos autores lo proponen como un indice muy sensible, especialmente
para aceites con alto contenido de AGPI [Aparicio R. y Aparicio R., 2000, Park J. y
Dong-sun I., 2003].

El método comun para el analisis de los acidos grasos se basa en la liberacion de
los acidos grasos y su posterior evaluacion por Cromatografia de Gases (método
de analisis fisico), después de su derivatizacion, por medio de metilacion
[Mondello L. et al., 2006, Park J. y Dong-sun | 2003).

% Indice de la estabilidad oxidativa (rancimat)

El indice de estabilidad de los aceites u oxidacion inducida, también conocido
como el método rancimat, permite determinar la estabilidad oxidativa

automaticamente bajo condiciones de temperatura y tiempo estandarizadas
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[Velasco J. et al., 2004]. Fue desarrollado por Hadorn y Zurcher , se fundamenta
en el hecho de que la mayoria de los productos volatiles de bajo peso molecular
formados en la descomposicién de los hidroperoxidos corresponden a acido
férmico [Daniels R. et al., 2006].

A las temperaturas del ensayo, el acido formico es arrastrado por la corriente de
aire y se disuelve en agua fria, provocando un aumento de conductividad en la
misma [Moreno C. y Larrauri J., 1998, Tian K. y Purnendu D., 1999]. Este cambio
de conductividad permite definir el periodo de inducciéon del aceite analizado
(Figura 2).

En este ensayo, inicialmente se tiene el un periodo o tiempo de induccion, en el
cual practicamente no se forman productos secundarios, y una fase de oxidacion
rapida durante la cual el consumo de oxigeno y el aumento de peroxidos son muy
elevados, es en esta fase donde comienzan a detectarse los productos volatiles.
Si se sigue este proceso por los cambios que experimenta la conductividad, se
obtiene una curva caracteristica que presenta una variacion brusca de pendiente
entre los dos periodos. Es asi como la oxidacion, o la concentracion de peroxidos

se calcula en el rancimat como el tiempo de induccién.

El periodo de induccion se define como el tiempo necesario para llegar al punto
de inflexién de la grafica que representa la conductividad en funcion del tiempo. El
tiempo de inflexion queda por tanto definido como el punto de interseccion de las

tangentes a las dos ramas de la grafica [Moreno C. y Larrauri J., 1998].

Se establece que la mejor estabilidad oxidativa para una muestra de aceite, esta

relaciona con el tiempo de inducciéon mas largo.
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CONDUCTIVIDAD

Figura 2. Tiempo de Induccion determinado por el rancimat

/

TIEMPO DE INDUCCION
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2. METODOLOGIA

Se evalud la estabilidad oxidativa de tres tipos de grasas especiales, que fueron
preparadas en el laboratorio en condiciones previamente fijadas en
investigaciones anteriores [Moreno N. et al., 2005] utilizando como enzima la

lipasa inmovilizada de Thermomyces lanuginosa (Lipozyme TL, IM).

Sistemas grasos estudiados:

e Grasas shortenings (sistema |): Estearina de Palma - Aceite de Soya

e Equivalentes de la manteca de cacao (sistema Il): Superestearina de Palma
— Aceite de Palmiste.

e Una mezcla de lipidos estructurados (sistema lll): Estearina de Palma-

Aceite de soya — Aceite de Palmiste.

2.1. MATERIALES Y REACTIVOS

La Estearina de Palma, el Aceite de Soya, la Superestearina de Palma y el Aceite
de Palmiste refinado comercial, fueron suministrados por la Empresa -SACEITES.
S.A (Girén, Santander).

La lipasa estereoespecifica (sn-1) de Thermomyces lanuginosa inmovilizada en

por adsorcion en un soporte de silice, la cual se conoce comercialmente como

Lipozyme TL IM, se adquirié a la empresa Novozym S.A de Dinamarca.
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Se utilizaron reactivos grado analitico como &cido acético (>98%), yoduro de
potasio y metanol (>9.99%) obtenidos de J.T.Baker (Phillipsburg, U.S.A);
cloroformo (>99.98%) de Mallinckrodt (Xalostoc, México); hexano (>96%),
isooctano (>99.5 %), tiosulfato de sodio (>99.5%), p-anisidina de Merck
(Garmstadt. Alemania) y hidroxido de potasio (>85%), etanol (>99.8 %) e

indicadores de fenolftaleina y almidén, obtenidos de Carlo Erba.

Los patrones grado CG de F.AM.E. Mix, C8-C28 (mezcla de metil ésteres de
acidos grasos), cat No. 18918-1AMP fueron obtenidos de Supelco (North

Harrison Road, Bellefonte).

2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Pretratamiento general de la enzima

La enzima fue sometida a un pretratamiento para eliminar el aire y el agua, a fin de
prevenir la reaccion de hidrélisis y asegurar que el aceite penetre los poros del

soporte.

Se peso 80 g de la mezcla de los aceites vegetales, y 3.2 g de enzima, segun el
sistema de reaccion. Se coloco la mezcla de los aceites junto con la enzima en un
balén fondo plano esmerilado de 100 mL, el cual fue puesto en un termostato a
70°C, y al vacio a 25 kPa por 10 minutos. Finalmente se filtré y se lavo la enzima

por triplicado con 80 g de las mezclas de los aceites vegetales, segun el sistema
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de reaccidén. Las condiciones utilizadas fueron establecidas previamente por
Amado M y Rodriguez E, [2006].

2.2.2 Reaccion de interesterificacion enzimatica

Se pesaron 320 g de las mezclas de los aceites vegetales, segun el sistema de
reaccion estudiado, los cuales fueron calentados a 70°C, en un balén fondo plano
de 500 mL, provisto de dos bocas esmeriladas. Posteriormente, se adiciond la
enzima pretratada (1.0 % p/p de la mezcla de aceites) a la mezcla fundida y se
dejé reaccionar por 3 horas (180 min) a 200 rpom. Las condiciones utilizadas

fueron establecidas previamente por Moreno N. et al., [2005].

2.2.3 Evaluacion de la estabilidad oxidativa

Para evaluar la estabilidad oxidativa, se realizé un monitoreo periddico a lo largo
de la reaccion de interesterificacién enzimatica; tomando 12 g de aceite, cada 0,
30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos de reaccién, empleando una jeringa plastica
de 20 mL (Figura 3).

A cada muestra, se le determind el indice de perdxido, indice de p-anisidina,

indice de acidez y el coeficiente de extincion especifica E"%em.
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Figura 3. Montaje empleado para monitorear la reaccion de Interesterificacion enzimatica

Sistema de
Agitacion

Mezcla de Aceites
Interesterificados

Bafio
Termostatado

De igual manera, se realizé6 un nuevo ensayo de la reaccidn de interesterificacion
para los tres sistemas, tomando 15 g de muestra al inicio y al final de la reaccién,
para el analisis del contenido de acidos grasos, indice de yodo y la determinacion

del periodo de induccion por el método rancimat,

En todos los casos las muestras obtenidas se conservaron en frascos ambar con
tapa plastica, bajo atmdsfera de N2 y congelacion (-15°C), hasta el momento del

analisis.
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2.3. METODOS DE ANALISIS

2.3.1 Analisis de Acidos Grasos

El analisis de acidos grasos se llevo a cabo mediante la obtencion y cuantificacion
de sus metil ésteres por cromatografia de gases con detector de ionizacion en
llama (GC - FID).

