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RESUMEN

Los métodos de interesterificacién quimico y enzimatico han sido estudiados y
utilizados para modificar materias grasas. Permiten alterar la estructura de los
triacilgliceroles, incorporar acidos grasos de interés nutricional y asi satisfacer
requerimientos nutricionales. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de las
condiciones de interesterificacion en las caracteristicas fisicas del producto obtenido.
Se interesterificO mezclas de aceite de nuez-aceite de soya full hidrogenado (ASH)
utilizando metéxido de sodio (1%) y lipasa (5%) para catalizar las reacciones quimica y
enzimatica, respectivamente. Se estudié el efecto de la temperatura de proceso (70, 85
y 100°C) para la interesterificacion quimica, el tiempo de reaccién (1, 3y 5 h) para la
interesterificacién enzimatica y la composicion de las mezclas (30, 50 y 70% ASH) para
ambos métodos en el contenido de grasa sélida (CGS). Se realiz6 una optimizacién
multirespuesta para imitar el perfil de fusion de una base para margarina comercial.

La composicidon modifica el CGS en ambos métodos mientras que la temperatura de
reaccion no tiene un efecto significativo en la interesterificacibn quimica. Las
condiciones O6ptimas de interesterificacion son 70°C por 3,12 h para la
interesterificacion enzimaticay 72,3°C por 1 h para la interesterificacion quimica.

La composicién es la variable mas importante que determina el CGS en ambos
métodos de interesterificacion, los cuales pueden se usados para modificar las
propiedades fisicas de mezclas aceite de nuez-aceite de soya full hidrogenado y
obtener bases para margarina con bajo contenido en &cidos grasos trans.
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SUMMARY

Obtaining of a margarine basis by chemical and enzymatic interesterification of
walnut oil-full hydrogenated soybean oil blend

Chemical and enzymatic interesterification has been used to change the structure of a
triacylglycerol and to satisfy nutritional requirement. The aim of this work was to study
the effect of chemical and enzymatic interesterification conditions on the physical
characteristics of the obtained product.

We interesterified full hydrogenated soybean oil (FHSO) and walnut oil blends and used
sodium methoxide (1%) and lipase (Granozyme LT IM; 5%) to catalyze chemical and
enzymatic interesterification, respectively. The effect of process temperature (70, 80
and 100°C) in chemical interesterification, time of reaction (1, 3 and 5 h) in enzymatic
interesterification and composition (30, 50 and 70% of FHSO) in both methods on the
melting profile (solid fat content) of interesterified blends were evaluating. To imitate the
melting profile of a comercial fat basis of a margarine, a multiresponse optimization was
making.

Under our working conditions, blends composition modified the solid fat content in both
methods and have a significative effect in the reaction rate on enzymatic
interesterification. A low content of FHSO cause a slower reaction. There were no
differences between 70, 85 and 100°C chemically interesterified blends. In order to
imitate a comercial basis of margarine, composition was set to 58,8% FHSO and 70°C
for 1 hour for chemical interesterification and 55,6% FHSO for 3,12 hours at 70°C for
enzymatic interesterification. The optimum enzymatically interesterified blends obtained
higher desirability or similarity with comercial basis than optimum blends by chemical
interesterification.

Composition was the most important variable to determinate solid fat content in both
methods. They can be used to modifiy physics properties of blends to obtain a zero

frans margarine base.
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1. INTRODUCCION

Los lipidos han sido identificados como componente fundamental de la dieta, junto a
proteinas y carbohidratos, constituyen una fuente concentrada de energia. Aportan
cerca del 40% del total de la ingesta caldrica en una dieta occidental, y de acidos
grasos esenciales; ademas participan en la absorcion de nutrientes como las vitaminas
liposolubles (Bowman y Russell, 2003; Mu y Hay, 2004).

La mayoria de las grasas y aceites no modificados tienen aplicaciones limitadas; para
ampliar sus usos se pueden modificar quimicamente, por hidrogenacién o
interesterificacion, o fisicamente por mezcla o fraccionamiento (Rodrigues y Gioielli,
2003; Fattahi-far et al., 2006; Noor Lida et al., 2006).

Desde la aparicion de las margarinas, éstas han sido un serio competidor de las
mantequillas y su produccién ha evolucionado en el tiempo. Inicialmente se obtenian
fraccionando sebo por cristalizacion y luego mezclando con leche descremada.
Posteriormente se elaboraron mediante hidrogenacion parcial de grasas vegetales.
Actualmente, el Codex Alimentarius (1989) define margarina como una emulsion
liquida o plastica (w/0), obtenida sobre todo a partir de grasas y aceites comestibles
que no proceden de la leche (Bailey’s, 1964: Zhang et al., 2004; Litz et al., 2006)

Los consumidores han tomado conciencia de la relacion entre la salud humana y las
propiedades nutricionales de los alimentos y una dieta balanceada. La mayoria de las
preocupaciones respecto al consumo de lipidos se centran en las grasas saturadas y
los acidos grasos trans, compuestos de similar estructura y con demostrados efectos
fisiologicos adversos (Willis et al., 1998; Rodrigues y Gioielli, 2003).

En los ultimos anos se ha producido un incremento en la demanda de alimentos que
ofrezcan beneficios ademds de estar asociados con la nutriciébn. Los alimentos
funcionales son aquellos aparentemente similares a los convencionales; consumidos
como parte de una dieta normal y con demostrados efectos metabdlicos o fisioldgicos,
mas alld de los nutricionales. Recientemente, con un mayor entendimiento sobre el
efecto del largo de cadena, grado de insaturacion y distribucion posicional de los
acidos grasos en el metabolismo, ha focalizado el uso de los lipidos tanto en el
tratamiento como en la prevencion y mejora de enfermedades (Willis et al., 1998;
Rodrigues y Gioielli, 2003).



1.1 Grasas y nutricion

Los lipidos han sido identificados como componente fundamental de la dieta; su
fraccion cuantitativamente mas importante es la de los triacilgliceroles (Mu y Hay,
2004).

1.1.1 Acidos grasos esenciales

Estudios realizados en la década del ’60, en los cuales se observaban signos clinicos
de deficiencia en lactantes alimentados con férmulas basadas en leche descremada o
via nutricion parenteral sin lipidos, demostraron la real importancia de ciertos acidos
grasos. Los &cidos alfa linolénico (C18:3 ®-3) y linoleico (C18:2 »-6) son considerados
esenciales ya que deben ser suministrados en la dieta, dado que el organismo los
requiere pero no puede sintetizarlos. Los humanos carecen de las enzimas que
introducen dobles enlaces a los atomos de carbono mas allad del carbono 9 en la
cadena de un acido graso. (Uauy y Valenzuela, 2000; Lorgeril y Salen, 2004).

Después de la ingesta, los acidos grasos esenciales de 18 carbonos, linoleico y
linolénico, pueden ser elongados y desaturados hasta ser convertidos a acidos grasos
poliinsaturados de cadena muy larga, formando acidos grasos altamente
especializados tales como &cido eicosapentanoico (EPA, C20:5 ®-3), docosahexanoico
(DHA, C22:6 »-3) y araquidonico (AA, C20:4 w-6) (Lorgeril y Salen, 2004; Wijendran y
Hayes, 2004).

Las familias de acidos grasos w-3 y -6 son requeridos en funciones fisiol6gicas
normales relacionadas con la integridad de la membrana y sefiales de regulacién
celular. Tienen una importante influencia en los lipidos plasmaticos y en las funciones
cardiaca y endotelial, con impacto en la prevencion y tratamiento de enfermedades
coronarias crénicas (Wijendran y Hayes, 2004).

Durante las ultimas dos décadas se ha demostrado la esencialidad de los acidos
grasos ®-3 para el desarrollo neuronal y salud cardiovascular. Estudios
epidemiolégicos indican que el acido linolénico puede ser importante en relacién con la
patogénesis y prevencion de enfermedades cardiacas; asociando un alto contenido de
acido linolénico en el tejido adiposo con menor riesgo de infarto al miocardio (Uauy y
Valenzuela, 2000; Lorgeril y Salen, 2004; Wijendran y Hayes, 2004).



