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RESUMEN

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (AGPICLn-3) han obtenido
una creciente atencion en las ultimas décadas. Nutricionalmente, los &cidos cis-
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico
(22:6n-3, DHA) son los mas importantes en la familia omega-3. Su consumo ha sido
asociado a una prevalencia menor de enfermedades no transmisibles [Ofosu et al., 2017]
asi como a la disminucién de biomarcadores inflamatorios [Kavyani et al., 2022], la
mortalidad y el riesgo cardiaco [Takahashi et al., 2017]. Por otra parte, el acido galico
es un compuesto fendlico afadido a los alimentos como antioxidante, del cual se ha
descrito que puede regular la homeostasis de la glucosa y de los lipidos [Ge et al., 2018;
Donado-Pestana et al., 2018]. Esta informacion proporciona una base farmacoldgica
para que pueda usarse como un metabolito antioxidante coadyuvante en hiperglicemia y
resistencia a la insulina. Tanto el acido galico como los AGPICLn-3 podrian ser
estructurados en acilglicéridos mediante reacciones enzimaticas empleando lipasas, por
sus ventajas demostradas en la modificacion de aceites [Chaurasia et al., 2016]. Estas
estructuraciones enzimaticas pueden ocurrir en medio CO2 supercritico, que permite
acelerar la transferencia de masa en dichas reacciones [Budisa & Schulze-Makuch,
2014]. De esta forma seria posible obtener acilglicéridos fendlicos estructurados, que
ofrezcan propiedades combinadas, tanto de los fenoles como de los AGPICLn-3, con el

consumo de un Unico compuesto.

El objetivo general de esta tesis fue obtener acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA y
acido galico mediante aciddlisis enziméatica en medio CO2 supercritico y evaluar su
efecto en la reversion de alteraciones en los parametros bioquimicos asociados a

resistencia a la insulina, inducida por obesidad en un modelo murino.

El primer objetivo fue obtener un concentrado de &acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga n-3 (AGPICLnN-3) mediante la optimizacion del proceso de complejacién
con urea. La optimizacion se realiz6 mediante Metodologia de Superficie Respuesta
(MSR) utilizando un disefio experimental de Box-Behnken para maximizar las variables

respuestas contenido de EPA, DHA y EPA+DHA; siendo el aceite de salmén comercial
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refinado desodorizado (ASCRD) la materia prima de partida y obteniéndose finalmente
un concentrado AGPICLn-3 éptimo con 41,33 g/100g AGT de EPA+DHA.

El segundo objetivo contempl6 la estructuracion de acilglicéridos con EPA/DHA (AES)
mediante reacciones de aciddlisis enzimética (lipasa b de Candida antarctica) partiendo
del concentrado AGPICLn-3 obtenido en el objetivo 1 y del aceite inicial (ASCRD).
Estas reacciones se efectuaron en medio CO: supercritico y se optimizaron mediante
MSR, maximizando el contenido de EPA, DHA, EPA+DHA, EPA/DHA en posicion

sn-2 del glicerol y minimizando el contenido de acido palmitico.

El tercer objetivo consistio en obtener acilglicéridos fendlicos estructurados (AFES)
utilizando la enzima lipasa de T. lanuginosus, para incluir cido galico en las posiciones
sn-1/sn-3 del glicerol. Las materias primas de partida fueron el AEs obtenido en el
objetivo 2 y el &cido galico. Este proceso bajo condiciones de CO supercriticas se
optimizé mediante MSR, maximizando el contenido de EPA, DHA, EPA+DHA vy el
porcentaje de sintesis de los acilglicéridos fendlicos (% aciddlisis fendlica); resultando
en un AFEs optimizado con 33,3% de aciddlisis fendlica, 19,55 g/100g AGT de
EPA+DHA y 12 + 0,10 mg de &cido galico por ml de AFEs.

En el cuarto objetivo se evalud el efecto de la suplementacion con AFEs en la reversion
de alteraciones de los parametros bioquimicos asociados a resistencia a la insulina
inducida por obesidad en un modelo murino. Se obtuvo una disminucion significativa
(*p < 0,05) del area bajo la curva de glucosa, la glicemia e insulina en ayunas, el indice
HOMA vy la grasa visceral en el grupo suplementado con AFES, con respecto al grupo

suplementado con aceite de maravilla (manteniéndose en ambos la dieta alta en grasas).

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis planteada de que es posible estructurar
acilglicéridos fenolicos que contengan EPA/DHA y acido galico mediante aciddlisis
enzimatica en medio CO supercritico, y que el tratamiento con dichos estructurados
fenolicos influye en la reversion de alteraciones en los parametros bioquimicos

asociados a resistencia a la insulina, inducida por obesidad en modelo murino.
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ABSTRACT

Long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFALCn-3) have gained increasing
attention in recent decades. Nutritionally, cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid
(20:5n-3, EPA) and cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid (22:6n-3, DHA ) are the
most important of the omega-3 family. Its consumption has been associated with a
lower prevalence of non-communicable diseases [Ofosu et al., 2017] as well as a
decrease in inflammatory biomarkers [Kavyani et al., 2022], mortality, and cardiac risk
[Takahashi et al., 2017]. On the other hand, gallic acid is a phenolic compound added to
food as an antioxidant, which has been described as able to regulate glucose and lipid
homeostasis [Ge et al., 2018; Donado-Pestana et al., 2018]. This information provides a
pharmacological basis for its use as an adjuvant antioxidant metabolite in
hyperglycemia and insulin resistance. Both gallic acid and PUFALCn-3 could be
structured into acylglycerides by enzymatic reactions using lipases due to their
demonstrated advantages in modifying oils [Chaurasia et al., 2016]. These enzymatic
structures can occur in a supercritical CO> medium, which allows accelerating mass
transfer in these reactions [Budisa & Schulze-Makuch, 2014]. In this way, it would be
possible to obtain structured phenolic acylglycerides, which offer combined properties

of phenols and PUFACLN-3, by consuming a single compound.

The general objective of this thesis was to obtain phenolic acylglycerides with
EPA/DHA and gallic acid by enzymatic acidolysis in a supercritical CO2 medium and to
evaluate its effect on the reversal of alterations in the biochemical parameters associated

with insulin resistance induced by obesity in a model murine.

The first objective was to obtain a concentrate of n-3 long-chain polyunsaturated fatty
acids (PUFALCn-3) by optimizing the urea complexation process. The optimization
was carried out using the Response Surface Methodology (RSM) using a Box-Behnken
experimental design to maximize the response variables EPA, DHA, and EPA+DHA
content; refined deodorized commercial salmon oil (RDCSO) being the starting raw
material and finally obtaining an optimal PUFALCn-3 concentrate with 41.33 g/100g
TFA of EPA+DHA.
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The second objective contemplated the structuring of acylglycerides with EPA/DHA
(AEs) by enzymatic acidolysis reactions (lipase b from Candida antarctica) starting
from the PUFALCn-3 concentrate obtained in objective one and the initial oil
(RDCSO). These reactions were carried out in a supercritical CO2 medium. They were
optimized by RSM, maximizing the content of EPA, DHA, EPA+DHA, and EPA/DHA

in the sn-2 position of glycerol and minimizing palmitic acid content.

The third objective was to obtain structured phenolic acylglycerides (AFES) using the
enzyme lipase from T. lanuginosus, to include gallic acid in the sn-1/sn-3 positions of
glycerol. The starting raw materials were the AEs obtained in objective two and gallic
acid. This process under supercritical CO2 conditions was optimized by RSM,
maximizing the content of EPA, DHA, EPA+DHA, and the percentage of synthesis of
phenolic acylglycerides (% phenolic acidolysis), resulting in an optimized AFEs with
33.3% phenolic acidolysis, 19.55 g/100g TFA of EPA+DHA and 12 £ 0.10 mg of gallic
acid per ml of AFEs.

In the fourth objective, the effect of supplementation with AFEs on the reversal of
alterations in biochemical parameters associated with insulin resistance induced by
obesity in a murine model was evaluated. A significant decrease (*p < 0.05) was
obtained in the area under the glucose curve, fasting glucose and insulin, the HOMA
index, and visceral fat in the group supplemented with AFEs, compared to the group
supplemented with sunflower oil (keeping both on the high-fat diet).

The results confirm the hypothesis that it is possible to structure phenolic acylglycerides
containing EPA/DHA and gallic acid by enzymatic acidolysis in a supercritical CO>
medium, and treatment with said phenolic structures influences the reversal of
alterations in the biochemical parameters associated with insulin resistance induced by

obesity in a murine model.
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INTRODUCCION

Los lipidos dietarios se consideran macronutrientes fundamentales en la alimentacion
humana. Son componentes integrales de todos los sistemas celulares y cumplen roles
energéticos, estructurales y regulatorios en el organismo. Los &cidos grasos de la dieta
se encuentran agrupados principalmente como triacilglicéridos en el tejido adiposo
blanco, que es capaz de almacenar una gran cantidad de energia (~7.000 kcal/kg)
[Galgani et al., 2015]. Son compuestos quimicamente diversos que pueden obtenerse a
partir de animales, plantas y microorganismos mediante una amplia variedad de
métodos, y cuyos beneficios potenciales van mucho mas alld de su rol como
combustible [Burlingame et al., 2009]. Tal es el caso de los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga omega 3 (AGPICLn-3), cuyos principales exponentes
son el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA). Sus fuentes
naturales mas importantes son organismos marinos (peces, mariscos, algas), que se
alimentan, directa o indirectamente, de fitoplancton, el principal productor de omega-3

en la cadena trofica.

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés de los consumidores con respecto a
las propiedades nutricionales de los AGPICLn-3 (EPA+DHA). El consumo de los
aceites que contienen este tipo de &cidos grasos se ha asociado a una baja prevalencia de
enfermedades cardiacas, circulatorias e inflamatorias [Minihane et al., 2016]. Los
AGPICLNn-3 manifiestan su papel como mediadores lipidicos bioactivos de la accién
gjercida por dietas ricas en estos compuestos [Schunck et al., 2018]. Ademas, diferentes
estudios clinicos indican su eficacia en la disminucion de distintos biomarcadores
inflamatorios [Kavyani et al., 2022]. Una relacion adecuada de n-6/n-3 en la dieta,
unido al consumo diario de AGPICLn-3, se asocia con la menor prevalencia de
enfermedades no transmisibles (ENT) [Ofosu et al., 2017] y con la disminucién de la
mortalidad [Zhang et al., 2018].

La demanda de AGPICLn-3 en la poblacion ha impulsado el surgimiento de nuevos
desafios para concentrar o purificar estos acidos grasos a partir de aceites de pescado
[Furche & Martinez, 2011] y asi obtener suplementos enriquecidos. Sin embargo, la



entrega de EPA y DHA como acidos grasos libres concentrados no es la condicion mas
deseable debido a su baja estabilidad oxidativa (por el mayor nimero de dobles enlaces
en la cadena carbonada). El perfil general de los acidos grasos asi como la estructura
intramolecular de las grasas de la dieta son importantes cuando se consideran sus
efectos nutricionales [Mu & Porsgaard, 2005; Genot et al., 2016]. Una forma quimica
mas estable a considerar para el consumo humano seria la estructuracion de estos
concentrados AGPICLn-3 en forma de triacilglicéridos [Wang et al., 2012a] ya que se
ha descrito que es posible mejorar sus propiedades nutricionales o funcionales mediante
dicha estructuracion [Moreno & Perea, 2008]. Ademaés, se podrian incorporar al
triacilglicérido otras moléculas de naturaleza no lipidica, como los antioxidantes
fenolicos. De esta manera seria posible retrasar la oxidacion y potenciar su actividad

bioldgica; indicando la relevancia de nuevos estudios al respecto.
1.1.Estructuras lipidicas
1.1.1. Acidos grasos

Los principales componentes de los lipidos bioldgicos son los acidos grasos, esenciales
en la nutricion humana como fuente de energia y para cumplir funciones de caracter
metabdlico y/o estructural [Rossmeisl et al., 2011; FAO-OMS/FINUT, 2012].
Generalmente, se encuentran formando parte de triacilglicéridos, fosfolipidos y ésteres
de esterol. Poseen una amplia variedad de funciones metabolicas esenciales y son una
rica fuente de energia (9 kcal/g) de almacenamiento, permiten el aislamiento térmico,
eléctrico y mecanico, forman parte de la estructura de membrana influenciando su
fluidez y su actividad asociada a proteinas. También pueden ser moléculas sefializadoras
intracelulares que responden a estimulos extracelulares, pueden ser precursores de
mediadores lipidicos como los eicosanoides y pueden modular la transcripcion de genes
[Kremmyda et al., 2011; Watkins & German, 2017].

Los acidos grasos son estructuras hidrocarbonadas formadas por 4 o mas carbonos
unidos a un grupo funcional acido carboxilo. EI nimero de atomos de carbono y el

grado de insaturacion que poseen es determinante en sus propiedades fisicas y quimicas



[Valenzuela & Valenzuela, 2013]. Segun el largo de la cadena carbonada se organizan
de la siguiente forma: los &cidos grasos saturados se clasifican en &cidos grasos de
cadena corta (3 a 7 carbonos), acidos grasos de cadena media (8 a 13 carbonos), acidos
grasos de cadena larga (14 a 20 carbonos) y acidos grasos de cadena muy larga (21 o
mas carbonos). Los acidos grasos insaturados por su parte se clasifican en: acidos grasos
de cadena corta (19 carbonos o menos), acidos grasos de cadena larga (entre 20-24
carbonos) y é&cidos grasos de cadena muy larga (con 25 o mas carbonos) (FAO-
OMS/FINUT, 2012). En cuanto al grado de insaturacion se organizan en tres grupos:
saturados (AGS) que son de cadena lineal y no poseen dobles enlaces, acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) que poseen un doble enlace, y acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) que poseen dos 0 mas dobles enlaces. De esta manera, los &cidos grasos de
cadena larga con dos 0o mas insaturaciones se abrevian como AGPICL (acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga).
1.1.2. Triacilglicéridos

Los triacilglicéridos son compuestos constituidos por una molécula de glicerol y tres
moléculas de &cidos grasos, unidos a través de enlaces tipo éster, formados entre los
grupos hidroxilo del glicerol y los grupos carboxilo de los acidos grasos (TG, Figura
1). Las caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionales y los efectos en la salud de los TG
estan influenciados en gran medida por el tipo, distribucién y proporcién de los &cidos
grasos en su estructura. En cuanto a la distribucién, es relevante desde el punto de vista

nutricional la estequiometria de los TG.
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Figura 1. Estructura de un triacilglicérido. Numeracion (sn) estereoespecifica sn-1, sn-2 y sn-3

en la que pueden unirse los &cidos grasos mediante enlaces éster en el TG. Fuente: Modificado
de Valenzuela y Valenzuela (2013).