La conversidon de &acidos grasos en metil ésteres, se realizoé siguiendo el método
descrito por Moreno N. y Duran (1999). Se pesé 0.5 + 0.05 g de muestra, la cual
se disolvid en 10 mL de hexano para posterior formacion de los metilésteres
mediante la adicion de 500 pL de una mezcla esterificada (metanol- KOH), la
anterior solucién se agité por 3 min en un vortex y luego se dejé decantar durante
unos minutos con la finalidad de que se separaran las dos fases. De la fase
superior, se tomaron 200 uL en un vial para posterior analisis, los metil esteres

fueron analizados por cromatografia de gases siguiendo la NTC 5013.

Para el analisis los acidos grasos y de los patrones se empleé cromatografia de
gases. El equipo empleado fue un cromatografo de gases marca Agilent modelo
HP-6890 Series GC System, equipado con un detector FID y un puerto de
inyeccion Split/splitless (relacion de split 100:1), a temperatura de 250°C, por
inyeccion manual. Para la separacion de los analitos se empled una columna
capilar de silice fundida INNOWAX con fase estacionaria de polietilenglicol [30m x
0.32mm (d.i.) x 0.25um (f.e.)]. La programacién de la temperatura para la columna
varido desde 50°C mantenidos por 2 minutos con una rampa de calentamiento de

4°C/min hasta 220°C y mantenida por 15 minutos. El flujo de gas en la columna
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fue de 1.5mL/min, en modo de flujo constante. La temperatura del detector FID se
mantuvo a 260°C, el flujo de aire fue de 350mL/min, el flujo de hidrégeno
35mL/min y el del gas helio 30cm/s.

Para la identificacién de los acidos grasos se compararon los tiempos de retencion
de las muestras con la de un patrén de referencia F.A.M.E. Mix, C4-C24 Cat
No.18919 Marca Supelco analizado bajo las mismas condiciones de operacién

usadas para la muestra de ensayo.

La cuantificacion se hizo relacionando el area de cada uno de los FAME'S con el
area total reportada. De esta forma, se determinaron los porcentajes relativos de

area (%) de acidos grasos en las muestras analizadas.

2.3.2 indice de Peroxidos

Este ensayo se realizd siguiendo la norma de la A.O.C.S. Cd 8-53 (1998). Se
pes6 1.0 + 0.05 g de muestra homogenizada en un erlenmeyer de 150 mL Se
adiciond 6 mL de una solucion de acido acético: cloroformo a una relacién 3:1 'y
se agitd hasta disolucidon. Luego se agregd 0.5 mL de solucion saturada de Ki
utilizando una pipeta graduada. Se dejé en reposo, con agitacion ocasional, por
un minuto exacto en la oscuridad. Posteriormente se adicioné 6 mL de agua
destilada. Se valoré con una solucion de tiosultafo de sodio 0.002 N, previamente
estandarizada frente a dicromato de potasio hasta casi desaparicién del color
amarillo, empleando unas gotas de solucion indicadora de almidon 1.0 % y se
continua valorando hasta desaparicién del color azul. Se agitd vigorosamente el
matraz cerca del punto final, y se calcul6 la cantidad de perdxidos utilizando la

siguiente expresion:

indice de peréxidos (meq O,/k materia grasa) = (V-V’) ml Na,S,0s. N. 1000

peso muestra

57



En donde:

V = volumen de solucién de tiosulfato de sodio, en mL consumido en el ensayo de
la muestra.

V’= volumen de solucion de tiosulfato de sodio, en mL, consumido en el blanco.

N = normalidad de la disolucion de tiosulfato de sodio.

m = peso, en gramos de la muestra.

Para cada ensayo realizado se pas6 un blanco segun lo requerido por la norma.

2.3.3 indice de p — Anisidina:

Este ensayo se efectud siguiendo la NTC 4197. Se prepard una solucion de p-
anisidina de concentracion: 0.25 % p/v en acido acético glacial. Se peso6 1.0 g de
muestra en un matraz de 10 mL, después se disolvidé y se aforo con isooctano.
Posteriormente se transfiri6 5 mL de esta solucién a un tubo de ensayo, se
adiciond 1 mL de la solucién de anisidina, seguido de agitacion continua y se
mantuvo el tubo tapado en la oscuridad por 8 min a 24°C. Finalmente se transfirid
la solucién a una celda del Espectrofotdmetro DR2000 para medir la absorbancia
de un blanco frente a una solucién de la muestra sin reaccionar. Se ajusto el 100%
de transmitancia con el solvente y se calculd la cantidad de anisidina utilizando la

siguiente expresion:

indice de Anisidina: 100QV (A= A,) — A,]

peso muestra
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donde:

Ao: Absorbancia de la muestra sin reaccionar

A1: Absorbancia de la muestra

A: Absorbancia del blanco.

Q: Es el contenido de la muestra medida con respecto al indice de anisidina

expresado en gramos por mililitro (Q: 0.01 g/mL).

2.3.4 indice de Acidez:

La cantidad de acidos grasos libres se determind por volumetria, siguiendo la
norma A.O.C.S Ca 5a-40. Se pes6 1.0 + 0.05 gramos de muestra. A continuacién
se adicion6 5 mL de alcohol neutralizado y unas gotas de fenolftaleina,
posteriormente se calentd al bafio maria y se agité para disolver los acidos grasos.
Finalmente se valor6 con una solucion de Hidréxido de sodio 0.05 N
estandarizada.

Se expresé la acidez libre en gramos de acido oleico por 100 g de aceite (PM scigo

oleico: 282.4), por medio de la siguiente ecuacion

indice de Acidez (% acido Oléico) =28.2 x Vx N

Pm

donde:
V = volumen de la solucion valorante.
N = normalidad de la solucion valorante
Pm = masa de la muestra en gramos 6 en % de acido Oléico. 1.0 ml de KOH
0.1 N =0.028 g de acido oleico.
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2.3.5 Indice de Yodo

El indice de yodo se realizd siguiendo la norma de la A.O.C.S. /84.920.158/90.
Se peso 0.4 g de muestra en un erlermeyer de 250 mL, con tapa esmerilada. A
continuacion se le adicion6 10 mL de cloro- para ayuda r a disolver la muestra por
rotacion. Posteriormente se le adicion6é 25 mL—de la solucion valorada d IBr y se
dejé tapado y en la oscuridad durante media hora, agitando a intervalos de 5 min.
Con la boca del frasco inclinada, se le adicion6 10 mL de solucion Kl al 5%. A
continuacion se recogio todos los vapores de yodo y se enjuagd bien con 100 mL
de agua destilada. Finalmente se tituld6 con el tiosulfato 0.1N hasta casi
decoloracion, adicionando 1 cm del indicador de almidon y se continud la titulacion
hasta decoloracion completa. Se realizé un ensayo en blanco utilizando las

mismas cantidades de la solucién de yodo y demas reactivos.