Relativamente pequenas cantidades de éstos acidos grasos son requeridas en la dieta
para satisfacer las necesidades de adultos sanos. Se sugiere que una ingesta de
alrededor de 6% de acido linoleico, 0,75% de acido linolénico (cercano a 2 g/dia) y
0,25-0,5% de EPA+DHA debe ser adecuada para la mayoria de los adultos sanos (%
en base al total de calorias consumidas diariamente). Esto corresponde a una razén de
w-6/0-3 de ~6:1, balance que es un factor critico para la salud cardiovascular. A
excepcion de algunas algas y otros productos marinos, las principales fuentes de acido
o-linoleico (ALA) en nuestra dieta son aceites de canola y soya (aceites y margarinas
en base de estos aceite) ademas de frutos secos, en que entre 3 y 5 g de nueces por
dia son necesarios para satisfacer las necesidades (Lorgeril y Salen, 2004; Wijendran y
Hayes, 2004).

1.1.2 Acidos grasos trans

Es conocido que la hidrogenacion parcial de &cidos grasos insaturados genera
isdbmeros de posicidbn y geométricos. Los Aacidos grasos trans, aparecen en la
alimentacion humana principalmente generados por éste proceso de endurecimiento
industrial de aceites comestibles, y en menor proporcién, por hidrogenacion bacteriana
de acidos grasos poliinsaturados en el proceso digestivo de los rumiantes, por la
accion de enzimas y por efecto del calor (Tsanev et al., 1998; Wagner et al., 2000;
Stender y Dyerberg, 2004).

Durante la hidrogenacién parcial algunos dobles enlaces de los &acidos grasos son
saturados, pero parte de los dobles enlaces cis son isomerizados a su forma trans. En
éste proceso se forman acidos grasos trans predominantemente monoinsaturados, de
los cuales el &cido elaidico (C18:1 ®-9 trans) es el mayor componente; en la Figura 2
se presenta una comparacion de los acidos grasos de 18 carbonos saturados vy
monoinsaturados cis y frans. La hidrogenacion bacteriana en el rumen resulta
principalmente en la formacién de &cido vaccenico (C18:1 w-11 trans) pero también en
el isbmero del acido linolénico (acido linolénico conjugado, C18:2 w-9 cis, w-11 trans)
(Alonso et al., 2000; Stender y Dyerberg, 2004).
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Figura 1. Representacién de acidos grasos oleico, elaidico y esteérico, resaltando los
isébmeros cis y trans (Vasconcelos et al., 2006).

En el pasado, la formacion de los acidos grasos trans era industrialmente beneficiosa,
ya que estos acidos grasos presentan mayores puntos de fusidon y mayor estabilidad
que sus isomeros cis. Por esto, el proceso era usado para mejorar la estabilidad
térmica y oxidativa de aceites destinados a fritura y alcanzar la plasticidad y
propiedades fisicas caracteristicos de shortenings y margarinas (Alonso et al., 2000;
Wagner et al., 2000).

Estudios metabdlicos y epidemioldgicos fueron las bases para postular la relacién entre
la ingesta de &cidos grasos trans y la patogénesis de enfermedades coronarias
cardiacas. Los acidos grasos trans aumentan la concentracién plasmatica de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), reducen la concentracion de las de alta densidad
(HDL) y aumentan la relacion colesterol total/colesterol HDL comparado con las grasas
saturadas. Ademas, se ha establecido una relacién entre la ingesta de acidos grasos
trans y una mayor incidencia de infarto al miocardio; siendo esta relacién 10 veces
mayor que la existente con la ingesta de acidos grasos saturados. También existen
algunas evidencias que soportan otros efectos negativos de los acidos grasos trans en
la salud, tales como problemas durante el embarazo (preeclampsia) y con el recién
nacido (desarrollo visual y del sistema nervioso central, parto prematuro, bajo peso);
ademas de mayor incidencia de cancer de seno y colon, y un mayor riesgo de padecer
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diabetes mellitus tipo Il (Tsanev et al.,, 1998; Alonso et al., 2000; Wagner et al., 2000;
Stender y Dyerberg, 2004).

1.2 Modificacion de grasas y aceites

La composicion en acidos grasos de los triacilgliceroles (TAGs) tiene un efecto directo
en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de las grasas dietarias. Las
caracteristicas fisicas naturales de grasas y aceites pueden ser modificadas, lo que
ofrece mayor funcionalidad para un gran numero de productos formulados. Ademas de
la mezcla, otras tecnologias han sido utilizadas exitosamente para modificar grasas y
aceites, tales como la hidrogenacion, fraccionamiento e interesterificacién quimica y
enzimatica (Alonso et al., 2000; Rodrigues y Gioielli, 2003; Noor Lida et al., 2006).

La mezcla es la modificacién mas simple, pero muchas veces, su aplicacién individual
no satisface los requisitos impuestos a los productos grasos. Se requieren otras
técnicas de modificacibn para ser usadas en las mezclas y asi cumplir con las
especificaciones de los productos a un menor costo. La hidrogenacion de aceites
vegetales poliinsaturados es frecuentemente menos atractiva debido a la evidencia de
que los acidos grasos trans tienen efectos aterogénicos (Noor Lida et al., 2006).
Diferentes métodos de fraccionamiento de grasas han sido desarrollados
principalmente con el objetivo de modificar su textura y perfil de fusion. Técnicas de
fraccionamiento mediante cristalizacion por fusion o por solventes, extraccién con
fluidos supercriticos y destilacion molecular, permiten obtener fracciones con
propiedades fisicas, quimicas y nutricionales mejoradas para su uso en alimentos
(Willis et al., 1998).

La interesterificacion, es un método elegido en la industria de grasas para manipular
las propiedades de esparcibilidad y alterar substancialmente las propiedades fisicas de
las grasas; cuyo uso ha ido en aumento en los ultimos afos (Rodrigues y Gioielli,
2003).

1.3 Interesterificacion

La interesterificacion es una reaccidon que cambia los acidos grasos en y entre las
moléculas de TAGs, produciendo un reordenamiento en su distribucion, sin cambiar la
composicion quimica; esto se esquematiza en la Figura 1. El intercambio se produce
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hasta que se establece un equilibrio, que depende entre otros factores, de la estructura
y concentracién de los TAGs modificados. Este proceso, uno de los mas importantes
en la modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de grasas y aceites, modifica la
estructura de los TAGs, mejorando las propiedades fisicas y nutricionales de los lipidos
(Belitz y Grosch, 1997; Karabulut et al., 2004; Klinkerson et al., 2004; Norizzah et al.,
2004).

— L M — L
— L o+ I—M + —M

_E ;:L L—L L m —L

— + L —_—

M L L ,_L —M —M
L+ —M o+ lr--L
|
b M —L M

Figura 2: TAGs formados tras la interesterificacion de dos moléculas de TAG, en base
a Willis et al., (1998).

La redistribucién involucrada en la interesterificacién, resulta en un producto que
conserva la composicion de acidos grasos totales de la mezcla original y altera el perfil
de TAG. La interesterificacion se ha usado industrialmente para modificar grasas y
entregarles propiedades de plasticidad y untabilidad, caracteristicas deseables en
productos como margarinas y shortening (Rodrigues y Gioielli, 2003; Norizzah et al.,
2004; Houmgller et al., 2006).

La primera vez que en Estados Unidos se utilizdé este proceso con fines tecnologicos
fue en los anos ’40; se buscaba mejorar el defecto de arenosidad observada en
manteca de cerdo. Esta caracteristica se debe a la uniformidad de sus TAG (con el
acido palmitico en la posicién sn-2), lo que produce la formaciéon de cristales B. La
interesterificacion de manteca de cerdo elimina su arenosidad al redistribuir
aleatoriamente los &acidos grasos en las moléculas de TAG, resultando en la formacion
de cristales p’, mas deseables. Este cambio indica que los acidos grasos no se
encuentran distribuidos al azar en las moléculas de TAG de las grasas no modificadas
(Rodrigues y Gioielli, 2003; Nor Aini y Noor Lida, 2005).

13



La interesterificacion puede ocurrir espontaneamente a muy altas temperaturas
(250°C) o bajo la accion de un catalizador; lo cual da origen a la interesterificacion
quimica y enzimatica. En la primera se utilizan catalizadores quimicos, tales como
sodio o0 potasio y sus alcoholatos. La interesterificacion enzimatica usa como
catalizador lipasas, enzimas que hidrolizan los ésteres de acidos grasos y pueden
reaccionar en una posicion especifica de la molécula sustrato; ambos métodos ofrecen
ventajas y desventajas en costo, rendimiento y produccion (Amadori, 1995; Belitz y
Grosch, 1997, Liu, 2004).