Estas moléculas son estructuralmente asimétricas, de modo que cada unién del glicerol
con un &cido graso particular es diferente de otra, dependiendo de la posicion de la
unién de los acidos grasos con el respectivo grupo hidroxilo del glicerol. Las moléculas
que son estereoquimicamente numeradas de esta manera tienen el prefijo “sn” (sn=
numeracion estereoespecifica) inmediatamente precedida por el término “glicerol” en el

nombre del compuesto [Valenzuela y Valenzuela, 2013].

Las diferencias en la distribucion de los acidos grasos en las tres posiciones del glicerol
(sn-1, sn-2 y sn-3) en los TG dietarios implica algunas particularidades ya que en la
posicion sn-2; por ejemplo, se facilita la absorcion en el enterocito como 2-
monoacilglicerol (Badui, 2006; Ratnayake & Galli, 2009; FAO-OMS/FINUT, 2012).

1.1.3. Digestion y absorcion de TG

El proceso de digestion de los TG estd mediado por la accion de enzimas lipoliticas,
denominadas lipasas, asi como de cofactores, hormonas y sales biliares que son
necesarios para la actividad especifica de cada una de esta enzimas. Su denominacion
bioguimica es acil-éster-hidrolasas y son enzimas relativamente especificas en su
actividad catalitica, distinguiéndose algunas de ellas por su alta estereoespecificidad
(capacidad de seleccionar e hidrolizar en forma especifica una o algunas de las uniones
ésteres de los acidos grasos con el glicerol en las posiciones sn-1, sn-2 o0 sn-3
(Valenzuela et al., 2002).

En un principio, los TG son hidrolizados parcialmente por la lipasa lingual y la lipasa
gastrica (Figura 2) que son de alta especificidad para la posicién sn-3, dando lugar a la
formacion de 1,2 diacilglicéridos (1,2-DG), una pequefia porcién de 2 monoacilglicerol
(2-MAGQG) y é&cidos grasos libres (AGL) con cadenas carbonadas de distinto tamafio.
Estos compuestos pasan al intestino donde actua la lipasa pancreética (estereoespecifica
para las posiciones sn-1 y sn-3 del TG) y la carboxil ester hidrolasa (inespecifica, actla
a nivel de diacilglicéridos principalmente). Estas hidrolisis en el intestino producen 2-
MAG y AGL. Los 2-MAG se absorben a través del enterocito facilitando la absorcion

de AG que se encuentren en la posicién sn-2 y la retencion de estos en los glicerolipidos



que se generan y transfieren posteriormente a los tejidos (Dominiczak et al., 2014). Los
AGL obtenidos en la hidrélisis seran adsorbidos dependiendo de su largo de cadena y
numero de insaturaciones. Los de cadena corta y media y el glicerol pueden
solubilizarse en la fase acuosa del contenido intestinal, absorbidos, unidos a la aloumina

y transportada al higado via porta donde se oxidan rapidamente como fuente energética.
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Figura 2. Digestion y absorcién de triacilglicéridos. Fuente: Dominiczak et al., 2014.

Los otros productos de la hidrolisis, como los AGPICL y 2-MAG son emulsificados con
sales biliares y lecitina para formar micelas, ser absorbidos a través de la pared
intestinal y posteriormente ser re-esterificados a TG en el enterocito. Los nuevos TG re-
esterificados pasaran a formar parte de los quilomicrones junto con apolipoproteinas de

novo, alcanzando luego la circulacién periférica a través de los vasos linfaticos



[Valenzuela et al., 2002]. Por su parte, los AGL saturados de cadena larga forman
jabones insolubles al reaccionar con iones divalentes y se eliminan en las deposiciones
[Ramirez et al., 2001; Dominiczak et al., 2014].

1.1.4. Acidos grasos poliinsaturados

Los &cidos grasos poliinsaturados son aquellos con dos o més dobles enlaces en su
cadena carbonada. Brindan caracteristicas estructurales y funcionales a diferentes
componentes bioldgicos e intervienen en los diferentes procesos bioquimicos celulares,
de transporte y respuesta celular ante estimulos. Estan involucrados en procesos
fisiologicos, que incluyen la respuesta inmune, entre otras funciones [Sahena et al.,
2009]. Los dos grupos de mayor importancia son los que forman la familia de la serie n-
6 y la familia de la serie n-3 y se diferencian entre si por la posicion del primer doble
enlace de la cadena carbonada, contando a partir del extremo metilo de la molécula de

acido graso (nomenclatura omega).

Entre estos tipos de &cidos grasos encontramos al acido linoleico (AL, n-6) y acido a-
linolénico (ALA, n-3), que son &cidos grasos considerados esenciales ya que los
mamiferos no pueden sintetizarlos y por tanto deben obtenerse de la dieta. Las plantas si
pueden sintetizar AL y ALA al introducir dobles enlaces en las posiciones A12 y Al5, a
partir del extremo carboxilo terminal (nomenclatura delta) [Ratnayake & Galli, 2009;
Crawford et al., 2009; FAO-OMS/FINUT, 2012] mientras que los mamiferos carecen de
las enzimas necesarias para insertar dobles enlaces en los atomos de carbono que estan
mas alla del carbono 9 (A9) [Rodriguez-Cruz et al., 2005; Watkins & German, 2017].

El AL y el ALA pueden entonces obtenerse de la dieta y ser modificados mediante
reacciones alternas de desaturacion y alargamiento que tienen lugar en el higado
(Figura 3.) Primeramente ocurre la insercion de un doble enlace en la posicion A6 del
AL y del ALA por la accion de la A6-desaturasa, luego tiene lugar el alargamiento de
dos unidades de carbono de la cadena mediante la elongasa y la introduccién de otro
doble enlace en la posicion A5 mediante la AS5-desaturasa para formar el acido
araquidénico (20:4n-6 o AA) y el é&cido eicosapentaenoico (20:5n-3 o EPA),

respectivamente. Estos &cidos (AA y EPA) son alargados mediante dos unidades de



carbono a 22:4n-6 y 22:5n-3 (DPA) y posteriormente un alargamiento adicional de
22:4n-6 y 22:5n-3 mediante dos unidades de carbono produce 24:4n-6 y 24:5n-3,
respectivamente. A continuacion, estos AGPICL de 24 carbonos son desaturados por la
A6-desaturasa para producir 24:5n-6 y 24:6n-3. Esta es la misma enzima que desatura al
AL y al ALA. El &cido docosahexaenoico (22:6n-3 o DHA) se obtiene a partir del
acortamiento de dos unidades de carbono de la cadena carbonada del 24:6n-3 durante un
ciclo de la ruta B-peroxisomica. Mediante el mismo mecanismo de acortamiento de la
cadena, el 24:5n-6 da lugar al 22:5n-6. Las enzimas mencionadas intervienen en estas
dos vias metabolicas de transformacion de los &cidos grasos AL y ALA vy al ser
compartidas existe competencia entre ambas vias, por lo que el equilibrio entre estos
acidos grasos y sus derivados AGPICL en la dieta es fundamental [Rodriguez-Cruz et
al., 2005; Ratnayake & Galli, 2009; Crawford et al., 2009; FAO-OMS/FINUT, 2012;
Valenzuela et al., 2014; O"Keefe & Sarnoski, 2017].
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Acido linoleico 18:2 w-6 Acido a-linolénico 18:3
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Figura 3. Transformacion metabolica de los &cidos grasos n-6 y n-3. Fuente:

Valenzuela et al., 2011.



1.1.5. Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga: EPA y DHA

EPA y DHA son sustratos para la formacion de una serie de derivados lipidicos como
prostaglandinas de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5 Ilamados eicosanoides
(derivados de EPA, y diferentes a los eicosanoides derivados del acido araquidonico
como las prostaglandinas de la serie 2 y los leucotrienos de la serie 4) y docosanoides
(derivados de DHA), los cuales ejercen importantes funciones en el metabolismo celular
[Valenzuela et al., 2002].

Al formarse AGPICL de los grupos n-6 y n-3 mediante la serie de desaturaciones y
elongaciones ya mencionadas (punto 1.1.4) AA y EPA compiten por la sintesis de
eicosanoides. EPA compite con el AA por los niveles de enzimas ciclooxigenasas
(COX) vy lipooxigenasas (LOX) para dar lugar a la formacion de DHA. Desde la
perspectiva inmunoldgica, se ha reportado que los AGPICLn-3 poseen efectos anti-
inflamatorios directos al ser precursores de eicosanoides con esas propiedades (Tabla
1), provenientes principalmente de la actividad de la isoenzima COX-2. Igualmente se
ha reportado que poseen efectos anti-inflamatorios indirectos al competir por las
enzimas COX-2 y las LOX con el AA, que por efecto de estas enzimas da origen a los

principales eicosanoides de las vias pro-inflamatorias [FAO-OMS/FINUT, 2012].

Tabla 1. Acciones fisiologicas de los eicosanoides y docosanoides derivados de los acidos
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Extraido de FAO-OMS/FINUT, 2012.

Eicosanoide/Docosanoide Accion fisioldgica
PGE3 Antiagregante leve y vasodilatador.
PGI3 Antiagregante leve.
TXA3 Proagregante muy leve.
EPA Resolvina E1 Potente antiinflamatorio
DHA Resolvina D Potente antiinflamatorio
DHA Protectina D1 Potente antiinflamatorio

*PG: prostaglandina; TX: tromboxano.



Un resumen del metabolismo oxidativo del AA, EPA y DHA para la produccién de

eicosanoides, resolvinas y protectinas se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Vias metabolicas para la produccion de mediadores lipidicos derivados de AGPCLn-
6 y AGPICL n-3. LT: leucotrieno; PG: prostaglandina; TX: tromboxano. Fuente: Kang &
Weylandt, 2008.

Estos altimos compuestos mencionados son derivados ciclicos de los AGPICL vy se ha
reportado su actividad bioldgica incluyendo prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y
leucotrienos (LT). En las dos rutas principales de formacién de eicosanoides intervienen
las enzimas mencionadas: la ciclooxigenasa (COX) que transforma los acidos grasos en
prostanoides (PG y TX) y la lipooxigenasa (LOX) que transforma los &cidos grasos en
LT principalmente. Al ser diferentes el nimero de dobles enlaces de AA y EPA, cada
uno de estos acidos grasos da lugar a una serie diferente de eicosanoides. Los
prostanoides de la serie 2 (Tromboxano A2, Prostaglandina E2 y Protaglandina 12) y los

leucotrienos de la serie 4 (Leucotrienos B4, C4 y E4) se forman a partir del AA en



respuesta a una lesion o estrés, mientras que los prostanoides de la serie 3 (Tromboxano
A3, Prostaglandina E3 y Prostaglandina 13) y los leucotrienos de la serie 5
(Leucotrienos B5, C5 y E5) se producen a partir del EPA para la modulacién de la
formacion de los derivados de AA [Valenzuela et al., 2011; Kremmyda et al., 2011;
FAO-OMS/FINUT, 2012; Alabdulkarim et al., 2012].

Existe evidencia de que los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3
(AGPICLN-3) poseen efectos en la salud, manifestandose su rol como lipidos bioactivos
mediadores de la accién protectora que ejercen las dietas ricas en estos compuestos
[Schunck et al., 2018]. Una relacion adecuada n-6/n-3, unido al consumo cotidiano de
AGPICLn-3 se asocia con una prevalencia menor de enfermedades no transmisibles
(también nombradas como enfermedades cronicas no transmisibles) [Ofosu et al., 2017]

y con la disminucion de la mortalidad y el riesgo cardiaco [Takahashi et al., 2017].
1.2.Enfermedades no transmisibles y obesidad

Las Enfermedades No Transmisibles (ENT) son un grupo de patologias caracterizadas
por una duracion prolongada y aparicion lenta en el individuo, y que no tienen asociado
un agente infeccioso en su etiologia. Afectan el funcionamiento adecuado de érganos
relevantes del organismo como el higado y el sistema cardiovascular [Benziger et al.,
2016]. Entre las ENT pueden citarse la hipertension arterial, el cancer, la enfermedad de
higado graso no alcohdlico, la resistencia a la insulina (RI) y la diabetes tipo 2 (DT2)
[Puoti et al., 2017]. Los factores desencadenantes en cada una de ellas pueden ser de
caracter genético, ambiental o ambos, sin embargo, un factor de riesgo comun para la
mayoria es la obesidad [Chai et al., 2017; Dale et al., 2017].

La obesidad esta definida por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud debido
fundamentalmente al desequilibrio entre el aumento del consumo de calorias y/o la
disminucion del gasto energético [OMS, 2018]. Esta organizacion ha informado ademas
que en el afio 2016 méas de 650 millones de adultos presentaban obesidad. En Chile

existe un panorama nutricional critico pues el porcentaje de obesidad en adultos crecio

10



de 22,9% a 31,2% en los Ultimos 6 afios, mientras que el sobrepeso se mantuvo en un
39,8%. En cuanto a la obesidad morbida, aumentd desde 2,2% a 3,3% llegando a un
4,9% en el grupo etario de 30-49 afios, evidenciando asi un crecimiento alarmante en los
ultimos afios [Encuesta Nacional de Salud, 2010-2016-2017].

1.2.1. Obesidad y resistencia a la insulina

A nivel metabolico, la obesidad induce alteraciones en vias claves de produccion y
utilizacion de la glucosa en el individuo, como la lipdlisis y captacion de glucosa en las
celulas, respectivamente. Existen mdaltiples mecanismos por los cuales se genera
alteracion en la homeostasis de la glucosa; ya que tanto la inflamacién como el estrés
oxidativo son parte de algunos mecanismos moleculares alterados por el aumento del
tejido adiposo que podrian afectar la sefializacion intracelular de la insulina [Niemann et

al., 2017] y con ello la homeostasis de la glucosa.

La regulacion de la glicemia en el organismo ocurre a través de la interaccion de varios
organos, entre ellos el higado, el tejido adiposo y el tejido muscular esquelético. En el
higado ocurren procesos como la gluconeogénesis, la sintesis de glucégeno y la
glicogenolisis, posibilitando la regulacion de la glicemia en niveles constantes, tanto en
los periodos de ayuno como postprandiales. En el caso del tejido adiposo, interviene en
varios procesos, entre ellos la entrada de glucosa y acidos grasos hacia el adipocito en el
periodo postprandial y el almacenamiento de acidos grasos en forma de TG, los que se
utilizan cuando el organismo requiere energia, a través de la activacion de la lipolisis. El
musculo esquelético por su parte es otro de los principales 6rganos que participa en la
homeostasis de la glucosa, siendo el principal sitio en el cual ésta ingresa después de la
ingesta de alimentos [Henriksen et al., 2011]. La elevacion de la glicemia luego de la
ingesta provoca la liberacion de la insulina, hormona a la cual responden los tres

Organos mencionados.