El indice de yodo se calculé por médio de la siguiente ecuacion

IV = (a-b)N x (126.9) x (100)
1000 pm

donde

a = mL de Na,S,0; para la prueba blanco

b = mL de Na;S,03 gastados em la muestra

| peq = 126.9/1000

N = Normalidad de la solucién de tiosulfato

pm = Peso de la muestra em gramos 6 sabiendo que 1.0 ml de solucién 0.1 N de
yodo = 0.0127 g de yodo.
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1%

2.3.6 Coeficiente de extincion especifica a 269 nm ( E" “1cm)

Se prepararon soluciones al 1 % de muestra en n-hexano y se midié la
absorbancia a 269 nm en un Espectrofotémetro HP 845x UV-Visible, utilizando el

n-hexano como blanco de referencia.

2.3.7 Determinacion del periodo de induccién

Este analisis fue realizado en la Empresa (SACEITES), en el método rancimat , los
productos de degradacion volatiles son atrapados en agua destilada, medidos
conductimétricamente y el tiempo de induccion determinado de las curvas de la
conductividad contra el tiempo. Las mediciones fueron llevadas a cabo usando un
equipo Metrohm Rancimat 679 (Figura 4), bajo las siguientes condiciones:

temperatura 110°Cy flujo de aire de 20 I/hora.

Figura 4. Vista equipo rancimat 679

Unidad de
Reaccion

Unidad de
Programacién con
teclado
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2.3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores presentados de los andlisis de indice de peroxidos, indice de p-
anisidina, indice de acidez, indice de yodo, Coeficiente de extincion especifica a
269 nm ( E1%1cm), ensayo rancimat y la composicion relativa de acidos grasos son

el resultado de cuatro determinaciones sobre el total de las muestras.

Los resultados reportados corresponden al promedio (), la desviacion estandar

(0) y los coeficientes de variacion (CV), siempre y cuando la diferencia de entre las

mediciones no sobre pasara el 5%.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo se determiné el comportamiento de las mezclas de los
aceites vegetales a lo largo de la reaccion de interesterificacion enzimatica. En
adelante, para llevar a cabo la discusion de los resultados se emplean los
términos: Sistema | para designar la mezcla de reaccion shortenings: estearina de
palma — aceite de soya, Sistema Il, para el equivalente de la manteca de cacao:
superestearina de palma — aceite de palmiste y el Sistema lll, para designar al

lipido estructurado: estearina de palma — aceite de palmiste — aceite de soya.

3.1 COMPOSICION RELATIVA DE ACIDOS GRASOS

La composicion de los acidos grasos de un aceite o una grasa puede ser un
indicador de su estabilidad, valor nutricional y propiedades fisicas. En la Tabla 2,
se presentan los resultados del analisis de la composicion relativa de los acidos

grasos de las materias primas utilizadas en la reaccion de interesterificacion.

Los sistemas | y Il presentan una relacion similar de acidos grasos
saturados/acidos grasos insaturados, y una similar concentracion de acidos grasos
monoinsaturados (30 % aproximadamente) y acidos grasos poliinsaturados (16%).
Dentro de los acidos grasos monoinsaturados el sistema | presenta una mayor
concentracion (29.9%) de &acido oleico, que el sistema Il (27.8%). La
concentracion de acido linoleico es igual en los dos casos, (15.2%) pero la
concentracion de acido linolénico es ligeramente mayor en el Sistema lll, 1.13%,

contra 1.05 %, en el Sistema | respectivamente.
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El sistema Il en cambio, se caracteriza por tener una alta concentracion de acidos
grasos saturados (73.6%), debido a la presencia de superestearina de palma. En
este sistema los acidos grasos insaturados constituyen el 26.7%, siendo el mas

abundante el acido oleico, seguido del acido linoleico.

En la Tabla 3 se muestra la composicion de acidos grasos de los sistemas I, Il y
lll, después de la reaccién de interesterificacion, en ella se espera ocurra
reacomodacion de los acidos grasos en los triacilglicéridos, por lo cual, algunos
de ellos pueden enriquecerse en acidos grasos insaturados o en acidos grasos
saturados. Ademas si hay hidrdlisis estos acidos grasos pueden liberarse como

acidos grasos libres, pudiéndose afectar la estabilidad de la grasa.

Los cambios mas notorios a nivel de acidos grasos saturados e insaturados
totales, se dan en el sistema de reaccion Il. Los acidos grasos saturados
disminuyen de 73.6% a 71.9%, mientras que los acidos grasos insaturados
aumentan de 26.7% a 28.1%. La disminucién de los acidos grasos saturados se
da principalmente en el acido palmitico cuya concentracién cambia de  27.7 % a
25.2 %, mientras que el aumento en los acidos grasos insaturados se refleja
principalmente en la composicion de los acidos grasos oleico (que pasa de 22.3%

a 23.4 %, y en el acido linoleico que pasa de 4.4% a 4.7 %.

En el sistema | la composicion en acidos grasos saturados disminuye de 52.5
% a 51.2 % (&1.3%), mientras que la de los acidos grasos insaturados cambia
muy levemente (80.2%). En este sistema los cambios en la composicion de los
acidos grasos son leves. No se aprecia cambio en la composicion del acido
linoleico, mientras la composicion de &cido oleico y linolénico disminuye

ligeramente
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Tabla 2. Composicion de acidos Grasos de las materias primas utilizadas ®