1.3.1 Interesterificacion quimica

La interesterificacién quimica es usada en la elaboracién de shortenings, margarinas y
pastas con el fin de mejorar sus propiedades texturales, modificar su comportamiento
de fusién y aumentar su estabilidad. Es una reaccién conducida entrépicamente que,
en teoria, produce una completa randomizacion de los grupos acilos en los TAGs.
Diferencias en la reactividad de acidos grasos especificos y variaciones en las
velocidades de esterificacion, explican la posible randomizaciéon incompleta (Willis et
al., 1998).

La interesterificacion quimica puede ser inducida por catalizadores quimicos tales
como metales alcalinos, alcoholatos e hidroxido de sodio con glicerol. Uno de los mas
utilizados es el metéxido de sodio, el cual se utiliza en concentraciones entre 0,1 y
0,6% (p/p); un aumento en la concentracion produce pérdidas debidas a la formacion
de jabones y metil ésteres. La temperatura que se alcanza en los procesos industriales
de interesterificacion quimica pueden llegar a los 200°C, pero los catalizadores de uso
comun permiten trabajar a 100-50°C (Willis et al., 1998; Liu y Lampert, 1999).

La reaccibn es comunmente dividida en tres periodos; induccion, intercambio y
término. Durante el periodo de induccién, que puede durar de segundos a minutos, el
catalizador de sodio reacciona con los glicéridos para producir un intermediario,
compuesto de sodio derivado de un diacilglicerol, comunmente conocido como
“catalizador real”; no hay intercambio de los grupos acilos durante este periodo. La
aparicion de un color marrén indica que la interesterificacion se ha iniciado
completamente (Willis et al.,, 1998; Liu y Lampert, 1999; Liu, 2004). Una vez que el
catalizador real se ha formado, el periodo de intercambio comienza. El intercambio de

14



los grupos acilos continla hasta alcanzar un equilibrio termodinamico, no
encontrandose cambios netos adicionales en la distribucién de acidos grasos. En éste
punto la reaccién alcanza el tercer periodo de término, el cual usualmente finaliza por
extincion con agua para destruir el catalizador real (Liu, 2004).

La efectividad de la interesterificacidn quimica es altamente dependiente del estado
inicial del aceite. La acidez libre y humedad inicial deben ser menores a 0,1 y 0,01%,
respectivamente. Si estos niveles son excedidos, se requieren mayores
concentraciones de catalizador debido a que es inicialmente degradado por el agua y
usado en la neutralizacién de los acidos grasos libres. Durante la interesterificacion
quimica se producen bajas concentraciones de acidos grasos libres y acilgliceroles
parciales (Willis et al., 1998).

1.3.2 Interesterificacion enzimatica

Otro método de interesterificacion es el enzimatico, se aplica especialmente en casos
donde se requiere una composicidn de ftriglicéridos bien definida. Los desarrollos
actuales en la interesterificacion enzimatica han dado como resultado la aplicacion
industrial de este proceso bioquimico. En Europa se utiliza principalmente en la
elaboracion de productos de alto valor agregado, tales como lipidos estructurados para
uso en confiteria (Kellens, 2000; O’Brien, 2004).

La modificacion enzimatica de grasas se realiza utilizando lipasas, lo cual ofrece
ventajas y desventajas sobre el proceso quimico. Estas enzimas son obtenidas
generalmente de bacterias, levaduras y hongos. Las principales ventajas de este
método son la especificidad de las lipasas, que puede ser de posicion, ya que algunas
enzimas actuan sobre las uniones selectivamente; y de sustrato, discriminando segun
el largo de cadena o grado de insaturacion. La segunda ventaja es el mayor control
que se tiene sobre el grado de reaccién. Las desventajas que presenta este proceso
son su menor velocidad de reaccién y una sensibilidad mas alta para con las
impurezas y las condiciones de reaccion como pH, temperatura o contenido de agua
(Willis et al., 1998; Kellens, 2000; O’Brien, 2004).

La especificidad exhibida por algunas lipasas puede producir diferencias nutricionales
en el producto final comparado con el quimico. Los aceites de pescado y algunos
vegetales contienen altas concentraciones de &cidos grasos esenciales, los que
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usualmente se ubican en la posicibn sn-2. En el intestino delgado, los
monoacilgliceroles en la posicion 2 son mas facilmente absorbidos que en las
posiciones 1 y 3. Una interesterificacién catalizada por lipasa 1,3 estereoespecifica
puede ser usada para alterar la composicidbn de acidos grasos en esas posiciones,
satisfaciendo las necesidades estructurales, mientras que la posicién 2 es retenida. Sin
embargo, la retencion y mejora en el contenido de &cidos grasos beneficiosos en la
posicion sn-2 no puede ser alcanzada por interesterificacion quimica, debido a la
completa randomizacion de los acidos grasos en los TAGs (Willis et al., 1998).

1.4 Aceite de nuez

La nuez es conocida y consumida desde varios miles de afos; originaria de Asia
Central y del Sudeste de Europa, existen mas de quince variedades de la familia de las
Juglanaceas, pero la mas apreciada es la Juglans Regia. Las nueces son ricas en
aminoacidos esenciales especificos, minerales como magnesio y cobre, fibra vy
compuestos presentes en el aceite tales como fitoesteroles y vitamina E (Chisholm et
al., 2005; Fundacion Nucis, 2005).

Tabla 1. Composicion porcentual de acidos grasos de aceite de nuez.

Acido graso Contenido (%)
C16:0 Ac. Palmitico 8,0
C18:0 Ac. Esteérico 3,4
C20:0 Ac. Eicosanoico trazas
Total Saturados 11,4
C16:1 Ac. Palmitoleico trazas
C18:1 Ac. Oleico 17,3
Total Monoinsaturados 17,3
C18:2 n-6 Ac. Linoleico 60,0
C18:3 n-3 Ac. Linolénico 11,3
Total Poliinsaturados 71,3

Fuente: Masson y Mella, 1985.
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En Francia el aceite de nuez ha sido utilizado como una alternativa al aceite de oliva
para aderezo de ensaladas. Las nueces, tanto como otros frutos secos, han sido
estudiados con el fin de evaluar sus posibles beneficios nutricionales, especialmente
los relacionados a un efecto protector contra enfermedades cardiovasculares (Oliveira
et al., 2002; Amaral et al., 2004).

El contenido de lipidos de las nueces (Juglans regia L.) puede variar entre un 52 y
70%, dependiendo del cultivo, lugar de crecimiento y tasa de irrigacién. Los principales
acidos grasos encontrados en el aceite de nuez se especifican en la Tabla 1, entre los
que destacan los &cidos linoleico, oleico y linolénico; éste ultimo considerado el mas
valioso para la salud humana, ya que una apropiada composicién de acidos grasos de
la dieta, puede ser un factor determinante del riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Oliveira et al., 2002; Chisholm et al., 2005).

Ensayos de alimentacién han demostrado el efecto reductor del colesterol de dietas
suplementadas con nueces (fruto y aceite), almendras, avellanas y otros frutos secos,
en comparacion con una dieta occidental o baja en grasas. En comparacién con una
dieta mediterranea control, las nueces redujeron el colesterol y mejoraron la funcion
endotelial. Estas ventajas provienen de los altos niveles de &cidos mono vy
poliinsaurados (-3 y ®-6) y posiblemente del contenido de tocoferoles (Oliveira et al.,
2002; Chisholm et al., 2005).

1.5 Aceite de soya full hidrogenado

Desde un punto de vista quimico, la hidrogenacién de grasas y aceites es una reaccion
qguimica en la cual se agrega hidrégeno a los dobles enlaces de los TAGs. Para que la
hidrogenacién ocurra se requiere de un aceite insaturado, hidrégeno gaseoso y un
catalizador, comunmente niquel. La hidrogenacién se realiza por dos razones; la
primera busca cambiar las propiedades fisicas de grasas y aceites, y obtener
caracteristicas de manejo adecuadas a los requerimientos. La segunda razén es
incrementar la estabilidad oxidativa del aceite insaturado (Kellens, 2000; O’Brien,
2004).