La insulina es una hormona generada en el pancreas y su incremento promueve la
captacion de glucosa mediante la activacion de una compleja cascada de eventos de

sefializacion intracelular [Taniguchi et al., 2006; Thirone et al., 2006]. A grandes
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rasgos, esta hormona se une a su receptor produciendo un cambio conformacional en la
estructura de este, permitiendo la transfosforilacion en residuos de tirosina de las
cadenas beta (dominios intracelulares), convirtiendose en un receptor activado [Pessin y
Saltiel, 2000]. Luego de la activacion del receptor de insulina, que posee actividad
tirosina quinasa intrinseca, éste fosforila al primer sustrato del receptor de insulina
(IRS-1) [Saltiel y Kahn, 2001]. Esta proteina fosforilada inicia una serie de eventos rio
abajo que permite la activacion de la enzima fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), que
conduce a la sefializacion de una serie de eventos moleculares que resultan finalmente
en la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) desde sus vesiculas de
almacenamiento intracelular hasta la membrana plasmatica (Figura 5), permitiendo que
la glucosa pueda ingresar al interior de la célula muscular o de los adipocitos [Taniguchi
et al., 2006; Thirone et al., 2006].
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Figura 5. Diagrama general del proceso de captacion de glucosa (musculo). Modificado de

Principles of Internal Medicine, 18th Edition. www.accessmedicine.com

Cuando esta cascada de sefializacion se ve afectada comienza a producirse la resistencia
a la insulina (RI), que ha sido definida como la respuesta insuficiente o
desensibilizacion al estimulo de la insulina en todos los tejidos blanco que expresen un
receptor para esta hormona [Bajaj y Defronzo, 2003]. Una de las consecuencias de esta
desensibilizacion es la disminucion en el ingreso de glucosa inducido por insulina,

acentuada luego en hiperglicemias postprandiales [ Mitrakou, 1990].
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Una de las hip6tesis més aceptadas que vincula la obesidad con la Rl es que cuando el
tejido adiposo se hipertrofia, el sistema vascular no lo hace a la misma velocidad, por lo
que en esas condiciones el riego sanguineo se vuelve insuficiente y puede llegar a
inducir la muerte de los adipocitos por hipoxia. Dicho fenédmeno, unido a la expansién
del tejido adiposo visceral, provoca el reclutamiento de células del sistema inmune, que
producen la liberacion de mediadores de la inflamacion, e inician un proceso
caracterizado por la presencia de citoquinas y adipoquinas [Lau et al., 2017; Pirola y
Ferraz, 2017].

Este proceso inflamatorio induce también un exceso en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La generacion incrementada de ROS provoca estrés
oxidativo y unido a la inflamacion pueden deteriorar la correcta sefializacion
intracelular de la insulina en sus células blanco. Estudios realizados en animales han
descrito que el tejido adiposo hipéxico mencionado muestra una activacion de las vias
inflamatorias JNK1 e IKK/NF-k, asi como el aumento de la expresion de genes
implicados en la inflamacion y el estrés oxidativo [Hosogai et al., 2007; Ye et al.,
2007]. En humanos se ha observado que podria ocurrir lo mismo, segun lo descrito en la
literatura por Bluher (2016), Dilek & Havva (2017) entre otros. La activacion de estas
vias inflamatorias JNK1 e IKK/NF-x conduce a la liberacion incontrolada de acidos
grasos libres, citoquinas inflamatorias y adipoquinas por parte del tejido adiposo blanco
hacia la circulacion sistémica [Cinti et al., 2005]. El exceso de acidos grasos libres en la
circulacién es un estimulo que genera la acumulacion de intermediarios lipidicos
intracelulares como diacilglicerol (DG) y ceramidas que alteran la sefializacién de la

insulina tanto en el tejido adiposo como en el muasculo esquelético.

Con respecto a la Rl en el higado, se manifiesta en el incremento de la lipogénesis de
novo y la consiguiente produccion de triglicéridos a nivel hepatico, los que a su vez
estimulan la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad [Unger, 1995] y favorecen
la acumulacién de gotas lipidicas en hepatocitos provocando esteatosis hepatica,
primera etapa caracteristica de la enfermedad de higado graso no alcohdlico [Kitade et
al., 2017].
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1.2.2. Resistencia a la insulinay AGPICLN-3

Se ha reportado que los aceites marinos pueden tener aplicacion en la salud debido a su
contenido en AGPICLnN-3, tales como el acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) y el
acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), y que su consumo se ha asociado a una baja
prevalencia de enfermedades cardiacas, circulatorias e inflamatorias [Minihane et al.,
2016]. De acuerdo a lo reportado por FAO-OMS/FINUT (2012) en relacion a los
AGPICLN-3, estudios de alimentacion controlada y de cohortes de ingesta de EPA y
DHA han demostrado beneficios fisioldgicos en la presion arterial, latido cardiaco,
niveles de TG y probablemente, inflamacién, funcion endotelial y funcion diastolica
cardiaca, y evidencia consistente de riesgo reducido de enfermedad coronaria fatal y
muerte subita cardiaca con un consumo de alrededor de 250 mg diarios de EPA+DHA
[Mozaffarian & Rimm, 2006; Yokoyama et al., 2007; Gissi-Hf, 2008].

Segun lo anterior, la FAO-OMS establece el consumo adecuado de EPA+DHA en 250
mg diarios (como minimo) para los varones adultos y mujeres adultas no embarazadas,
ni lactantes. Segun diferentes estudios estos AGPICLn-3 podrian disminuir la liberacion
de citoquinas proinflamatorias como el interferon-y, TNF-o, IL-1B, IL-2 y IL-6, al
actuar directamente sobre el factor transcripcional NF-xB, alterando la expresion de
genes proinflamatorios [Kang y Weylandt, 2008; Wall et al., 2010]. Estos efectos
antiinflamatorios podrian servir de base para utilizar los AGPICLn-3 como
coadyuvantes en contra del desarrollo de ENT con base inflamatoria, como RI
[Simopoulos, 2008; Calder, 2013; Calder, 2014; Pusceddu et al., 2016]. Su efecto
antiinflamatorio podria estar respaldado por la produccion de protectinas y resolvinas ya
mencionadas (punto 1.1.5) que son mediadores generados durante la etapa aguda de la
inflamacion y que actdan localmente en el sitio del dafio. Estos mediadores
contrarregulan la infiltracién de leucocitos y promueven la etapa de resolucion a través
de la inhibicion de las acciones del factor NF-xB en la expresion de genes de moléculas

proinflamatorias [Diaz et al., 2012].

Los efectos antiinflamatorios reportados del EPA se basan ademas en su capacidad de

inhibir la trasformacion del &cido araquidonico en sus derivados pro-inflamatorios

14



prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano A2 (TXA2) y leucotrieno B4 (LTB4), al
competir por las mismas enzimas para la generacion de los eicosanoides
antiinflamatorios: tromboxano A3 (TXA3), prostaglandinas 13 y E3 (PGI3 y PGE3) y
leucotrieno B5 (LTB5) [Kohashi et al., 2014]. EI DHA por su parte se encuentra en
altas concentraciones en el tejido nervioso, particularmente en el cerebro, siendo critico
para su desarrollo y mantencion [Rapoport, 2001; Brenna & Carlson, 2014]. Los efectos
del consumo de DHA a nivel celular en funcién del sistema nervioso y visual reportados
son: aumentar la fluidez de las membranas neuronales, gliales y membranas de conos y
bastoncitos; disminuir la apoptosis neuronal y facilitar el reciclaje de neurotransmisores.
También tiene una importante funcién al inhibir el estrés oxidativo, ya que al ser
liberado desde los fosfolipidos de membrana es metabolizado para formar docosanoides
como la neuroprotectina D1 que inhibe la expresion de genes proinflamatorios

mediados por estrés oxidativo y apoptosis [Bazan 2006; Bazan 2009].

Uno de los mecanismos por los cuales el DHA actua en la célula es como ligando de
miembros de la familia de receptores activados por proliferadores de peroxisoma
(PPARS), de esta forma DHA puede activar PPARSs para que aumente la expresion de
enzimas relacionadas con la B-oxidacion de acidos grasos, favoreciendo la utilizacion de
éstas en vez de su acumulacion [Martinez-Fernandez et al., 2015; Anderson et al., 2014]
y asi regular la expresion de enzimas pertenecientes al metabolismo de lipidos y
disminuir la RI en tejidos periféricos (muscular y adiposo) [Valenzuela & Sanhueza,
2009].

En general la literatura existente sobre los AGPICLn-3 y homeostasis de la glucosa es
amplia y variada. Entre los diferentes estudios que abordan este tema existen meta-
andlisis que respaldan su uso en la salud humana y otros que no son concluyentes al
respecto. Gao et al., (2017), por ejemplo, reporté sobre la relacion entre la
suplementacion con aceites de pescado y la sensibilidad a la insulina para estudios
clinicos realizados entre los afios 1995 a 2014. Se realizé el analisis en conjunto y por
subgrupos concluyendo en el primer caso que no hubo diferencias significativas para la

sensibilidad a la insulina con respecto al placebo (p = 0,292) pero en el analisis por
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subgrupos la suplementacion con aceites de pescado (excluidos omega 3 vegetales)
mejord significativamente (p<0,001) la sensibilidad a la insulina entre las personas que
presentaron al menos un sintoma de trastornos metabolicos (IMC anormales,
hipertension y desérdenes lipidicos). Las mediciones para estimar la sensibilidad a la
insulina incluyeron el clamp hiperinsulinémico-euglicémico, indice HOMA-IR, indice
QUICKI (Quantitative Insulin Sensivity Check Index) y prueba de tolerancia a la
glucosa. Se concluyé ademas que los estudios que duraron entre 4 a 24 semanas
tuvieron mejores resultados que otros mas extensos y las dosis suministradas variaron
entre 1 a 4 gramos de aceite de pescado sin evidencia de diferencias significativas entre
las dosis o el método de estimacion de la sensibilidad a la insulina. En un meta-analisis
anterior [Abbott et al., 2016] se evaluo el efecto de la intervencion con acidos grasos
poliinsaturados n-3 en la resistencia a la insulina en hombres y mujeres con sobrepeso; y
se concluyé que en forma general no hubo efecto significativo aunque en ensayos
superiores a las 6 semanas de tratamiento se observd una mejora significativa solo en el
subgrupo de mujeres (p=0,045). En otro meta-analisis publicado en 2021 [Zhang et al.,
2021] en el cual se evalud el efecto de la suplementacion dietaria con EPA/DHA en el
sindrome metabdlico, se obtuvieron resultados inconsistentes en general, pero al evaluar
los subgrupos se observé que el DHA aumentd los niveles de glucosa en ayuno y los
niveles de insulina sérica en personas menores de 60 afios con suplementacion por 3
meses en Ameérica del Norte. Este efecto de la ubicacion geogréafica también se reportd
en el meta-anélisis realizado por Jang et al., (2019) donde los altos niveles de
AGPICLn-3 fueron asociados con un 26% menos de riesgo de sindrome metabdlico en
general, y con un 31% menos de riesgo en poblacién asiatica con respecto a la
norteamericana. Por Gltimo, en otro meta-analisis [Cheng et al., 2021] sobre la
asociacion del consumo de pescados grasos 0 magros y de suplementos de aceite de
pescado e incidencia de DT2, en medio millon de personas no diabéticas en Reino
Unido, se concluyd que una mayor ingesta de pescado azul estaba asociada a un menor
IMC y a la disminucién significativa inversa entre el consumo de este tipo de pescado y
el riesgo de padecer DT2 (p=0,001). También en los participantes que consumieron

suplementos de aceite de pescado durante los 10 afios de seguimiento de este estudio se
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observé de un 9 a un 23 % menos de riesgo en dependencia de la frecuencia de
consumo. Los efectos positivos coadyuvantes de la suplementacién con aceites de
pescado, sus derivados, o los pescados grasos, pueden estar dados por los diferentes
mecanismos mencionados al inicio de este epigrafe y que son respaldados por diferentes
investigaciones sobre su eficacia en biomarcadores inflamatorios en humanos [Kavyani
et al., 2022, meta-anélisis umbrella]. Sin embargo, al observarse la influencia que
ejercen los diferentes factores (forma de suplementacion, sexo, habitos y dieta de los
participantes, ubicacion geografica, estructura del suplemento y fuente de obtencidn)
sobre el estado de salud, son necesarios estudios clinicos con metodologia mas
controlada y mejores disefios estadisticos. Ello podria ser determinante para explicar la
pérdida de efectividad de los AGPICLn-3 con respecto a la resistencia a la insulina al

tratar de reproducir los tratamientos murinos exitosos en humanos.

1.3. Aceite de salmon comercial refinado desodorizado (ASCRD) como fuente de
obtenciéon de EPA 'y DHA.

Hoy en dia, el pescado es la fuente mas comun de omega-3 en la dieta y los peces
grasos de las familias Scombridae, Clupeidae y Salmonidae se han reportado como las
especies con el mayor porcentaje de EPA y DHA por porcion de alimento [Rubio-
Rodriguez et al., 2010]. El cultivo de salmones en Chile constituye mas del 73% de la
actividad acuicola del pais, convirtiéndose en la cuarta industria mas importantes de la
economia chilena, junto con ser la segunda potencia productora de salmones a nivel
mundial luego de Noruega [Buschmann et al., 2009]. Para 2030, Chile incrementara su
exportacion pesquera a 2,1 millones de toneladas, el equivalente a un crecimiento del
56%, con respecto a 2016, lo cual lo posicionaria como el principal exportador de
pescados en América Latina y el Caribe. Asi, particularmente se espera que, para 2030,
la produccion acuicola crecerd a mas de 1,3 millones de toneladas, correspondiendo a
un aumento del 26,4% respecto a 2016 (FAO, 2019).

Durante el procesamiento tipico del pescado se generan subproductos que equivalen
entre un 20 a 60% de la materia prima inicial. La mayor cantidad de residuos es

representada por despojos, cabeza, cola, piel, huesos y sangre obtenidos en el proceso
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de evisceracion, desollado, corte y fileteo del pescado [Awarenet, 2004]. Estos
subproductos provocan un problema de disposicion de desechos con implicancias
medioambientales [Folador et al., 2005], por lo que su aprovechamiento en la industria
de harinas y aceites es de gran importancia [Ankenman et al., 2012]. Hoy en dia, del
aceite de pescado producido a nivel mundial, un 21% es destinado para consumo
humano, mientras que la harina de pescado es destinada en un 100% a consumo animal
(Koeleman, 2017). Ademas, en las ultimas décadas comenzaron a identificarse las
propiedades nutricionales de los AGPICLn-3 (EPA+DHA) contenidos en los aceites
marinos y se ha generado una gran demanda de aceite de pescado. Por este motivo, la
industria acuicola estd recurriendo cada vez méas al uso de aceites vegetales con
contenido relativamente alto de acidos grasos a-linolénico, entre ellos aceite de canola,
soya Y otros, con la finalidad de reemplazar el aporte de omega-3 del aceite de pescado
requerido para la preparacion de las raciones de alimentacion de peces [Valenzuela et
al., 2012].