Estearina de Palma — Aceite de Soya

Superestearina — Palmiste

Estearina de Palma — Palmiste — Aceite de Soya

ACIDOS GRASOS No. Determinaciones o - | CV,% | No. Determinaciones o = | cv,% | No.Determinaciones o s | CV.%
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Saturados
Capirilico (8:0) Nd nd nd nd 3,07 | 3,45 | 3,09 | 3,11 | 0,03 | 3,11 1,10 | 0,73 | 0,7 | 0,75 | 0,72 | 0,02 0,73 2,87
Caprico (10:0) Nd nd nd nd 2,36 | 245 | 2,4 2,38 1 0,04 | 2,40 | 1,61 0,50 | 0,52 | 0,47 | 0,5 0,02 0,50 4.14
Laurico (12:0) 0,27 | 0,27 | 0,27 | 0,28 | 0,005 | 0,27 | 1.85 28,1 289|283 |285|0,34|285]| 1,20 6,51 | 6,16 | 5,87 | 6,07 | 0,27 6,15 4.35
Miristico  (14:0) | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,96 | 0,005 | 0,96 | 0.52 | 858 | 8,72 | 862 | 8,52 | 0,08 | 861 | 0,98 | 268|258 |253|257 006 |259 |246
Palmitico  (16:0) 46,6 | 46,6 | 46,6 | 46,6 0 46,6 0 27,3 1281|276 | 279 | 0,35 | 27,7 | 1,26 41,5 41,3 | 40,1 | 41,2 | 0,63 41,0 1.53
Estearico (18:0) | 465 | 4,65 | 4,62 | 4,62 | 0,02 4,64 | 0.37 3,36 | 3,11 | 3,28 | 3,15 | 0,12 | 3,23 | 3,58 4,07 | 4,14 | 4,28 | 4,2 0,09 417 2.14
Monoinsaturados
Palmitoleico (16:1) | 0,13 | 0,13 | 0,14 | 0,14 | 0,006 | 0,14 | 4.28 nd nd nd nd 0,15 | 0,15 | 0,14 | 0,15 | 0,01 0.15 | 3.39
Oleico (18:1 n-9) 29,9 | 29,9 | 29,9 | 30 0,05 29,9 | 017 226 | 214 | 22,5 | 22,7 | 0,61 | 22,3 | 2,72 27,3 | 27,8 | 28,3 | 27,9 | 0,41 27.8 1.48
Poliinsaturados
Linoleico (18:2 n-6) 15,2 | 153 | 15,2 | 15,1 | 0,08 | 152 | 0.37 | 452 | 4,27 | 45 438|012 | 4,42 | 2,63 15.3 | 15 15,3 | 15,1 | 0,14 15.20 | 0.93
Linolénico (18:3n-3) | 1,05 | 1,05 | 1,05 | 1,05 0 1,05 0 nd nd nd nd 112 1113 {112 | 1.13 | 0.006 | 1.13 0.051
Araquidonico (20:4 0,31 0,32 { 0,31 | 0,31 | 0,005 | 0,31 1.6 nd nd nd nd nd nd nd nd
n-6)
Total Saturados 52.5 73.6 55.1
Total Insaturados 46.6 26.7 443
Monoinsaturados 30.0 22.3 28.0
Poliinsaturados 16.6 4.42 16.3

@ Expresado como porcentaje total de area de pico; nd: no detectado
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Tabla 3. Composicion de acidos Grasos después de la reaccion de Interesterificacion enzimatica 2

Estearina de Palma — Aceite de Soya

Super estearina — Palmiste

Estearina de Palma — Palmiste — Aceite de Soya

ACIDOS GRASOS No. Determinaciones o + | CV,% | No. Determinaciones o = | cv,% | No.Determinaciones o - CV,%

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 |3 4

Saturados
Capirilico (8:0) nd Nd nd nd 332 (1312|330 | 315 | 0.10 | 3.25 | 3.14 nd nd nd nd
Caprico (10:0) nd Nd nd nd 259 | 242 | 254 | 248 | 0.072 | 252 | 293 | 0.37 | 0.38 | 0.37 | 0.38 | 0.01 0.38 2.56
Laurico (12:0) 0,23 1 0,24 | 0.24 | 0.23 | 0,005 | 0.24 | 2.46 30.3 285 |29.7 | 296 | 0.75 29.5 | 2.54 3.98 | 3.97 | 3.97 | 3.98 | 0.15 5.78 2.47
Miristico (14:0) | 0.85 0,84 | 0.85 | 0.85 | 0,005 | 0.85 | 0.64 8.87 | 8.50 | 8.72 | 8.70 | 0.15 8.70 | 1.75 245 | 245 | 242 | 247 | 0.06 2.45 2.23
Palmitico  (16:0) | 46.5 | 46.1 | 46.1 | 46.4 0.2 46.2 0.32 | 26.3 | 26.7 | 249 | 255 | 1.17 25.2 | 4.65 40.3 | 405|405 | 419 | 0.19 41.9 4.58
Estearico (18:0) | 4.6 453 |14.16 | 4.23 | 0.04 4.19 | 0.86 2.68 | 2.87 | 2.76 | 2.70 | 0.09 2.77 | 3.08 418 | 4.15 | 3.87 | 3.80 | 0.03 3.84 0.63
Monoinsaturados
Palmitoleico (16:1) | 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.003 | 0.09 | 2.82 nd nd nd nd 0.16 | 0.16 | 0.16 | 0.16 | 0.005 | 0.16 3.41
Oleico (18:1 n-9) 30.0 | 29.8 | 29.9 | 30.1 | 0.06 30.0 | 043 23.6 | 23.2 | 234 | 235 | 0.17 23.4 |1 0.73 28.2 | 28.3 | 28.2 | 28.3 | 0.29 28.3 1.03
Poliinsaturados

Linoleico (18:2n-6) | 15.3 | 15.3 | 154 | 154 | 0.13 | 154 0.38 | 476 | 469 | 4.70 | 4.78 | 0.04 472 |1 0.94 15.2 | 150 | 15.1 | 15.0 | 0.17 15.00 | 1.15
Linolénico (18:3n-3) | 0.96 | 0.94 | 0.96 | 0.95 | 0.01 0.96 1.00 nd nd nd nd 0.13 1 0.12 | 0.13 | 0.13 | 0.04 0.13 4.58
Araquidoneiso (20:4n- ' nd | nd nd | nd nd | nd | nd | nd nd | nd | nd | nd
Total Saturados 51.2 71.9 54.4
Total Insaturados 46.4 28.1 43.6
Monoinsaturados 30.1 23.4 28.5
Poliinsaturados 16.4 4.72 15.1

a Exprezado como porcentaje total de area de pico; nd: no detectado
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En el sistema lll la concentracion de acidos grasos saturados disminuye de 55.1%
a54.4 % (00.7%)y la de los insaturados de 44.3% a 43.6% (&0.7%). En estos
ultimos los mayores cambios se observan en los acidos grasos poliinsaturados
que pasan de 16.3% a 15.1%. La disminucion se da principalmente en el acido
linolénico cuya composicion vario de 1.13% en la grasa sin interesterificar a 0.13%

en la grasa interesterificada.

De acuerdo a la composicién inicial de los acidos grasos y a los cambios
observados, podria suponerse que de los tres sistemas analizados, el mas
susceptible de sufrir reacciones de oxidacion es el sistema lll. En este sistema se
dan cambios importantes en la composicion del acido linolénico, siendo este acido
el mas susceptible a sufrir reacciones de oxidacién. Segun la bibliografia en las
reacciones de oxidacion la formacion de los radicales libres del Cg y C44 del acido
linolénico requiere menos energia que la necesaria para inducir la formacién del
radical libre del C44 del acido LInoleico (75 kcal/mol) y el radical libre Cg del acido
oleico (50 Kcal/mol). Asi, las velocidades de oxidacién son en su orden 25:12.1

para el acido linolénico, linoleico y oleico [Smith S. et al., 2006]

Aardt M. et al., 2004, compararon la estabilidad oxidativa de aceites comestibles
(grasa de leche y aceite de oliva) y de triacilglicéridos simples (trilinoleina, trioleina,
triestearina), y encontraron que la composicion en acidos grasos determina la
estabilidad oxidativa. La trilinoleina al contener 100% de acido linoleico (C18:2),
fue la menos estable, que la trioleina y la grasa de leche y el aceite de oliva que

contenia menor porcentaje de este acido graso (24.6, 71.8 % respectivamente).

