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RESUMEN 

Hoy en día, los aceites de origen marino son productos valiosos con gran aplicación 

nutricional por su alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga 

omega-3 (AGPICL n-3), principalmente el ácido eicosapentaenoico (C20:5, EPA) y 

el ácido docosahexaenoico (C22:6, DHA). Éstos son reconocidos por sus múltiples 

beneficios a la salud, asociándose con la protección frente a enfermedades 

cardiovasculares, funciones neuronales, regulación de la inflamación, entre otros. 

No obstante, el consumo de productos del mar en Chile es bajo con respecto al 

promedio mundial, debido a lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se 

investigó el enriquecimiento de una matriz de crema de helado, con la adición de 

triacilglicéridos estructurados (TAGs) de EPA, DHA y ácido caprílico, obtenidos de 

la purificación del producto generado en el proceso de acidólisis enzimática 

(Candida antarctica) de aceite refinado comercial de salmónidos y concentrado de 

AGPICL n-3 de aceite crudo comercial de salmónidos, bajo condiciones de dióxido 

de carbono supercrítico. En donde, el concentrado AGPICL n-3 con alto contenido 

de EPA y DHA a partir de aceite crudo comercial de salmónidos, se obtuvo luego 

de un proceso de saponificación y posterior inclusión en cristales de urea.  

El enriquecimiento de helado se llevó a cabo con la adición de TAGs de EPA y DHA 

mediante la optimización de las variables del proceso de homogeneización, 

concentración de TAGs de EPA y/o DHA y velocidad de agitación utilizando un 

diseño factorial 22 con 2 repeticiones en el punto central (0,0) según metodología 

de superficie de respuesta. Se estudió el efecto del proceso de homogeneización 

sobre el comportamiento térmico, mediante calorimetría diferencial de barrido para 

las variables respuesta de fusión en boca (10°C) y resistencia al derretimiento (0°C). 

Los valores obtenidos para la optimización de las variables de fusión en boca y 

resistencia al derretimiento respecto al helado control, fueron de 6056 rpm para la 

velocidad de agitación y 151 mg de TAGs de EPA y/o DHA. Por lo que este estudio 

permite complementar la ingesta de pescado con un producto de consumo masivo, 

además de representar un acercamiento a los niveles óptimos de relación ácidos 

grasos omega-6 y omega-3 en un alimento especialmente atractivo para niños. 



13 
 

ABSTRACT 

Nowadays oil from marine origin are valuable products with great nutritional 

application due to their high content of omega-3 long chain polyunsaturated fatty 

acids (AGPICL n-3), mainly eicosapentaenoic acid (C20: 5, EPA) and  

docosahexaenoic acid (C22: 6, DHA). These fatty acids are known for their multiple 

health benefits, being associated with protection against cardiovascular, the optimal 

development of neural, regulating imflammation, and others. 

However, the consumption of seafood in Chile is quite low with respect to the world 

average, due to the above, the present work studied the enrichment of a cream 

matrix of ice cream with the addition of EPA, DHA and caprylic acid structured 

triacylglycerols (TAGs), obtained from the purification of the product generated in the 

enzymatic acidolysis process (Candida antarctica) of commercial refined oil of 

salmonids and concentrate of AGPICL n-3 of commercial crude oil of salmonids 

under conditions of supercritical carbon dioxide. The commercial crude oil of 

salmonids AGPICL n-3 concentrate was obtained by saponification and subsequent 

inclusion with urea crystals for the exclusive production of AGPICL n-3, EPA and 

DHA. 

The enrichment of ice cream was carried out with the addition of EPA and DHA TAGs 

by optimizing the variables of the homogenization process, EPA and DHA 

concentration and stirring speed using a factorial design 22 with 2 repetitions at the 

center point of the coded variables (0,0) according to response surface methodology.  

The effect of the homogenization process on thermal behavior was studied by 

differential scanning calorimetry (DSC) for the variables response mouth melt 

measured at 10°C and thermal resistance measured at 0°C. 

The values obtained for the optimization of the response variables, mouth melt and 

thermal resistance with respect to control ice cream were 6056 rpm for the agitation 

speed and 151 mg of EPA and/or DHA TAGs in the enrichment of the cream in the 

ice cream matrix. So this study allows to complement the intake of fish with a product 

of mass consumption, besides representing an approach to the optimal levels of 

omega-6 and omega-3 fatty acids in a food especially attractive for children. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

Los aceites son divididos en dos grupos según su origen: los obtenidos a partir de 

semillas y/o frutos de origen terrestre y los obtenidos a partir de vegetales (algas) y 

animales (peces, crustáceos, moluscos y mamíferos) de origen marino. Ambos tipos 

de aceites están igualmente constituidos por mezclas de triglicéridos cuyos 

principales componentes son los ácidos grasos (Valenzuela y Sanhueza, 2009).  

Dentro de los triacilglicéridos, dependiendo de la posición de su doble enlace, se 

encuentra el omega-3 y el omega-6 (n-3 y n-6, respectivamente). Los omega-6 se 

encuentran principalmente en aceites vegetales, aceite de semillas de onagra, 

borraja y grosella negra (FAO, 2008; FAO, 2010), y los omega-3 en el aceite de 

pescado y otros alimentos marinos, especialmente en pescados aceitosos, tales 

como el salmón, la sardina y el atún (González y Orellana, 2002). 

Los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (AGPICL n-3) han 

obtenido una creciente atención debido a su papel beneficioso en la nutrición y salud 

humana. Los AGPICL n-3, tales como el cis-5,8,11,14,17 ácido eicosapentaenoico 

(EPA, C20:5 n-3) y el cis-4,7,10,13,16,19 ácido docosahexaenoico (DHA, C22:6 n-

3) se encuentran normalmente presentes en aceites de origen marino (Siriwardhana 

y cols., 2012). 

La importancia de estos efectos es relevante, ya que la primera causa de muerte, 

tanto en los países desarrollados, como en aquellos en vías de desarrollo, se 

atribuye a las patologías asociadas al aparato circulatorio, estando el 80% de ellas 

asociadas directa o indirectamente al proceso ateroesclerótico (Anales científicos, 

2002). Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en 

Europa, representando el 49% de todas las muertes y el 30% de las muertes antes 

de los 65 años. En la actualidad, la prevalencia de enfermedad cardiovascular lejos 

de ir disminuyendo, continúa creciendo, vinculada al aumento progresivo en la edad 

de la población. En la promoción y prevención de la enfermedad cardiovascular, la 

dieta juega un papel predominante (García y cols., 2009; López-Huertas, 2012; Dyall 

2015). 



15 
 

Los AGPICL n-3 son considerados actualmente como factores determinantes en la 

prevención y/o el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, incluyendo 

efectos hipotrigliceridémicos y antiinflamatorios bien establecidos. Además, varios 

estudios indican efectos prometedores antihipertensivos, anticancerígenos, 

antioxidantes, antidepresivos, antienvejecimiento y antiartritis (Siriwardhana y cols., 

2012). También tiene efecto sobre enfermedades coronarias y baja la incidencia en 

los infartos al miocardio (FAO, 2008; FAO, 2010). 

El incremento en el consumo de los AGPICL n-3 ha sido recomendado por 

autoridades de la salud en Canadá (Scientific Review Committee, 1990) y la United 

Kingdom (The British Nutrition Foundation, 1992), e ingesta diaria de cerca de 200-

400 mg of AGPICL n-3 en Europa y US (de Deckere y cols., 1998; Simopoulos y 

cols., 1999). 

La recomendación de acuerdo a FAO (2010) para hombres adultos y mujeres 

adultas no embarazadas / no lactantes es de 250 mg/día de EPA más DHA, con 

evidencia insuficiente para establecer un consumo mínimo específico de EPA o 

DHA solo; ambos deben ser consumidos. Para las mujeres embarazadas y lactantes 

adultas, la ingesta mínima para la salud óptima de los adultos y el desarrollo fetal e 

infantil es de 300 mg/día EPA más DHA, de los cuales al menos 200 mg/día deben 

ser DHA.  

Sin embargo, en las sociedades occidentales el consumo de pescado es bajo, 

siendo de 7 kg/año en Chile, lo cual corresponde a un 33% menos que el consumo 

mundial. El aumento del consumo a niveles recomendados implicaría grandes 

alteraciones en los hábitos alimenticios (Carrero y cols., 2005). La solución más 

económica es prevenir estas enfermedades mediante el consumo de alimentos ricos 

en AGPICL n-3 o suministrándolo en forma de cápsulas u otro producto de modo 

que el consumo de aceite sea adecuado desde el punto de vista químico, 

organoléptico y toxicológico (Anales científicos, 2002; FAO, 2008). 

La incorporación de aceite de pescado en una serie de nuevos alimentos 

comerciales ofrece la oportunidad de un consumo público más amplio de AGPICL 

n-3 con sus beneficios para la salud asociados (Metcalf y cols., 2003). Sin embargo, 

el aceite de pescado contiene ácidos grasos saturados, monoinsaturados que 



16 
 

forman parte del total aceite que no son AGPICL n-3 EPA y DHA (Pando y cols., 

2014). 

Hasta la fecha, la única alternativa ha sido un consumo regular de aceite de pescado 

en forma de cápsulas, no obstante, los ácidos grasos omega-3 se metabolizan y se 

absorben mejor en el organismo como triacilglicéridos que como ésteres etílico o 

metílico (Metcalf y cols., 2003; Dyerberg y cols., 2010). 

Una estrategia alternativa para incrementar el aumento a largo plazo de la ingesta 

de AGPICL n-3 puede ser proporcionar una amplia gama de productos alimenticios 

comerciales e ingredientes reforzados con triacilglicéridos (TAGs), que pueden 

incorporarse a una dieta existente. 

Los TAGs han modificado su composición y/o distribución posicional de los ácidos 

grasos en la molécula de glicerol, mediante reacciones químicas y/o enzimáticas, 

con mejoramiento de sus propiedades funcionales y/o nutricionales (Osborn y Akoh, 

2002). Una de las reacciones enzimáticas es la acidólisis catalizada por lipasas la 

cual proporciona ventajas, como el uso de temperaturas relativamente bajas y una 

mayor selectividad del catalizador. La tecnología de fluidos supercríticos (FSC) 

ofrece una alternativa ventajosa como medio de catálisis enzimática debido a su 

alta versatilidad e inocuidad de los solventes en estado supercrítico (Wimmer y 

Zarevúck, 2010). 

En la presente tesis se pretende obtener una matriz de crema de helado enriquecida 

con TAGs purificados de EPA, DHA y ácido caprílico, obtenidos a partir de acidólisis 

enzimática entre concentrado AGPICL n-3/aceite refinado comercial de 

salmónidos/ácido caprílico, bajo condiciones de CO2 supercrítico, mediante la 

optimización de las variables del proceso de homogeneización, contenido de TAGs 

de EPA, DHA y ácido caprílico y velocidad de agitación, con propiedades térmicas 

y texturales similares a helado control fabricado en laboratorio. 
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CAPÍTULO II: REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1  MATERIA PRIMA: SALMÓN 

El pescado, especialmente los que pertenecen al tipo graso como el arenque, la 

caballa y el salmón, representan una rica fuente y prácticamente única de ácidos 

grasos altamente insaturados, específicamente ácido eicosapentaenoico (20:5 n-3, 

EPA) y ácido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA) (Gordon y cols., 2012). 

El salmón es una especie de captura salvaje, sin embargo, actualmente su amplia 

disponibilidad deriva prácticamente en un 100% de la producción industrializada 

chilena a través de la acuicultura. Dentro de esta industria, las dos variedades de 

cultivo intensivo más importantes, son el salmón del Atlántico (Salmo salar) y el 

salmón del Pacífico o también conocido como salmón Coho (Oncorhynchus kisutch) 

(Valenzuela y cols., 2012).  

En 2014, Chile ocupó el octavo lugar en volumen de pescado desembarcado. Sin 

embargo, el consumo de pescado en Chile es bajo en comparación al consumo 

mundial, ya que, en 2013 se estimó un consumo de 13,2 kilos de productos marinos 

al año, siendo 7 kilos los correspondientes a pescado, en relación a los 22,2 kilos 

de productos del mar consumidos en Perú (Fundación Chile, 2016). 

Un 46% de los chilenos consume pescado al menos una vez por semana. Cabe 

destacar que el pescado juega un rol importante para combatir la malnutrición y es 

la principal fuente de proteína animal en muchos países en desarrollo. Los 

productos del mar no son sólo una fuente de proteínas de fácil digestibilidad y ácidos 

grasos omega-3, sino que además son una fuente esencial de otros nutrientes como 

el yodo, la vitamina D y el calcio, que son cruciales para el correcto funcionamiento 

de nuestro organismo (FAO, 2015; Fundación Chile, 2015). 

En 2006, se estimó que el 87% de todo el aceite de pescado lo utilizaba la industria 

de la acuicultura para producir piensos. Mientras que el 13% restante se 

transformaba en productos para el consumo humano, principalmente en cápsulas 

de aceite de pescado Los cultivos de salmón, por si solos, utilizaban 

aproximadamente el 33% de todo el aceite de pescado producido (FAO, 2008; FAO 

2010). 
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La alimentación del salmón en cultivo es un proceso altamente tecnificado y 

científicamente elaborado. Los componentes más importantes de la dieta artificial 

de los salmones son la harina y el aceite de pescado. Ambos productos son 

obtenidos a partir de la captura industrializada de peces oceánicos como el jurel, la 

sardina, la anchoveta, entre otras. La harina le aporta al salmón los macro y micro 

nutrientes esenciales y el aceite, además de constituir un aporte energético 

importante, le permite incorporar los AGPICL n-3 fundamentales para su crecimiento 

y desarrollo (Kapoor y Patil, 2011). 

 

2.2  ACEITE DE PESCADO 

Originalmente, el aceite de pescado era un “subproducto” de la fabricación de la 

harina de pescado, un valioso producto de amplia utilización en la industria de la 

nutrición animal. En la actualidad, Perú, Chile, Dinamarca y Noruega, en ese orden, 

son los países con mayor actividad pesquera destinada a la fabricación de harina 

de pescado y aceite de pescado. Los aceites marinos con alto grado de refinación 

y desodorización también han sido utilizados como tales en la alimentación humana, 

particularmente en algunos países latinoamericanos (Chile, Perú y Ecuador) y 

europeos (Noruega, Dinamarca y Finlandia) (Valenzuela y cols., 2012). 

Por otra parte, cabe destacar que el suministro de harina y aceite de pescado en 

algunas zonas del mundo son los ingredientes para la elaboración de piensos para 

peces y camarones. El cuidado de estos recursos es particularmente importante 

para la sostenibilidad a largo plazo de la acuicultura (FAO, 2011). 

En la actualidad, el sector de la acuicultura utiliza aproximadamente un 75% de la 

producción mundial de aceite de pescado y este porcentaje está aumentando de 

forma constante (FAO, 2013). 