En este aspecto, las caracteristicas de los aceites de especies de cultivo obtenidos
reflejaran las propiedades de la materia prima utilizada en sus raciones alimenticias,
evidenciando las diferencias entre los aceites obtenidos segln sus especies debido a los
cambios en su alimentacion. Lo anterior refleja las condiciones y practicas de
alimentacion actuales de la industria acuicola, lo que ha sido informado anteriormente
por investigadores nacionales [Valenzuela, 2005; Méndez et al., 2010; Pando et al.,
2014]. ElI cambio de ingredientes en la dieta de salménidos ha generado una
disminucion de AGPICLNn-3 en el musculo [Bell et al.,, 2001]. La declinacion del
porcentaje de estos acidos grasos en los tejidos del salmon, y consecuentemente en su
aceite, puede reducir la disponibilidad de AGPICLn-3 para los consumidores [Nanton et
al., 2007], unido al aumento de demanda de harina y aceite de pescado para cubrir las
necesidades de la acuicultura. Dicho inconveniente ha impulsado el surgimiento de
nuevos desafios para concentrar o purificar estos acidos grasos a partir de aceite de

pescado [Furche & Martinez, 2011] y asi lograr obtener compuestos con mayores
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concentraciones de AGPICLN-3, que generen beneficios nutricionales y de salud al

consumidor.

1.3.1. Concentraciéon de AGPICLnN-3, a partir de ASCRD, mediante el proceso de

complejacion con urea.

La complejacion con urea se ha utilizado ampliamente para concentrar acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) a partir de diferentes fuentes marinas y vegetales [Ackman et
al., 1988; Hayes et al., 1998; Liu et al., 2006]. Este proceso de concentracion permite el
manejo de grandes cantidades de materia prima con un equipamiento y método simple y
eficiente [Patil, 2014; Thammapat et al., 2016]. La urea (CO(NH2)2) forma complejos
en forma de espiral con moléculas que contienen cadenas alquilicas lineales, como los
acidos grasos saturados (AGS) y monoinsaturados (AGMI) [Hayes et al., 1998]. Cada
atomo de oxigeno de una molécula de urea forma puentes de hidrégeno con 4 atomos de
nitrogeno, y cada atomo de nitrégeno forma enlace de hidrégeno con dos atomos de
oxigeno. En la Figura 6 se observa la estructura de los compuestos de inclusion con
urea. Esta estructura se determind en base a difraccion de rayos X a temperatura
ambiente [Yeh et al., 2013]. La separacién de los complejos de urea de la fraccion no
complejada con urea elimina eficazmente los AGM y los AGS vy enriquece la fraccion
no complejada con AGPICL libres [Babbit, 1990; Wanasundara & Shahidi, 1999; Zuta
et al., 2003; Liu et al., 2006].

Estructura Molécula
hospedera huésped

Figura 6. Estructura de los compuestos de inclusion con urea. Extraido de Yeh et al., 2013.
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Las cantidades de EPA luego del proceso de concentracion podrian aumentar entre 1,6 a
4,1 veces y las cantidades de DHA entre 3,3 a 7,8 veces [Pando et al., 2014; Pando et
al., 2017; Berrios et al., 2017a; Dovale-Rosabal et al., 2019]. Segun lo anterior, seria
posible alcanzar como minimo un 36% de EPA+DHA en la fraccion no complejada
(concentrado) a partir de aceites marinos. Sin embargo, la entrega de concentrados de
EPA y DHA en forma de AGPICL libres no es la mejor dada su baja estabilidad

oxidativa y otros factores que afectan la biodisponibilidad.

1.3.2. Biodisponibilidad

Un gran numero de investigaciones han sido publicadas evaluando el efecto potencial de
los AGPICLnN-3, sin embargo son necesarios mas estudios acerca de la forma en que son
entregados, ya sea como alimentos o suplementos dietarios [Ghasemifard et al., 2014].
Al ingerir cualquier matriz alimentaria o de suplementacién que contenga EPA/DHA, la
proporcion liberada en el intestino se denomina bioaccesibilidad y la cantidad que
alcanza la circulacién sistémica o su sitio de actividad fisiolégica se denomina
biodisponibilidad [Schuchardt & Hand, 2013].

Los productos de suplementacion obtenidos a partir de aceites marinos se ofrecen en
forma de acidos grasos libres (AGL), ésteres metilicos (EM), ésteres etilicos (EE) y
triacilglicéridos (TG) re-esterificados. Al estar disponibles en el mercado mdaltiples
alternativas para consumir EPA y DHA, es necesario tomar en cuenta la
biodisponibilidad de las diferentes formas quimicas o las fuentes naturales de EPA y

DHA (alimento o aceite de pescado).

Al dia de hoy se conoce que independientemente de la cantidad real de EPA y/o DHA
entregada, existen una serie de factores que podrian afectar su biodisponibilidad en
diferentes formas como: la actividad de la lipasa pancreéatica en el sistema digestivo,
recuperacion linfatica de los acidos grasos, posicion en el esqueleto de glicerol, el peso
de las formulaciones y la matriz que vehiculiza estos acidos grasos [Schuchardt &
Hahn, 2013]. El perfil general de los &cidos grasos asi como la estructura intramolecular

de las grasas de la dieta son importantes cuando se consideran sus efectos nutricionales
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[Mu & Porsgaard, 2005]. Un ejemplo para tener en consideracion es la posicion de los
AG en el esqueleto de glicerol, factor esencial a considerar cuando se busca maximizar
la biodisponibilidad de los acidos grasos en el TG. Durante el proceso digestivo, un
importante producto de hidrolisis de los TG mediante lipasas es el 2-monoacilglicerol
(2-MAG) y su formacién se debe a que las lipasas hidrolizan mayoritariamente en las
posiciones sn-1 y sn-3 del glicerol [Dominiczak et al., 2014]. Por lo tanto, es
fundamental la ubicacion de EPA y DHA en la posicion sn-2 para maximizar su

biodisponibilidad.

Con respecto a la forma quimica se han realizado estudios de digestibilidad a corto
plazo (dias) en humanos y animales informandose que la biodisponibilidad de EPA y
DHA es mayor en forma de TAG que en forma de ésteres etilicos (EE) por ejemplo
[Ghasemifard et al., 2014]. Los resultados anteriores contrastan con los obtenidos por
Dyerberg et al. (2010) donde las formas de EPA y DHA presentaron una
biodisponibilidad menor en AGL en comparacién con TAG naturales. En este caso los
sujetos en estudio recibieron un total de 3,3 g de EPA + DHA durante 2 semanas. Tres
preparaciones de concentrados de etilésteres, AGL y TAG re-esterificados de
EPA/DHA fueron comparadas con fuentes naturales de EPA y DHA tales como aceite
de pescado y aceite de higado de bacalao. Considerando el promedio de aumento de
EPA y DHA en los lipidos séricos se observo que la biodisponibilidad de EPA y DHA
en etilésteres, AGL y TG re-esterificados comparados con las fuentes naturales fue de
73%, 91% y 124%, respectivamente. La menor absorcion para los AGL puede deberse a
que forman sales insolubles o jabones de calcio lo que podria influir negativamente en
su asimilacién. Otros reportes han indicado que la mejor forma es la de AGL pero son
susceptibles a oxidacidon y a generar sintomas gastrointestinales [Schuchardt et al.,
2013]. Von Schacky (2014) ha propuesto la conclusion general de que la
biodisponibilidad de EPA y DHA en orden decreciente segun la forma quimica a la cual
estan unidos es la siguiente; Fosfolipidos > triacilglicéridos combinados >
triacilglicéridos > acidos grasos libres > etil ésteres. Esto independiente de si se

encuentra en una matriz alimentaria (ingesta de capsulas junto con ingesta de alimento,
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contenido de grasa en el alimento) o wuna forma galénica especifica
(microencapsulacion, emulsificacion). Seria posible concluir entonces que los TG con
AGPICLN-3 en su estructura se consideran como la forma méas deseable para la
produccién de suplementos o alimentos enriquecidos para consumo humano [Lin et al.,
2006]. Por lo tanto, si los AGPICL libres obtenidos por concentracion con urea fueran
estructurados en triacilglicéridos podrian ser considerados como la forma mas estable
para el consumo humano [Wang et al., 2012a] y al mismo tiempo se podria obtener una

mayor cantidad de AGPICLn-3 que en un aceite comercial de pescado.

1.4. Triacilglicéridos estructurados

Los triacilglicéridos estructurados (TEs) son aquellos triacilglicéridos que tienen
modificada su composicion y/o su distribucion posicional de acidos grasos en el
esqueleto de glicerol, mediante reacciones de catélisis enzimética y/o ingenieria, con
mejoras en sus propiedades nutricionales o funcionales [Moreno & Perea, 2008]. La
estructuracion es una forma de producir TG “hechos a la medida” con caracteristicas
fisicas, propiedades quimicas y/o beneficios nutricionales. Esta estructuracion puede
realizarse a través de reacciones de transesterificacion quimica o enzimatica con el fin
de alterar la composicién y distribucion de acidos grasos en la molécula de glicerol
(Figura 1) [Berrios (a) et al., 2018; Pando et al., 2017].

1.4.1. Lipasas en la estructuracion de TEs

Diferentes tipos de biocatalizadores enzimaticos, como las lipasas, esterasas y
fosfolipasas pueden ser utilizados para la modificacion de lipidos. Los mas versatiles
entre estos biocatalizadores son las lipasas, debido a su regioespecificidad (la enzima
conduce un determinado tipo de reaccion, de tal manera que lo realiza en un lugar
determinado de la molécula) como una de las principales ventajas en la estructuracion
de aceites y grasas para obtener productos de alto valor afiadido, como suplementos de
EPA+DHA [Shimada, 2006].

Se definen como enzimas que hidrolizan enlaces ésteres de acidos grasos y de alcoholes

y catalizan reacciones de esterificacion/transesterificacion (acidélisis, alcohdlisis e
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interesterificacion) (Figura 7). Poseen especificidad posicional por los acidos grasos en
el TG, lo cual es particularmente importante en la modificacion de lipidos [Shahidi,
2005]. Las lipasas difieren en sus propiedades segun los organismos que las originan y
su especificidad hacia distintos &cidos grasos unidos a TG es dificil de predecir, ya que
es afectada por factores como la distribucion de los &cidos grasos en las tres posiciones
del TG [Lyberg & Adlercreutz 2008].
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Hidrélisis RCOR, + HO &—> R-COH + R-OM
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Alcohdlisis R-(!-OR, + R-OH ¢«e——> R-g-OR, + R~-OH

0 0 o) 0
dolisis R I 1 1
Acidolisis RC-OR, + R-C-OH €—> R-C-OR, + R-C-OM
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Figura 7. Reacciones de hidrolisis, sintesis y de transferencia de grupos catalizadas por las
lipasas. Fuente: modificada de Borrelli & Trono (2015).

La acidolisis catalizada por las lipasas ha demostrado ser una buena herramienta para
utilizar concentrados de AGPICL en acilgliceroles y son la mejor posibilidad para
obtener TG enriquecidos [Cerdan et al., 1998; Liu et al., 2007]. La lipasa-B de Candida
antarctica se ha categorizado como una lipasa inespecifica para la hidrdlisis de los
acidos grasos del TG vy es selectiva para acidos grasos de cadena larga porque tiene un
sitio de unidn de sustrato muy estrecho y profundo en comparacion con otras lipasas.

Este pequefio espacio dentro del sitio de unién hace que s6lo un sustrato muy especifico
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para unirse, resultando en un alto grado de selectividad [Poppe et al., 2013; Chaurasia et
al., 2016]. La lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL), por su parte, es un
triacilglicerol lipasa especifica para la hidrolisis en las posiciones sn-1, sn-3, lo cual
quiere decir que con las reacciones que implican TG, la TLL selecciona las posiciones
del acil sn-1,3 del esqueleto de glicerol teniendo también la habilidad de seleccionar
ciertos sustratos y sus esteroisdmeros, es decir es regioselectiva. [Chandler, 2001; Du et
al., 2005; Zhang, 2007; Fernandez-Lafuente, 2010; Svensson & Adlercreutz, 2011]. Las
enzimas descritas pueden ser utilizadas en medio supercritico (una de las tecnologias
utilizadas para producir TES) que proporciona condiciones para el aumento de la
solubilidad de sustratos lipidicos e hidrofébicos en medios no polares; produciendo
reacciones reversas a la hidrdlisis y favoreciendo asi las sintesis enzimaticas como

esterificacion, transesterificacion y acidolisis [Gunnlaugsdottir et al., 1998].

1.4.2. Fluidos supercriticos como medio para la obtencion de TEs mediante

reacciones enzimaticas

Un Fluido Supercritico (FSC) es aquel que al someterlo a una presion y temperatura
superiores a sus valores criticos adquiere propiedades 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 liquido (0,1-1 g/mL) y por lo tanto su
poder disolvente. De esta forma se comporta como un gas denso con poder disolvente
controlable, o bien como una forma de la materia en la que los estados liquido y gaseoso

son indistinguibles entre si [Demirbas, 2000].

El diagrama de fases general para una sustancia pura (Figura 8), muestra las regiones
de temperatura y presiéon donde la sustancia existe como una fase Unica (solido, liquido
0 gas). Estas zonas estan delimitadas por las curvas de coexistencia de dos fases solido-
gas, sélido-liquido y liquido-gas, correspondientes a los equilibrios de sublimacion,
fusion y vaporizacion, respectivamente. Existe un punto de coexistencia de los tres
estados llamado punto triple (PT). EI cambio de estado se asocia a un cambio brusco de
densidad y, para que se produzca, es necesario un aporte extra de energia llamado

entalpia de cambio de estado. Pero por encima del punto critico (PC) este cambio de
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densidad no se produce, por tanto, se podria definir este punto como aquel por encima
del cual no se produce licuefaccion al presurizar, ni gasificacion al calentar y por ende
un fluido supercritico es aquel que se encuentra por encima de dicho punto [Mendiola,
2008].
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Figura 8. Esquema representativo del diagrama de presion-temperatura de los estados de la

materia, correspondiente a una sustancia pura. Fuente: (Dominguez & Parzanese, 2009).

La densidad de los fluidos supercriticos puede cambiarse y manipularse en funcion de la
presion y temperatura, ya que a su presion critica su compresibilidad es maxima y
pequefios cambios en estos parametros pueden llevar a grandes cambios en la densidad
local [Luque de Castro et al., 1993; Ikushima, 1997], lo cual ofrece ventajas para
producir TEs mediante reacciones enzimaticas. La tecnologia de los FSC se ha aplicado
en procesos de extraccion, fraccionamiento, cromatografia y reacciones quimicas,
permitiendo obtener fracciones de una mezcla y productos disefiados a la medida [King,
2004]. Entre los fluidos supercriticos conocidos se encuentra el dioxido de carbono
(CO2), que es un solvente ideal para aplicaciones en alimentos [Rubio-Rodriguez et al.,
2010; Budisa & Schulze-Makuch, 2014]. Estad considerado como un compuesto

Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS por sus siglas en inglés) [FDA, 2019].
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Presenta una densidad variable, gran poder disolvente, bajo costo y puede ser facilmente
separado del medio de reaccion despresurizando [Rubio-Rodriguez et al., 2010].
Cuando el CO2 se comprime a una temperatura de 31,1 °C y una presion de 72,9 atm
por encima de su punto critico, no se licta, sino que alcanza un estado gaseoso denso y
se comporta como un disolvente. El uso de dioxido de carbono supercritico (CO2SC)
para la estructuracion de lipidos reduce significativamente el empleo de solventes
organicos, evita problemas de eliminacion de desechos, elimina el uso de solventes
potencialmente toxicos e inflamables, y reduce el tiempo de reaccion. Ademas, los
lipidos no estan sujetos a altas temperaturas durante el proceso enzimatico en CO2SC
[Del Valle, 1988] y es posible evitar o disminuir su degradacion. De esta manera el
CO,SC se puede usar para la catalisis enzimatica especialmente para aplicaciones en
alimentos, ya que no provoca desnaturalizacién significativa en las enzimas al permitir
el uso de temperaturas adecuadas para las reacciones enzimaticas [Budisa & Schulze-
Makuch, 2014]. También ofrece un ambiente no oxidante y permite realizar procesos
con materiales termosensibles como los aceites, pues a menor temperatura de reaccion
es posible disminuir la ocurrencia de procesos oxidativos. La mayor ventaja del CO,SC
frente a otros solventes liquidos son su alta difusividad, baja viscosidad y tension
superficial que les permite acelerar la transferencia de masa en las reacciones
enzimaticas [Shekarchizadeh et al., 2009; Rubio-Rodriguez et al., 2010].