Ademas de la composicion inicial de acidos grasos, las reacciones de

interesterificacion también influyen en la estabilidad oxidativa de las grasas, como
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se demuestra en diferentes estudios realizados sobre el tema. Moussata C. y
Casimir A, (1998) por ejemplo, determinaron que la interesterificaciéon enzimatica
con lipasa de Pseudomonas sp. causaba un incremento en la estabilidad oxidativa
del aceite de semilla de Meldn (rico en acido graso linoleico) al enriquecerlo en

acido palmitico proveniente de aceite de girasol.

Otros autores como Turan S. et al.,, (2007); Lee J. et al., (2006); Nielsen N. et al.,
(2006); Hamam F y Fereidoon s, (2005); en cambio, determinaron que la
interesterificacion podia disminuir la estabilidad oxidativa de las grasas por la
incorporacion de acidos grasos insaturados tanto en reacciones de acidolisis como
en reacciones de transesterificacion enzimatica, como es la reaccién llevada a

cabo en este trabajo.

3.2 iNDICE DE PEROXIDO

El valor de peroxido es el método comun utilizado para evaluar la estabilidad
oxidativa de las grasas y es conveniente para medir la formacién de

hidroperéxidos en las fases tempranas de la oxidacion.

En la Tabla 4 se muestran los indices de peréxidos expresados en
miliequivalentes de O, activo por k de grasa, de las mezclas de los aceites
vegetales, a diferentes tiempos de reaccion. Los coeficientes de varianza (CV)

fueron menores de 4.5 %.
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Al inicio de la reaccion de interesterificacion, el sistema lll, presenta mayor PV (1.5
meq/k), que los sistemas | (0.8 meg/k) y Il (0.6 meqg/k), esto debido a que el
sistema lll a pesar de tener un contenido total de acidos grasos insaturados menor
que el sistema | (44.3%), es el que presenta mayor cantidad de acido linolénico,

siendo este acido muy susceptible a las reacciones de oxidacién.

El sistema Il presenta el menor PV al inicio de la reaccion porqué como se mostré
en el apartado anterior sus constituyentes superestearina de palma-aceite de
palmiste, dan origen a una mezcla de aceites con menor proporcion de acidos

grasos insaturados y que ademas no contiene acido linolénico.

En la Figura 5 se presenta la evolucidon del indice de peroxidos con el tiempo,
observandose para los sistemas | y lll que el PV se incrementa hasta los 120
minutos de reaccion (1.4 y 2.1 meg/k, respectivamente), tiempo después del cual
disminuye. En el sistema Il en cambio, el PV aumenta con el tiempo durante el
proceso de interesterificacion (180 minutos), sin presentarse en este caso una

inflexion en la tendencia.

La disminucion del PV en los sistemas | y Il estaria relacionada con la
descomposicién de los hidroperoxidos formados pasados 120 minutos del proceso

de interesterificacion.

En este rango de tiempo de (120 min), tiempo en el cual se alcanza la maxima
concentracion de peroxidos, las mezclas de reaccién: Estearina de palma-aceite
de soya (l) y Estearina de palma - aceite de palmiste - aceite de soya (lll),

presentaron igual velocidad de formacion de perdxidos (0.005 meqg/k grasa).
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Tabla 4. Indices de Perédxidos (meq O/k grasa) de las grasas Interesterificadas enzimaticamente.

SISTEMA, )
DE REACCION TIEMPO DE REACCION (min)
0 30 60 90 120 150 180 Control
a70°C,
200 rpm

Estearina de pa|ma.Aceite de soya 0.8 +0.001 1.1 +0.03 1.2+ 0.06 1.3 +0.05 1.4 +0.0008 1.2+0.04 0.9 +0.01 0.8 +0.05

palmiste

Estearina de palma —Aceite de palmiste 1.5 +0.04 1.8 £#0.007 1.9+0.006 2.0+0.02 2.1+0.08 1.8 +0.02 1.6 +0.05 1.240.01
— Aceite de soya

Cada valor en la tabla representa la media + desviacion estandar de cuatro determinacione
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Figura 5. Variacion del indice de Peroxidos con el tiempo de reaccion en la

reaccion de interesterificacion enzimatica
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El comportamiento del PV a lo largo del proceso de interesterificacion, en los tres
sistemas analizados, puede explicarse, teniendo en cuenta que en el sistema Il no
hay presencia de acido linolénico, mientras que en los sistemas | y lll, si esta
presente. El acido linolénico por tener tres dobles enlaces, requiere menor energia
debido a la fuerte influencia de sus dos grupos 1,4-pentadieno que hace altamente
reactivos los hidrégenos metilénicos, causando la formacién de peréxidos. Estos
peroxidos se descomponen mas rapido en comparacion a los obtenidos a partir

del acido linoleico y del acido oleico [Smith S. et al., 2006].

Adicional a la presencia de los acidos grasos insaturados y al efecto de la reaccion
de interesterificacion, condiciones de reaccion como la temperatura (70 °C) y la
agitacion (200 rpm), pueden influir en la estabilidad oxidativa, como se deduce de
los resultados obtenidos en el experimento control. En este al final del proceso se

alcanzan valores de PV representativos.
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Similares tendencias en la variacion del indice de peréxido con el tiempo han sido
encontradas por Nielsen N.. et al., (2006), quienes produjeron sustitutos de grasa
lactea por interesterificacion de aceite de soya y manteca de cerdo, obteniendo
valores de PV de 2.2 meqg/k para el lipido estructurado obtenido al cabo de 3 horas

de reaccion.

Al emplear aceite de Oliva extra virgen y acido linoleico conjugado (CLA), Lee et
al., (2006), obtuvieron lipidos con PV de 2.8 meqg/k, mientras que Heinrich M. et
al., (2004), al emplear acido caprico y acido linoleico conjugado (CLA) en
diferentes proporciones, obtienen productos finales con indices de perdxidos que

oscilan entre 0.05 y 0.13 meqg/k.

Las dos investigaciones anteriores realizadas en presencia de Lipozyme RM IM
difieren en los sustratos utilizados. En el segundo caso se empled un acido graso
saturado, mientras que en el primer caso el aceite de oliva extra virgen es un
sustrato muy rico en acidos grasos insaturados. Adicionalmente, en el proceso de
interesterificacion se incorpora acido linoleico conjugado (42.5%), siendo este un

acido graso muy susceptible a sufrir reacciones de ranciamiento oxidativo.

En el ano 2001, Chu B. et al., evaluaron la evolucién del PV, encontrando para la
mezcla inicial de reaccion (oleina de aceite de palmiste-estearina de palma) un
valor de 0.79 meqg/k, valor que disminuy6 a 0.55 meqg/k después de 6 horas de
reaccion. Las grasas interesterificadas fueron utilizadas en procesos de fritura,
observandose que son mas sensibles a la oxidacion, que las materias primas

originales.
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Con enzima Lipozyme TL IM, sélo hay un trabajo reportado y es el realizado por
Turan S. et al.,, (2007) quienes evaluaron la estabilidad oxidativa de lipidos
estructurados obtenidos de aceite de soya interesterificado con acido caprilico,
encontrando valores de PV altos para el aceite de soya (2.2 meq/k) usado en la

reaccion y 3.5 meq/k para el lipido estructurado obtenido.