La producción de aceite de pescado mundial se ha mantenido entre 1 y 1,25 

millones de toneladas durante muchos años que demuestran la naturaleza 

sostenible de las pesquerías (Pike y Jackson, 2010). 

En Chile, los desembarques de peces van mayoritariamente a la producción de 

harina y aceite de pescado. A principios de la década de los setenta, más de un 
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91% de los peces se destinaba a la industria de la harina con 1.263.657 toneladas; 

en el año 2012 este destino ha bajado a 65% del desembarque total de peces, 

siendo de 2.050.778 toneladas (Odepa, 2014). 

En términos de exportación de harina y aceite de pescado, Chile destinó en 2013 

(hasta Noviembre), 230.259 toneladas de harina de pescado al mercado 

internacional, siendo el principal destino Estados Unidos, seguido por Japón, que 

hasta el 2012 era el principal destinatario de los productos pesqueros, luego Brasil 

y China. Estas exportaciones estuvieron avaluadas en 108 millones de dólares en 

2012 (Odepa, 2014; Odepa, 2013). 

En relación con las importaciones del sector pesquero, en 2012 el aceite de pescado 

alcanzó cifras de 104.515 dólares (Odepa, 2013). 

Mundialmente, la pesca y acuicultura destinó 23 millones de toneladas de pescados 

a la producción de harina y aceite, siendo el 14% del total de lo recolectado (Odepa, 

2013). 

 

2.3  EFECTOS POTENCIALES DEL ACEITE DE PESCADO 

En los tiempos iniciales de nuestra especie, es decir en el momento en que se fijó 

el patrón genético humano, se estima que la relación entre el consumo de omega-

3 y omega-6 habría sido de 1:1. Pero con los cambios de dieta asociados a la 

agricultura y más tarde a la industrialización, esta relación se ha desequilibrado 

llegando a ser de 1:20. Un hecho que produjo un gran incremento del consumo de 

ácido linoleico, perteneciente a la familia omega-6, fue la aparición de la industria 

de los aceites vegetales (González y Orellana, 2002). A su vez, las dietas 

occidentales son deficientes en AGPICL n-3, y tienen una cantidad excesiva de 

AGPICL n-6 en comparación con la dieta en la que los seres humanos 

evolucionaron y sus patrones genéticos fueron establecidos. Las cantidades 

excesivas de AGPICL n-6 y una muy alta proporción n-6/n-3, como es encontrada 

en las dietas occidentales de hoy, promueven la patogénesis de muchas 

enfermedades, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, el cáncer, 

inflamatorias y enfermedades autoinmunes, mientras que los mayores niveles de 
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AGPICL n-3 y una baja relación n-6/n-3 ejercen efectos represivos. En la prevención 

secundaria de la enfermedad cardiovascular, una proporción de 4/1 fue asociada 

con una disminución del 70% en la mortalidad total (De Loregeril y cols., 1994; 

Swanson y cols., 2012). 

El consumo de AGPICL n-3 derivado del aceite de pescado, ya sea como pescado 

(silvestre y cultivado) o aceite de pescado encapsulado, ha demostrado que ayuda 

a mantener la salud, especialmente la salud cardiovascular (Pike y Jackson, 2010; 

McNeish y cols., 2017). 

La FAO recomienda un consumo diario de 500 mg de EPA y de DHA para la 

prevención primaria de enfermedades coronarias. Para cumplir con esta 

recomendación, se deben consumir al menos dos porciones de pescado graso (90g 

cada una), como salmón y arenque, a la semana. Mientras que dos porciones 

diarias de bacalao, un pescado bajo en grasas, (90 g cada una) proporciona 

alrededor de 284 mg de EPA y de DHA al día (FAO, 2008; FAO, 2010). 

Existen pruebas concluyentes que apuntan a que el consumo de pescado, y en 

particular el pescado graso, disminuye el riesgo de mortalidad por cardiopatía 

coronaria; se estima que el consumo de pescado reduce un 36% el riesgo de muerte 

por esta enfermedad debido a los AGPICL n-3 que se encuentran principalmente en 

el pescado y los productos pesqueros. Además, el consumo de AGPICL n-3 reduce 

la frecuencia cardíaca en reposo (FC) y la presión arterial sistólica y diastólica 

(Mozaffarian y Wu, 2011). La cardiopatía coronaria es un problema mundial de salud 

que afecta a sectores cada vez más amplios de la población en países en desarrollo, 

y los productos acuícolas son una fuente importante de estos ácidos grasos omega-

3 de cadena larga (FAO, 2013).  

Hay varios estudios epidemiológicos que muestran una relación inversa entre el 

consumo de AGPICL n-3 y la incidencia de la depresión. El mecanismo de acción 

propuesto de AGPICL n-3 en los trastornos del estado de ánimo incluye los efectos 

sobre las propiedades biofísicas de las membranas sinápticas que afecta a los 

receptores de neurotransmisores, y los efectos sobre las respuestas inflamatorias 

que involucran los eicosanoides (Alabdulkarim y cols., 2012). 
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Además, el EPA y DHA funcionan como un componente del cerebro y del tejido 

nervioso, y en particular en el desarrollo de estos órganos. Una dieta rica en AGPICL 

n-3 tiene un papel importante en el último trimestre del embarazo y en la nutrición 

infantil, ya que especialmente el DHA influye en el desarrollo y función del sistema 

nervioso y en el órgano visual en el feto y el recién nacido (FAO, 2013). 

Se ha encontrado un efecto beneficioso de los AGPICL n-3 que desempeñan un 

papel importante en el metabolismo óseo y en la salud ósea, ya que mejoran la 

actividad de los osteoblastos (función de mineralización) e inhiben la actividad de 

los osteoclastos (causan resorción ósea) (Alabdulkarim y cols., 2012). 

Existen numerosos experimentos con animales e investigaciones clínicas que 

muestran que la aplicación de aceite de pescado tiene gran utilidad en el tratamiento 

y prevención de enfermedades tales como artritis, arterosclerosis, soriasis, dolores 

menstruales, infarto cardíaco, diabetes y esquizofrenia. Incluso se ha encontrado 

un efecto inhibitorio en el crecimiento de tumores cancerosos. Además, se ha 

demostrado que un aumento en el consumo de aceite de pescado tiene un impacto 

positivo sobre el estado de salud general (González y Orellana, 2002).  

Se ha visto en recientes estudios la correlación entre el consumo de ácidos grasos 

omega-3, EPA y DHA, y el aumento de los peaks de masa ósea en el tratamiento 

de la osteoporosis (Kuroda y cols., 2017), y en el tratamiento de afecciones y 

trastornos psicológicos (Skogli y cols., 2017). Asimismo, estudios han demostrado 

su eficacia para el tratamiento de diversas enfermedades como diabetes mellitus, 

hipertensión, función cardiaca, neuropatías y artritis (Ostadrahimi y cols., 2016; 

Galan-Arriero y cols., 2017; Abdulrazaq y cols., 2017).  

Es por esto que la FAO ha estimado que un aporte diario de 250 mg de EPA más 

DHA por adulto garantiza una protección óptima contra la cardiopatía coronaria. 

Mientras que para el desarrollo óptimo del cerebro de los niños se necesitan 

diariamente sólo 150 mg al día (FAO, 2013). 
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2.4  ÁCIDOS GRASOS DE CADENA MEDIA: ÁCIDO CAPRÍLICO 

Los ácidos grasos de cadena media (AGCM) contienen entre 6 y 12 átomos de 

carbono y son digeridos, absorbidos y metabolizados de manera distinta que los 

ácidos grasos de cadena larga (AGCL) (Bach y Babyan, 1982). 

Los triglicéridos de cadena media contienen ácidos grasos saturados como son el 

ácido caproico (C6:0), el ácido caprílico (C8:0), ácido cáprico (C10:0) y ácido laúrico 

(C12:0). Estos se encuentran en algunos aceites como el de coco o el palmiste, 

cuyo contenido en AGCM supera el 50% del total de ácidos grasos, y en una 

pequeña proporción en otros productos naturales como la leche bovina y la leche 

de cabra (Papamandjaris y cols., 1998; Sáyago-Ayerdi y cols., 2008). 

En estos tipos de ácidos grasos, la masa molar es lo suficientemente pequeña para 

que sean hidrosolubles por lo que se requieren menos sales biliares para su 

digestión, no se reesterifican en el enterocito, y son transportados por la vena porta. 

Pueden ingresar en las células de la mucosa intestinal en forma de diglicéridos y 

monoglicéridos, los cuales son hidrolizados por la lipasa de la mucosa a AGCM y 

glicerol, los AGCM libres son unidos a albúmina y transportados vía porta al hígado. 

En virtud de que la velocidad de flujo sanguíneo portal es casi 250 veces mayor que 

el flujo de la linfa, los AGCM son absorbidos con rapidez y es probable que no sean 

afectados por factores intestinales que inhiban la absorción grasa (Sáyago-Ayerdi y 

cols., 2008). 

 

2.5  ÁCIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGPI) 

Los AGPI naturales, con dobles enlaces separados por un metileno y de 

configuración Cis pueden dividirse en 12 familias diferentes: pueden comprender 

entre dobles enlaces situados en la posición n-1 hasta la n-12 (Gunstone, 1999). 

Las familias más importantes, por lo que se refiere al grado de frecuencia, la salud 

y nutrición humana, son la omega-6 y la omega-3 (Ratnayake y Gill, 2009). 

Existen dos AGPI que el organismo no puede sintetizar, el ácido linoleico (18:2 n-6; 

LA) y el ácido alfa linolénico (18:3 n-3; ALA), que deben obtenerse de la dieta y se 
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les conoce como ácidos grasos esenciales. Estos ácidos grasos pertenecen a la 

familia omega-6 u omega-3 (Rodríguez-Cruz y cols., 2005). 

El LA es el ácido graso esencial primario o generador de la familia n-6. Posee 18 

átomos de carbono y dos dobles enlaces. Además, el primer doble enlace se 

encuentra a 6 átomos de carbono del extremo metilo de la cadena de ácidos grasos, 

y este es el motivo de que se denomine omega-6. 

El ALA es el ácido graso esencial primario o generador de la familia n-3. Cuenta 

igualmente con 18 átomos de carbono, pero posee tres dobles enlaces (Ratnayake 

y Gill, 2009; FAO, 2012). 

Los aceites de origen marino se caracterizan por su alto contenido de ácidos grasos 

omega-3, aunque es necesario diferenciar entre los ácidos grasos omega-3 de 

origen vegetal terrestre, y los de origen marino, ya que los primeros solo tienen 

como principal componente omega-3 al ALA, en cambio los de origen marino se 

caracterizan por su alto contenido de AGPICL n-3, siendo los más relevantes el EPA 

y el DHA (Valenzuela y Sanhueza, 2009). 

La ruta biosintética de los seres humanos no parece proporcionar un nivel suficiente 

de ALA para que éste sustituya al EPA y al DHA de la dieta. Sólo se alcanzan 

grandes niveles de EPA y DHA en la sangre u otras células cuando éstos son 

incorporados como tales en la dieta mediante el consumo de pescado y aceites de 

pescado, que son fuentes ricas en estos AGPICL n-3 (FAO, 2012). 

 

2.6  CONCENTRACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE 

CADENA LARGA n-3 (AGPICL n-3) POR INCLUSIÓN EN CRISTALES DE 

UREA 

Los concentrados de AGPICL n-3 pueden ser producidos por varios métodos, tales 

como cristalización en frío, inclusión con urea, destilación molecular, extracción 

supercrítica, complejación argéntica y concentración con lipasa (Liu y cols., 2006). 

De todos ellos, la técnica más eficiente y sencilla es la complejación con urea, que 

permite separar los ácidos grasos poliinsaturados de los saturados y 
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monoinsaturados, mediante un económico proceso a baja temperatura y presión 

(Wanasundara y Shahidi, 1999; Guil-Guerrero y Belarbi, 2001; Liu y cols., 2006). 

El método de los compuestos de inclusión de urea es la técnica más utilizada para 

la obtención de concentrados de AGPICL. Consiste en separar los ácidos grasos 

saturados y monoinsaturados de los ácidos poliinsaturados partiendo de una 

disolución en caliente y saturada de urea que contiene a todos los ácidos grasos en 

estado libres (AGL). Esta disolución se enfría, provocando la cristalización de la 

urea; por otra parte, los ácidos grasos saturados y monoinsaturados, debido a su 

estructura en forma de cadenas largas y lineales, quedan incluidos en el interior de 

la estructura cristalina de la urea, mientras que los AGPICL permanecen en la 

disolución (Hayes y cols., 1998; Zuta y cols., 2003). 

Investigaciones con rayos X confirman que la urea cristaliza normalmente en una 

estructura tetragonal, pero en presencia de moléculas orgánicas de cadena larga y 

lineales los cristales son hexagonales. Los AGPICL no forman compuestos de 

inclusión con la urea debido a que la presencia de dobles enlaces en sus moléculas, 

ya que introduce irregularidades estéricas y como consecuencia desviaciones de 

las distancias óptimas intermoleculares, disminuyendo las fuerzas de atracción neta 

que estabiliza los compuestos de inclusión (Ramírez, 2005). 

Al aplicar este método de concentración, las variables más significativas son la 

relación urea/AGL y la temperatura de cristalización. Cuanto mayor es la relación 

urea/AGL, más favorecida está la formación de los compuestos de inclusión. La 

relación urea/AGL más óptima para la formación de los compuestos de inclusión 

está cerca de 3:1 p/p (Zuta y cols., 2003). 

 

2.7  LÍPIDOS ESTRUCTURADOS Y BIOCATALIZADORES 

Gran parte del interés inicial en enzimología fue desarrollado por científicos como 

Pasteur, Payen y Persoz, que estaban asociados con los alimentos, el vino y la 

cerveza industrial. La presencia de lipasa en bacterias se había observado ya en 

1901 por el microbiólogo Christiaan Eijkmann, como lo fueron los Bacillus 

prodigiosus (ahora Serratia marcescens), B. pyocyaneus (ahora Pseudomonas 
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aeruginosa), B. fluorescens (ahora P. fluorescens) y Staphylococcus 

pyogenesaucreus (ahora S. aureus) (Aravindan y cols., 2007). 

Las lipasas son enzimas ubicuas, que se encuentran en los animales, plantas, 

hongos y bacterias, son de gran importancia fisiológica y gran potencial industrial 

(Aravindan, y cols., 2007). Diferentes tipos de biocatalizadores, como las lipasas, 

esterasas, y fosfolipasas pueden ser utilizados para la modificación de los lípidos. 

De estos biocatalizadores, las lipasas son los catalizadores más versátiles en el 

campo de la biotecnología de lípidos y tienen una variedad de aplicaciones 

industriales (Speranza y Alves, 2012).  