La consistencia de mezclas hidrogenadas esta dada por las propiedades fisicas del
producto a elaborar. Esto determina el grado de hidrogenacién a alcanzar y con ello el
tipo de catalizador y las condiciones de proceso, y las materias primas que se
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utilizaran. Industrialmente se elaboran algunos productos que cubren un amplio rango

de requerimientos, y el objetivo puede ser:

Producir un producto liquido o semi-liquido mediante remocién de sélo los
enlaces dobles mas reactivos y asi mejorar la estabilidad oxidativa.

Obtener una grasa solida oxidativamente estable, con un perfil de fusion
relativamente lento, apto para producir una margarina clasica mediante
hidrogenacién parcial de la materia prima.

Obtener una grasa soélida oxidativamente estable, con un perfil de fusién muy
rapido, utilizable como sustituto de manteca de cacao. Se obtiene mediante
hidrogenacién parcial.

Elaborar una grasa sélida de lenta fusién con un amplio rango plastico, para
elaborar el clasico shortening o grasa para horneado (Kellens, 2000; OBrien,
2004).

Obtener grasas duras completamente hidrogenadas o grasas duras de bajo
indice de yodo. Se obtienen por hidrogenacion a alta presién (4 bar o mayor) y
alta temperatura (230°C); bajo éstas condiciones la reaccion ocurre tan rapido
como es posible. La regulacién exige un indice de yodo cero para designar
grasas completamente hidrogenadas (O’Brien, 2004).

Tabla 2. Composicion porcentual de acidos grasos del aceite de soya full hidrogenado

Acido graso Contenido (%)
C14:0 ac. Miristico trazas
C16:0 ac. Palmitico 11,5
C18:0 Ac. Esteérico 85,6
C20:0 Ac. Eicosanoico trazas
Total Saturados 97,1
C18:1 Ac. Oleico 1,2
C18:1trans Ac. Elaidico 0,7
Total Monoinsaturados 1,9
Total Poliinsaturados 0

Fuente: Farmani et al., 2007.
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La reduccién del indice de yodo a un nivel aproximadamente igual a cero, es el Unico
camino posible para lograr un contenido de isbmeros trans cero en los productos
derivados de dicho aceite. Los aceites completamente hidrogenados que contienen un
nivel cero de isémeros trans, pueden ser empleados como materia para
interesterificacién con el propésito de elaborar productos comestibles con un nivel de
isémeros trans igual a cero (Kellens, 2000).

El aceite de soya full hidrogenado es un aceite vegetal totalmente saturado; en la
mayoria de los casos el principal acido graso es el acido esteérico (Tabla 2) y se
comporta como sélido a temperatura ambiente. Este producto no contiene &cidos
grasos trans, por lo que es relativamente menos perjudicial para la salud.

1.6 Elaboracion de margarinas

Las margarinas fueron introducidas en 1869 como una alternativa a la mantequilla,
debido a la necesidad de producir una adecuada cantidad de grasas para satisfacer a
la poblacion en constante crecimiento. Actualmente se utilizan operaciones unitarias
basicas que comienzan con la mezcla, emulsificacion, y un posterior enfriamiento; éste
proceso es originario de las primeras producciones industriales de margarina (Caponio
et al., 2003; Robinson, 2005).

Existen varios tipos de margarinas en el mercado y se diferencian en términos de
composicion y contenido lipidico. Segun su contenido graso se dividen en tradicional,
medio y bajo, con contenidos que varian entre al menos un 80%; 60-62% y 40-42% de
materia grasa, respectivamente. También se clasifican segun su consistencia, algunas
son suaves y faciles de esparcir y se consiguen generalmente en envases
contenedores, mientras que las mas firmes se venden en bloques (Caponio et al.,
2003).

La seleccion de las materias primas adecuadas para la elaboracion de bases grasas se
ve afectada por los demostrados efectos negativos atribuidos a los acidos grasos trans.
Estos &cidos grasos estan presentes en los aceites parcialmente hidrogenados,

principal materia prima utilizada en la elaboracion de margarinas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La interesterificacién de aceite de nuez y aceite de soya full hidrogenado puede ser
utilizada para la formulaciébn de bases grasas destinadas a la elaboracién de
margarinas con alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, y libres de acidos

grasos frans.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos generales

Aplicar los procesos de interesterificacion quimica y enzimatica de mezclas de aceite
de soya full hidrogenado con aceite de nuez, y evaluar el uso del producto obtenido en
una base para margarina untable con alto contenido de é&cidos grasos ®-3 y bajo

contenido de acidos grasos trans.

2.2.2 Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la interesterificacion quimica en las propiedades fisicas
en mezclas de distintas proporciones de aceite de soya full hidrogenado: aceite
de nuez.

- Determinar el efecto de la interesterificacion enzimatica en las propiedades
fisicas en mezclas de distintas proporciones de aceite de soya full hidrogenado:
aceite de nuez.

- Estudiar el efecto de la temperatura en el grado de interesterificacion quimica en
mezclas de distintas proporciones de aceite de soya full hidrogenado: aceite de
nuez.

- Estudiar la evolucion de la reaccién de interesterificacién enzimatica en mezclas
de distintas proporciones de aceite de soya full hidrogenado y aceite de nuez.

- Determinar las condiciones de proceso Optimas para interesterificacién quimica y

enzimatica
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- Establecer las composiciones de mezcla adecuadas para elaborar una base
para margarina que imite el perfil de fusion de una base para margarina

comercial.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materias primas

3.1.1 Nueces

Se utilizé aceite de nuez extraido por prensado en frio de nueces (Juglans regia)
variedades Semilla California, Serr y Chandller cosecha 2005, donadas por ECONUT
Ltda. La materia prima fue recibida envasada en bolsas de polietileno de alta densidad
(0,9 mm de espesor) bajo atmésfera modificada (80% N, y 20% CO,). La extraccion del
aceite se llevé a cabo en la prensa hidraulica Oleodynamic Industrial Press de Bertuzzi
a 25°C y 200 bar de presion. El aceite asi extraido fue almacenado en botellas color
ambar a 3°C.

La composicién de acidos grasos y TAGs del aceite de nuez se determiné mediante
cromatografia gas-liquido (GLC) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
respectivamente. Las caracteristicas del aceite de nuez se detallan en el Anexo I.

3.1.2 Aceite de soya full hidrogenado

El aceite de soya completamente hidrogenado fue donado por la empresa Unilever
Chile Ltda. y fue almacenado a 3°C hasta su uso. La composicion de acidos grasos de
éste producto fue determinada mediante GLC, y se detalla en el Anexo |.

3.2 Métodos

3.2.1 Interesterificacion quimica

Para la interesterificacion quimica se utiliz6 el método de Rodriguez et al. (2001)
realizando algunas modificaciones.

La mezcla se dispuso en un baldon de tres cuellos como se muestra en la Figura 3 y se
acondicioné mediante la aplicacion de calor, agitacién y vacio (100 Torr) con el fin de
fundir y homogeneizar la mezcla, y también para eliminar la humedad. Luego de llegar
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a la temperatura de reaccion (70, 85y 100°C) y estabilizarla, se adicion6 un 1% p/p de
catalizador (metdxido de sodio 95%) y se dejé reaccionar bajo las mismas condiciones
por el tiempo correspondiente segun el disefio.

Luego de transcurrido el tiempo establecido se detuvo la reacciébn agregando una
solucion de acido citrico (1,78 g/g CH3;ONa) para inactivar y neutralizar el catalizador.
Los residuos de acido o base se eliminaron mediante 3 lavados sucesivos con agua
destilada en ebullicibn en proporcién 1:1. Posteriormente se aplicé vacio por 20
minutos para retirar la humedad de la mezcla interesterificada. La mezcla se envasé y
almacené a 3°C.

termametro

mezcla ASHMAN

bafio de agua CONEexidn a vacio

X Q2 O \ calefactor/agitador

Figura 3: Esquema del sistema de interesterificacién quimica y enzimatica.

3.2.2 Interesterificacion enzimatica

La interesterificacion enzimética se realiz6 modificando el método utilizado por Abigor
et al. (2003).