Los anteriores resultados muestran que el PV varia dependiendo de los sustratos

de reaccién, cuando se utiliza en todos los casos interesterificacion enzimatica.

Los valores de PV en todos los casos y a lo largo del proceso de interesterificacion
evaluado en este trabajo no superaron los maximos permitidos en el Reglamento
Sanitario de los Alimentos (2006) en donde se establece que a la fecha de
elaboracion, el limite maximo de peroxidos es de 2.5 meq de Oy/k de grasa y 10
meq de Ou/k de grasa en su periodo de vida util. Sin embargo en los trabajos
reportados en algunos de ellos si se supera este valor (Nielsen N. et al., 2006;
Lee J. etal., 2006; Turan S. et al., 2007).

3.3. iNDICE DE p-ANISIDINA

Los resultados del AV se realizaron con el fin de determinar la presencia de
productos secundarios de oxidacion. En la Tabla 5 se presentan los resultados del

indice de p-Anisidina. Los coeficientes de varianza (CV) fueron menores de 4.2 %.

Las mezclas de aceites | y lll mostraron valores para AV iniciales de 0.9 y 1.1

mg/k, los cuales fueron mayores que los de la mezcla inicial Il (0.2 mg/k). El
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mayor valor lo presenta el sistema lll, sistema que también presenta el mayor
valor de peroxidos al inicio de la reaccion.

La Figura 6 muestra que la variacion del AV sigue una tendencia similar en

todos los sistemas analizados, a lo largo del proceso.

Figura 6. Variacion del indice de p—Anisidina en la reaccion de Interesterificacion
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En el caso de los sistemas | y lll el incremento en el AV es de aproximadamente
0.1 mg/k por cada 30 minutos, hasta alcanzar en el Sistema | 150 minutos de
reaccion y en el sistema Ill 90 minutos. A partir de estos tiempos, se da un
incremento neto de 0.2 mg/k, es decir, podria decirse que en estos sistemas el
periodo de oxidacion o la etapa de propagacion, se acelera al alcanzar estos
tiempos. Los hidroperoxidos formados se descomponen rapidamente originando

productos como hidroxiacidos, cetoacidos o aldehidos.
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La velocidad relativa de los productos secundarios de oxidacion, después de
llevarse a cabo la interesterificacién, muestra un orden: Sistema Ill estearina de
palma aceite de palmiste-aceite de soya (0.005 mg/k) > estearina de palma-aceite
de soya (0.004 mg/k) > superestearina de palma aceite de soya (0.003 mg/k). Aun
cuando estos cambios son pequenos, es posible establecer que la velocidad de
formacion de compuestos volatiles secundarios es mayor en el Sistema lII,

seguido del sistema |, y del sistemal ll.

Al comparar los resultados anteriores con los obtenidos en la determinacion del
indice de perodxidos, se observa que el aumento del AV coincide en el tiempo con
los cambios en la evolucion del PV. Asi, cuando los hidroperéxidos responsables
de la oxidacion primaria se descomponen formando compuestos carbonilos
(aldehidos, cetonas, acidos de bajo 6 medio peso molecular y otros productos

oxigenados), se produce una disminucion del PV y un aumento del AV.

Lo anterior corrobora que a lo largo del proceso de oxidacién hay periodos de
tiempo en que se produce un incremento significativo en la generacion de

productos primarios y secundarios de oxidacion (Véase Figura 1 del apartado 1).

Al igual con el PV, las condiciones de reaccion como la temperatura y agitacion
tienen una influencia importante la formaciéon de los productos secundarios de la
oxidacion. Los valores de AV obtenidos en el control sin enzima son similares a

los obtenidos en las muestras tratadas con enzimas.
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Tabla 5. indices de p-anisidina (mg/k grasa) de las grasas interesterificadas enzimaticamente

SISTEMA TIEMPO DE REACCION (min)
DE REACCION
0 30 60 90 120 150 180 Control
a70°C,
200 rpm
Estearina de pa|ma.Aceite de soya 0.9 +0.001 1.0 +0.02 1.1 +0.03 1.2 +0.02 1.3+0.03 1.4 +0.03 1.6 +0.02 1.1 +0.05
palmiste
Estearina de palma —Aceite de palmiste 1.1 +0.01 1.2 +0.02 1.3 +0.03 1.4 +0.04 1.6 +0.03 1.8 +0.04 1.9 +0.01 1.3+0.01

— Aceite de soya

*Cada valor en la tabla representa la media + desviacion estandar de cuatro determinacione
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En todos los casos los valores de AV encontrados se encuentran dentro los
aceptados comercialmente para grasas y aceites, en donde se considera que un
aceite es de buena calidad si este valor esta por debajo de 2.0 mg/k. En el caso
del sistema lll, sin embargo, el valor de AV al final del proceso (1.9 mg/k), esta
muy cerca al limite superior, o que indica que puede ser una grasa que una vez
utilizada en la elaboracion de productos para la industria de alimentos, puede ser

muy susceptible a las reacciones de oxidacion.

Variaciones en el AV durante la reaccién de interesterificacion también han sido
reportadas por otros autores. Chu B. et al., (2005) presenta valores de 0.63 mg/k
para muestras control y de 0.71 mg/k para el producto interesterificado, mientras
que Lee J. et al., (2004, 2006) presenta variaciones de 8.3 mg/k a 8.6 mg/k y entre

1.2 mg/k y 0.4 mg/k respectivamente para diferentes sustratos.

3.4 COEFICIENTE DE EXTINCION ESPECIFICA (E'* 1cma 269nm)

La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados produce trienos conjugados, los
cuales pueden generar un incremento en la absorcién de radiacidn ultravioleta a
269 nm, por lo tanto, esta prueba se emplea para proporcionar informacién sobre

la calidad de una grasa o aceite.

En la Tabla 6 se relacionan los cambios en el E', ., a lo largo de la reaccion de
interesterificacion para todos los sistemas evaluados. Se observa que en todos los
casos, este indice se incrementa con el tiempo. Los sistemas | y Ill presentaron

los mayores valores iniciales E' ., a 269 nm (0.6 y 0.9, respectivamente), al
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igual que la mayor velocidad relativa en el intervalo de tiempo de 180 minutos

(0.002). El sistema Il presenté un cambio neto menor (0.001).

Tabla 6. Cambios en la extincidon expecifica, E'™ ,.ma 269 nm en la reaccion de

Interesterificacion
Tiempo de Sistema de Reaccion
Reaccién (min)

I ! ]|
0 0.6 0.4 0.9
30 0.7 0.4 1.0
60 0.8 0.4 1.0
90 0.9 0.5 1.1
120 0.9 0.6 1.1
150 0.9 0.6 1.2
180 0.9 0.6 1.3

Lo anterior corrobora lo que se ha venido observando en el analisis del PV y del
AV, la mayor presencia de acidos grasos poliinsaturados en el sistema lll lo hace
mas susceptible a la oxidacion, seguido del sistema | y finalmente del sistema IL.
Esto es debido principalmente a que el sistema | y lll contiene mayores niveles

de acidos grasos poliinsaturados, que el sistema Il.