El uso de lipasas para la incorporación de ácidos grasos deseados en las posiciones 

específicas del resto de glicerol o la eliminación selectiva de ácidos grasos de 

posiciones específicas tiene el potencial de generar una cantidad concentrada de 

un tipo particular de ácidos grasos. Está bien establecido que la mayoría de las 

lipasas, en particular las que son microbiana, muestran cierta selectividad a los 

ácidos grasos, catalizan reacciones en condiciones no naturales, tienen amplia 

especificidad de sustrato y poseen propiedades regioselectivas. (Speranza y Alves, 

2012). 

Las lipasas son serina hidrolasas y contienen una secuencia consenso G - X1 - S - 

X2 - G como fracción catalítico, donde G - glicina, S - serina, X1 - histidina y X2 – 

ácido glutámico o aspártico. La función biológica de la lipasa es catalizar la hidrólisis 

de triacilgliceroles para dar ácidos grasos libres, diacilgliceroles, monoacilgliceroles 

y glicerol (Aravindan y cols., 2007). 

La hidrólisis de aceites es la función natural de las lipasas. Por lo tanto, es posible 

utilizar lipasas para producir glicéridos especiales o ácidos grasos libres que tienen 

muchas aplicaciones diferentes (Speranza y Alves, 2012). 

Los aceites marinos son una fuente natural de los AGPICL n-3 EPA y DHA, que 

tienen efectos promotores de la salud bien documentados. Por lo que es de utilidad 

la concentración de EPA y DHA. Esto se puede lograr mediante la utilización de 

lipasas con una pronunciada selectividad al ácido graso (Lyberg y Adlercreutz, 

2008). 
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En una reacción adecuada, otros ácidos grasos se pueden transformar, por ejemplo, 

a hidrolizados de un triglicérido (TAG), dejando DHA y EPA en el sustrato restante. 

El concentrado de EPA y/o DHA se puede conseguir después de la separación de 

los productos de reacción y sustrato restante. Es particularmente ventajoso el uso 

de enzimas que operan bajo condiciones de reacción suaves al manipular AGPICL 

n-3 como EPA y DHA debido a su sensibilidad a la oxidación (Lyberg y Adlercreutz, 

2008). 

Dos lipasas han sido identificadas a partir del hongo filamentoso de Candida 

antarctica (o Aphidis Pseudozyma), generalmente se hace referencia como CalA y 

CalB, en donde CalA es la única lipasa con una demostrada, aunque ligera, 

preferencia a la posición sn-2 en la hidrólisis de los triglicéridos (Ericsson y cols., 

2008). Se ha propuesto que el aumento de la especificidad posicional en sn-2 para 

DHA mejora la absorción y potencial metabólico (Álvarez y Akon, 2016). 

CalB es una enzima que cataliza la hidrólisis de ésteres y soluciones acuosas, cuyas 

condiciones óptimas de funcionamiento son entre un rango de pH de 5 a 9, y entre 

un rango de temperatura de 30 a 60ºC (Novoenzyme, 2017) 

Numerosos estudios se han realizado sobre la síntesis de lípidos estructurados con 

altos niveles de AGPICL esterificados en la posición sn-2 mediante esterificación 

enzimática y/o reacciones de acidólisis. Iwasaki y cols (1999) informaron de la 

producción de altos niveles de lípidos estructurados de DHA en sn-2 vía acidólisis 

enzimática de aceite “one-cell oil” con ácido caprílico, mientras que Hamam y 

Shahidi obtuvieron los mismos resultados con ácido cáprico. Asimismo, Wang y cols 

(2015) informaron de la síntesis de nuevos lípidos estructurados con alto contenido 

de AGPICL en la posición sn-2 por acidólisis enzimática (Iwasaki y cols., 1999; 

Hamam y Shahidi, 2004; Wang y cols., 2015; Álvarez y Akon, 2016) 

 

2.8  SISTEMAS DE FLUIDO SUPERCRÍTICO Y USO DE LIPASAS 

Un Fluido Supercrítico (FSC) es aquel que al someterlo a una presión y temperatura 

superiores a sus valores críticos adquiere propiedades intermedias entre líquidos y 

gases. En el cambio de estado, pero en un punto por encima del punto crítico (PC) 
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no se produce licuefacción al presurizar, ni gasificación al calentar. El FSC de un 

estado de la materia en el que ésta es compresible, se comporta como un gas, llena 

y toma la forma de su contenedor. No obstante, tiene la densidad de un líquido (0,1-

1gr/ml) y por lo tanto su poder disolvente. También puede definirse como un gas 

denso con poder disolvente controlable, o bien como una forma de la materia en la 

que los estados líquido y gaseoso son indistinguibles entre sí (Luque de Castro y 

cols., 1993). Estas características pueden proporcionar circunstancia apropiada 

para la transesterificación en términos del coeficiente de transferencia de masa 

(Shin y cols., 2012).  

Un diagrama de fases general para una sustancia pura (Figura 1), muestra las 

regiones de temperatura y presión donde la sustancia existe como una fase única 

(sólido, líquido o gas). Estas zonas están separadas por las curvas de coexistencia 

de dos fases sólido-gas, sólido-líquido y líquido-gas, correspondientes a los 

equilibrios de sublimación, fusión y vaporización, respectivamente. Existe un punto 

de coexistencia de los tres estados llamado punto triple (PT). El cambio de estado 

se asocia a un cambio brusco de densidad y, para que se produzca, es necesario 

un aporte extra de energía llamado entalpía de cambio de estado. Pero por encima 

del PT este cambio de densidad no se produce, por tanto, se podría definir este 

punto como aquel por encima del cual no se produce licuefacción al presurizar, ni 

gasificación al calentar; y por ende un fluido supercrítico es aquel que se encuentra 

por encima de dicho punto (Mendiola, 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema representativo del diagrama de presión-temperatura de los 

estados de la materia, correspondiente a una sustancia pura. 
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Wimmer y Zarevúck en 2010 indicaron que un sistema de CO2 supercrítico como 

medio de reacción es efectivo para las reacciones enzimáticas, debido a que no 

alteran la funcionalidad de la enzima al poder trabajar bajo condiciones 

convencionales, es de fácil separación post-reacción de producto-medio de 

reacción, económico, sostenible y ecológico al poder reutilizar el CO2 luego de su 

re-presurización (Wimmer y Zarevúck, 2010). 

 

2.9 SISTEMA DE ANÁLSIS TÉRMICO 

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una herramienta fundamental en el 

análisis térmico. Puede ser utilizado en muchas industrias, como por ejemplo en 

productos farmacéuticos, polímeros, nanomateriales y productos alimenticios. La 

información que estos instrumentos generan se utiliza para comprender el 

comportamiento amorfo y cristalino, polimorfo y transiciones eutécticas 

(PerkinElmer, 2010). 

El DSC, es una técnica de análisis térmico que analiza cómo la capacidad de calor 

de un material (Cp) se cambia por la temperatura. Una muestra de masa conocida 

es calentada o enfriada y los cambios en su Cp se analizan como los cambios en el 

flujo de calor. Esto permite la detección de las transiciones tales como masas 

fundidas de vidrio, transiciones, cambios de fase (PerkinElmer, 2010). 

La mayor ventaja de DSC es la facilidad y velocidad con la que se puede utilizar 

para ver las transiciones en los materiales (PerkinElmer, 2010). 

Los análisis térmicos han sido por largo tiempo una de las técnicas analíticas 

disponibles para las investigaciones en aceites y grasas. De todos los métodos de 

análisis, el DSC es la más versátil en rango de aplicaciones. Las medidas del 

calorímetro de flujos de calor endotérmicos o exotérmicos de una muestra entregan 

cambios de fase, así como también capacidades caloríficas de las muestras (Tan y 

Che Man, 2002). 

La calorimetría diferencial de barrido es una técnica experimental dinámica que nos 

permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando 

es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando 
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es calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de 

temperaturas (Suriñach y cols., 1992). 

Como en el DSC, la muestra y la referencia se calientan independientemente, se 

puede medir directamente la diferencia en flujo de calor para mantener una 

temperatura igual en ambas. Así, los datos se obtienen en forma de entradas 

diferenciales de calor (dH/dt) en función de la temperatura. Con estos datos se 

pueden obtener temperaturas y entalpías de transición o de reacción (Lund, 1983; 

Sandoval y cols., 2004). 

El equipo DSC es fácil de operar y en la mayoría de los casos no se requiere ninguna 

preparación especial de la muestra. Con DSC una amplia gama de muestras de 

alimentos disponibles pueden ser estudiadas, tanto líquidos como sólidos. Estas 

pruebas pueden utilizarse tanto para fines de investigación y desarrollo del control 

de calidad, como para la solución de problemas y desarrollo de nuevos productos 

(Heussen, 2001). 

 

2.10 METODOLOGÍA SUPERFICIE DE RESPUESTA (RSM) 

Metodología de superficie de respuesta (RSM) es una herramienta matemática, la 

cual puede ayudar a lograr condiciones óptimas de reacción con un número mínimo 

de experimentos, obteniendo resultados estadísticamente aceptables. RSM permite 

una evaluación de los efectos de los múltiples parámetros, solos o en combinación, 

sobre las variables de respuesta y también predice su comportamiento bajo la gama 

de condiciones dadas (Shekarchizadeh y cols., 2009). 

 

2.11 HELADO Y ENRIQUECIMIENTO 

No se sabe con certeza cuándo empezaron a producirse los helados, pero 

probablemente tiene su origen en China. A partir de escritos muy antiguos se ha 

conocido que a los chinos les gustaba un producto congelado hecho como mezcla 

de zumos de fruta y nieve, que actualmente nosotros llamamos helados de agua 

Después de desaparecer durante siglos, los helados de crema reaparecieron en 
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Italia, según distintas formas, en la Edad Media, muy probablemente como resultado 

del regreso de Marco Polo a Italia en 1295 (Tetra Pack, 1996). 

Los helados pueden dividirse en 4 categorías principales, de acuerdo con los 

ingredientes utilizados. 

• Helados de crema hechos exclusivamente a partir de productos lácteos. 

• Helados de crema que contienen grasa de origen vegetal. 

• Sorbetes hechos con zumo de frutas, grasa láctea y ácidos grasos no lácteos. 

• Sorbetes de agua, hechos con agua, azúcar y concentrados de frutas. 

En la actualidad, los dos primeros tipos de helado suponen el 80-90% de la 

producción total mundial (Tetra Pack, 1996). 

Según el artículo 243, contenido en el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), 

helados comestibles son los productos obtenidos de una emulsión de grasa y 

proteínas, con la adición de otros ingredientes o, de una mezcla de agua, azúcares 

y otros ingredientes, que han sido tratados por congelación y mantenidos en este 

estado. Los ingredientes de leches que se empleen en los helados y sus mezclas 

deberán haber sido pasteurizados o sometidos a un tratamiento térmico equivalente 

comprobado por la ausencia de fosfatasa según el artículo 244 del RSA (RSA, 

2015). 

 Por otro lado, según el artículo 246 del RSA, no se exigirá una nueva pasteurización 

para los helados comestibles fabricados con ingredientes concentrados o en polvo 

mediante la adición exclusiva de agua potable, leches pasteurizadas y 

aromatizantes, que hayan sido congelados en el plazo de una hora después de la 

adición de tales sustancias (RSA, 2015). 

El rubro factura 700 millones de dólares anual en el país, aumentando su consumo 

en verano hasta en un 50%. El consumo se incrementó hasta alcanzar 8.2 litros por 

persona. Esto deja en evidencia cómo la industria de las heladerías continúa en 

expansión en el país, pese a que actualmente los chilenos ya consumen 145,2 

millones de litros de helado al año (Euromonitor Internacional, 2015; Castro, 2016). 
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Para lograr la elaboración de un producto enriquecido con omega-3, 

específicamente con triacilglicéridos estructurados que contengan EPA y DHA, es 

necesario cumplir con ciertas especificaciones. Según el RSA el uso de descriptores 

para EPA/DHA/omega-3, como “ENRIQUECIDO” o “FORTIFICADO”, sólo podrá 

usarse si el alimento ha sido modificado, agregando un mínimo de 100 mg de EPA 

ó 100 mg de DHA ó 100 mg de EPA y DHA, por porción de consumo habitual. 

Además, no se deberá sobrepasar la cantidad de 2 g de EPA ó 2 g de DHA ó 2 g 

de EPA y DHA, por porción de consumo habitual. En el caso de los productos 

alimentarios que tengan limites específicos de adición de estos nutrientes, estos 

alimentos deberán dar cumplimiento a sus límites específicos establecidos en cada 

caso (RSA, 2015). 

Estudios de enriquecimiento de leche fluida con una emulsión de aceites de 

pescado, borraja y linaza demostraron que la leche de bovino es un vehículo óptimo 

para las grasas, ya que presenta una gran superficie de absorción al tener los 

glóbulos de grasa láctea un diámetro de 1 a 3 mm (Lopez-Huerta, 2010). Es por 

esto, que se elige como carrier la crema de leche para la elaboración de helado con 

base láctea. Además de incorporar EPA y DHA en alimentos de consumo humano 

y en formulaciones para infantes, se han añadido a alimentos de mascota, y también 

se ha complementado en la alimentación de animales de consumo para 

incorporarlos en productos lácteos y cárnicos (Ganesan y cols., 2014). 

 

En la presente memoria se pretende la obtención de una matriz de crema de helado 

enriquecida con triacilglicéridos estructurados de EPA, DHA y ácido caprílico, 

obtenidos a partir de acidólisis enzimática entre concentrado AGPICL n-3/aceite 

refinado comercial de salmónidos, bajo condiciones de fluido supercrítico, mediante 

la optimización de las variables del proceso de homogeneización, contenido de 

TAGs de EPA y/o DHA y velocidad de agitación, sobre el perfil de fusión, entalpía y 

contenido de grasa sólida. 
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CAPÍTULO III: HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 HIPÓTESIS 

Es posible enriquecer una matriz de crema de helado con triacilglicéridos 

estructurados de EPA, DHA y ácido caprílico, a partir de acidólisis enzimática, bajo 

condiciones de CO2 supercrítico obteniendo un helado homogeneizado con 

propiedades térmicas y texturales similares a control. 

3.2 OBJETIVO GENERAL 

Enriquecer una matriz de crema de helado con triacilglicéridos estructurados de 

EPA, DHA y ácido caprílico, a partir de acidólisis enzimática entre concentrado 

AGPICL n-3, ácido caprílico y aceite refinado comercial de salmónidos, bajo 

condiciones de CO2 supercrítico. 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.3.1 Caracterizar mediante análisis químicos del aceite crudo de salmón 

comercial y aceite refinado de salmón. 

3.3.2 Obtener ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 

(AGPICL n-3) con EPA y DHA a partir de aceite crudo de salmón, 

mediante proceso de saponificación y posterior inclusión con urea. 

3.3.3 Obtener triacilglicéridos estructurados (TAGs) purificados, mediante la 

acidólisis enzimática (Candida antarctica) en CO2 supercrítico. 