1.4.3. Uso de antioxidantes en aceites

El alto nimero de dobles enlaces en los AGPICL del aceite marino lo hacen mas
susceptible a la oxidacion rapida, provocando el deterioro de su calidad y valor
nutricional [Moure et al., 2001; FAO-OMS/FINUT, 2012]. Entre los antioxidantes
utilizados en alimentos para proteger las grasas contra la rancidez oxidativa se
encuentran los compuestos fendlicos. Estos pueden ser usados para aumentar la vida util
de los alimentos al inhibir la peroxidacion de lipidos y proteger contra el dafio oxidativo
y el crecimiento de microorganismos [Lopez-Vélez et al., 2003]. Su potencia
antioxidante esta relacionada con la estructura, en particular con la deslocalizacion de

electrones del nicleo aromético. De hecho, cuando reaccionan con los radicales libres
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formados durante la autooxidacion, generan un nuevo radical que se estabiliza por el

efecto de resonancia del niicleo aromatico.
1.4.4. Compuestos fenolicos como antioxidantes

Los compuestos fendlicos son sustancias bioactivas con propiedades de neutralizacion
de radicales libres, anti-oxidativas [Sroka & Cisowski, 2003], antifungicas [Kubo et al.,
2001], quimioprotectoras [Lambert & Yang 2003] y antiinflamatorias [Le Sage et al.,
2017], de gran importancia para la industria alimentaria y farmacéutica. Se ha descrito
que los compuestos fendlicos podrian prevenir eventos asociados a hiperlipidemia,
obesidad, afecciones inflamatorias y reacciones alérgicas [Pandey & Rizvi, 2009;
Shahidi & Yeo, 2018].

Al ser afiadidos en productos alimenticios afectan significativamente su estabilidad,
caracteristicas sensoriales y nutricionales, previniendo el deterioro mediante reacciones
de extincion de radicales responsables de la oxidacién de lipidos [Ghafoor et al., 2020;
Koski et al., 2003; Tuberoso et al., 2007]. La estructura de su cadena carbonada permite
dividirlos en diferentes grupos, de los cuales los acidos fendlicos, flavonoides y
lignanos son los que principalmente se han encontrado en aceites [Alu’datt et al., 2017;

Neo et al., 2010] siendo los primeros los mé&s comunes en la dieta humana.

La funcion de los acidos fendlicos como antioxidantes primarios ha sido ensayada
principalmente en aceites de oliva [Lanza & Ninfali, 2020; Velasco & Dobarganes,
2002] y varios autores han demostrado una relacion lineal positiva entre la estabilidad
de este tipo de aceite y su contenido total de fenoles [Mansouri et al., 2016; Nieves
Franco et al., 2014]. Se ha reportado que los fenoles totales fueron los principales
factores que se correlacionaron positivamente con la estabilidad oxidativa de aceites y
grasas comerciales estudiados [Redondo-Cuevas et al., 2018]. Debido al bajo contenido
de componentes fendlicos nativos en la mayoria de los aceites comerciales se han
realizado muchos intentos para prevenir el deterioro oxidativo de los lipidos mediante la
optimizacion de su uso [Blasi & Cossignani, 2020]. Su presencia podria inhibir

eficazmente la degradacion termo-oxidativa de los aceites comerciales, asi como la
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formacion de sustancias toxicas de degradacion termo-oxidativa como acrilamida y

aminas heterociclicas [Cheng et al., 2007; Cheng et al., 2010].

Los acidos fendlicos son derivados del acido benzoico y acido hidroxicindmico y
poseen uno 0 mas sustituyentes (OH, grupo hidroxilo) en el anillo aromético. Entre ellos
encontramos acidos fenolicos con estructura C6-C1 como el acido gélico (AG: &cido
3,4,5-trihidroxibenzoico) y sus derivados de acidos hidroxibenzoicos; productos
naturales que se encuentran particularmente abundantes en nueces, frambuesas,
grosellas negras y fresas, asi como en bebidas procesadas como los vinos tintos y el té
verde [Baladia et al., 2014]. EI AG es un aditivo alimentario de formula molecular
C7H60s (masa molar 170,12 g/mol) afiadido a los alimentos como antioxidante, ya que
por ejemplo, protege contra la degradacion de las antocianinas y la pérdida de color en
el jugo de ardndano enriquecido con vitamina C [Roidoung et al., 2016]. Existe
predominantemente como &cido hidroxibenzoico [NCBI (a), 2023; Nabavi et al., 2016]
y se encuentra en diferentes formas de ésteres y sales que incluyen: galato de
epigalocatequina (PubChem CID: 65064) [NCBI (b), 2023], etil galato (PubChem CID:
13250) [NCBI (c), 2023], metil galato (PubChem CID:7428) [NCBI (d), 2023], propil
galato (PubChem CID: 4947) [NCBI (e), 2023], entre otras (Figura 9):

OH
O~ OH
H , OH HO O/\
"o HO
OH OH
HO OH (0] HO
OH

OH Etil galato
Acido gélico OH
Galato de epigalocatequina

0 oH
HO o CHS HO.
HO HO R A
OH
Metil galato Propil galato

Figura 9. Estructura quimica del &cido galico y de algunos de sus componentes derivados.
Fuente: Modificado de Dludla et al. (2019).
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Se ha descrito que el AG también podria regular la homeostasis de la glucosa y de los
lipidos [Eun-Jung et al., 2013; Chao et al., 2014; Khanh et al., 2015]. Gandhi et al.,
(2014) encontré que este acido fendlico podria mejorar la sensibilidad a la insulina a
través de la translocacion y activacion de GLUT4 (Via dependiente de (P13K)/p-Akt) y
que aumenté moderadamente en la expresion génica de PPARy. Se ha descrito que
estimula la diferenciacion de adipocitos y la secrecion de adiponectina [Makihara et al.,
2016] asi como un efecto inhibitorio en la formacion de gotas de grasa y acumulacion
de triacilglicéridos [Pandey et al., 2014]. Ge et al., (2018) encontré6 que extractos
vegetales con alto contenido de &cido galico podian regular la expresién de proteinas
involucradas en las complicaciones observadas en obesidad y DT2, como TNFa,
PPARYy, IRS1 e IL-6. Esto coincide con lo reportado por Donado-Pestana et al., (2018),
que ademas demostro un efecto protector contra la dislipidemia, hiperglicemia en ayuno
y la inflamacion. Estos antecedentes proporcionan una base farmacoldgica para que
pueda usarse el acido galico como un metabolito antioxidante para el tratamiento de
enfermedades como la hiperglicemia y la enfermedad del higado graso no alcohdlico
[Huang et al., 2016; Dludla et al., 2019].

1.4.5. Sintesis de lipidos fenolicos

Sin embargo, el uso de acidos fenolicos como el acido galico en sistemas de grasas y
aceites estd limitado por su naturaleza hidrofilica [lwasaki et al., 1999], no obstante,
pueden lograrse mejoras o cambios en las caracteristicas de solubilidad y miscibilidad
de los compuestos fendlicos tras su incorporacién a TG estructurados [King, 2004;
Karboune et al., 2008; Ciftci & Saldafia, 2012]. Los lipidos fendlicos se han sintetizado
a través de reacciones de transesterificacion para mejorar la solubilidad de los &cidos
fendlicos en medios lipofilicos. Ello ha permitido su uso como antioxidantes potenciales
con aplicaciones importantes en la industria del procesamiento de alimentos,
farmacéutica y cosmética. El desarrollo de lipidos estructurados que contienen
antioxidantes podria afectar directamente sus propiedades nutricionales y ofrecer
ingredientes nutracéuticos para la formulacion de alimentos (Laszlo et al., 2006). La

sintesis quimica de este tipo de lipidos fendlicos, tipicamente realizada a temperaturas
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elevadas (200-250 °C), esta limitada debido a la sensibilidad al calor y susceptibilidad a
la oxidacion de los &cidos grasos [Gunstone, 1999]. La sintesis enzimatica realizada en
solvente hexano ofrece ventajas en comparacion con los procesos quimicos que ya se
llevan a cabo de forma industrial, ya que ocurren a menores temperaturas y aunque
pueden llevar mas tiempo poseen mayor especificidad del sustrato y selectividad
posicional [Sabally et al., 2006a, 2006b]. Sin embargo, aunque esta sintesis enzimatica
en solvente organico ofrece ventajas en comparacion con la sintesis quimica, tiene
desventajas, como la dificultad de aislar los medios de reaccion, el disolvente residual
en el producto final y la eliminacién de los residuos de estos disolventes. Para mejorar
dichos aspectos se ha usado con éxito la sintesis enzimatica en FSC como una
alternativa ecoldgica a los solventes organicos. EI CO2SC es el fluido mas utilizado para
las modificaciones enzimaticas de lipidos debido a sus propiedades ya mencionadas
(punto 1.4.2.) Estos lipidos fendlicos producidos por bioprocesos enzimaticos exhiben
una alta selectividad hacia sustratos polifuncionales y tienen lugar en condiciones de
reaccion suaves en comparacion con las vias de sintesis quimica o en solventes

organicos.

En este aspecto, las investigaciones sobre lipidos feruloilados se limitan a pocos
estudios como el de Ciftci et al., (2012) en el cual se produce una transesterificacion del
acido ferdlico con aceite vegetal para sintetizar lipidos fendlicos compuestos por una
mezcla de monoacilgliceroles y diacilgliceroles feruloilados. En dicho caso, se estudio
la sintesis enzimatica de lipidos fendlicos a partir de aceite de linaza y &cido fertlico en
medio supercritico, usando lipasa inmovilizada de Candida antarctica. Sus resultados
mostraron que se alcanzé un rendimiento maximo de 58 + 0,2 % a 80 °C y 215 bar. Sin
embargo, no se han encontrado informes sobre procesos de acid6lisis enzimatica para
sintetizar lipidos estructurados antioxidantes con EPA y DHA, con mayor estabilidad
frente a la oxidacién y con efectos potenciales para la salud tales como la disminucion
de la hiperglucemia y el dafio hepatico presentes en la obesidad. La incorporacion de
acidos fenolicos como el AG en los TG podria dar lugar a lipidos fenolicos

estructurados con efectos hipoglucémicos indirectos a través de la potencial
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disminucion de intermediarios pro-inflamatorios. Estas nuevas moléculas podrian
ofrecer propiedades positivas combinadas, tanto de los polifenoles como de los
AGPICLNn-3. Por lo tanto, seria relevante sintetizar acilglicéridos fendlicos con
EPA/DHA y AG, en medio CO2SC, que sean efectivos en la reversion de alteraciones
de los pardmetros bioguimicos asociados a RI inducida por obesidad en modelo murino,

mediante el consumo de un Unico compuesto estructurado.
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1.5. HIPOTESIS

Es posible estructurar acilglicéridos fenolicos que contengan EPA/DHA y acido galico
mediante acidolisis enzimatica en CO.SC. El tratamiento con acilglicéridos fendlicos
estructurados influye en la reversion de alteraciones en los pardmetros bioquimicos

asociados a resistencia a la insulina, inducida por obesidad en modelo murino.

1.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo General

Estructurar acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA y acido galico mediante acidolisis
enzimatica en medio CO.SC y evaluar su efecto sobre la reversion de alteraciones en
pardmetros bioquimicos asociados a resistencia a la insulina, inducida por obesidad en

modelo murino.

1.6.2. Objetivos especificos

1. Obtener un concentrado de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3
(AGPICLN-3) con maximo contenido de EPA+DHA, a partir de aceite de salmon
comercial refinado desodorizado (ASCRD), mediante la optimizacién de las
variables del proceso de complejacion con urea.

2. Estructurar acilglicéridos con EPA/DHA en posicion sn-2 (AEs), a partir del
concentrado 6ptimo de AGPICLn-3 obtenido en el objetivo 1 y del aceite de salmén
comercial refinado desodorizado (ASCRD), mediante la optimizacion de las
variables del proceso de acidolisis enzimatica (Candida antarctica) bajo CO,SC.

3. Obtener acilglicéridos fenolicos con EPA/DHA a través de la incorporacion de &cido
galico en el acilglicérido estructurado del objetivo anterior, mediante la optimizacion
de las variables del proceso de aciddlisis enzimatica (Thermomyces lanuginosus)
bajo CO,SC.

4. Evaluar el efecto de los acilglicéridos fenolicos con EPA/DHA en la reversion de
alteraciones en parametros bioquimicos asociados a resistencia a la insulina inducida

por obesidad en modelo murino.
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MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

2.1.1. Materias primas

El estudio se realizo utilizando aceite comercial refinado desodorizado de salmon de
acuicultura (ASCRD), de la empresa Fiordo Austral S.A. (Santiago de Chile, Chile) y
aceite de maravilla (AM) (Helianthus annuus), primer prensado en frio, marca Natura
(Aceitera General la Dehesa, Santa Fe, Argentina) como control. Ambos fueron
almacenados a -80°C en botellas de vidrio color &mbar en formato de 125 mL para

facilitar su uso y conservacion.

2.1.2. Reactivos

El acido gélico, asi como los estandares para la cromatografia en capa fina (CCF) y
estandares para el ensayo de Folin-Ciocalteu se compraron en la empresa Sigma
Aldrich, de Merck. Las lipasas Lipozyme TLL de Thermomyces lanuginosus y
Novozyme 435 de Candida antarctica (Bagsverd, Dinamarca) se obtuvieron de la
empresa Blumos S.A. (Santiago, Chile). El estandar interno de metil tricosanoato (23:0),
estandar de referencia GLC-463 para cromatografia gaseosa y el estandar de
triacilglicéridos fueron obtenidos de Nu-Check-Prep, Elysian, EE.UU. Los gases COs,
N2 y H2 y Aire Zero fueron comprados a la empresa Gaslab-Linde (Santiago, Chile).
Pruebas bioldgicas: la prueba Insulin (mouse) Ultrasensitive ELISA se obtuvo de la
empresa Mercodia (Uppsala, Suecia). Para las determinaciones de colesterol total,
triacilglicéridos plasmaticos y transaminasa glutdmica piravica (GPT), transaminasa
glutdmica oxalacética (GOT) y fosfatasa alcalina (ALP) se utilizaron las tiras reactivas
PANEL-V2y KENSHIN-2 obtenidas de la empresa ARKRAY INC.