En el ano 2001, Chu B. et al., utilizando este parametro como control de calidad,

durante las reacciones de interesterificacion encontraron un valor de 0.2 para el
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control de la mezcla estearina de palma - aceite de palmiste que se incrementé
hasta 0.5 después de 6 horas de reaccion. Esta mezcla tiene 72.6% de acidos

grasos saturados y 27.4 de acidos grasos insaturados, muy similar al Sistema Il.

3.5 iINDICE DE YODO

El indice de yodo (IV) indica el grado de insaturacion de las grasas y los aceites.
Un decrecimiento en el IV puede ser atribuido a la destruccion de los dobles
enlaces por la oxidacion, escisidon y polimerizacion. En la Tabla 7, se presentan los
resultados del indice de yodo de las mezclas iniciales de reaccion y de las grasas

interesterificadas.

Al inicio de la reaccion de interesterificacion, la mezcla estearina de palma-aceite
de soya (l), presenta mayor indice de yodo (60.7 mg KIl/g), que las mezclas super-
estearina de palma-aceite de palmiste (24.3 mg Kl/g) (ll) y estearina de palma-
aceite de palmiste-aceite de soya (57.1 mg KIl/g) (lll). Estos valores estan

determinados por la composicion de las mezclas en acidos grasos insaturados.

Después de la reaccidn en el sistema Il hay variacion en el indice de yodo, debido
a que en este sistema se incrementa la concentracion de &acidos grasos
insaturados, situacién que afecta este indice. En los sistemas | y lll, estos indices
no presentan una variacion significativa, lo cual se atribuye a los leves cambios

presentados en la composicién de los acidos grasos insaturados.

Neshawy A. and S.m, A, (2000) reportaron valores de IV entre 54.8 y 45.2 mg Kl/g

en “shortenings” basados en mezclas de aceite de palma y estearina de palma,
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mezcladas fisicamente en diferentes proporciones. Para el aceite de palma puro el
IV fue 54.8 mg Kl/g. Este IV disminuyd en la medida en que se fue aumentando el

nivel de saturacion por la adicién de estearina de palma.

Una situacion similar pero modificando los acidos grasos por interesterificacion
enzimatica fue encontrada por Chu B. et al., (2001) y Lee et al., (2004) en cuyas
investigaciones los IV variaron de 29.0 a 31.4 mg Kl/g y de 141 a 134 mg Kl/g

para las mezclas iniciales y las grasas modificada, respectivamente.

Tabla 7. indices de yodo de las materias primas utilizadas y de las grasas

innteresterificadas enzimaticamente

indice de Yodo indice de
Sistema Sin Yodo
de Reaccién Modificacion Modificaciéon

Estearina de Palma - Aceite de Soya 60.7 60.6
Superestearina de Palma - Aceite de palmiste

24.3 24 4
Estearina de Palma - Aceite de Soya — Aceite

de Palmiste 57.1 56.9

3.6 INDICE DE ACIDEZ

Los acidos grasos libres, pueden provenir de una rancidez hidrolitica natural o

porqué durante la reaccion de interesterificacion enzimatica puede ocurrir
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paralelamente una reaccion de hidrélisis y parte de los acidos grasos no se

reacomodan, pudiendo medirse como acidos grasos libres.

En este trabajo durante la reaccién con la enzima, el IA se incrementa con el
tiempo (Figura 7), teniéndose al final de la reaccion valores de 0.99,0.97y 1.1 %
para los sistemas I, Il y lll, valores que se encontraron cercanos al limite maximo
de 1.0 % aceptado para los aceites, segun los estandares internacionales de la
Union Europea y los Estados Unidos. Por lo que se requiere que los productos

sean neutralizados, en una etapa posterior.

Figura 7. Variacion del indice de acidez en la reaccion de interesterificacion

enzimatica con el tiempo de reaccién

IA (% ac.Oleico)

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (min)
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El efecto de las condiciones de reaccién sobre el valor del indice de acidez fue

nulo, los valores de indice de acidez no variaron en el control.

3.7 DETERMINACION DEL PERIODO DE INDUCCION POR EL METODO
RANCIMAT

La oxidacién de una grasa o un aceite ocurre en dos etapas: un periodo de
induccion en el que la oxidacion tiene lugar lentamente y a una velocidad
relativamente uniforme, y una segunda etapa en la que hay un aumento rapido de
la oxidacién. De esta manera la duracién del periodo de induccidn se puede tomar

como una medida de su resistencia a la oxidacion.

En la Figura 8, se muestran las curvas obtenidas, por el método rancimat, para las
mezclas vegetales originales (sefialadas en la figura 7 como 1, 2 y 3) y las grasas
producidas después de la modificacion enzimatica (sefaladas en la figura 7 como
4,5y 6). A partir de estas curvas se calcularon los tiempos de inducciéon que se

presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Tiempo de Induccion determinado por el rancimat

Tiempo de Induccioén Tiempo de
Sistema (h) Induccién (h)
de Reaccidén Antes de la Después de la
Modificaciéon Modificacién
Estearina de Palma - Aceite de 214 11.2
Soya
Superestearina de Palma - Aceite
de palmiste 47 1 20.3
Estearina de Palma - Aceite de Soya
— Aceite de Palmiste 20.0 8.82
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El sistema Il, superestearina de palma — aceite de palmiste, presenta un tiempo de

induccion inicial 2.2 a 2.3 veces mayor que el tiempo de induccién de los sistemas

I y Ill, lo cual significa que como mezcla de reaccion, es mucho mas estable ante

las reacciones de oxidacion. Comparada con la mezcla de reaccion |, la mezcla

de reaccion Il presenta menor tiempo de induccién porqué contiene mayor

cantidad de acido linolénico.

Figura 8. Curvas experimentales obtenidas en el periodo de induccién
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Lo anterior muestra que ligeros cambios en la composicion de acidos grasos

inciden en el tiempo de induccidn de la grasa y por lo tanto en su estabilidad.

La interesterificacion  también afecta el comportamiento de la grasa en
condiciones de oxidacion, en los tres casos evaluados el tiempo de induccion

disminuyo en promedio un 50% respecto al tiempo inicial.

El efecto de la reaccién sin embargo, no fue él mismo. Para el sistema |, por
ejemplo, la disminucion del tiempo de reaccion fue del orden de 47.7%, mientras
que para el Sistema Il y lll fue de 56.9% y 55.9%. EI mayor efecto observado en
el sistema Il, puede estar relacionado con el hecho de que en este sistema es

donde se presentd el mayor cambio en el contenido de acidos insaturados.

De los tres productos interesterificados evaluados el menos estable de todos fue el
obtenido del sistema Ill. Le siguen los productos del Sistema | y el Sistema Il
Esto significa que las grasas modificadas o los productos elaborados con ellas
requieren una adicion mayor de antioxidantes para evitar su deterioro durante el

almacenamiento

Moussata C. y Casimir A,( 1998) reportaron que el tiempo de induccién para el
aceite de meldn (4.55 h), aceite de girasol alto oleico (10.70 h) y de su mezcla
fisica (8.8 h) disminuy6 al ser interestrificada con lipasa de Pseudomonas sp.
(PS30) (5.3 h), demostrando que el aceite de girasol alto oleico fue el mas estable
y el aceite de meldn el menos estable a las reacciones de oxidacion. Este es un

caso en el cual se aumenta la estabilidad del aceite del melén por la incorporacion
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de acidos grasos saturados y se disminuye la estabilidad del aceite de girasol por
la incorporacion de acidos 18:1 n-9, 18:2n-6 provenientes del aceite de meldn.