3.3.4 Enriquecer crema de helado, mediante la incorporación de TAGs 

purificados a través de la optimización de las variables del proceso de 

homogeneización, concentración de TAGs EPA y/o DHA y velocidad de 

agitación. 

3.3.5 Optimizar las variables del proceso de homogeneización, concentración 

de TAGs EPA y/o DHA y velocidad de agitación de los diseños de helado 

frente al comportamiento térmico del helado control. 
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CAPÍTULO IV: MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 MATERIALES 

4.1.1 Materias primas 

El estudio se realizó en aceite refinado y crudo comercial de salmónidos de la 

empresa Fiordo Austral S.A. (Puerto Montt, Chile). Las muestras se recibieron el 

año 2014 en la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas en formato de 

bidones de 5 L y fueron almacenadas a -80ºC en botellas ámbar plásticas en formato 

de 250 mL para facilitar su uso.  

Los solventes utilizados como el etanol absoluto, n-hexano, sulfato de sodio anhidro, 

cloruro de sodio, metilato de sodio, isooctano, ácido acético glacial, p-anisidina, 

ioduro de potasio, dicromato de potasio y tiosulfato de sodio, provienen del 

laboratorio Merck (Santiago, Chile), al igual que la urea, reactivo utilizado en formato 

de cristales. 

Las materias primas utilizadas en la elaboración del helado fueron leche en polvo 

entera instantánea marca Colun, leche entera líquida marca Colun, crema de leche 

marca Colun, azúcar blanca granulada marca IANSA, estabilizante carragenina y 

frutillas frescas de temporada. 

 

4.1.2 Equipos 

▪ Balanza analítica AE ADAM, modelo AFA-120LC (USA). 

▪ Balanza Precisa AE Adam Equipment, Modelo: AQT-2600. (USA) 

▪ Rotavapor Heidolph Tipo:VV 2000-LIFT (Alemania). 

▪ Agitador Magnético con calefacción, Heidolph MR Hei-Standard, Alemania. 

▪ Microprocessor PHS-3E, PH Meter., BiosLabChile. 

▪ Gas Chromatograph, HP 5890 Series II. USA. Equipado con un detector de 

ionización de llama (Hewlett Packard 5890 serie II, EE.UU.) 

▪ Columna capilar de sílica fundida SPTM – 2560 de 100 m x 0,25 mm x 0,2 μm 

grosor de película (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 
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▪ Espectrofotómetro UNICAM UV/Vis Spectrometer, modelo UV3 (Cambridge, 

UK) 

▪ Equipo de CO2 supercrítico Speed SFE system model 7071 (Applied 

Separation) 

▪ Differential Scanning Calorimeter. Modelo: DSC 6000, PerkinElmer. Incluye: 

Modelación de temperatura MT-DSC, principio de Heatflux, intracooler para 

DSC6000 y Computador Dell. 

▪ Ultracongelador a -80 ºC.  

▪ Ultra Turrax IKA T18 digital 

▪ pH-metro, modelo PHS-3E 

▪ Rotavapor Heidolph OB 2001 VV 2011 (Alemania). 

 

4.2 METODOLOGÍA 

4.2.1 Caracterización mediante análisis químicos del aceite crudo de salmón 

comercial y aceite refinado de salmón. 

La Tabla 1 presenta los métodos utilizados para la caracterización química de los 

aceites crudo y refinado de salmón comercial. 

Tabla 1. Métodos para la caracterización química de las materias primas. 

Parámetro de calidad Método 

Acidez libre AOCS Official Method Ca 5a-40, 1993 

Valor de peróxidos AOCS Official Method Cd 8b-90, 1993 

Valor de p-anisidina AOCS Official Method Cd 18-19, 1993 

Valor de TOTOX Wanasundara y Shahidi, 1995 
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4.2.2 Obtención de concentrado de ácidos grasos poliinsaturados de cadena 

larga omega-3 (AGPICL n-3) con EPA y DHA a partir de aceite crudo de salmón 

comercial, mediante proceso de saponificación y posterior inclusión con urea. 

La preparación del concentrado de AGPICL n-3 a partir de aceite crudo de salmón 

se realizó mediante una hidrólisis básica y posterior inclusión en cristales de urea. 

Luego se caracterizaron los ácidos grasos de las muestras, para lo cual se 

prepararon los ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME), los cuales fueron 

analizados por cromatografía de gas.  

4.2.2.1 Preparación de ácidos grasos libres (AGL) a partir de aceite crudo 

comercial de salmónidos por proceso de saponificación. 

El aceite crudo de salmón (500 g) se agregó en una mezcla previa de 150 g de KOH, 

500 ml agua destilada y 500 ml de etanol 95% (475 ml etanol puro mezclados con 

25 ml de agua destilada), en un matraz esmerilado de 2 L, disuelta con agitador 

magnético. Posteriormente la mezcla se saponificó mediante un sistema de reflujo 

bajo una atmósfera de nitrógeno, a 60ºC por 90 minutos. Se dejó enfriar 

paulatinamente y se agregó 250 ml de agua destilada, agitando vigorosamente la 

mezcla hasta formación de espuma.  Acto seguido, la mezcla se traspasó a 

embudos de decantación para ser lavada con 2,5 L de hexano y 165 ml de etanol 

absoluto (divididos en 5 lavados aprox.). La fase hexánica se descartó y la fase 

acuosa se acidificó con HCl 6N (200 ml aprox.) hasta pH 1. Luego la mezcla 

obtenida se lavó con 2,5 L de hexano, descartando la fase acuosa. La fase hexánica 

obtenida fue filtrada con sulfato de sodio (Na2SO4) anhidro en papel Whatman N° 1, 

luego se rotaevaporó al vacío a 40ºC. Finalmente, los ácidos grasos libres obtenidos 

se almacenaron en el congelador a -80ºC (Wanasundara y Shahidi,1999; 

Galdames, 2013; Pando y cols., 2014).  
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4.2.2.2 Preparación del concentrado de AGPICL n-3 desde ácidos grasos libres 

(AGL) de aceite crudo comercial de salmónidos, por inclusión con urea. 

Se pesaron 90 g de AGL y se mezclaron con una solución de urea en etanol al 95% 

(Etanol = 3,7 x urea) en un matraz Erlenmeyer. La solución se montó en un sistema 

con varilla de reflujo y se calentó a 60°C. Se llevó a una temperatura de -23°C por 

22 h con agitación constante. Los cristales formados se separaron del líquido bajo 

filtración por gravedad con papel filtro tipo Whatman N° 1 y se recibió en un matraz. 

El filtrado se diluyó con 900 ml de agua destilada y se acidificó a pH 4,5 con solución 

acidificada de HCl 6N. Se realizaron 4 extracciones hexánicas en embudos de 

decantación, se separaron las fases y se eliminó la fase acuosa. A continuación, las 

fases hexánicas conseguidas en ambos lavados se filtraron con sulfato de sodio 

(Na2SO4) anhidro en papel Whatman N° 1. El disolvente se eliminó a 40°C usando 

un evaporador rotatorio y con una corriente de gas nitrógeno se eliminó el solvente 

remanente. El concentrado de ácidos grasos poliinsaturados se almacenó a -80°C 

con 100 ppm de α-tocoferol hasta su análisis (Galdames, 2013; Pando y cols., 

2014). 

 

4.2.2.3 Análisis del perfil de ácidos grasos  

4.2.2.3a Metilación con estándar interno 

La metilación de los ácidos grasos del aceite crudo y refinado comercial de 

salmónidos y los ácidos grasos del concentrado AGPICL n-3, fue realiza con el 

objetivo de obtener metil ésteres que se detectan por la técnica de cromatografía de 

gases. Se pesaron en un matraz aforado de 50 ml, 100 mg de muestra y se les 

agregó 10 ml de metilato de sodio 0,2 N alcalino, más perlas de ebullición. La mezcla 

fue sometida a un sistema con varilla a reflujo por 10 min a 90ºC aprox., luego se 

dejó enfriar hasta 50ºC aprox. A continuación, se adicionó una gota de fenoftaleína 

al 1% en etanol al 95% y se agregó ácido sulfúrico al 4% en metanol hasta la 

completa desaparición del color rosado, más una gota en exceso para asegurar el 

medio ácido. Nuevamente se trabajó calentando a reflujo con varilla de vidrio por 30 
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min, transcurrido el tiempo se dejó enfriar y se agregaron 2,5 ml de hexano. A 

continuación, se adicionaron 0,5 ml de estándar interno 1,2,3-tricosanoina 

(triglicérido no contenido en el aceite de pescado), representando el 2,5% de la 

muestra como ácido graso (C23:0). Posteriormente el matraz se aforó con solución 

saturada de NaCl y se dejó reposar por 30 min refrigerada a 4ºC. Finalmente, las 

muestras fueron almacenadas a -23ºC con trazas de sulfato de sodio (Na2SO4) 

anhidro para retirar la humedad (Método IUPAC 2.301, 1987). 

4.2.2.3b Caracterización mediante cromatografía de gases. 

Los FAME se analizaron empleando un cromatógrafo de gas HP 5890 serie II (Palo 

Alto, California, USA), con detector de ionización de llama (FID, Flame Ionization 

Detector), sistema de inyección Split y columna capilar de sílica fundida SPTM – 

2560 de 100 m x 0,25 mm x 0,2 μm grosor de película (Supelco, Bellefonte, PA, 

USA). El programa utilizado fue: Temperatura del inyector y del detector 250°C, 

temperatura inicial del horno 100°C, a razón de 3°C/min hasta 140°C, luego se 

incrementó la temperatura a 170°C a razón de 0,5°C/min, finalmente se incrementó 

a 220°C a razón de 4°C/min y se mantuvo a 220°C durante 30 min. (Tiempo total 

115,83 min.). Gas transportador hidrógeno de alta pureza (Linde, Chile), volumen 

de inyección 1 μl. Los FAME fueron identificados por comparación con el estándar 

de referencia GLC-463 (Nu-Check-Prep, Elysian, MN, USA) y la cuantificación, se 

realizó de acuerdo a la norma AOCS Official Method (AOCS 2009, Ce 1j7). El 

software que se utilizó para el análisis de los cromatogramas fue DataApex Clarity 

TM (DataApex Ltd., Prague, Czech Republic). 

 

4.2.2.3c Determinación de perfil de ácidos grasos mediante cromatografía de 

gases 

La concentración de FAME se determinó mediante evaluación de la proporción 

peaks/área. La cuantificación de ácidos grasos se realizó de acuerdo a AOCS 

Official Method AOCS 2009, Ce 1j-7. Los resultados se expresaron en g/100g de 

ácidos grasos totales (AGT) y g/100g de muestra. 
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4.2.3 Obtención de triacilglicéridos estructurados (TAGs) purificados, 

mediante la acidólisis enzimática (Candida antarctica) en CO2 supercrítico. 

La acidólisis enzimática fue realizada en un equipo de CO2 supercrítico Spe-edTM 

SFE Applied Separation. En la columna reactor se depositó 10 g de muestra (mezcla 

concentrado AGPICL, aceite refinado comercial de salmónidos, ácido caprílico (0,05 

g) y enzima, las proporciones variaron según el diseño). Posteriormente, se 

procedió a programar la reacción de acuerdo a la temperatura, presión y tiempo 

establecidos según el diseño. Las muestras obtenidas fueron almacenadas a -80°C 

para su posterior análisis. 

En la Tabla 2 se aprecian los rangos y condiciones utilizadas para llevar a cabo el 

proceso de obtención de triacilglicéridos estructurados altos en EPA y DHA (TAGs) 

mediante acidólisis enzimática entre 6,25 g de AGPICL; 3,7 g aceite refinado de 

salmón y 0,05 g de ácido caprílico, utilizando 500 mg de lipasa B inespecífica de 

Candida antarctica (CAL-B), bajo condiciones supercríticas SCCO2, presión 200 bar 

y 50˚C de temperatura. Los datos fueron obtenidos de trabajos anteriores de 

investigación Fondecyt 1120627, en donde las variables optimizadas escogidas 

fueron los valores medios en un tiempo de 7,5 h. 

Tabla 2. Diseño compuesto central 25-1+ estrella de 5 factores en 28 corridas 

basado en MSR para la obtención de triacilglicéridos estructurados (TAGs) 

mediante acidólisis enzimática (Candida antarctica) bajo condiciones supercríticas 

SCCO2 

Variables 
independientes 

Símbolos Rangos y niveles (1) 
Variables  TAG 

optimizadas 
  -2 -1 0 1 2  

AGPICL: aceite 
refinado: ácido 
caprílico (%) 

X1 0 25 50 75 100 
6,25:3,7:0,05 

(g/g/g) 

Temperatura (°C) X2 39,75 45 50,25 55,5 60,75 50 

Presión 
presurización (bar) 

X3 100 150 200 250 300 200 

Enzima (% en base 
al peso del sustrato) 

X4 0 2,5 5 7,5 10 500 (mg) 

(1) Rangos y niveles obtenidos de Fondecyt 1120627. 
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4.2.3.1 Purificación de mezcla resultante para obtención de TAGs de EPA y/o 

DHA. 

Para la separación de los productos conforme a la reacción de acidólisis (TAGs y 

AGL) se desarrolló el siguiente procedimiento: 1g de mezcla de la reacción final 

pesada en un balón de fondo plano, se le adicionó 50 mL de sol. de etanol al 95% 

caliente y 1 mL de sol. de fenoftaleína al 1% en etanol. Posteriormente se llevó a 

cabo una titulación, con bureta de 10 mL, utilizando sol. de NaOH 1N (en etanol al 

50%) hasta que apareció una coloración rosada permanente. Una vez neutralizada 

la solución se trasvasijó a un embudo de decantación de 250 mL, donde se 

realizaron dos lavados con 10 mL de n-hexano cada uno, adicionando 2 a 3 mL de 

agua destilada recuperando finalmente la fase hexánica en un matraz de corazón 

previamente pesado. A continuación, se realizaron 3 lavados a las fases hexánicas 

con 10 mL de etanol al 10% hasta la completa desaparición de jabones. Finalmente, 

la mezcla fue rotaevaporada y pesada para obtener el rendimiento de los TAGs por 

diferencia de peso (Hita y cols., 2007, Jiménez y cols., 2010). 

 

4.2.3.2 Análisis por cromatografía de gas 

Se determinó el perfil de ácidos grasos de acuerdo al punto 4.2.2.2b. Los resultados 

fueron expresados en g/100g AGT. 

 

4.2.4. Enriquecimiento de crema de helado, mediante la incorporación de 

TAGs purificados a través de la optimización de las variables del proceso de 

homogeneización, concentración de TAGs de EPA y/o DHA y velocidad de 

agitación. 