2.2. Métodos

2.2.1. Analisis de calidad
Los parametros de calidad de los aceites fueron analizados segun el método oficial
AOCS ( Official Methods and Recommended Practices de American Oil Chemists

Society) como se describe a continuacion:
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2.2.1.1. Acidez Libre (AOCS Ca 5a-40)
Determinacion de los acidos grasos libres en la muestra mediante titulacién con NaOH

0,1N. El método es aplicable a aceites crudos y refinados vegetales, marinos y animales.

2.2.1.2. Indice de Peroxidos (AOCS Cd 8b-90)
Determinacion de todas las sustancias que oxidan el yoduro de potasio bajo las
condiciones indicadas, y que se asume corresponden a peroxidos o productos similares

de la oxidacion.

2.2.1.3. Humedad y volatiles (AOCS Ca 2b-38)
Determinacion de la humedad y cualquier otro material volatil bajo las condiciones del
ensayo y se realiza por diferencia de peso antes y después de someter la muestra a

calentamiento en estufa.

2.2.1.4. Impurezas Insolubles (AOCS Ca 3a-46)
Determinacion de suciedad, harinilla y otras sustancias extrafias insolubles en éter de

petroleo.

2.2.1.5. Indice de p-anisidina (AOCS Cd 18-90)
Determinacion de la cantidad de aldehidos saturados e insaturados y cetonas presentes
en aceites vegetales y animales, a través de la medicion de la absorbancia de la

preparacion a 350 nm.

2.2.1.6. Indice Totox (AOCS Cg 3-91)

Considera la cantidad de aldehidos saturados e insaturados (indice de p-anisidina) y la
cantidad de las sustancias que oxidan el yoduro de potasio (indice de peréxidos), como
expresion del nivel de oxidacion total. Su valor corresponde al valor del indice de p-

anisidina sumado al doble del valor del indice de perdxidos.

2.2.1.7. Determinacion de dienos y trienos conjugados (AOCS Ti 1a-64)

Esta determinacién espectrofotométrica permite evaluar los cambios en la posicion de
los enlaces dobles (dienos, lectura a 233 nm) o triples (trienos, lectura a 268 nm) en la
cadena hidrocarbonada y es una medida de la posible oxidacion primaria y secundaria

de los acidos grasos.
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2.2.2. Andlisis de las materias primas lipidicas y los productos de la
estructuracion mediante cromatografia gas liquido (CGL)

El analisis cuantitativo de los perfiles de los acidos grasos del ASCRD, del aceite de
maravilla, de los concentrados de AGPICLn-3 y de los estructurados se realiz6 por
triplicado mediante CGL, previa metilacion de las muestras como se describe a

continuacion.

2.2.2.1. Preparacion de ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG)

La metilacion fue realizada de acuerdo con las normas de la IUPAC 2301 (1987) y se
hizo con el objetivo de obtener ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG) detectables
en CGL. Se realizé una metilacion por calentamiento con metilato en metanol seguido
por una esterificacion en medio &cido, utilizando fenolftaleina como indicador. Se
trabajé utilizando calentamiento a reflujo durante todo el proceso afiadiendo hexano en
la etapa final, ademas de 2,5 mg de estdndar interno de metil-tricosanoato (23:0).
Posteriormente, el matraz fue aforado con solucion saturada de NaCl, se agitd
vigorosamente y se dejo reposar por 30 min en refrigeracion a 4°C hasta que se produjo
la separacion de fases. Finalmente, las muestras fueron almacenadas a -23°C hasta su
analisis.

2.2.2.2. Analisis, identificacion y cuantificacion mediante CGL

Los EMAG se analizaron empleando un cromatégrafo Agilent 7890B, equipado con
detector de ionizacion de llama, y sistema de inyeccion split, columna capilar de silice
HP-88 (112-88A7) de 100m x 0,25mm x 0,2um (Agilent, Santa Clara, CA, United
States), utilizando hidrogeno como gas transportador y un volumen de inyeccion de 1pl
de muestra. El programa utilizado fue: temperatura del inyector y del detector 250 °C,
temperatura inicial del horno 180 °C mantenida por 20 min, velocidad de calentamiento
2 °C/min, temperatura final 215 °C, un tiempo final de 15 min y un tiempo total de 52,5
min, de acuerdo a AOCS Official Method (AOCS 2009, Ce 1j-7) con modificaciones.
El estdndar utilizado para la identificacion de los perfiles de acidos grasos fue NU-
CHEK GCL-463 y se usO el software Open Lab CDS Chem Station Edition

A.02.05.021 para el andlisis de los cromatogramas. La identificacion de los acidos

35



grasos se realizd por comparacion de los tiempos de retencién de los peaks de la
muestra y los peaks del estandar de la referencia CGL-463 (Nu-Check-Prep, Elysian,
MN, USA). La estandarizacion y la cuantificacion de los acidos grasos se realizd segun
el método oficial de la AOCS Celj-7 (2009). La cantidad de cada acido graso se
expresd como g/100 g de &cidos grasos totales (AGT) [Pando et al., 2014].

2.2.3. ldentificacion por cromatografia de capa fina (CCF)

La identificacion de las especies lipidicas obtenidas en cada objetivo se realiz6 mediante
el uso de CCF con placas de silica gel 60 F254 (Merck). Se extrajeron alicuotas de 1 pL
de cada muestra y sus controles para sembrarlas, utilizando como eluyente una solucién
de cloroformo, acetona y acido acético glacial en una proporcion de 96:4:1, vivlv,
respectivamente [Sabally et al., 2006a]. ElI orden de migracion en la placa
cromatografica fue observado desde abajo hacia arriba de acuerdo con su polaridad
decreciente: monoacilglicéridos (MG), diacilglicéridos (DG), &cidos grasos libres
(AGL) y triacilglicéridos (TG) segun lo descrito por Wanasundara & Shahidi (1997).
Una vez finalizada la elucion, las placas fueron tefiidas con vapor de yodo para observar

los acidos grasos insaturados.

2.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

Para la caracterizacion térmica de los compuestos, se evaludé su comportamiento de
fusion en un Calorimetro de Barrido Diferencial Perkin Elmer (6000 MT-DSC) con
modelacion de temperatura. Las muestras (9-10 mg) fueron cargadas en capsulas de
aluminio para compuestos volatiles (N°219-0062) herméticamente selladas mediante
una prensa y refrigeradas a 5 °C por 24 h previo al analisis. Luego se sometieron a
calentamiento gradual a una velocidad de escaneado de 5 °C/min dentro de un rango de
temperatura entre -80 a 100 °C en comparacion con una capsula vacia. El calorimetro
fue previamente calibrado con Indio (punto de fusién = 156,61°C, AH de fusion =28,45
J/g) y se utilizo nitrégeno de alta pureza como gas purga (99,9999%) a flujo de 20
mL/min. Tanto la muestra como la referencia (capsula vacia) se sometieron a los

siguientes pasos en el programa de temperatura:
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1. Enfriar desde 20°C a -80°C a una velocidad de 5°C/min.
2. Mantener por 5 minutos a -80°C

3. Calentar desde -80°C a 100°C a una velocidad de 5°C/min
4, Mantener por 5 minutos a 100°C

Los termogramas de fusion y la entalpia de fusiéon (AH) expresada como J/g, obtenida
desde el inicio (onset) y fin (endset) de fusion de las muestras y los peaks maximos de

fusién fueron analizados usando el Software Pyris DSC [Rodriguez et al., 2001].

2.2.5. Purificacion de las muestras

Para la separacion de los productos obtenidos luego de la aciddlisis, se utilizd el
protocolo de Jiménez et al.,, (2010) con algunas modificaciones, basado en la
neutralizacion basica de los acidos grasos libres con solucién hidroetanélica de NaOH y
extraccion de los acilglicéridos en hexano. Para ello se pes6 1 g de la muestra obtenida,
y se mezcld con 50 mL de solucién de etanol al 95 % a 70 °C y 1 mL de solucion de
fenolftaleina al 1% en etanol. Se procedi6 a titular la mezcla con NaOH (1N) hasta
observar color rosado permanente. Luego se realizaron dos lavados con 20 mL de
hexano cada uno, las fases hexanicas fueron lavadas con 10 mL de etanol al 10% (en
agua destilada) las veces necesarias para hacer desaparecer las sales de acidos grasos
(hasta desaparicion total de la coloracion rosada al comprobar afiadiendo una gota de
fenolftaleina). Se evapord el solvente en rotavapor a 38 °C y las muestras fueron

almacenadas a -23 °C hasta su posterior analisis.

2.3. Obtencion del concentrado de AGPICLn-3 con EPA+DHA a partir de
ASCRD, mediante la optimizacion de las variables del proceso de complejacion

con urea.

2.3.1. Hidrdlisis basica del ASCRD para obtener los acidos grasos libres (AGL)

Para obtener los AGL, entre los que se encuentran los AGPICLNn-3, se emplearon
distintos protocolos [Guil-Guerrero & Belardi, 2001; Pando et al., 2014; Pando et al.,
2017; Berrios et al., 2017b]. Se mezclaron 500 g de ASCRD con solucion de hidroxido
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de potasio. Esta mezcla se calenté a 60 °C bajo reflujo por 90 min, con agitacion
constante en atmosfera de nitrégeno. Luego se transfirié a embudo de decantacion y se
afiadieron 250 mL de agua destilada, 165 mL de etanol (95 % v/v) y se realiz6 una
extraccion de la materia insaponificada con hexano (250 mL). La fase hexanica fue
descartada y la fase acuosa acidificada a pH 1,0 con HCI (6 N). Se extrajeron los AGL
con hexano y se descarté la fase acuosa. La fase hexanica se mantuvo a 4 °C por 12 hy
luego se filtrd con papel Whatman N°1 utilizando Na;SOs anhidro. El solvente fue
evaporado a vacio (32 °C) en rotavapor y su remanente se evapord con nitrogeno. Los

AGL obtenidos se almacenaron a -80 °C hasta el proceso de complejacion con urea.

2.3.2. Preparacion de concentrados de AGPICLN-3 por inclusién con urea
Una vez obtenidos los AGL, se procedié a la preparacion de los concentrados
AGPICLN-3 segun los métodos descritos por Vazquez et al., (2017) y Rincdn-Cervera

et al., (2018) con modificaciones (Figura 10).

Para ello se pesaron los AGL y se mezclaron con urea segun las proporciones
propuestas (Tabla 2), se agregd etanol y hexano para facilitar la disolucion. Las
mezclas se sometieron a agitacion a temperatura ambiente, hasta disolver la urea. Se
cristalizaron los AGL con urea, segun las condiciones de la Tabla 2 para obtener los
complejos de inclusion. Los cristales de urea formados fueron separados en filtro
Buchner con papel Whatman N°1 en matraz kitasato acoplado a corriente de nitrogeno.
Antes de filtrar se agregé hexano dos veces al embudo para recuperar efectivamente
todos los AGL restantes.

A la fase liquida obtenida se le realizaron dos lavados, el primero con agua acida (40%
v/v) y el segundo con agua destilada (40% v/v). Estos lavados se llevaron a cabo para
eliminar los restos de urea y otros compuestos polares para descartar la presencia de
carbamatos. La razén de lavar primero con agua acida fue disminuir el pH y evitar la
formacion de sales de amonio de &cidos grasos, las cuales pueden provocar

emulsificacion [Rincon-Cerveray col. 2018].
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| Acidos grasos libres (AGL) y UREA | | ETANOL | | HEXANO|

R I ! !

| Segun Disefio Exp. | l Condiciones:

| DISOLUCION Y AGITACION | < Urea/Etanol/Hexano: 1/0,13/2,6
200 rpm a 21°C (20h) hasta

‘ disolucion
Temperatura (C°) segin -
Disefio Exp. (200 rpm) —> | COMPLEJACION CON UREA |

durante 12h
P 20mL de hexano por cada 1g de AGL
(dos veces)

FILTRACION
(Papel Whatman N21, en corriente
de nitrégeno)

Fase solida (cristales de urea) |<— ‘

OBTENCION DE LA FASE LIQUIDA
(CON AGL)

$

ler LAVADO 4—| 40% v/v de agua acida (1% H,S04 v/v) |
con agua acidificada

¥

2do LAVADO - ) |
con agua destilada 40% v/v de agua destilada

$

RECOLECCION DE LA FASE
Fase acuosa | D— ORGANICA

$

¢/ Na,S04 anhidro

-«

| FILTRACION | ) Con F. Watman N21 a vacio
| EVAPORACION A VACIO | 40°C en rotavapor

(eliminar solvente)

¥

SECADO con N,y
almacenamiento a -80°C

Figura 10. Diagrama de bloques del proceso de complejacion con urea.

La fase organica colectada se filtro en embudo a vacio utilizando Na,SO4 anhidro para
remover el remanente acuoso. Finalmente se elimind el hexano por evaporacion a vacio
en rotovapor a 38 °C, obteniendo asi los concentrados de AGPICLn-3. Estos fueron

secados con nitrogeno y almacenados a -80 °C hasta su uso posterior.
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Tabla 2. Disefio experimental de Box-Behnken por MSR. Ensayos para la optimizacion de las

condiciones de complejacion con urea para obtener concentrados AGPICLn-3:

Ensayo Relacion Urea/AGL Temperatura Tiempo
(9/9) (°C) (h)
1 0 4 12
2 10 4 12
3 0 25 12
4 10 25 12
5 0 14,5
6 10 14,5 0
7 0 14,5 24
8 10 14,5 24
9 5 4 0
10 5 25 0
11 5 4 24
12 5 25 24
13 5 14,5 12
14 5 14,5 12
15 5 14,5 12

*Variables del proceso de complejacién con urea: Relacion Urea/AGL: Relacion urea/acidos
grasos libres (g/g); Temperatura: temperatura de cristalizacion (°C); Tiempo: tiempo de
cristalizacion (h).

2.3.3. Optimizaciéon y validacion de las condiciones de obtencion del concentrado

AGPICLnN-3 mediante metodologia de superficie respuesta (MSR).