La mezcla se dispuso y acondicion6 del mismo modo que para la interesterificacion
quimica y ya estabilizada la temperatura en 70°C, se le adiciond un 5% p/p de enzima
(lipasa inmovilizada Granozyme TL IM, donada por la empresa Granotec) y se la dej6
humectar por 10 minutos con el fin de eliminar el aire ocluido. Luego se dej6 reaccionar
con agitacion y vacio a temperatura constante por el tiempo de reaccion (1, 3y 5
horas).
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La reaccion se detuvo mediante remocion de la enzima. Esto se realiz6 mediante
filtracibn a vacio a través de papel filtro de la mezcla en caliente. La mezcla
interesterificada se envasé y almacené a 3°C.

Para recuperacion de la enzima, ésta se lavo con hexano vy filtr6 hasta quedar libre de
grasas.

3.3 Diseno experimental

De acuerdo a la bibliografia, las variables independientes que tienen relevancia
en los resultados son; para interesterificacién quimica, temperatura de trabajo y
proporcion de las materias grasas en la mezcla, y para interesterificacién enzimatica se
consideran como variables independientes el tiempo de reaccién y la proporcion de las
materias grasas.

Se realizaron para interesterificacion quimica y enzimatica, las corridas
presentadas en la Tabla 3, correspondientes a un disefio factorial 3%, que consta de 8
corridas experimentales y 3 puntos centrales. Como variable de respuesta se utiliz6 el
contendido de grasa sélida de la mezcla interesterificada.

Tabla 3. Disefio factorial 3% para interesterificacion quimica y enzimatica.

Interesterificacion Quimica Interesterificacion Enzimatica
_ Composicion (% _ Composicion (%
Experimento Experimento
T (°C) ASH) t (h) ASH)

IQA 70 30 IEA 1 30
QB 85 30 IEB 3 30
IQC 100 30 IEC 5 30
QD 70 50 IED 1 50
IQE* 85 50 IEE* 3 50
IQF 100 50 IEF 5 50
QG 70 70 IEG 1 70
IQH 85 70 IEH 3 70
Ql 100 70 IEI 5 70

con ASH: aceite de soya full hidrogenada; 1Q: interesterificacion quimica; IE:
interesterificacion enzimatica; A, B, C, D, E, F, G, H, |: cédigo de experimento.
* muestra central, se hacen tres repeticiones
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3.3.1 Contenido de grasa soélida (CGS)

El contenido de grasa sélida se determiné mediante resonancia magnética nuclear de
pulso, realizando una adaptacion del Método oficial AOCS Cd 16— 81, 1993. Los
andlisis se realizaron en Watt's Alimentos S.A. y se utilizd un espectrémetro de

resonancia magnética nuclear pulsante, modelo Minispec.

3.4 Optimizacion de la reaccidén

Los resultados de las muestras sometidas al andlisis de contenido de grasa sélida, se
analizaron estadisticamente, mediante el programa Statgraphics Plus 4.0. La mezcla
optima correspondié a aquella que imita el perfil de fusién de una base grasa para
margarina comercial (estandar); esto se obtuvo realizando una optimizacién de
respuesta multiple, la cual combiné las optimizaciones parciales de las respuestas de
mediciones de CGS a cada temperatura. Se midié la similitud de las muestras
elaboradas con la muestra estandar utilizando el parametro de deseabilidad, con
valores entre 0 y 1 para productos con perfiles de fusién diferente e igual,

respectivamente.

3.5 Analisis fisicoquimicos de las muestras 6ptimas

3.5.1 Contenido de grasa solida (CGS)
El contenido de grasa soélida se determind segun lo sefialado en el punto 3.2.4
3.5.2 Punto de fusion promedio

La determinacion del punto de fusion promedio de las mezclas se realizé mediante el
Método Oficial AOCS Cc 3-25, (1993).

3.5.3 Humedad
Se realiz6 siguiendo el Método Oficial AOCS Ca 2b-38 (1993).

3.5.4 Ensayos de compresion

Los ensayos de compresion se realizaron en una maquina universal de ensayo de
materiales Lloyd LR 5K a dos temperaturas; 4 y 20°C como temperaturas de

refrigeracion y ambiente. Para ambas mediciones de dej6 ambientar las muestras
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cilindricas (2 cm de didmetro, 2 cm de altura), por al menos 3 horas. Las mediciones se
realizaron con una carga de celda de 5000 N; velocidad de compresiéon de 70 mm/seg
y una deformacion del 50%.

3.5.5 Acidez libre

Se determin6 midiendo el porcentaje de acidos grasos libres, expresado como % de
acido oleico, segun el Método Oficial AOCS Ca 5a-40, 1993.

3.5.6 indice de peroxido

Se determiné mediante el Método Oficial AOCS Cd 8-53, 1993.

3.5.7 Perfil de acidos grasos
El perfil de acidos grasos, incluido C18:1 frans -9, se determin6 mediante GLC segun
el Método Oficial AOCS Ce 1-62, 1997 en un Cromatdgrafo de Gases HP 5890. Se

utilizé una columna capilar BPX-70 (50 m; 0,25 um de film) y las muestras se corrieron
entre 160 y 230°C a una tasa de 2°C/min.

3.5.8 Perfil de triglicéridos

El perfil de TAGs se realizd6 por HPLC segun el Método Oficial AOAC 993.24, 1993
utilizando una columna C18 Symmetry Waters (5um, 4,6x250 mm), bomba Merck
Hitachi L-6200 y el detector Merck Differential Refractometer RI-71; acoplado al
programa Clarity preliminary version 2.4.1.43. Se utiliz6 como fase movil una mezcla

acetona:acetonitrilo en una proporcion 1:1 a un flujo de 1 mL/min.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Interesterificacion Quimica

En la Figura 4 se observa la gran influencia que ejerce la composicion en el CGS de
las muestras interesterificadas quimicamente. Un mayor contenido de ASH desplaza
las curvas a mayores temperaturas, esto se debe al mayor aporte de acidos grasos
saturados provenientes del ASH a la mezcla.
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Figura 4: Curvas de CGS para muestras interesterificadas quimicamente de diferente

composicion/temperatura de reaccion.

Bajo las condiciones estudiadas, no se observan diferencias significativas por efecto de
la temperatura de proceso sobre el CGS, a excepcién de la muestra 70/70 (70% ASH,
interesterificada quimicamente a 70°C); esto sugiere que la reacciéon aun no se ha
completado. La independencia del progreso de la reaccion para con la temperatura no
concuerda con lo informado por Klinkerson et al. (2004), quien afirma que la
temperatura afecta la cinética de la reaccion y por lo tanto la hace dependiente.
Considerando que el metdxido de sodio se activa entre 50 y 90°C (Marangoni y
Rousseau, 1995), a todas las temperaturas de prueba, el catalizador ha sido activado y
por lo tanto, todas las mezclas se encuentran en condiciones de reaccionar,
similarmete Liu y Lampert (1999) sefnalaron que la reaccién puede ser iniciada a 70-
120°C por un 0,05-0,5% de metdxido de sodio, proporcion ampliamente superada en

este diseno.

4.2 Interesterificacion Enzimatica

En éste método se repite el efecto de la composicién sobre las curvas de CGS en las
muestras interesterificadas quimicamente. En la Figura 5 se grafica el perfil de fusion
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de las muestras interesterificadas enzimaticamente y se observa que para un mayor
contenido de ASH las curvas se encuentran desplazadas hacia mayores CGS.

Ademas se observa una mayor pendiente en las curvas de mayor contenido de ASH,
coincidiendo con el trabajo de Kellens (2000), quien muestra en mediciones de CGS
realizadas a mezclas aceite liquido/grasa sélida que la pendiente aumenta con el CGS
en la mezcla (Anexo lll); sugiriendo que el aceite hidrogenado mejora la plasticidad de
la mezcla luego de la interesterificacion.