4.2.4.1 Diseño experimental 

Se desarrolló un diseño factorial 22, el cual se compone de 2 factores (contenido de 

TAGs de EPA y/o DHA (mg/porción) y velocidad de agitación (rpm)) con 6 corridas 
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experimentales en total, dentro de las cuales 2 repeticiones corresponden a punto 

central, lo que permite estimar el error experimental, basado en la metodología 

superficie de respuesta (MSR).  

Se determinó el efecto de las siguientes variables independientes sobre el proceso 

de enriquecimiento de la matriz: Contenido de TAGs de EPA y/o DHA de 100 a 250 

mg y velocidad de agitación de 3000 a 15000 rpm (Tabla 3). 

Tabla 3. Diseño factorial 22 con 2 repeticiones en el punto central (0,0) del proceso 

de homogeneización de la crema de helado con TAGs purificados con alto contenido 

de EPA y/o DHA. 

Diseño 
Velocidad de 

agitación (rpm) 
Contenido de TAGs 
EPA y/o DHA (mg) 

H1 3000 100 

H2 3000 250 

H3 15000 100 

H4 15000 250 

H5 9000 175 

H6 9000 175 

La Tabla 3, indica las diferentes formulaciones realizadas en el programa 

Statgraphic Centurion XVI, cuya variable velocidad de agitación mínima fue de 3000 

rpm y la máxima de15000 rpm, mientras que para la variable de contenido de TAGs 

de EPA y/o DHA su mínimo fue de 100 mg por porción y su máximo fue de 250 mg 

por porción. El valor medio de las variables fue de 9000 rpm y 175 mg de TAGs de 

EPA y/o DHA por porción, está dado por los dos puntos centrales correspondientes 

a los diseños 5 y 6. 

Investigaciones de emulsiones alimentarias de los autores Ruiz-Márquez y cols. 

(2010) se consideraron para la elección de las variables de velocidad y tiempo de 

agitación, en el estudio de emulsión aceite en agua estabilizadas con proteínas de 

atún, utilizaron un tiempo total de emulsificación de 5 min, en un emulsificador tipo 

rotor-estator, IKA T-50 y tres velocidades de agitación: 7600, 6400 y 5200 rpm. Las 

revoluciones por minuto del diseño se consideraron a partir de la investigación 

acerca de emulsiones preparadas a partir de leche de soya reconstituida y una 
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mezcla de aceite de girasol refinado-grasa láctea de alto punto de fusión, en donde 

la homogeneización se llevó a cabo empleando un equipo Ultra turrax T-25 a 20000 

rpm durante 3 min (Márquez y cols., 2005). 

 

4.2.4.2 Obtención modelo matemático según la metodología de superficie de 

respuesta (MSR). 

A partir de la Metodología Superficie de Respuesta (MSR) se obtuvo un modelo 

matemático, a través del cual se predijo el efecto de las variables independientes 

fijadas. Se tomó un modelo de regresión polinómico para pronosticar la variable 

respuesta  

                                           Y= β0 + β1χ1 + β2χ2 + β12χ1χ2 

Donde Y es la respuesta estimada para el modelo de primer orden. β0, β1, β2 y β12 

que representan los coeficientes de regresión de intercepto, lineal y de interacción, 

respectivamente, χ1 y χ2 son los efectos principales de las variables independientes 

y χ1χ2 es la interacción entre ambas variables. Los coeficientes de regresión se 

obtuvieron mediante análisis de regresión múltiple considerando un nivel de 

significancia de p<0,05. Se realizó un ANOVA de los parámetros de regresión y del 

modelo ajustado con un nivel de significancia de (p <0,05). Se utilizó el programa 

estadístico Stagraphic Centurion XVI Versión 16.1.11.  

 

4.2.5. Estudio de la influencia de las variables del proceso de 

homogeneización del helado enriquecido con TAGs de EPA y/o DHA frente al 

comportamiento térmico por calorimetría diferencial de barrido 

4.2.5.1 Obtención de la formulación de helado. 

El helado se elaboró según lo indicado en el Manual de Industrial Lácteas (Manual 

Industrial Lácteas, 1996), el cual menciona las características que deben tener los 

tipos de helado (Tabla 4). De esta manera, para un helado de crema, es necesario 
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que contenga 10% de grasa, 11% de sólidos no grasos, 14% de azúcar, 0,4% de 

emulsionante y 64,6% de agua. 

Tabla 4. Componentes característicos para postres helados, helados de crema, 

leche helada, sorbete y helado de agua. 

Tipo de Helado 
Grasa  
%p/p 

SLNG  
%p/p 

Azúcar  
%p/p 

E/E  
%p/p 

Agua  
%p/p 

Postre Helado 15 10 15 0,3 59,7 

Helado de Crema 10 11 14 0,4 64,6 

Leche Helada 4 12 13 0,6 70,4 

Sorbete 2 4 22 0,4 71,6 

Helado de Agua 0 0 22 0,2 77,8 

Grasa Leche, nata, mantequilla o grasa vegetal 

Agua Puede incluir sustancias colorantes y aromas  

SLNG Solidos lácteos no grasos (proteínas, sales, lactosa) 

Azúcar 
Sacarosa sólida o liquida del 10% del azúcar puede ser 
glucosa o edulcorantes no azucarados  

E/E 
Emulsionantes y estabilizantes, ej. monoglicéridos, 
gelatina, alginatos 

Overrun Cantidad de aire en el producto 

*Fuente: Manual Industrial Lácteas, 1996 

Las formulaciones de helado se elaboraron con leche en polvo (72,32 g), leche 

líquida (573,55 g), azúcar (140 g), estabilizante (4 g), 35% de frutillas frescas y 

210,13 g de crema de leche la cual estaba enriquecida con distintas 

concentraciones de TAGs de EPA y/o DHA según Tabla 3 (Anexo 1). Una 

formulación sin TAGs de EPA y/o DHA se consideró como helado control. 

4.2.5.2 Caracterización de las formulaciones mediante perfil de fusión 

obtenido por calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

El equipo utilizado fue el sistema de análisis térmico Perkin Elmer modelo DSC 

6000, con modelación de temperatura MT- DSC, principio de Heatflux. Con software 

Pyris para el tratamiento de los datos. 

Se pesaron 5-10 mg de las muestras de aceites y se colocaron en una cápsula de 

aluminio y se cerró con la tapa del equipo. Ya cerrado el equipo se calentó 

gradualmente hasta 60ºC a una velocidad de calentamiento de 5ºC por min, 
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manteniendo por 2 min en esa temperatura. Se enfrió hasta -80ºC a una velocidad 

de enfriamiento de 5ºC por min, se mantuvo por 1 min isotérmicamente a -80ºC. 

Luego se calentó gradualmente a una velocidad de 5ºC por minuto desde -80ºC a 

60ºC y se mantuvo isotérmicamente a 60ºC por 1 min. 

Los peaks de fusión de cada una de los diseños de helado fueron obtenidos a partir 

de los datos entregados por el DSC. Se realizó un barrido de la curva de fusión 

donde se encontraron las temperaturas correspondientes a los peaks más altos.  

La determinación de la entalpía de la transición fue dada por el área bajo la curva 

dH/dt versus tiempo. La entalpía total de fusión de los componentes de la crema de 

helado fue entregada directamente por el DSC. 

La determinación del perfil de fusión se realizó por calorimetría diferencial de barrido 

(DSC). En primera instancia se pesó un rango entre 5-10 mg de muestra de helado 

y se colocó en una cápsula de aluminio. La muestra de helado se encontraba 

previamente congelada a -25ºC. 

 

4.2.6 Optimización del efecto de las variables de velocidad de agitación y 

contenido de TAGs de EPA y/o DHA, sobre el comportamiento térmico de los 

helados enriquecidos. 

Las modificaciones de las variables de velocidad de agitación y contenido de TAGs 

de EPA y/o DHA, determinaron la obtención de una crema de helado estable 

enriquecida con TAGs estructurados de EPA y/o DHA. Para este análisis se realizó 

una comparación de los termogramas y sus características para cada una de las 

formas de obtención, considerando como perfil objetivo la muestra de helado control 

realizada en laboratorio. 
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CAPÍTULO V: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Caracterización mediante análisis químicos del aceite crudo de salmón 

comercial y aceite refinado de salmón. 

La Tabla 5 muestra la caracterización del aceite crudo de salmón y aceite refinado 

de salmón. En los parámetros de calidad para los aceites analizados, el aceite crudo 

de salmón arrojó un mayor contenido de ácidos grasos libres (AGL), mientras que 

el aceite refinado de salmón lo hizo para el resto de los parámetros como el valor 

de peróxido, valor de p-anisidina y valor TOTOX. 

 

Tabla 5. Caracterización de aceites crudo y refinado de salmón. 
 

Parámetros de calidad 
Aceite crudo 
de salmón 

Aceite 
refinado de 

salmón 

Ácidos grasos libres (AGL; g 
ácido oleico/ 100g aceite) 

2,20±0,26c 0,30±0,01a 

Valor Peróxido (PV; meq 
oxígeno activo/Kg materia 
grasa) 

2,10±0,16c 5,23±0,05b 

Valor p-anisidina (AV) 5,15±0,29c 6,84±0,46c 

Valor TOTOX (TV) 9,36±0,12c 17,30±0,40c 

(1) Promedio valores (n=3)  Desviación estándar 
(a) Significancia (p ≤ 0,01) 

(b) Significancia (p ≤ 0,05) 

(c) No significativo 

 

Los resultados de acidez libre e índice de peróxido para aceites de pescado 

coinciden con estudios realizados previamente por Méndez y cols. (2010), los cuales 

presentan valores de acidez libre y valores de índice de peróxidos para tres aceites 

de origen marino, cuyos valores máximos están en el orden de 3,04 g ácido 

oleico/100g aceite para el valor de acidez libre y 5,27 mEq O2 activo/kg aceite para 

el índice de peróxido (Méndez y cols., 2010). Pando y cols. (2014) señalaron 

resultados de acidez libre y peróxidos para aceite refinado de salmón en el orden 
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de 0,23 g ácido oleico/100g de aceite; 3,54 mEq O2 activo/kg aceite, 

respectivamente. 

Los valores de peróxido se encuentran dentro de los límites establecidos por la 

legislación chilena en el Reglamento Sanitario de Alimentos (RSA, 2015) que 

indican que, para los aceites comestibles, en su periodo de vida útil, pueden 

presentar hasta 10 mEq O2 peróxido/Kg materia grasa. Pando y cols. (2014) 

encontraron en aceite refinado de salmón valores promedio para p-anisidina de 5,14 

mientras que, en este estudio, el valor obtenido en la misma muestra de aceite 

refinado comercial de salmónidos almacenados a -80°C por dos años fue de 

6,84±0,46. 

Los límites recomendados para los valores de AV y TOTOX, según la International 

Fish Oil Standards para consumo humano de aceites de pescado son de 15 y 19,5, 

respectivamente (IFOS, 2014); asimismo, los límites recomendados por Global 

Organization for EPA and DHA n-3 son de 20 y 26, respectivamente (GOED, 2012). 

Por consiguiente, los valores obtenidos experimentalmente para los parámetros AV 

y TOTOX en los aceites crudos y refinados de salmón comercial, se encuentran bajo 

estos límites recomendados y aptos para consumo humano. 

5.2 Obtención ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 

(AGPICL n-3) con EPA y DHA a partir de aceite crudo de salmón, mediante 

proceso de saponificación y posterior inclusión con urea. 

El rendimiento obtenido en el proceso de saponificación e inclusión con cristales de 

urea fue de 95,92 ± 1,01% y 7,5 ± 0,9%, respectivamente. Resultados obtenidos por 

Pando y cols. (2014), indicaron un rendimiento del orden del 10% para la inclusión 

con urea. 

Thammapat y cols. (2016) encontraron valores de rendimiento del concentrado de 

inclusión con urea (a -20°C y 3,87 U:AGL) cercanos al 20% del total, aumentando 

en 5 veces la concentración de EPA + DHA en aceite refinado de pez gato asiático 

(P. bocourti). En esta investigación el aceite crudo de salmón comercial, presentó 
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valores de rendimiento del concentrado de inclusión con urea de 7,5% aumentando 

7 veces el contenido de EPA y/o DHA (Tabla 6). 

En la Tabla 6 se observa el contenido obtenido de AGPI (g/100g AGT) del aceite 

crudo de salmón comercial y el concentrado AGPICL n-3, los cuales fueron de 38,05 

y 97,45, respectivamente. Kim (2016) encontró concentraciones similares de AGPI 

con valores alrededor del 82% en estudios de inclusión en cristales de urea para 

aceite de pescado Menhaden (Brevoortia tyrannus). Así mismo, el contenido de EPA 

más DHA aumentó en el orden de 7 veces, concentrando desde 12,23 a 86,33 

(g/100g AGT). Este incremento de ácidos grasos poliinsaturados en el concentrado, 

se debe a la eficacia de la cristalización a baja temperatura y a la formación de 

compuestos de inclusión de urea. Este método es de preferencia por muchos 

investigadores porque la formación de complejos depende de la configuración de 

los ácidos grasos debido a la presencia de múltiples dobles enlaces, en lugar de la 

separación según propiedades físicas puras, tales como punto de fusión o 

solubilidad (Wanasundara, 1996). Iverson y Weik (1967); Strocchi y Bonaga (1975) 

mostraron que esta es una técnica bien establecida para la eliminación de ácidos 

grasos saturados y monoinsaturados, ya que la eliminación de éstos ocurre en el 

orden de 20 veces, evidenciando un descarte correcto de la fracción no incluida en 

los cristales de urea. 

Resultados de Haq y cols. (2016) los cuales realizaron una complejación en cristales 

de urea en aceite de Salmón Atlántico (Salmo Salar) informaron una concentración 

de EPA + DHA desde 6,39 a 60,63% (Haq y cols., 2016). 
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Tabla 6. Contenido de ácidos grasos obtenidos por cromatografía de gases en 

aceite crudo de salmón comercial y su respectivo concentrado de ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga n-3 (g/100g AGT). 

Ácidos grasos 
Aceite crudo de salmón 

comercial 

Concentrado de    

AGPICL n-3 

∑ EPA + DHA   12,23 86,33 

∑ AGPI 38,05 97,45 

∑ AGS 21,18 1,00 
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Figura 2. Cromatogramas de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) obtenidos 

por cromatografía de gases, A: aceite refinado de salmón, B: aceite crudo de salmón 

y C: concentrado de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL n-3) 

de aceite crudo de salmón.  
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En la Figura 2 a y b se observa los peaks detectados en la cromatografía de gases 

correspondientes a los ácidos grasos de aceites crudo y refinado de salmón 

comercial, donde se evidencia la similitud en cantidad de peaks detectados por 

zona, tanto para ácidos grasos saturados como para ácidos grasos poliinsaturados. 

Por otro lado, en la Figura 2 c la cual corresponde al concentrado de AGPICL n-3, 

se observa una disminución de peaks detectados en la primera zona del 

cromatograma, lo que indica una eficaz eliminación de ácidos grasos saturados, 

disminuyendo de 21,19 g/100g AGT a 1,00 g/100g AGT luego de la inclusión en 

cristales de urea del aceite crudo de salmón comercial (Tabla 6). 