Para optimizar el proceso de obtencion de AGPICLNn-3 por complejacion con urea
mediante MSR [Hill y Hunter, 1966; Myers y Montgomery, 1995; Liu et al., 2006] se
realizé un disefio experimental de Box-Behnken (Tabla 2). Se estudid el efecto de las 3
variables independientes: relacion urea/acidos grasos libres (g/g), temperatura de
cristalizacion (°C) y tiempo de cristalizacion (h) sobre las variables respuestas:
concentracion de EPA, DHA y EPA+DHA (g/100 AGT). El disefio cont6 con 15
ensayos, de los cuales 3 correspondieron a puntos centrales para estimar el error
experimental. Se realizaron en forma aleatorizada para minimizar el efecto de las

variables ocultas y cada uno fue sometido al procedimiento de complejacion (punto
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2.3.2.). El andlisis de CGL (punto 2.2.2.) realizado a cada uno de los 15 concentrados,
permitié construir modelos polindmicos cuadraticos predictivos en términos de sus
coeficientes de regresion para las variables independientes y establecer la combinacién
para obtener un optimo predicho del concentrado AGPICLNn-3 con maximo EPA y/o
DHA. Finalmente, el concentrado se valido experimentalmente segln las condiciones
propuestas en el éptimo tedrico y fue almacenado bajo atmosfera de nitrégeno a -80 °C

hasta su utilizacion en la estructuracion del acilglicérido estructurado (AES).

2.4. Sintesis de acilglicéridos estructurados con EPA/DHA en sn-2 (AEs) a partir
del concentrado 6ptimo AGPICLnNn-3 con contenido maximo EPA+DHA
obtenido en el Objetivo 1 y del ASCRD, mediante la optimizacién de las

variables del proceso de aciddlisis enzimatica (Candida antarctica) bajo CO2SC.

2.4.1. Sintesis de AEs con EPA y DHA en medio CO2SC
Para obtener los AEs se efectuaron las reacciones de acidoélisis enzimatica en el equipo
de CO,SC Spe-edTM SFE Applied Separation (Figura 11).

1. Cilindro Cl2 gas

2. Enfiador

3. Bomba

4. Compresor

5. Homa

6. Columna de reacciin
1. FPanel de Confrol

8. Recipiente Muesira

a. Wahula sahda COz gas
b. Valvula entrada Clz iquido

c. Temocuplas
7 — d. Valwla saiida Oz
'k_i — e, Valvula sahda Muestra

Figura 11. Esquema del equipo de CO; supercritico. Fuente: Gutiérrez, 2020.

Se utilizé una columna de acero inoxidable con capacidad para 10 g de muestra 'y en ella
se introdujeron los sustratos de la reaccion (concentrado optimizado AGPICLN-3 con
EPA+DHA y ASCRD) ademés de la enzima inespecifica (lipasa b de Candida
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antarctica). La misma se coloco de forma ajustada en la cAmara del reactor supercritico

y se procedié a ajustar las condiciones segun el disefio establecido (Tabla 3).

Tabla 3. Disefio compuesto de Draper-Lin por MSR. Ensayos para la optimizacion de las
condiciones de obtencion del acilglicérido estructurado.

Ensayo Relacion AGPICLn-3/ASCRD | Presion SC | Temperatura SC | Enzima
(9/9) (bar) (°C) (%)
1 7,2 255 56 2
2 7,2 255 44 2
) 7,2 123 56 8
4 1,8 255 44 8
o 7.2 123 44 8
6 18 123 56 2
! 18 255 56 8
8 1.8 123 44 2
9 0 189 50 5
10 9 189 50 5
11 4,5 78 50 5
12 45 300 50 5
13 45 189 40 5
14 4,5 189 60 5
15 45 189 50 0
16 4,5 189 50 10
17 45 189 50 5
18 4,5 189 50 5

*Relacion AGPLICLNn-3/ASCRD: relacion entre el concentrado AGPLICLn-3 y el ASCRD
(9/g); Presion SC: presion supercritica (bar); Temperatura SC: temperatura supercritica (°C);
Enzima: porcentaje de enzima (Candida antarctica) utilizada (%).

Este fue un disefio compuesto de Draper-Lin de MSR con los siguientes niveles: -2, -1,
0, 1 y 2. Se realizaron 18 ensayos experimentales correspondientes cada uno a un
experimento en condiciones distintas de los factores independientes, que incluyeron 2
puntos centrales (repeticiones). Las variables independientes consideradas fueron:
relacion concentrado AGPICLn-3/ASCRD (g), presion SC (bar), temperatura de
reaccion SC (°C) y cantidad de enzima (%) a utilizar. El tiempo de reaccion se mantuvo
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constante (6h). Las variables respuestas fueron: concentracion de EPA, concentracién
de DHA, concentracion de &cido palmitico y formacién del AEs con maxima
probabilidad de EPA/DHA en la posicion sn-2 del glicerol. Los experimentos se
realizaron de forma aleatorizada para minimizar el efecto de variables ocultas. Se utilizo
CO2 como disolvente para el proceso de obtencién de los AEs empleando el sistema de
CO,SC del reactor Speed TM SFE (Separacion Aplicada). Los AEs obtenidos fueron

sellados bajo atmdsfera de nitrégeno y almacenados a -80 °C hasta su utilizacion.

2.4.2. Analisis posicional del AEs mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry)

Para la determinacion de EPA o DHA en la posicion sn-2 del acilglicerol las muestras

obtenidas mediante acidélisis enzimatica se purificaron (segun lo descrito en 2.2.5) y se

analizaron mediante espectrometria de masas en un equipo ‘“Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization-Time-Of-Flight” (MALDI-TOF) Microflex (Bruker Daltonics

Inc., MA-USA) en modo ion positivo mediante deteccion por reflexion.

2.4.2.1. Preparacion de la muestra y obtencién de los espectros

Después de purificar las muestras, se prepararon soluciones stock en 1,0 mL de
cloroformo y a partir de estas se prepararon las soluciones de trabajo de concentracién
1mg/ mL en cloroformo/isopropanol 1:1 para ser analizadas. Para la obtencién de los
espectros se mezclaron las soluciones de trabajo y blanco en razén 1:1 con 4 diferentes
preparaciones de matrices: acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCAL) [Jaskolla et al.,
2009], 5-cloro-2-mercaptobenzotiazol (CMBT1) [Teuber et al., 2010] y acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB1y 2) [Teuber et al., 2011; Schiller et al., 2002] que se indican
en la Tabla 4. De cada mezcla muestra/matriz y blanco/matriz se deposito 0,7uL en una
placa porta muestra micro scout (Bruker Daltonics Inc., MA-USA, Figura 12). Los
espectros finales corresponden a la suma de 30 barridos de 30 impactos de laser (900
impactos de laser en total) aplicados en diferentes puntos tomados al azar de cada

muestra depositada en la placa porta muestra.

43



Tabla 4. Preparacion de las matrices de o-Ciano-4-hidroxicinamico (CHCAL), 5-cloro-2-
mercaptobenzotiazol (CMBT1) y acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB1 vy 2).

Roétulo Preparacion

CHCA1 | 10.0mg/mL en acetonitrilo 70%v/v Acido trifluoroacético 0.1%v/v
CMBTL1 | 10.0mg/mL en metanol

DHB1 | 77.0mg/mL en metanol

DHB2 | 77.0mg/mL en metanol y &cido trifluoroacético 0.1%v/v

COMPONENTE ETAPA

T Resultado (Espectro)

Detector 5 T Deteccion

A

Separacion;

Tubo de vuelo Analizador TOF

Luz laser Aceleracion

Desorcidn/ionizacion
por laser asistida en
matriz (MALDI)

Muestra cocristalizada
con matriz

Adicidén de las muestras
y de la matriz en la placa

Figura 12. Diagrama general del anédlisis de muestras mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF. Fuente: Croxatto, 2012, con modificaciones.

44



2.4.2.2. Andlisis de los espectros obtenidos mediante sistema MALDI-TOF

Para el andlisis de los espectros fue utilizado el programa mMass version 5.5.0 segun
protocolos ya descritos [Strohalm et al., 2008; Strohalm et al., 2010; Niedermeyer &
Strohalm, 2012]. Para la deteccion de las sefiales m/z monoisotopicas de los espectros
adquiridos, se empled el algoritmo MALDI-TOF peptides (razon sefial/ruido de 3,0 y un
limite de intensidad relativa de 0,1%). Para la identificacion se trabajé con las sefiales
m/z monoisotopicas detectadas, que fueron asignadas a través de la opcion Match &
Annotate de la herramienta Compound Search mediante comparacion con las masas
monoisotdpicas tedricas de diferentes tipos de glicerolipidos (GL) contenidos en la base
de datos LIPID MAPS versién 16-11-2013.

2.4.3. Optimizacidon de las condiciones de obtencion del AEs mediante MSR.

Se cuantifico el contenido de EPA y DHA (g/100g AGT) mediante CGL de los AEs
purificados obtenidos en cada uno de los 18 ensayos. Los datos permitieron construir
modelos polindmicos cuadraticos predictivos en términos de sus coeficientes de
regresion para las variables independientes y establecer la combinacion de éstas para
encontrar un Optimo tedrico o predicho de AEs con un maximo contenido de
EPA+DHA, minimo de &cido palmitico y maximo de EPA o DHA en posicion sn-2.
Finalmente, el AEs con EPA/DHA 6ptimo fue validado experimentalmente aplicando
las condiciones propuestas en el éptimo tedrico y fue almacenado bajo atmdsfera de
nitrégeno a una temperatura de -80 °C hasta su utilizacion en la estructuracion del

acilglicérido fenolico con EPA/DHA y acido galico (AFES).

2.5. Obtencion de acilglicéridos fenolicos con EPA/DHA, a través de la
incorporacion de &cido gélico en el AEs con EPA/DHA en sn-2 del objetivo
anterior, mediante la optimizacion de las variables del proceso de acidolisis

enzimatica (Thermomyces lanuginosus) bajo CO2SC.

2.5.1. Obtencion de acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA y acido galico (AFES)
Las reacciones de acidolisis fendlica fueron catalizadas por la enzima Lipozyme TLL de

Thermomyces lanuginosus, especifica para las posiciones sn-1 y sn-3 del
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triacilglicérido. La preparacion de la columna de extraccion (10 g) con los sustratos de
reaccion (AEs optimo del objetivo 2 anterior y acido galico como compuesto fenolico
antioxidante) asi como el uso del sistema de CO>SC se hicieron segun lo descrito en
2.4.1. Se realiz6 un disefio factorial de cribado (Tabla 5) basado en la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) de 22, de 2 factores: presion supercritica (SC, bar) y
temperatura supercritica (SC, °C). Los rangos para estas variables independientes se
mantuvieron entre 78-300 bar y 40-80 °C, respectivamente. La proporcién de acido
galico se mantuvo constante (400 mg) asi como la cantidad de enzima (10% del
sustrato) y el tiempo de reaccion estatica (6 h) [Lin et al., 2006; Lin et al., 2008]. Se
mantuvieron las mismas variables respuestas (concentracion de EPA, DHA,
EPA+DHA, expresados en g¢/100g de AGT) y se afadid la variable respuesta
“porcentaje de acidolisis fendlica (%)”, correspondiente a la sintesis del estructurado
con AG. Se realizaron los ensayos correspondientes a cada uno de los 7 experimentos,
que incluyeron 3 puntos centrales (repeticiones) en orden de estimar el error
experimental. Los AFEs fenolicos obtenidos fueron sellados bajo atmosfera de

nitrégeno y almacenados a -80 °C hasta su utilizacion.

Tabla 5. Disefio factorial de cribado 2%, de 2 factores y 7 experimentos (MSR). Ensayos para la

optimizacion de las condiciones de obtencién de acilglicéridos fendlicos estructurados (AFES).

Variables independientes
Ensayo
Temperatura supercritica (°C) Presion supercritica (bar)
1 40 78
2 80 78
3 40 300
4 80 300
5 60 189
6 60 189
7 60 189

2.5.2. Andlisis de la sintesis de AFEs con acido galico mediante cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a detector UV (HPLC-UV).
Este analisis se efectud con el proposito de corroborar la formacién de AFEs con acido

galico en su estructura glicérica de acuerdo con la metodologia propuesta por Sabally et
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al., (2006a, 2006b). Las muestras obtenidas de cada uno de los 7 experimentos fueron
purificadas segin lo descrito anteriormente (2.2.5) y a continuacion analizadas por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se prepararon a una concentracion de
50 mg/mL en isopropanol y se examinaron en un cromatégrafo HPLC HP 1100 (Agilent
Technologies Inc. CA-USA) equipado con un detector ultravioleta para detectar la
presencia de mono, di y triacilgliceroles (215 nm), asi como el acido gélico unido a
estas estructuras (280 nm). Se calculo el rendimiento de aciddlisis (% acidolisis
fenolica) a partir del célculo del area total de los peaks correspondientes a lipidos
fendlicos dividido por el area total del acido fendlico en el blanco multiplicado por 100
[Sabally et al., 2006a, 2006b]. Para el control del cromatografo se utiliz6 el programa
ChemStation for LC 3D Rev. A.10.02 (Agilent Technologies Inc. CA-USA). Para la
separacién cromatogréafica se utilizé una columna Luna C18 (2) de 150%4.6 mm. 5 umy
100 A (Phenomenex Inc. CA-USA). La elucion de 20 pL de muestra inyectada se
realiz6 mediante un sistema de gradiente usando una mezcla de acetonitrilo/metanol (7:
5, v/iv) como disolvente (A) e isopropanol como disolvente (B). La elucion se inicio
mediante un flujo isocratico del 100% del disolvente A durante 10 minutos, seguido de
un gradiente lineal de 10 minutos al 60% del disolvente B y luego al 100% del
disolvente B en otros 10 minutos. El caudal se ajusté a 1 mL/min y la deteccién se
realizd a 215y 280 nm [Sabally et al., (2006b) y Andrikopoulos et al., (1991].

2.5.3. Andlisis de la sintesis de AFEs con éacido galico mediante cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a espectrémetro de masas (LC-MS).

2.5.3.1.0btencion de cromatogramas y espectros:

Las muestras se resuspendieron a una concentracion de 50 mg/mL en isopropanol, los
que se examinaron en un sistema LC-MS que consistié en el cromatdgrafo Elute
UHPLC (Bruker Daltonik GmbH, Alemania) acoplado a un espectrometro de masas con
fuente de ionizacion de tipo electrospray y analizador de masas de tiempo de vuelo ESI-
TOF Compact (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Para el control del cromatografo y
del espectrometro se utilizo el programa HyStar 4.0 (Bruker Daltonik GmbH,

Alemania). Para la separacion cromatografica se utiliz6 una columna Kinetex C18 de
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100x2.1 mm (Phenomenex Inc., CA-USA). El proceso de ionizacién (nebulizacién)
mediante electrospray se realizé a 4500 V asistido por nitrégeno como gas nebulizador
a una presion de 1.8 bar y flujo de 9 L/min, asistido por nitrégeno como gas de secado
(220°C). Los cromatogramas Yy espectros de masas se adquirieron en polaridad positiva

y negativa. Los espectros se adquirieron para el intervalo m/z 20-2500.

2.5.3.2. Analisis de cromatogramas y espectros:

Para la visualizacion de los cromatogramas y espectros de masas se utilizé el programa
DataAnalysis version 4.4 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Previo a los diferentes
analisis los datos espectrométricos se calibraron utilizando los calibrantes presentes en
el peak de calibracién (tR 0.1 min) para el intervalo m/z 20-2500 correspondientes a
diferentes agrupaciones de iones formados por acido formico y ion sodio (cumulos de
iones Na/formato). Los datos espectrométricos calibrados se exportaron en formato
mzXML considerando espectros de masas de linea (centroides). Adicionalmente, se
realizd la coleccion de datos espectrométricos utilizando la opcion Compounds-
AutoMS(n) que permitio la detecciébn de las sefiales m/z (precursor) y sus

correspondientes fragmentaciones.