También se observa la evolucion de las reacciones a distinta composicion. Las
muestras de 30% ASH interesterificadas por 1, 3 y 5 horas presentan diferencias con el
tiempo de reaccion, esto indica que para esta composicion no es posible demostrar un
equilibrio termodinamico, pero si se observa la disminucién del contenido de grasa
solida con el progreso de la reaccion. Para la serie de 50% ASH existen diferencias
entre la muestra interesterificadas por 1 hora con las interesterificadas por 3 y 5 horas.
La ubicacion de la curva de fusion de la muestra interesterificada enzimaticamente por
1 hora sobre las curvas de las muestras que reaccionaron 3 y 5 horas indica que la
mezcla de 50% ASH no habia reaccionado completamente durante el primer tiempo de
reaccion; el no encontrar diferencias significativas entre las curvas de las muestras que
interesterificaron por 3 y 5 horas indica que el equilibrio alcanzado a las 3 horas de
reaccion no varia significativamente a las 5 horas para la mezcla con 50% ASH. Las
mezclas de 70% de ASH no presentan diferencias significativas para los tres tiempos
de reaccidn; esto sugiere que para un mayor contenido de ASH, es decir, para una
menor heterogeneidad de la mezcla, la reaccion se hace mas rapida, alcanzando el

equilibrio termodinamico en un menor tiempo.
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Figura 5: Curvas de CGS para muestras interesterificadas enzimaticamente de
diferente composicidn/tiempo de reaccion.

4.3 Interesterificacion Quimica vs Interesterificacion Enzimatica

Las mezclas de 30 y 50% ASH interesterificadas quimicamente a las tres temperaturas
(70, 85y 100°C), no presentan diferencias es sus curvas de CGS, como se observa en
las Figuras 6 y 7. Esto indica que para éstas composiciones, no existe un efecto
significativo de la temperatura de proceso en el contenido de grasa sélida de la mezcla.
Para las mezclas de 70% ASH interesterificadas quimicamente se observan diferencias
entre las realizadas a 85 y 100°C, que son coincidentes y de mayor pendiente que la
muestra interesterificada a 70°C como lo muestra la Figura 8, lo cual puede atribuirse a
una incompleta reaccion de la muestra realizada a 70°C debido a un mayor contenido

de ASH y una menor temperatura.
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Figura 6: Curvas de CGS para muestras de 30% ASH interesterificadas enzimatica y

qguimicamente a distintas temperaturas y tiempos de reaccion.
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Figura 7: Curvas de CGS para muestras de 50% ASH interesterificadas enzimatica y

quimicamente a distintas temperaturas y tiempos de reaccion.

Las mezclas de 30 y 50% ASH interesterificadas enzimaticamente por 1 hora
presentan curvas similares (Figura 6) pero desplazadas hacia un mayor CGS que
todas las mezclas interesterificadas (IQ e IE), indicando que para estas composiciones

la reaccion no ha alcanzado el equilibrio en 1 hora.
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Las curvas de mezclas de 30% ASH interesterificadas por 3 y 5 horas son coincidente
en las pruebas realizadas a 10; 21,1 y 26,7; como se observa en la Figura 6. Luego se
diferencian a 33,3 y 40°C, observandose una mayor pendiente en éstos puntos para la
mezcla interesterificada por 5 horas. Las mezclas con 50% ASH interesterificadas por 3
y 5 horas, poseen curvas coincidentes en todos los analisis como se observa en la
Figura 7. Estos resultados indican que la muestra de 30% ASH puede seguir
reaccionando y que la mezcla con 50% de ASH a las 3 horas ya ha alcanzado el
equilibrio confirmado por la curva de la muestra interesterificada durante 5 horas.

80
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Figura 8: Curvas de CGS para muestras de 70% ASH interesterificadas enzimatica y

guimicamente a distintas temperaturas y tiempos de reaccién.

En la Figura 8 se observa que las mezclas de 70% ASH interesterificada
enzimaticamente, no presentan diferencias significativas; indicando que para un mayor
contenido de ASH la reaccién llegaria a un equilibrio de manera mas rapida, sin
embargo, el equilibrio alcanzado presenta una curva levemente menos inclinada que
la lograda por las mezclas interesterificadas a 85 y 100°C catalizadas con metoxido de
sodio, indicando que se alcanzan distintos equilibrios en ambos métodos y que
mediante la interesterificacion quimica se obtiene una mayor plasticidad que usando la

interesterificacion enzimatica.
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4.4 Producto Optimo

Las variables que poseen un efecto estadisticamente significativo sobre el CGS son la
composicion de la mezcla para la interesterificacién quimica y el tiempo de reaccion y
composicion de la mezcla para el proceso enzimatico. Los graficos de superficie de
respuesta estimada se muestran en las Figuras 9 y 10 para el CGS de mezclas

obtenidas mediante interesterificacion quimica y enzimatica, respectivamente.

Superficie de respuesta estimada

Deseabilidad

Figura 9: Grafico de superficie de respuesta para interesterificacion quimica.

Superficie de respuesta estimada

Deseabilidad

Figura 10: Grafico de superficie de respuesta para interesterificacion enzimatica

Los resultados para la optimizacion de ambos métodos de interesterificacion se
muestran en la Tabla 4. Las composiciones éptimas fueron de 58,8 y 55,6% de ASH
para la interesterificacién quimica y enzimatica, respectivamente; en que los productos
optimos alcanzan diferentes niveles de deseabilidad, parametro que indica el grado de
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aproximacion a la muestra estandar (Anexo 1) y se evaltua entre 0 y 1. La deseabilidad
obtenida por el método enzimatico es notoriamente superior en comparacién con el
método quimico; esto indica que el producto interesterificado enzimaticamente, tiene
un perfil de fusion mas parecido al de la base estandar, con una deseabilidad de 0,92
versus el 0,78 logrado por la interesterificacion quimica.

La condicion 6éptima de proceso para producir mezclas interesterificadas
quimicamente, fue una temperatura de reaccion de 72,3°C. Esta temperatura tan
cercana al nivel inferior del disefio corrobora lo observado en las Figuras 6 y 7, en las
que se aprecia que la temperatura, dentro del rango estudiado, no tiene un efecto
significativo en el CGS de mezclas obtenidas mediante interesterificacion quimica. La
optimizacion minimiza las variables cuyo efecto no sea significativo dado que como en
éste caso, una mayor temperatura, implica un mayor gasto de energia, obteniendo el

mismo resultado.

Tabla 4. Composicion y condiciones de reaccion para las mezclas éptimas obtenidas

por interesterificacion quimica y enzimatica.

. Nivel Nivel Nivel Deseabilidad
Método Factor . . . .
inferior | superior | 6ptimo alcanzada
i o Composicion
interesterificacion 30 70 58,8
o (%ASH) 0,78
quimica
Temperatura (°C) 70 100 72,3
. o Composicion
interesterificacion 30 70 55,6
o (%ASH) 0,92
enzimatica i
tiempo (horas) 1 5 3,12

El tiempo de reaccion para la interesterificacion enzimatica considerado como 6ptimo
es de 3,12 horas (3 horas 7 minutos). Este valor fue similar al nivel central del disefo
indicando que para lograr la composicion con un mayor nivel de deseabilidad o
similitud con el estandar, éste tiempo es suficiente para completar la reaccién y que
una interesterificacion por tiempos mas prolongados no produce diferencias en la curva

de CGS, como se observa en la Figura 8.
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Las curvas de CGS de las mezclas interesterificadas quimica y enzimaticamente se
muestran en Figura 11; en ella se observa que a pesar de obtener distintos grados de
deseabilidad, las curvas obtenidas por ambos métodos son similares, aunque la curva
de las muestras interesterificadas quimicamente tiene CGS levemente mayores, lo cual
se explica por el mayor contenido de ASH de la mezcla.

Ademas se observa la diferencia que existe entre las muestras 6ptimas y la muestra
estandar; existiendo una diferencia entre 30 y 40 % para la medicion realizada a 10°C y

superior al 20% a los 40°C.
70
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Figura 11: Curvas de CGS para muestras 6ptimas interesterificadas quimica y
enzimaticamente.

4.4.1 Analisis Fisicoquimicos

En la Tabla 5 se detallan los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados a las
muestras éptimas. La acidez libre fue de 3,58 y 2,01% de &cido oleico, para
interesterificacion enzimatica y quimica, respectivamente, valores bastante elevados
dado que el aceite de nuez utilizado como materia prima se obtuvo por prensado en
frio y no fue refinado (Anexo ). No se observa un aumento significativo de la acidez
durante la interesterificacion enzimatica, sin embargo la mezcla pudo sufrir deterioro
por efecto de una excesiva humedad del producto, por accion de acido/base o por
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hidrélisis enzimética (O’Brien, 2004). Sin embargo, la diferencia entre las muestras
interesterificadas quimica y enzimaticamente se atribuyen a que durante la
interesterificacién quimica existen pérdidas de mezcla por la formacién de jabones

como describié Kellens (2000), lo que provoca la disminucion de la acidez.