La complejación con urea bajo las condiciones de -23°C por 22 h con una agitación 

constante de 500 rpm, tiene una alta eficiencia ya que el ácido graso poliinsaturado 

DHA obtuvo un alza en su concentración de 6,27 a 66,63 g/100g AGT, al igual que 

el ácido graso poliinsaturado EPA, el cual aumentó de 5,95 a 19,69 g/100g AGT. 

Estos resultados demuestran que el EPA tiene más tendencia a formar aductos de 

urea que el DHA. Investigaciones realizadas por varios autores, como lo son 

Haagsma y cols. (1982) y Ratnayake y cols. (1988) han reportado resultados 

similares para los experimentos de inclusión en cristales de urea llevadas a cabo en 

aceites de hígado de bacalao y sardina, respectivamente.  

 

5.3. Obtención de triacilglicéridos estructurados (TAGs) purificados, mediante 

la acidólisis enzimática (Candida antarctica) en CO2 supercrítico. 

En la tabla 7 se observa el contenido de los ácidos grasos de los TAGs purificados 

formados en presencia de presión y temperatura supercrítica y su comparación con 

aceite crudo, refinado y concentrado. 
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Tabla 7. Composición de ácidos grasos (AG) y ácidos grasos de aceites crudo y 

refinado comercial de salmónidos, Concentrado AGPI y triacilglicéridos 

estructurados (g/100g AGT). 

N˚ 
ácido 
graso 

Ácidos grasos o grupos de ácidos grasos 

Aceite 
crudo 

de 
salmón 

Aceite 
refinado 

de salmón 

Concentrado 
de AGPI de 
aceite crudo 
de salmón 

TAGs 
purificados 

   g/100g AGT 

1 Ac. Butírico C 4:0 0,00 0,00 0,00 0,00 

2 Ac. Caproico C 6:0 0,00 0,00 0,00 0,00 

3 Ac. Caprílico C 8:0 0,00 0,00 0,00 0,08 

4 Ac. Cáprico C 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 

5 Ac. Undecílico C 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 

6 Ac. Láurico C 12:0 0,07 0,09 0,00 0,07 

7 Ac. Mirístico C 14:0 3,20 4,00 0,43 3,17 

8 Ac. Miristoleico C 14:1 9c 0,00 0,00 0,00 0,00 

9 Ac. Pentadecanoico C 15:0 0,19 0,27 0,00 0,23 

10 Ac. Palmítico C 16:0 13,51 16,86 0,00 13,26 

11 Ac. Palmitelaidico C 16:1 9t 0,00 0,16 0,00 0,00 

12 Ac. Palmitoleico C 16:1 9c 4,58 5,72 0,32 4,70 

13 Ac. Heptadecanoico C 17:0 0,32 0,31 0,57 0,34 

14 
Ac. 
Heptadecaenoico C 17:1 10c 0,52 0,55 0,80 0,66 

15 Ac. Esteárico C 18:0 3,76 4,55 0,00 3,67 

16 Ac. Oleico C 18:1 9c 29,99 36,36 0,43 28,73 

17 Ac. Vaccenico C 18:1 11c  3,47 3,72 0,00 3,03 

18 Ac. Linoeláidico C 18:2 9t 12t  0,70 0,00 0,00 0,00 

19 Ac. Linoleico C 18:2 9c 12c  16,42 0,00 4,20 14,13 

20 Ac. γ - Linolenico C 18:3 6c 9c 12c  0,00 0,20 1,77 0,28 

21 Ac. Eicosanoico C 20:0 0,00 0,31 0,00 0,23 

22 Ac. Linolénico C 18:3  9c 12c 15c 3,35 3,95 1,43 3,17 

23 Ac. Eicosaenoico C 20:1 5c 1,99 0,00 0,00 0,00 

24 Ac. Eicosaenoico C 20:1 8c 0,00 0,00 0,00 0,00 

25 Ac. Eicosaenoico C 20:1 11c 0,00 2,19 0,00 1,64 

26 Ac. Estearidónico C 18:4 6c 9c 12c 15c 0,79 0,00 0,00 0,00 

27 Ac. Eicosadienoico C 20:2 11c 14c 0,72 1,03 0,00 0,76 

28 Ac. Eicosatrienoico C 20:3 8c 11c 14c 0,34 0,38 0,78 0,36 

29 Ac. Docosanoico C 22:0 0,14 0,15 0,00 0,16 

30 Ac. Eicosatrienoico C 20:3 11c 14c 17c 0,22 0,24 0,00 0,18 

31 Ac. Araquidónico C 20:4 5c 8c 11c 14c 0,38 0,56 1,09 0,51 
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32 Ac. Docosaenoico C 22:1 13c 0,21 0,30 0,00 0,23 

33 
Ac. 
Eicosapentaenoico 

C 20:5 5c 8c 11c 14c 

17c 5,95 7,15 19,69 7,57 

34 Ac. Tetracosaenoico C 24:1 15c 0,00 0,00 0,00 0,06 

35 
Ac. 
Docosatetraenoico C 22:4 7c 10c 13c 17c 0,00 0,00 0,00 0,19 

36 
Ac. 
Docosapentaenoico 

C 22:5 7c 10c 13c 16c 

19c 2,91 3,43 1,86 2,63 

37 
Ac. 
Docosahexaenoico 

C 22:6 4c 7c 10c 13c 

16c 19c 6,27 7,52 66,63 9,96 

∑ EPA y/o DHA   12,23 14,68 86,33 17,53 

∑ AGPI n-3 33,01 22,30 93,81 39,76 

∑ AGPICL n-3 15,35 18,34 88,18 20,53 

∑ AGS 21,19 26,54 1,00 21,21 

∑ AGPI 38,05 24,46 97,45 41,67 

Relación n-6/n-3 1/9 1/10 1/11 1/2 
(1)     Número de ácido graso o peak del cromatograma 

Los cromatogramas de los TAGs purificados, obtenidos a partir del proceso de 

acidólisis enzimática entre concentrado de AGPI de aceite crudo de salmón, aceite 

refinado de salmón y ácido caprílico, bajo condiciones de dióxido de carbono 

supercrítico SCCO2, muestran la clara incorporación de los ácidos grasos EPA (7,57 

g/100g AGT), DHA (9,96 g/100g AGT) y ácido caprílico (0,08 g/100g AGT), logrando 

el objetivo planteado (AOCS, 2009). 

Los ácidos grasos predominantes en el aceite crudo comercial de salmónidos se 

observan en la Tabla 7, los cuales fueron (g/100g AGT); C16:0 (13,51), C18:1 

(29,99), C 18:2 (16,42), C20:5 (5,95), C22:5 (2,91), y C22:6 (6,27). La distribución 

de ácidos grasos indicó: 21,18% (saturados), 40,74% (monoinsaturados), 38,08% 

(poliinsaturados), siendo el 35,91% AGPI n-3. En cambio, los ácidos grasos 

predominantes en el concentrado de AGPICL de aceite crudo de salmónido fueron 

(g/100g AGT); C20:5 (19,69), C22:5 (1,86), y C22:6 (66,63). La distribución de 

ácidos grasos disminuyó a: 1,00% (saturados), 1,55% (monoinsaturados) y 

aumentó para los casos de ácidos grasos poliinsaturados (97,45), siendo AGPI n-3 

de 93,81% con una concentración de EPA + DHA de 86,32%. 
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Estos valores son coincidentes con autores Ackman y cols (1988); Zuta y cols. 

(2003), los cuales obtuvieron valores de 70 – 90 g/100g de AGT para concentrados 

de AGPI n-3. 

Pando y cols. (2014) caracterizó los aceites crudo y refinado de salmón además de 

sus respectivos concentrados, obteniendo valores de AGPI de 36,33 y 85,81 g/100g 

AGT para el aceite crudo y su concentrado respectivamente. Mientras que, para el 

aceite refinado de salmón y su concentrado los valores de AGPI fueron de 34,31 y 

80,03 g/100g AGT respectivamente. 

 

 

Figura 3. Perfil de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) obtenidos por 

cromatografía de gases, correspondientes a triacilglicéridos estructurados (TAGs) 

purificados. 

El cromatograma de TAGs purificado (Figura 3), obtenido a partir del proceso de 

acidólisis enzimática entre concentrado de AGPICL n-3 de aceite crudo de salmón, 

aceite refinado de salmón y ácido caprílico (C 8:0), bajo condiciones de presión y 

temperatura de dióxido de carbono supercrítico (SCCO2), muestran la clara 

incorporación de los ácidos grasos EPA, DHA y ácido caprílico, logrando el objetivo 

planteado (AOCS, 2009). Wimmer y Zarevúcka (2010), informaron la efectividad de 
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las enzimas lipasas, en aceites vegetales de maravilla y grosella, bajo condiciones 

de CO2 supercrítico, ya que sus condiciones críticas de temperatura no 

desnaturalizaron las enzimas y permitieron una fácil separación del producto en el  

medio de reacción (Wimmer y Zarevúcka, 2010). 

 

5.4 Enriquecimiento de crema de helado, mediante la incorporación de TAGs 

purificados a través de la optimización de las variables del proceso de 

homogeneización, concentración de TAGs EPA y/o DHA y velocidad de 

agitación. 

5.4.1 Caracterización de las formulaciones enriquecidas de helado con TAGs 

EPA y/o DHA mediante perfil de fusión obtenido por calorimetría diferencial 

de barrido (DSC). 

En la Tabla 8 se observa el diseño experimental con el comportamiento de las 

formulaciones de helado y las muestras control (crema comercial y helado control) 

respecto a las temperaturas de los peaks de fusión correspondiente a los TAGs de 

EPA + DHA, los peaks predominantes de las muestras y el rango de fusión. Se 

puede apreciar que todas las formulaciones del diseño analizadas, y la formulación 

de TAGs EPA y/o DHA purificada presentaron peaks a baja temperatura (bajo los -

67°C), lo cual podría indicar la presencia de TAGs compuestos principalmente de 

EPA y/o DHA. A excepción de la crema de helado comercial y el helado control, los 

cuales no visualizaron peaks de fusión en ese rango de temperatura. Por lo tanto, 

no evidenciaron la presencia de TAGs de EPA y/o DHA en la crema comercial y 

helado control. Estos resultados concuerdan con estudios anteriores de Hernández 

(2015) en enriquecimiento de mantequilla con TAGs de EPA y/o DHA, quién observó 

peaks cercanos a -70°C en la curva de fusión por DSC.  
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Tabla 8. Comportamiento térmico del diseño factorial 22 con 2 repeticiones en el 

punto central (0,0) del proceso de homogeneización de crema de helado con 

triacilglicéridos estructurados con alto contenido de EPA y/o DHA (TAGs EPA y/o 

DHA) y ácido caprílico, helado control, crema comercial (Colun) y triacilglicéridos 

estructurados purificados (TAGs purificados). 

Diseños 

Variables de proceso Variables respuesta 

Velocidad 
de 

agitación 

Contenido 
TAGs EPA 

y/o DHA 

Peaks máximos de 
fusión Rango de 

fusión TAGs EPA 
y/o DHA PPF2 

Unidades (rpm) (mg) (˚C) (˚C) 

H1 3000 100 -78,14 -1,05 -80,16 20,01 

H2 3000 250 -78,22 0,22 -80,15 19,89 

H3 15000 100 -78,30 0,22 -80,15 20,21 

H4 15000 250 -77,90 0,11 -79,59 20,49 

H5 9000 175 -77,49 0,36 -79,73 19,37 

H6 9000 175 -78,39 0,70 -80,16 19,16 

Crema comercial - - - -2,31 -78,18 38,18 

Helado control - - - 0,73 -80,16 20,08 

TAGs purificados - - -67,68 -28,43 -80,22 68,07 

 

En la Tabla 9 se indican las variaciones de entalpía total y los del peaks de TAGs 

de EPA y/o DHA, donde se visualiza que para el ΔH total no se aprecian diferencias 

significativas entre formulaciones. Sin embargo, se observan diferencias 

significativas entre las formulaciones de helado con la crema comercial y los TAGs 

purificados, lo cual es esperable, debido a que el helado requiere de una mayor 

energía (J/g) para pasar de estado sólido a líquido. Se puede observar que, para 

las formulaciones de los diseños, la entalpía de fusión (ΔH) se encuentra en el rango 

de 0,45 J/g a 4,15 J/g. En contraste a lo obtenido para los TAGs EPA y/o DHA, en 

los cuales se obtuvo un valor de 9,74 J/g. Esto se debe posiblemente a que en las 

formulaciones de los diseños, la energía para cambiar de estado de los TAGs de 

EPA y/o DHA, se ve afectada por los ingredientes de las formulaciones. En cuanto 

a las muestras de crema comercial y formulación de helado control no presentaron 

entalpía de fusión del peak de TAGs de EPA y/o DHA. 
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Por otro lado, el contenido de grasa sólida (CGS) a -20°C de las formulaciones fue 

de 85,6% a 99,4%, mientras que el CGS deseable en el helado control fue de 96,4%.  

Tabla 9. Comportamiento de fusión de las muestras de helado, crema comercial 

(Colun), helado control y TAGs purificados. 

 

 

Figura 4. Perfiles de fusión obtenidos por calorimetría diferencial de barrido (DSC). 

A: Crema comercial (Colun); B: Triacilglicéridos estructurados purificados (TAGs 

purificado); C: Diseño 3 de helado (15000 rpm y 100mg TAGs EPA y/o DHA). 

Formulación 

Variables de proceso Variables respuesta 

Velocidad 
de agitación 

Contenido 
TAGs EPA 

y/o DHA 
ΔH total %CGS a -20˚C 

ΔH del Peak 
TAGs (EPA 

y/o DHA) 

Unidades (rpm) (mg) (J/g) (%) (J/g) 

H1 3000 100 274,57 99,18 2,39 

H2 3000 250 297,05 85,70 1,13 

H3 15000 100 297,92 85,60 4,15 

H4 15000 250 271,09 94,37 1,56 

H5 9000 175 259,77 98,54 1,68 

H6 9000 175 262,73 99,41 0,95 

Crema comercial - - 69,09 90,76 0,00 

Helado control - - 238,55 96,40 0,00 

TAGs purificados - - 89,53 41,90 9,74 

- A 

- B 

- C 
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Los ácidos grasos poliinsaturados son líquidos a temperatura ambiente debido a 

sus bajas temperaturas de puntos de fusión (Tetrapack, 1996). Tosltorebrov (2014) 

indicó que el punto de fusión de los TAGs depende de la longitud de cadena y nivel 

de insaturación de los ácidos grasos, por lo que un aumento en el número de doble 

enlaces influye significativamente (p <0,05) en la temperatura de fusión del TAG por 

sobre la longitud de cadena. 