En otro caso muy extremo, Lee et al., (2006), miden tiempos de induccion de 42.3
horas para el aceite de oliva extra virgen 'y de 1.9 horas para el lipido
estructurado obtenido de la aciddlisis con CLA en presencia de Lipozyme RM IM.
La incorporacion de éste acido contribuye a disminuir apreciablemente la

estabilidad oxidativa.

Daniels R. et al., (2006), evaluaron la interesterificacion quimica del aceite de
soya con metoxido de sodio y encontraron que la redistribucion en este caso al
azar de los acidos grasos libres, también afecta la estabilidad oxidativa de los
productos interesterificados. Las condiciones de reaccion utilizados en este
sistema son mas altas (100 °C) que las usadas en la interesterificacion enzimatica
(70 °C). Los tiempos de induccion variaron de 4.2 horas para el aceite de soya

original a 1.1 hora para el aceite intereterificado.

Recientemente, Turan S. et al., (2007), reportaron que el tiempo de induccion del
aceite de Soya disminuia al ser interesterificado con acido caprilico en presencia
de Lipozyme TL IM, de 8.4 horas a 5.8 horas. Estos investigadores concluyeron
que la incorporacidn de los acidos grasos saturados en el aceite de soya no
parece incrementar la estabilidad oxidativa del SL, porque la concentraciéon de

acidos grasos poliinsaturados sigue siendo alta.

Llama la atencion que los tiempos de induccion obtenidos para las mezclas de
reaccion evaluadas y los productos interestrificados obtenidos, fueron en todos
los casos superiores a los reportados por los autores mencionados anteriormente.

Lo anterior muestra que a pesar de que la interesterificacion disminuye el tiempo
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de induccion, son grasas relativamente mas estables que aceites vegetales como

el aceite de soya, de girasol, etc.

Finalmente puede establecerse que los métodos de analisis indice de peroxido,
Indice de p-anisidina, coeficiente de coeficiente de extincion especifica (E'” 1cm a
269nm), indice de yodo, permiten establecer que durante la reaccién de
interesterificacion, hay cambios en la estabilidad oxidativa del aceite. Sin
embargo, el método mas recomendado para predecir esta estabilidad, pensando

en el uso posterior de las grasas especiales, es el método rancimat.
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CONCLUSIONES

De este estudio se concluye que la estabilidad oxidativa de las grasas
interesterificadas enzimaticamente es menor a la de las mezclas iniciales,
estableciéndose un orden de estabilidad: superestearina de palma — aceite
de palmiste (Sistema Il) > estearina de palma - aceite de soya (Sistema l)

> estearina de palma- aceite de soya —aceite de palmiste (Sistema IlI).

La estabilidad oxidativa de las grasas ésta determinada por su composicion
en acidos grasos y las condiciones de reaccion. El Sistema Ill por tener
mayor concentracion de acido linolénico es la mezcla de aceites mas

afectada por los procesos de oxidacion.

En los sistemas grasos Il y lll, se observa un aumento en la concentracion
relativa de acidos grasos saturados, después de la interesterificados
enzimaticamente, En el caso de los acidos grasos insaturados, soélo se
observo un cambio en su concentracion relativa, en el sistema lll al finalizar

de la reaccion.

La variacién en los indices de peréxido, indice de p-anisidina, indice de
acidez e indice de yodo, permiten ver los cambios generados en la
estabilidad de las grasas, sin embargo la prueba de rancimat es mas

contundente para predecir la estabilidad de la grasa en anaquel.
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Las grasas interesterificadas presentan valores de indices de perdxido,
indice de p-anisidina, indice de acidez que se encuentran dentro de los
rangos establecidos por las Normas Internacionales, sin embargo el

Sistema lll, presenta AV cercanos a los niveles superiores permitidos.

Los tiempos de induccion obtenidos para los sistemas evaluados son
mayores que los reportados en la literatura para aceites vegetales puros o
mezclas, sin embargo, las grasas interesterificadas requieren la adicién de

antioxidantes previo a su uso a escala industrial como grasas especiales.
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ANEXOS



Anexo A. Perfil cromatografico del sistema Estearina de Palma — Aceite de

Soya antes de la Interesterificacion enzimatica.

1-Laurico; 2-Miristico; 3-Palmitico; 4-Palmitoleico; 5-Estearico; 6- Oleico; 7-Linoleico; 8-
Linolénico; 9-Araquiddnico; empleando un cromatégrafo de gases marca Agilent modelo
HP-6890 Series GC System.

min
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Anexo B. Perfil cromatografico del sistema Estearina de Palma — Aceite de

Soya después de la Interesterificacién enzimatica.

1-Ladrico; 2-Miristico; 3-Palmitico; 4-Palmitoleico; 5-Estearico; 6- Oleico; 7-Linoleico; 8-
Linolénico; empleando un cromatdgrafo de gases marca Agilent modelo HP-6890 Series
GC System.
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Anexo C. Perfil cromatografico del sistema Superestearina de Palma —

Aceite de Palmiste antes de la Interesterificacion enzimatica.

1-Caprico; 2-Caprilico; 3-Laurico; 4-Miristico; 5-Palmitico; 6-Estearico; 7-Oleico; 8-
Linoleico; empleando un cromatégrafo de gases marca Agilent modelo HP-6890 Series
GC System.
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Anexo D. Perfil cromatografico del sistema Superestearina de Palma -

Aceite de Palmiste después de la Interesterificacion enzimatica

1-Caprico; 2-Caprilico; 3-Laurico; 4-Miristico; 5-Palmitico; 6-Estearico; 7-Oleico; 8-
Linoleico; empleando un cromatégrafo de gases marca Agilent modelo HP-6890 Series
GC System.
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Anexo E. Perfil cromatografico del sistema Estearina de Palma — Aceite de

Soya — Aceite de Palmiste antes de la Interesterificacion enzimatica:

1-Caprico; 2-Caprilico; 3-Laurico; 4-Miristico; 5-Palmitico; 6-Palmitoleico; 7-Estearico; 8-
Oleico; 9-Linoleico; 10-Linolénico; empleando un cromatografo de gases marca Agilent
modelo HP-6890 Series GC System.
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Anexo F. Perfil cromatografico del sistema Estearina de Palma — Aceite de
Soya — Aceite de Palmiste después de la Interesterificacion enzimatica:
1-Caprilico; 2-Laurico; 3-Miristico ;4-Palmitico; 5-Palmitoleico; 6-Estearico; 7-
Pleico; 8-Linoleico; 9-Linolénico; empleando un cromatégrafo de gases marca Agilent

modelo HP-6890 Series GC System.
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