Tabla 5: Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras 6ptimas.

Parémetro Interestt’eri-ﬁcacién Interest-eri’fif:acién
quimica enzimatica

Acidez libre (% acido oleico) 2,03+0,15 3,58+0,42
Indice de peroxidos (meq O/kg) 3,48+0,07 4,39+0,13
Maxima fuerza de compresion (N) 43,86 36,19
Fuerza de ruptura (N/cm?) 13,97 11,53
Cohesividad (mm) 3,79 2,37
Humedad (%) 1,78+0,17 0,59+0,01
Punto de fusion (°C) 64,3320,58 62,67+0,58
Contenido de grasa solida (%)

10°C 58,82+0,02 54,54+0,59

21,1°C 39,31+0,13 38,71+1,36

26,7°C 34,6710,04 34,05+1,06

33,3°C 31,02+0,03 28,26+0,94

40°C 24,83+0,07 22,04+0,69

El segundo parametro medido fue el indice de perodxidos;

el que muestra un claro

aumento durante ambos procesos de interesterificacion en comparaciéon con el valor
obtenido para el aceite de nuez (3,05 meq O,/kg). Las muestras catalizadas con
enzima presentan un indice de peroxidos mayor que las muestras obtenidas mediante
interesterificacién quimica (4,39 y 3,48 meq O./kg respectivamente); esto se atribuye al
deterioro que sufre la mezcla sometida a altas temperaturas, condicién que se extendié
por 3 horas 7 minutos para la interesterificacién enzimatica y sélo por 1 hora para la
interesterificacién quimica.

La textura es un factor critico que determina la funcionalidad y la aceptacion de un

producto. Las curvas de compresion de las muestras obtenidas por interesterificacién
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quimica y enzimatica definen fuerzas de ruptura de 13,97 y 11,53 N/ocm?
respectivamente; valores que superan ampliamente los 1,61 N/cm? para sebo y 1,24
N/cm? para shortenings a base de sebo-aceite vegetal indicados por DeMan et al.,
(1990). Esta discrepancia confirma el fendbmeno observado durante las pruebas y que
coinciden con las clasificaciones de “quebradizo” y “calcareo” descritas por O’Brien
(2004) en su método no estandarizado para medir consistencia y plasticidad en
shortenings.

El CGS utilizado como respuesta del disefio experimental es principalmente un
indicador del comportamiento de una grasa bajo distintas condiciones de temperatura.
Asi, la medicion realizada a 10°C indica la “esparcibilidad” de la grasa a temperatura de
refrigeracion; de acuerdo a Karabulut et al. (2004) éste valor no debe ser mayor a 32%
para una margarina untable, lo cual es ampliamente superado por las mezclas
obtenidas por los dos métodos de interesterificacion, por lo tanto, los 6ptimos no
poseen una buena esparcibilidad a temperatura de refrigeracién. La siguiente
temperatura de interés es 21,1°C; que es un indicador de la estabilidad y resistencia
del producto a la exudacion de aceite a temperatura ambiente (O’Brien, 2004). De
acuerdo con Karabulut et al. (2004) un valor 6ptimo no debe ser menor al 10%, asi se
previene la salida del aceite. En las mezclas interesterificadas quimica vy
enzimaticamente se obtuvo 51,77 y 38,71% de grasa sélida, respectivamente y por lo
tanto, no se presentan perdidas de aceite a esta temperatura, pero aun a esta
temperatura, las mezclas no presentan buenas propiedades de esparcibilidad.

Las mediciones realizadas entre 35 y 37°C indican las caracteristicas de fusion en la
boca. Las mediciones realizadas a 33,3°C no deben ser mayores al 3,5% para no
percibir una sensacién cerosa en la boca. Para las mezclas 6ptimas obtenidas por
interesterificacion quimica y enzimatica se obtuvo valores de 46,37 y 26,26%,
respectivamente, por lo que estas mezclas no poseen las caracteristicas de fusion
requeridas para una base grasa de margarina untable comercial.

Experimentos similares realizados en mezclas ASH:AN=40:60 (Anexo VI) indican que
es posible obtener mezclas interesterificadas quimica y enzimaticamente cuyas curvas
de fusion describen buenas propiedades de esparcibilidad y no presenten exudacion
de aceites, aunque si se perciben en la boca, debido a que no funden completamente a
temperatura corporal.
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Tabla 6: Perfil de acidos grasos porcentual de mezclas 6ptimas.

Interesterificacion Interesterificacion
Acido graso ' quimica ’ ' enzimétic:fl.
(% ésteres metilicos) (% ésteres metilicos)
Calculado Obtenido Calculado Obtenido
C12:0 0,57 0,56+0,03 0,54 0,55+0,07
C14:0 0,27 0,28+0,01 0,26 0,2410,00
C15:0 0,03 0,04%0,00 0,03 0,02+0,02
C16:0 9,07 9,6510,14 8,99 9,58+0,36
C16:1/17:0 0,18 0,17+0,06 0,18 0,22+0,00
C18:0 52,25 43,13+0,18 49,54 40,57+4,18
C18:1isom 0,13 - 0,14 -
C18:1w9 0,02 0,2210,23 0,02 0,311£0,13
C18:1cw9 6,84 8,20+0,09 7,35 8,67+0,54
C18:2isom 0,79 0,67+0,02 0,85 1,02+0,18
C18:2w6 23,32 29,04+0,15 25,13 30,36+2,33
C18:3isom 0,13 0,05+0,01 0,14 0,11x0,05
C18:3w3 5,68 7,5410,08 6,12 7,92+0,87
C22:0 0,23 0,18x0,01 0,22 0,16x0,01
C24:0 0,03 0,06+0,01 0,02 0,05+0,00
nid 0,46 0,22 0,47 0,23

El perfil de acidos grasos exhibido en la Tabla 6 muestra los contenidos de acidos
grasos saturados e insaturados de las mezclas éptimas interesterificadas. Se observa
un mayor contenido de acidos grasos saturados en las mezclas obtenidas por el
método quimico, lo cual justifica el mayor CGS de las mezclas éptimas obtenidas
mediante éste método como lo indican Karabulut et al. (2004).

El contenido de acidos grasos trans es considerado bajo para los productos obtenidos
mediante ambos métodos. Sin embargo, es mayor para el proceso enzimatico debido
al mayor tiempo que la mezcla fue expuesta a alta temperatura. De acuerdo con
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O’Brien (2004), la isomerizacion geométrica ocurre a muy altas temperaturas, pero es

funcién de la relacién tiempo-temperatura.

Tabla 7: Perfil de TAG porcentual de mezclas éptimas.

Triacilglicerol

Interesterificacion
quimica (%)

Interesterificacion

enzimatica (%)

LnLnLn - 2,22
LLnLn 0,36 0,46
LnLLn - 1,47
LLnL 0,36 1,34
LLLn 0,36 1,10
PLnLn - 2,50
LnPLn 1,43 0,99
LLL 0,72 2,02
LLnO - 0,84
PLLn - 1,97
LnLnS - 2,06
LnSLn - 2,97
OLL - 1,20
LLnS 1,07 0,92
LnLS 3,94 10,29
LSLn 1,43 -
LnPP - 1,14
LLS 10,02 6,54
LSL 7,16 1,12
OLS 1,79 0,43
LOS 1,79 -
LSO 0,14 2,20
SLnS 1,43 -
LnSS 9,31 -
SLS 6,8 6,95
LSS 11,81 9,97
OSP - 2,82
SOS 2,51 2,75
0SS 2,15 6,29
SPS 5,73 -
PSS 4,29 -
SSS 10,02 18,73
n/i 15,38 8,71

En la Tabla 7 se observa el perfil de TAG del

interesterificadas quimica y enzimaticamente.

aceite de nuez y de las mezclas

Una de las ventajas de

la

interesterificacién enzimatica es que no cambia el &cido graso ubicado en la posicién
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sn-2; lo cual es posible comprobar mediante el anélisis de TAG. Esta caracteristica es
especialmente ventajosa si se utiliza, como en este caso, un aceite que contenga
acidos grasos esenciales, los cuales se ubican naturalmente en la posicién sn-2. El
producto obtenido enziméaticamente posee una mayor cantidad de acido linolénico
(C18:3 ®-3) en esta ubicacion en comparacion con el producto obtenido quimicamente
con 10,34 y 1,79% respectivamente (Anexo V).