Esto se refleja en las diferencias de peaks entre la curva B (triacilglicéridos 

estructurados purificados) y la curva A la cual corresponde a la crema comercial 

(Colun), que contiene bajo contenido de ácidos grasos poliinsaturados (Figura 4). 

Se puede deducir que el peak a baja temperatura (-80°C) en la Figura 4, simboliza 

el punto de fusión de los TAGs de AGPICL principalmente n-3 EPA y/o DHA, lo cual  

concuerda con lo detectado por autores como Rojas (2013) y Hernández (2015). 

5.4.2 Caracterización de las formulaciones enriquecidas con TAGs EPA y/o 

DHA mediante las variables de resistencia al derretimiento y fusión en boca, 

obtenido por calorimetría diferencial de barrido (DSC). 

En la Figura 5 se observa el contenido de grasa sólida graficado en función de la 

temperatura para las seis formulaciones del diseño experimental, helado control, 

crema control y muestra de triacilglicérido purificado. Se pueden distinguir cinco 

zonas características de los helados según su rango de temperatura: 

- Dureza (-80ºC a -20ºC) 

- Resistencia al derretimiento (-2ºC a 0ºC) 

- Sensación de frialdad en boca (0ºC a 10ºC)  

- Fusión en boca (10ºC) 

- Cerosidad en boca (10ºC a 20ºC)  

Se evidenció un perfil de comportamiento similar a las formulaciones del diseño 

respecto al helado control, al contrario de lo ocurrido con la curva de TAGs de EPA 

y/o DHA purificado, el cual presentó un menor CGS (%) en el rango entre -80ºC a   
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-2ºC debido a su alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados los cuales son 

líquidos a bajas temperaturas.   

Dentro de las características más destacadas de los helados está la fusión en boca 

(estudiada a los 10°C) la cual indica el cambio de estado de los componentes del 

helado (cristales de hielo y grasa principalmente) al entrar en contacto con la boca. 

Esta característica permite la liberación y detección de aromas y sabores. Otra de 

las características importantes es la resistencia al derretimiento (estudiada en el 

rango de -20°C a 0°C), la cual indicaría el comportamiento del helado una vez que 

se extrae de las condiciones de almacenamiento (-18°C) y llega al consumidor.  

Figura 5. Contenido de grasa sólida (CGS) en función de la temperatura de las 

muestras enriquecidas con TAGs de EPA y/o DHA por DSC. Formulación 1-6; 

crema comercial; helado control y TAGs purificado. Dureza: desde a (-80°C) - b (-

20°C); resistencia al derretimiento: desde b (-20°C) - c (0°C); sensación frialdad en 

boca: desde c (0°C) - d (10°C); fusión en boca (10°C); cerosidad en la boca: desde 

d (10°C) – e (20°C). 
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En la Figura 6a se observa el Diagrama de Pareto con las variables independientes 

significativas para la variable respuesta derretimiento entre los dedos. Tanto el 

contenido de TAGs EPA y/o DHA, la velocidad de agitación y su interacción tuvieron 

un efecto significativo, directamente proporcional a la respuesta de resistencia al 

derretimiento. Por lo que a mayor contenido de estos TAGs EPA y/o DHA, mayor 

es la resistencia al derretimiento (Anexo 2). Las variables significativas que afectan 

la resistencia al derretimiento del helado, en orden de relevancia fueron la 

interacción entre las variables, el contenido de TAGs de EPA y/o DHA y por último 

la velocidad de agitación. 

El gráfico de superficie de respuesta de la Figura 6b indica el comportamiento de la 

resistencia al derretimiento del helado, medido en % de grasa sólida a (0°C), 

respecto a las variables de contenido de TAGs EPA y/o DHA (mg/porción) y la 

velocidad de agitación (rpm) (Tabla 10). Se observa un mayor porcentaje de CGS 

al aumentar el contenido de TAGs EPA y/o DHA y a bajas velocidades de agitación 

en la inclusión de estos TAGs en la matriz de crema de helado. 
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Figura 6. Gráficos de respuesta estimada de resistencia al derretimiento a (0°C) 

para las variables velocidad de agitación y contenido de TAGs de EPA y/o DHA a) 

Diagrama de Pareto; b) Superficie de respuesta. 
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Figura 7. Gráficos de respuesta estimada de fusión en boca a (10°C) para las 

variables velocidad de agitación y contenido de TAGs de EPA y/o DHA a) Diagrama 

de Pareto; b) Superficie de respuesta. 

La Figura 7a se observa el Diagrama de Pareto con las variables independientes 

significativas para la variable fusión en la boca a 10°C. El contenido de TAGs EPA 

y/o DHA afecta de manera significativa directamente proporcional a la respuesta de 

fusión en boca. Por lo que a mayor contenido de TAGs EPA y/o DHA, mayor es la 

fusión en boca de la grasa sólida (a 10°C) (Anexo 3; Tabla 10). Para el caso de la 

velocidad de agitación, se indica en el diagrama de Pareto que es una variable no 

significativa en la respuesta de fusión en boca. Para el caso de la interacción a alto 

contenido de TAGs EPA y/o DHA y baja velocidad de agitación, se obtiene la 

máxima fusión en boca. 
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El gráfico de superficie de respuesta de la Figura 7b indica el comportamiento de la 

fusión en boca, medido en % de grasa sólida a 10°C, respecto a las variables de 

contenido de TAGs de EPA y/o DHA (mg/porción) y la velocidad de agitación (rpm). 

Se observa una mayor fusión en boca al aumentar el contenido de TAGs de EPA 

y/o DHA, y baja velocidad de agitación. 

 

5.5 Optimización las variables del proceso de homogeneización, 

concentración de TAGs EPA y/o DHA y velocidad de agitación frente al 

comportamiento térmico por calorimetría diferencial de barrido. 

La Tabla 10 indica los resultados obtenidos de las seis formulaciones del diseño 

factorial de helado enriquecido con TAGs purificados de EPA y/o DHA, helado 

control y los TAGs purificados de EPA y/o DHA. Al analizar la característica de 

dureza (-80°C), no se obtienen diferencias significativas entre las variables 

estudiadas, manteniéndose en el óptimo del helado control con 100% de contenido 

de grasa sólida (CGS). Para el caso de los diseños experimentales H1 y H2, se 

observa que a mayor concentración de TAGs EPA y/o DHA, manteniendo la 

velocidad de agitación como mínima (3000 rpm), hay un mayor CGS a mayores 

temperaturas (rango entre 0°C a 20°C). Lo mismo ocurre con los diseños H3 y H4, 

que a mayor concentración de TAGs de EPA y/o DHA, manteniendo la velocidad de 

agitación como máxima (15000 rpm), se obtiene un mayor CGS en el mismo 

intervalo de temperaturas. En la sensación de frialdad (0°C a 10°C) en la boca no 

se observan diferencias significativas respecto al helado control para los diseños, a 

excepción de H1 y H2. Esto se podría deber a que a una baja velocidad de agitación 

(3000 rpm) no ocurre una correcta inclusión de TAGs de EPA y/o DHA en la matriz 

de crema de helado, evidenciándose en éste rango de temperatura. 
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Tabla 10. Comportamiento térmico de porcentaje de contenido de grasa sólida 

(%CGS) del diseño factorial 22 con 2 repeticiones en el punto central (0,0) del 

proceso de homogeneización de crema de helado con triacilglicéridos estructurados 

purificados (TAGs) de EPA y/o DHA de helado control, TAGs purificados y diseños 

de helado. 

N° 
Velocidad  

[rpm] 

TAGs EPA y/o 

DHA [mg/ 

porción] 

%CGS   

T° -78°C 

%CGS  

T° -20°C 

%CGS  

T° -10°C 

%CGS  

T° 0°C 

%CGS  

T° 10°C 

%CGS  

T° 20°C 

H1 3000 100 100,00 99,18 92,20 4,82 0,00 0,00 

H2 3000 250 99,90 85,70 77,48 16,67 3,02 0,92 

H3 15000 100 100,00 85,60 77,37 12,98 1,15 0,00 

H4 15000 250 99,91 94,37 85,52 12,65 1,37 0,01 

H5 9000 175 99,98 98,54 91,09 12,46 1,25 0,00 

H6 9000 175 99,98 99,41 91,06 11,84 1,05 0,00 

Helado Control 100,00 96,40 88,28 11,71 1,09 0,13 

TAGs Purificado 100,00 41,90 27,29 20,66 15,59 10,99 

 

Se optimizaron las variables de resistencia al derretimiento considerando los 0°C 

como temperatura característica y fusión en boca a los 10°C según indica curva de 

DSC. Esta optimización se realizó considerando como objetivo los valores obtenidos 

del helado control realizado experimentalmente en el laboratorio. 

La optimización de la resistencia al derretimiento y fusión en boca se observa en el 

gráfico de respuesta (Figura 8), en donde se indica que a velocidad media y 

contenido medio de TAGs de EPA y/o DHA maximizan la deseabilidad. 
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Figura 8. Superficie de respuesta estimada para optimización de deseabilidad (1,0) 

de las variables velocidad de agitación y contenido de triacilglicéridos estructurados 

purificados de EPA y/o DHA. 

 

Las respuestas óptimas para tener una deseabilidad maximizada en la inclusión de 

los triacilglicéridos estructurados purificados de EPA y/o DHA en la matriz de crema 

de helado son 6056 rpm en velocidad de agitación y 151mg de TAGs de EPA y/o 

DHA por porción (Anexo 4). 

 

Por lo tanto, es factible enriquecer una matriz de crema de helado con 

triacilglicéridos estructurados de EPA y/o DHA a partir de acidólisis enzimática bajo 

condiciones de CO2 supercrítico, obteniendo un helado homogeneizado con 

propiedades térmicas y texturales similares al helado control. Para lo cual se 

requiere utilizar una matriz de crema de helado enriquecida con 151mg de TAGs de 

EPA y/o DHA por porción agregado a una velocidad de 6056 rpm. La elaboración 

del helado debe ser con 10% de grasa enriquecida, 11% sólidos lácteos no grasos, 

14% de azúcar, 0,4% de estabilizante con un 35% de frutillas frescas, fabricados 

durante 45 minutos con temperaturas de -3°C a -32°C con agitación constante de 

53 rpm. 
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CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES 

Es posible el enriquecimiento de una matriz de crema de helado con triacilglicéridos 

estructurados de EPA, DHA y ácido caprílico, de acidólisis enzimática (Candida 

antarctica) de AGPICL n-3 y aceite refinado comercial de salmónido de manera de 

complementar la ingesta de pescado y a la vez de aprovechar el alto consumo de 

helado existente en la población nacional. A su vez, este estudio representa un 

acercamiento a los niveles óptimos de la relación de ácidos grasos omega-6 y 

omega-3, en un alimento especialmente atractivo para niños. 

1. Los parámetros de la caracterización del aceite crudo y refinado comercial 

de salmónidos presentaron valores dentro de los rangos establecidos por el 

RSA (2015), GOED (2012) y IFOS (2009) para los análisis de acidez libre, 

índice de peróxidos, valor de p-anisidina y valor TOTOX. 

2. Fue posible obtener un concentrado de ácidos grasos poliinsaturados de 

cadena larga omega-3 (AGPICL n-3), a partir de aceite crudo de salmón 

comercial. Los AGPICL n-3 representaron un 88,18% de los ácidos grasos 

totales del concentrado. El contenido de EPA (C 20:5 n-3) y DHA (C 22:6 n-

3) fue de 19,69 y 66,63 g/100 g AGT, respectivamente. Estos resultados 

demuestran que el EPA tiene más tendencia a formar aductos de urea que 

el DHA bajo las condiciones de trabajo empleadas. 

3. Se logró obtener un triacilglicérido estructurado a partir de aceite de refinado 

de salmón comercial, ácido caprílico y concentrado AGPICL n-3, obtenido de 

aceite crudo de salmón, mediante una combinación de las variables del 

proceso de acidólisis enzimática: relación concentrado AGPICL n-3/aceite 

refinado de salmón/ácido caprílico (6,25/3,7/0,05; g/g/g), temperatura de 

reacción (50°C), presión de reacción (200 bar), tiempo de reacción (7,5 h) y 

concentración de enzima respecto al sustrato (5%), utilizando lipasa B 

inespecífica de Candida antarctica inmovilizada bajo condiciones de dióxido 

de carbono supercrítico. 

4. Se pudo observar que las variables respuesta de fusión en boca y resistencia 

al derretimiento se ven afectadas de manera directamente proporcional y 

significativamente con el factor de contenido de TAGs de EPA y/o DHA 
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incluido en la matriz de crema de helado. Para el caso del factor velocidad 

de agitación, éste sólo afectó de manera directamente proporcional la 

resistencia al derretimiento. Mientras que, la interacción de ambas variables 

independientes, contenido de TAGs de EPA y/o DHA y velocidad de agitación 

afectaron significativamente las variables respuesta de fusión en boca y 

resistencia al derretimiento. 

5. La optimización del enriquecimiento de la matriz de crema de helado se 

obtuvo mediante las variables de contenido de TAGs purificados de EPA y/o 

DHA y velocidad de agitación, optimizadas respecto a la respuesta referente 

a fusión en boca y resistencia al derretimiento del helado control, con valores 

de 151 (mg/porción) y 6056 (rpm) respectivamente. Con estas 

características, es posible denominar al helado como enriquecido con TAGs 

EPA y/o DHA según Reglamento Sanitario de los Alimentos. 
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CAPÍTULO VIII: ANEXOS 

 
Anexo 1. Formulación de helado de crema sabor frutilla 
 
Balance General 
 

N + L + C + K + A = H 
 
 

(1) N + L + C + K + A = 1000  
 

Flowsheet.  
 
 
 
 
 

 
 

  

 

 

 

Balance de grasa 

 0,031L + 0,35C + 0,12K = 0,1H 
 

Al estimar una cantidad a fabricar de 1000 g. de helado, se tiene que: 

0,031L + 0,35C + 0,12K = 0,1* 1000 
 
 

(2)  0,031L + 0,35C + 0,12K = 100 
 

Balance de sólidos lácteos no grasos 

 

 0,08L + 0,05C + 0,75K = 0,11H 
 

Al estimar una cantidad a fabricar de 1000 g. de helado, se tiene que: 

0,08L + 0,05C + 0,75K = 0,11*1000 
 

Crema (C) 

35% MG 

0,5% SLNG 

Leche (L) 

3,1% MG 

8% SLNG 

Sacarosa (A) 

100 º Brix 

Helado (H) 

10% MG 

14% azúcar 

11% SLNG 

0,4% 

Estabilizate 

 

Estabilizante 

(N) 

Leche en polvo (K) 

12%MG 

75% SLNG 
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(3)  0,08L + 0,05C + 0,75K = 110 
 

 

Balance de sacarosa 

A = 0,14 H 
 

Al estimar una cantidad a fabricar de 1000 g de helado la cantidad de sacarosa 

resultó ser: 0,14 x 1000 = 140 gramos. 

Balance del Estabilizante 

N = 0,004 H 
 

Al estimar una cantidad a fabricar de 1000 g de helado la cantidad de sacarosa 

resultó ser: 0,004 x 1000 = 4 gramos. 

 

Por lo tanto se tiene las siguientes ecuaciones: 

(1) N + L + C + K + A = 1000  
(2)  0,031L + 0,35C + 0,12K = 100 
(3)  0,08L + 0,05C + 0,75K = 110 
 

 

Restando la ecuación  (2) - 0,031*(1) 

-0,031L – 0,031C – 0,031K = -27 

0,031L + 0,35C + 0,12K = 100 

0,319C + 0,089K = 73  (*) 

 

Restando la ecuación  (3) – [(80/31)*(2)]  

-0,08L – 0,9C – 0,31K = -258,06 

0,08L + 0,05C + 0,75K = 110 

-0,85C + 0,45K = -148,06  (**) 

Restando la ecuación  (**) – [(850/319) * (*)]  

-0,85C - 0,273K = -194,514 

+0,85C - 0,45K = +148,06 

0,687K = 49,55 
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Por lo tanto los pesos requeridos de los ingredientes para obtener un helado con 10 
% de materia grasa, 14% de sacarosa, y 11% de sólidos lácteos no grasos son: 
 

Leche en polvo (K) = 72,32g 
Crema (C)   = 210,13g 
Leche líquida (L)  = 573,55g 
Azúcar (A)   = 140g 
Estabilizante (N)  = 4g   

 
 
*Además se adicionan 35% de frutilla. 
 

 
Anexo 2. Análisis de varianza mediante Statgraphic Centurion XVI para las 
variables independientes velocidad de agitación y contenido de EPA+DHA respecto 
a la respuesta de resistencia al derretimiento. 
 
Efectos estimados para Resistencia al derretimiento (%CGS) 

Efecto Estimado Error Estd. V.I.F. 

promedio 11,9033 0,176714  

A:Contenido EPA DHA 5,76 0,432859 1,0 

B:Velocidad de agitación 2,07 0,432859 1,0 

AB -6,09 0,432859 1,0 

Errores estándar basados en el error total con 2 g.l. 
 
El StatAdvisor 
Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las 
interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos efectos, 
el cual mide su error de muestreo.  Note también que el factor de inflación de 
varianza (V.I.F.) más grande, es igual a  1,0.  Para un diseño perfectamente 
ortogonal, todos los factores serían igual a 1.  Factores de 10 o más normalmente 
se interpretan como indicativos de confusión seria entre los efectos.   
Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione 
Diagrama de Pareto de la lista de Opciones Gráficas.  Para probar la significancia 
estadística de los efectos, seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones 
Tabulares.  Puede retirar efectos significativos pulsando el botón secundario del 
ratón, seleccionando Opciones de Análisis, y pulsando el botón de Excluir.   
 
 
Análisis de Varianza para Resistencia al derretimiento 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-
P 

A:Contenido TAGs EPA 
y/o DHA 

33,1776 1 33,1776 177,07 0,0056 

B:Velocidad de 
agitación 

4,2849 1 4,2849 22,87 0,0411 



78 
 

AB 37,0881 1 37,0881 197,94 0,0050 

Error total 0,374733 2 0,187367   

Total (corr.) 74,9253 5    

 
R-cuadrada = 99,4999 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 98,7496 porciento 
Error estándar del est. = 0,432859 
Error absoluto medio = 0,185556 
Estadístico Durbin-Watson = 2,25974 (P=0,7840) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0,155518 
 
El StatAdvisor 
La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Resistencia al derretimiento en piezas 
separadas para cada uno de los efectos.  entonces prueba la significancia 
estadística de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del 
error experimental.  En este caso, 3 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, 
indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza 
del 95,0%.   
El estadístico R-Cuadrada indica que el modelo, así ajustado, explica 99,4999% de 
la variabilidad en Resistencia al derretimiento.  El estadístico R-cuadrada ajustada, 
que es más adecuado para comparar modelos con diferente número de variables 
independientes, es 98,7496%.  El error estándar del estimado muestra que la 
desviación estándar de los residuos es 0,432859.  El error medio absoluto (MAE) 
de 0,185556 es el valor promedio de los residuos.  El estadístico de Durbin-Watson 
(DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlación significativa 
basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.  Puesto que el 
valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicación de autocorrelación serial en los 
residuos con un nivel de significancia del 5,0%.   
 

Coef. de regresión para Resistencia al derretimiento 

Coeficiente Estimado 

constante -7,02667 

A:Contenido TAGs EPA 
y/o DHA 

0,0993 

B:Velocidad de agitación 0,00135667 

AB -0,00000676667 

 
El StatAdvisor 
Esta ventana despliega la ecuación de regresión que se ha ajustado a los datos.  La 
ecuación del modelo ajustado es  
Resistencia al derretimiento = -7,02667 + 0,0993*Contenido EPA DHA + 
0,00135667*Velocidad de agitación - 0,00000676667*Contenido EPA 
DHA*Velocidad de agitación  
en donde los valores de las variables están especificados en sus unidades 
originales.  Para hacer que STATGRAPHICS evalúe esta función, seleccione 
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Predicciones de la lista de Opciones Tabulares.  Para graficar la función, seleccione 
Gráficas de Respuesta de la lista de Opciones Gráficas.   
 
Matriz de Correlación para los Efectos Estimados  

  (1) (2) (3) (4) 

(1) promedio 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

(2) A:Contenido TAGs EPA y/o 
DHA 

0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 

(3) B:Velocidad de agitación 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 

(4) AB 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 

 
 
El StatAdvisor 
La matriz de correlación muestra el grado de confusión entre los efectos.  Un diseño 
perfectamente ortogonal mostrará una matriz diagonal con 1´s en la diagonal y 0´s 
fuera de ella.  Cualquier término distinto de cero implica que los estimados de los 
efectos correspondientes a esa fila y columna estarán correlacionados.  En este 
caso, no hay correlación entre ninguno de los efectos.  Esto significa que se 
obtendrán estimados ‘limpios’ para todos esos efectos.   
 
Optimizar Respuesta 
Meta: mantener Resistencia al derretimiento en 11,71 
 
Valor óptimo = 11,71 
 

Factor Bajo Alto Óptimo 

Contenido TAGs EPA y/o 
DHA 

100,0 250,0 169,256 

Velocidad de agitación 3000,0 15000,0 9128,89 

 
El StatAdvisor 
Esta tabla muestra la combinación de los niveles de los factores, la cual mantiene 
Resistencia al derretimiento en 11,71 sobre la región indicada.  Use el cuadro de 
diálogo de Opciones de Ventana para indicar la región sobre la cual se llevará a 
cabo la optimización.  Puede establecer el valor de uno o más factores a una 
constante, estableciendo los límites alto y bajo en ese valor. 
 

 

Diagrama de Pareto Estandarizada para Resistencia al derretimiento
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Anexo 3. Análisis de varianza mediante Statgraphic Centurion XVI para las 
variables independientes velocidad de agitación y contenido de EPA+DHA respecto 
a la respuesta de fusión en boca. 
 
 
Efectos estimados para Fusión en boca (%CGS) 

Efecto Estimado Error Estd. V.I.F. 

promedio 1,30667 0,0883333  

A:Contenido TAGs EPA y/o 
DHA 

1,62 0,216372 1,0 

B:Velocidad de agitación -0,25 0,216372 1,0 

AB -1,4 0,216372 1,0 

Errores estándar basados en el error total con 2 g.l. 
 
El StatAdvisor 
Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las 
interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos efectos, 
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el cual mide su error de muestreo.  Note también que el factor de inflación de 
varianza (V.I.F.) más grande, es igual a 1,0.  Para un diseño perfectamente 
ortogonal, todos los factores serían igual a 1.  Factores de 10 o más normalmente 
se interpretan como indicativos de confusión seria entre los efectos.   
 
Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione 
Diagrama de Pareto de la lista de Opciones Gráficas.  Para probar la significancia 
estadística de los efectos, seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones 
Tabulares.  Puede retirar efectos significativos pulsando el botón secundario del 
ratón, seleccionando Opciones de Análisis, y pulsando el botón de Excluir.   
 

Análisis de Varianza para Fusión en boca 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

A:Contenido TAGs EPA 
y/o DHA 

2,6244 1 2,6244 56,06 0,0174 

B:Velocidad de agitación 0,0625 1 0,0625 1,33 0,3673 

AB 1,96 1 1,96 41,87 0,0231 

Error total 0,0936333 2 0,0468167   

Total (corr.) 4,74053 5    

 
R-cuadrada = 98,0248 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 95,0621 porciento 
Error estándar del est. = 0,216372 
Error absoluto medio = 0,104444 
Estadístico Durbin-Watson = 0,621841 (P=0,0913) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = 0,304527 
 
El StatAdvisor 
La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Fusión en boca en piezas separadas 
para cada uno de los efectos.  entonces prueba la significancia estadística de cada 
efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.  
En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son 
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.   
 
El estadístico R-Cuadrada indica que el modelo, así ajustado, explica 98,0248% de 
la variabilidad en Fusión en boca.  El estadístico R-cuadrada ajustada, que es más 
adecuado para comparar modelos con diferente número de variables 
independientes, es 95,0621%.  El error estándar del estimado muestra que la 
desviación estándar de los residuos es 0,216372.  El error medio absoluto (MAE) 
de 0,104444 es el valor promedio de los residuos.  El estadístico de Durbin-Watson 
(DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlación significativa 
basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.  Puesto que el 
valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicación de autocorrelación serial en los 
residuos con un nivel de significancia del 5,0%.   
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Coef. de regresión para Fusión en boca 

Coeficiente Estimado 

constante -2,84583 

A:Contenido TAGs EPA y/o 
DHA 

0,0248 

B:Velocidad de agitación 0,000251389 

AB -0,00000155556 

 
El StatAdvisor 
Esta ventana despliega la ecuación de regresión que se ha ajustado a los datos.  La 
ecuación del modelo ajustado es  
 
Fusión en boca = -2,84583 + 0,0248*Contenido EPA DHA + 0,000251389*Velocidad 
de agitación - 0,00000155556*Contenido EPA DHA*Velocidad de agitación 
 
en donde los valores de las variables están especificados en sus unidades 
originales.  Para hacer que STATGRAPHICS evalúe esta función, seleccione 
Predicciones de la lista de Opciones Tabulares.  Para graficar la función, seleccione 
Gráficas de Respuesta de la lista de Opciones Gráficas.   
 
Matriz de Correlación para los Efectos Estimados  
 

  (1) (2) (3) (4) 

(1) promedio 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

(2) A:Contenido TAGs EPA 
y/o DHA 

0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 

(3) B:Velocidad de agitación 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 

(4) AB 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 

 
El StatAdvisor 
La matriz de correlación muestra el grado de confusión entre los efectos.  Un diseño 
perfectamente ortogonal mostrará una matriz diagonal con 1´s en la diagonal y 0´s 
fuera de ella.  Cualquier término distinto de cero implica que los estimados de los 
efectos correspondientes a esa fila y columna estarán correlacionados.  En este 
caso, no hay correlación entre ninguno de los efectos.  Esto significa que se 
obtendrán estimados ‘limpios’ para todos esos efectos.   
 
Optimizar Respuesta 
Meta: mantener Fusión en boca en 1,09 
 
Valor óptimo = 1,09 
 

Factor Bajo Alto Óptimo 

Contenido TAGs EPA y/o 
DHA 

100,0 250,0 113,135 

Velocidad de agitación 3000,0 15000,0 14987,7 
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El StatAdvisor 
Esta tabla muestra la combinación de los niveles de los factores, la cual mantiene 
Fusión en boca en 1,09 sobre la región indicada.  Use el cuadro de diálogo de 
Opciones de Ventana para indicar la región sobre la cual se llevará a cabo la 
optimización.  Puede establecer el valor de uno o más factores a una constante, 
estableciendo los límites alto y bajo en ese valor. 

 

 

 

 

Diagrama de Pareto Estandarizada para Fusión en boca
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Anexo 4: Análisis de varianza mediante Statgraphic Centurion XVI para la 
optimización de las variables de resistencia a derretimiento y fusión en boca. 
 
Datos/Variables:  
     Fusión en boca (%CGS) 
     Resistencia al derretimiento (%CGS) 
 

 Mínimo Máximo 

Respuesta Observa
do 

Observa
do 

Fusión en boca 0,0 3,02 

Resistencia al 
derretimiento 

4,82 16,67 

 

 Deseabilidad Deseabilidad  Pesos Pesos  

Respuesta Baja Alta Meta Primero Segundo Impacto 

Fusión en boca 0,0 3,0 1,0 1,0 1,0 3,0 

Resistencia al 
derretimiento 

4,0 16,0 10,0 1,0 1,0 3,0 

 
 

   Deseabilidad Deseabilidad 

Fila Fusión en boca Resistencia al derretimiento Prevista Observada 

1 0,0 4,82 0,0 0,0 

2 3,02 16,67 0,0 0,0 

3 1,15 12,98 0,68226 0,682337 

4 1,37 12,65 0,677755 0,674568 

5 1,25 12,46 0,760319 0,718505 

6 1,05 11,84 0,760319 0,822192 

 
El StatAdvisor 
Este procedimiento ayuda a determinar la combinación de los factores 
experimentales que simultáneamente optimiza varias respuestas.  Los hace 
maximizando la función de ‘deseabilidad’.  Usted puede establecer varias 
características de la función de ‘deseabilidad’ a través del cuadro de diálogo de 
Opciones de Análisis.  Las metas de cada una de las respuestas actualmente están 
establecidas como: 
 
   Fusión en boca - mantener en 1,0 
   Resistencia al derretimiento - mantener en 10,0 
 
La salida muestra la función de ‘deseabiliad’ evaluada en cada punto del diseño.  
Entre los puntos de diseño, la ‘deseabilidad’ máxima se alcanza en la corrida 5.  
Para encontrar la combinación de factores que alcanza la ‘deseabilidad’ global 
óptima, seleccione Optimización del cuadro de diálogo de Opciones Tabulares. 
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Optimizar Deseabilidad 
Valor óptimo = 1,0 
 

Factor Bajo Alto Óptimo 

Contenido TAGs EPA y/o DHA 100,0 250,0 151,072 

Velocidad de agitación 3000,0 15000,0 6056,02 

 

Respuesta Óptimo 

Fusión en boca 1,0 

Resistencia al derretimiento 10,0 

 
El StatAdvisor 
Esta tabla muestra la combinación de niveles de factores que maximiza la función 
de ‘deseabilidad’ en la región indicada.  También muestra la combinación de 
factores a la cual se alcanza el óptimo.  Use el cuadro de diálogo de Opciones de 
Análisis para indicar la región sobre la cual se llevará a cabo la optimización. 
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