Los altos contenidos de TAG con el patron sss (trisaturado) que alcanzan valores de
20,04 y 18,73% para las reacciones quimica y enzimatica, respectivamente (Anexo V).
Estos TAGs proporcionan la estructura y los altos puntos de fusion observados en las
muestras interesterificadas por ambos métodos; ademas ofrece una barrera contra la

humedad como lo describe O’Brien (Anexo IV).

5. CONCLUSIONES

*= La composicion de las mezclas es la variable mas relevante sobre el perfil de
fusién de las mezclas interesterificadas quimica y enzimaticamente.

= En el proceso de interesterificacion quimica, la temperatura no presentd un
efecto significativo sobre el CGS del producto interesterificado.

= Es posible observar la evolucion de la interesterificacion enzimatica y
determinar un equilibrio termodinamico para la mezcla aceite de nuez-aceite de
soya full hidrogenado bajo las condiciones estudiadas; en que la reaccién se
acelera al aumentar la homogeneidad de la mezcla.

= La optimizacién de los métodos de interesterificacion quimica y enzimatica
permiten obtener bases grasas que, aunque no son aptas para margarina
untable, puede tener potenciales usos en coberturas, rellenos y grasas para
freir de alto contenido de acidos grasos ®-3 y mayor estabilidad.

= La interesterificacion de las mezclas ASH-AN con un porcentaje de ASH
cercano al 40%, permite elaborar bases grasas con un perfil de fusién
compatible con una base para margarina untable con un alto contenido de
acidos grasos -3 y bajo en trans.

= Mediante la interesterificacion quimica y enzimatica es posible modificar las
propiedades fisicas de una mezcla y obtener una base para margarina de bajo
contenido de acidos grasos trans.
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Anexo |

Perfil de acidos grasos y TAG de aceite de nuez y ASH utilizado.

Q. Contenido (%) en | Contenido (%) en
Acido graso aceite de E1uzaz ASH( )
nid 0,59 0,38
C12:0 - 0,98
C14:0 0,03 0,44
C15:0 - 0,05
C16:0 7,65 10,06
C16:1/17:0 0,16 0,20
C18:0 2,40 87,18
C18:1isom 0,31 -
C18:1tw9 - 0,03
C18:1cw9 16,36 0,17
C18:2isom 1,86 0,05
C18:2w6 56,52 0,06
C18:3isom 0,32 -
C18:3w3 13,78 -
C22:0 0,02 0,37
C24:0 - 0,04
Total 100 100
Contenido (%) en
TAG aceite de f‘luz;z
LLnLn 4,81
LLLn 17,91
PLnLn 0,83
LLL 22,23
OLLn 7,13
PLLn 5,14
OLL 15,59
PLL 12,6
LOO 6,46
LOP 7,12
000 0,17
Acidez aceite de nuez (% acidos oleico): 3,5610,2
indice de peroxidos aceite de nuez (meq O./kg): 3,05+0,11
CGS estandar, base para margarina Belmont pote:
T (°C) 10 21,1 26,7 33,3 40
CGS (%) 20 12 8 1 0
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Anexo |l

Curva de compresion para mezclas optimas interesterificadas quimica y
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Anexo i

Datos fisicos (CGS) de mezclas aceite de soya/aceite de soya totalmente hidrogenado
(AS/ASH) y aceite de soya/estearina de palma (AS/ESP) antes (a) y después (d) de la
interesterificacion quimica (Kellens, 2000).

mezcla 90/10 80/20 70/30 60/40 50/50
CGS a d a d a d a d a d
0°C 12,1 9,3 23,1 (21,4 |342 [36,5 |44,3 |50,2 |54,6 |61,5
10°C 12,0 |8,3 229 |[12,3 |336 |224 (43,4 |38,3 |54,6 |54,0
(:,E) 20°C 12,1 |3,0 22,8 (10,0 [329 |20,9 |42,1 |33,0 |52,8 |48,2
< |30°C 10,4 |1,8 18,8 [4,2 29,9 |99 38,7 [20,3 |49,1 |33,0
‘!3 40°C 8,0 0,9 16,5 [2,0 251 |48 34,7 (11,1 |443 |19,6
50°C 3,4 0,0 10,3 |0,0 17,3 |1,0 246 |39 342 |8,6
MP (°C) 52 24 62 31 64 47 66 57 66,1 |57,2
0°C 10,3 |6,0 19,5 (142 (28,9 |23,7 |42,1 |37,1 |49,7 |472
10°C 10,2 (4,2 18,7 (11,7 |26,6 |19,8 |36,2 |34,6 |47, 43,0
(‘:}3 20°C 7,2 0,0 14,3 |3,9 21,1 7,2 30,4 |17,5 |39,1 24,1
W 130°C 4,8 10,0 [1,5 14,9 |3,0 22,7 |8,7 28,2 12,2
f_ﬁ 40°C 0,0 6,1 0,0 9,7 1,2 16,6 |3,0 18,6 |5,1
50°C 0,0 3,6 0,0 4.8 0,0 5,5 0,0
MP (°C) 36,5 |[11,0 |451 |21,2 |49,8 [|29,5 |51,3 (41,0 |51,5 |445
(a} ]
——————— Apies de la estarificaclen 0 | | o Antes de by esterificacian
Despuas de la esterificacion — Despues de b esterificacion
m] S —— S— 60 — 0
sal\__ Iy ” Snli_ 5
o] N “-‘*-@f—' o | | o e v
m.hl .-.-]'.W-IUJ = TR --_” 30!. e .
N \\\ e . L o, 4O - o
b :ETI.J_J R l','_'\\- . \\\ J2 Iﬂ:: m'l_ﬂ_l-. )
S N L B B S S ot
'ﬂ“ 10 ; 3:];__;_-‘%:;;--—:\5{}“ u.ﬂ_ 1] Iﬁl - --;0__'_ -w__ _,J_Wu
Temperatura *C Temperatura °C

Perfiles de CGS de mezclas (a) AS/ASH y (b) AS/ESP antes y después de la
interesterificacion quimica (Kellens, 2000).
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Anexo IV

Fusion de TAG y funcionalidad (O’Brien 2004).

Patron TAG-AG | T fusion (°C) | Dobles enlaces |

Funcionalidad

Fusion zona 1: frio

LLL -13,3 6
OLL 6.7 5| Nutricién
PLL -5,6 4 .
Claridad
PLO -2,8 3 Lubricacion
OOL -1,1 4
SLL 1,1 4
Fusidn zona 2: temperatura ambiente
000 ,6 3
SLO 6,1 3 Lubricacion
POO 15,6 2] Claridad
SO0 22.8 2
PLP 27,2 2
Fusidn zona 3: temperatura corporal
SLP 30,0 2 E
2| o
POP 35,0 1 Lubricacio
SOP 37.8 1 Bu rlca0|ont ) dad
SOS 417 1 arrera contra humeda
Fusioén zona 4: calentamiento
PPP 96,1 0 Estructura
ggE g?? 8 Lubricacion
3SS 65.0 0 Barrera contra humedad

L: 4cido linoleico
O: &cido oleico

P: acido palmitico
S: acido estearico
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Anexo V

Ubicacion de los acidos grasos segun su nivel de saturacion en MAG y TAG patrones

formados en interesterificacion quimica y enzimatica (%).

MAG IEexp IQexp

-Ln- 10,34 1,79
-S- 46,23 53,47
-U- 45,06 29,72
TAG

SSS 18,73 20,04
SUS 9,70 9,31
SSuU 20,23 23,27
Uuu 10,64 1,80
usu 7,28 10,16
uus 24,72 18,61

S: &cido graso saturado

U: acido graso insaturado

IE: interesterificacion enzimatica
IQ: interesterificacion quimica
exp: experimental
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Anexo VI

Mezclas 40% ASH interesterificadas quimica y enzimaticamente.
Condiciones interesterificacion quimica: 0,5% CH3;ONa; 60 min; 90°C; PF= 45°C.
Condiciones interesterificacion enzimatica: 5% enzima; 240 min; 70°C; PF= 43,7°C.
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