2.5.3.3. Analisis de identificacion de acilgliceroles y acidos grasos

Los datos espectrométricos exportados en formato mzXML se utilizaron para su analisis
de identificacion en el servidor GNPS: Global Natural Products Social Molecular
Networking (https://gnps.ucsd.edu/) [Wang et al., 2016], a través de la opcién Library
Search considerando todas las bibliotecas disponibles y utilizando los siguientes
parametros: tolerancia de masa de ion precursor, £0.025 Da; tolerancia de masa de ion
fragmento, 0.02 Da; clase libreria, gold; busqueda de analogos, do search; para otros
parametros se utilizaron los valores por defecto. Se seleccionaron aquellas
identificaciones en las que la diferencia entre el valor m/z experimental (m/z-exp) y el
de libreria (m/z-teo) fuese < 0.1 unidades de masa. Complementariamente, se utiliz6 la
opcién Molecular Networking de GNPS que permite la determinacion/detecciéon de
nuevas moléculas considerando todas las bibliotecas disponibles y utilizando los

siguientes pardmetros: tolerancia de masa de ion precursor, £0.02 Da; tolerancia de
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masa de ion fragmento, 0.02 Da; busqueda de analogos, do search; para otros

pardmetros se utilizaron los valores por defecto.

2.5.3.4. Analisis de identificacion de acilgliceroles fenolicos

Los datos espectrométricos exportados en formato mgf se utilizaron para su analisis de
interpretacion automatica mediante el programa Sirius version 5.6.3 [Dihrkop et al.,
2019]. Para el andlisis de los datos adquiridos en polaridad positiva se considerd que las
sefiales m/z detectadas corresponderian a las especies [M+H]", [M+Na]" y/o [M+K]",
mientras que para el analisis de los datos adquiridos en polaridad negativa se considerd
que las sefiales m/z detectadas corresponderian a [M-H]" y/o [M+CI]". En ambos casos
en la opcion Molecular Formula Identification se consideraron los siguientes
parametros: instrumento, Q-TOF; filtrado de distribucion isotopica, activado; error de
asignacion MS2, 10 ppm; filtrado de formulas basado bases de datos, todas
seleccionadas; elementos permitidos en la férmula, valor por defecto; en la opcion
CSI:FingerID-Fingerprint  Prediction, se consideraron los mismos aductos
seleccionados en la ionizaciéon; en la opcion CSI:FingerID-Structure Database Search,
se consideraron todas las bases de datos; y se activd la opcion CANOPUS-Compound
Class Prediction. Alternativamente, la identificacion de acilgliceroles fendlicos se
realiz6 manualmente mediante el programa DataAnalysis, para lo cual se busco en los
diferentes espectros de fragmentacion los iones m/z 171.0294, m/z 153.0188, m/z
143.0344 y m/z 127.0395 en polaridad positiva o los iones m/z 169.0137, m/z 151.0031,
m/z 141.0288 y m/z 125.0239 en polaridad negativa que corresponderian a los
fragmentos tedricos esperados debido a la presencia de acido galico. Ademas, en ambas
polaridades se consideré la pérdida de fragmento neutro de 170.0215 y 154.0266
también asociados a la presencia de acido galico. Posteriormente los compuestos

seleccionados se sometieron a interpretacion manual de espectros.

2.5.4. Optimizacion de las condiciones de obtencibn de AFEs mediante
Metodologia de Superficie Respuesta (MSR)

Para optimizar el proceso de acidolisis se cuantifico el contenido de EPA y DHA
(9/100g AGT) mediante CGL de los AFEs purificados, a partir de las 7 corridas
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experimentales realizadas y se calculo el rendimiento de la aciddlisis fendlica segun lo
descrito en 2.5.2. Los ensayos fueron realizados de forma aleatoria para minimizar el
efecto de la variabilidad en las respuestas observadas. EIl proceso de optimizacion fue
desarrollado utilizando MSR segun lo descrito por Myers & Montgomery (1995). Los
datos obtenidos permitieron construir modelos polinébmicos predictivos en términos de
sus coeficientes de regresion para las variables independientes y establecer la
combinacion de éstas para encontrar un optimo tedrico de AFEs con maximo contenido
de EPA+DHA vy sintesis fendlica. Finalmente, el AFEs O&ptimo fue validado
experimentalmente aplicando las condiciones propuestas en el éptimo tedrico y
almacenado bajo atmdsfera de nitrégeno a una temperatura de -80 °C hasta su

utilizacion en el modelo murino obeso.

2.5.5. Actividad antioxidante del AFEs 6ptimo validado mediante determinacion
de la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC)
El ensayo se realiz6 de acuerdo con el método propuesto por Prior et al., (2003), en un
Fluorimetro BioTek FLx800 con el software GEN 5 version 2.09. La lectura se hizo
desde la parte superior de la placa con un filtro de excitacion de 485 nm con 20 nm
ancho de banda, y un filtro de emisién de 528 nm con 20 nm de ancho de banda. Se
prepard una solucion de buffer fosfato 0,075 M con agua miliQ a pH 7,4 y una solucién
stock de fluoresceina (FL, 50 ml) de concentracién 0,5 mg/mL disolviendo en buffer
fosfato 0,075 M a pH 7,4. Se hizo una primera dilucion con una alicuota de 50 puL de la
solucion stock y se afor6 a 10 mL (2,5 pg/mL) y la segunda dilucion se hizo con una
alicuota de 2 mL y se afor6 a 100 mL (0,5 pg/mL). Ambas se aforaron con buffer. Se
prepard una solucion stock de estandar Trolox (disolucién de 25 mg en 50 mL con el
buffer fosfato (0,5 mg/mL)) y se disefid una curva de calibracion de concentraciones
100 uM, 50 uM, 25 uM y 12,5 uM. Se prepard también una solucion de AAPH (2,2-
azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro) como generador de radicales libres, en una
concentracion de 46 mg/mL en buffer fosfato. Para la extraccion y lectura de
compuestos fendlicos se pesaron 2,5g de muestra en un tubo para centrifuga (15ml) y se

agregd 5 mL de una solucion metanol:agua (80:20) para la extraccion. Posteriormente
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se agitd en vortex (15 minutos), se llevd al bafio ultrasonico (15 minutos) y se
centrifugd (25 minutos, 5000 rpm). Se tom¢ una alicuota de la fase superior de 125 uL y
se aford con buffer fosfato 0,075 M a pH 7,4 en un matraz de 10 mL. La placa ORAC se
conformo de la siguiente manera: se llenaron los pocillos del borde con 300 uL de agua
MiliQ. Luego se llenaron los pocillos correspondientes a cada punto de la curva de
Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) con un volumen de 25
uL de Trolox y 150 pL de fluoresceina. Se procedié a llenar los pocillos para la muestra
con 25 pL del extracto metanol/agua disuelto en buffer fosfato y 150 uL de fluoresceina
y los pocillos para el blanco con 25 pL de buffer con 150 pL de fluoresceina. La placa
se incubd (30 minutos, 37°C) y la reaccion se inicié con la adicion desde el inyector del
fluorimetro de 25 pLL. de AAPH (150 mM) en cada pocillo. Las lecturas se obtuvieron en
el Lector de Fluorescencia FLx800 —TBID. La capacidad antioxidante (ORAC) en la
muestra (expresada en pmol de equivalente Trolox (ET)/g de aceite) se midio
interpolando el valor del &rea neta bajo la curva en la regresién lineal de la curva de
Trolox, generada con la variacion cinética del “apagamiento” de la FL que registro el

equipo a cada minuto.

2.5.6. Determinacion de polifenoles totales en el AFEs 6ptimo validado

Se realiz6 el ensayo Folin-Ciocalteu que se basa en que los compuestos fenolicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH bésico, dando lugar a una coloracion
azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. El patron
utilizado fue &cido galico PA. Se prepararon soluciones patrones de AG a partir de una
solucion madre de 1000 pg/ml (PPM), en concentraciones crecientes de 0 a 500ppm. De
cada una de estas diluciones se tom6 0,1 ml y se aford en matraces de 10 ml con agua
destilada, reactivo de Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio al 20 %. Se dejaron reposar
en oscuridad durante 30 minutos y realizo la lectura en un espectrofotometro Jenway
7305 con lampara de luz UV (765nm) para obtener la curva de calibracién y su
correspondiente ecuacion. Las muestras se analizaron segun el mismo procedimiento y
su concentracion fue determinada sustituyendo los valores de absorbancia en la

ecuacion obtenida anteriormente.
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2.6. Analisis estadistico de las propiedades fisicas y quimicas de los aceites
Los analisis quimicos de caracterizacion de materias primas se realizaron por triplicado.
El 95% de intervalo confianza de cada parametro se calculé tomando en cuenta el
numero de réplicas y considerando la desviacion estandar (SD) de cada muestra. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA empleando el software Statgraphics®
Centurion XVI1-2011 software (StatPoint Technologies Inc., Rockville, USA).

2.7. Modelos matematicos obtenidos mediante Metodologia de Superficie
Respuesta (MSR)
En los disefios experimentales de los objetivos 1, 2 y 3 se utilizé la metodologia de
superficie respuesta, que consiste en un grupo de técnicas estadisticas y matematicas
utiles para el desarrollo, mejoramiento y optimizacion de procesos [Myers et al., 2016].
La optimizacion de respuesta multiple se realizé para evaluar la combinacion de niveles
de factores experimentales que permiten optimizar simultaneamente todas las respuestas
del disefio experimental. Como resultado, se obtuvo la maximizacion de la funcién de
deseabilidad, cuyos valores se encuentran en el rango 0-1 [Derringer & Suich, 1980]. En
los disefios de los objetivos 1y 2 los datos se analizaron segin un modelo de segundo
orden (modelo de regresion polinomial cuadratico) mientras que en el objetivo 3 fueron
analizados segin un modelo de primer orden (modelo de efectos principales). Los
modelos ajustados de las ecuaciones se obtuvieron tomando en cuenta las variables
independientes y sus interacciones [Myers et al., 2016]. Las variables respuestas fueron

obtenidas de acuerdo con las siguientes ecuaciones segun cada disefio experimental:

Modelo de complejacion con urea (2.3.)

Yi = ﬁO+Z,BlXL+Z,Bqu +z z BijXiXj+ ¢

i=1j=i+1

Modelo de acidolisis enzimatica (C. antarctica) para la sintesis de AEs ¢ptimos con
EPA/DHA en posicién sn-2 (2.4.)

Yi = BO+Z,81XL+Z,BUX1 +Z Z BijXiXj+ ¢

i=1j=i+1
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Modelo de acidolisis enzimatica (TLL) para la obtencién de AFEs 6ptimos con
EPA/DHA vy acido gélico (2.5.)

2 2 1 2
Yi =0+ Z BiXi + Z BiiXi + Z Z BijXiXj + €
i=1 i=1

i=1 j=i+1

Donde B0, Pi, Pii, Pij representan los coeficientes de regresion del intercepto, lineal,
cuadratico y de interaccidn, respectivamente, y Xiy Xj son las variables independientes
y corresponde al error aleatorio. Los coeficientes de regresion se obtuvieron mediante
analisis de regresion multiple considerando un nivel de significancia de p<0,05. Se
realizd un ANOVA de los pardmetros de regresion y del modelo ajustado con un nivel
de significancia de p<0,05. Se utiliz6 el programa estadistico Statgraphics Centurién
XVI1-2011 (Stat Point Technologies, Inc., Rockville, USA).

2.8. Evaluacion del efecto de la suplementacion con los acilglicéridos fendlicos con
EPA/DHA vy acido galico (AFEs) en la reversion de alteraciones de los
parametros bioquimicos asociados a resistencia a la insulina, inducida por

obesidad en un modelo murino.

2.8.1. Modelo animal

Se utiliz6 un disefio experimental basado en un modelo animal de raton con obesidad
inducida por la alimentacién con una dieta de alto contenido en grasas. Se trabaj6é con
ratones macho de la cepa C57BL/6, de 7 semanas de edad para asegurar que fuesen
ratones adultos ya desarrollados, con un peso entre 18-22g, condiciones ya
estandarizadas en el laboratorio [Espinosa et al., 2013 ; Eun-Jung et al., 2013; Chao et
al., 2014]. El modelo de raton C57BL/6 se ha descrito como un buen modelo para el
estudio de alteraciones metabolicas inducidas por la obesidad de origen nutricional
[Dossi et al., 2014 ; lllesca et al., 2019; Echeverria et al., 2019a; Echeverria et al.,
2019b]. Los animales fueron obtenidos del Instituto de Salud Publica y luego
trasladados a la Unidad de Mantencion Animal (UMA) del Centro Avanzado de
Enfermedades Cronicas (ACCDIS, segun sus siglas en inglés) de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas, Universidad de Chile.
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El Certificado de Bioética (# CBA 1001 FMUCH, aprobado el 7 de mayo de 2018) fue
otorgado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. EI nimero de animales que se utilizd
por cada condicién fue de 6 por cada grupo. Este es el nimero minimo de animales
necesarios para alcanzar diferencias entre resultados estadisticamente validos. Se utilizo
como variable el &rea bajo la curva de glucosa en ayuno y se consider6 una disminucion
del 20% correspondiente a la disminucion minima generada por un tratamiento estandar
como el tratamiento con metformina [Inzucchi et al., 1998; Hundal et al., 2000;
Giannarelli et al., 2003]. Las técnicas incluyeron el perfil bioquimico (con un error
asociado a cada medicién, cercano al 5%). El célculo se realiz6 basandose en la

siguiente férmula [Taucher, 1999]:

n=2x(Za/2+Z,/j‘)x ;—22
Donde:
n: Numero de observaciones minimas necesarias
Za.: Probabilidad de cometer un error tipo I (5%)
Z: Probabilidad de cometer un error tipo I1 (10%)
s: Desviacion estandar de los valores individuales, que se asume igual en todos los
grupos. Se utiliz6 0.2, equivalente a un 20%.
D: Diferencia que se estim6 como estadisticamente significativa. Se utiliz6 0,2;

equivalente a una reduccion de la curva de tolerancia a la glucosa en un 20%.

Si se fija el nivel de significancia minima en 0,05 y la potencia que se desea para la
prueba es (1-) = 0,90, los correspondientes Z (02) vy Z B son 1,96 y 1,28,
respectivamente. Resultando en:

22

)

=2x(196+1,28) x —
n x ( + ) x 0.2
Luego, el nimero minimo de animales por cada grupo = 6 ratones.

Los animales fueron alimentados con dieta control (DC, D12450b) inicialmente y luego

con dieta obesogénica con 60% de calorias en base a la grasa (DAG) (LabDiet, D12492,
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Research Diet) durante 12 semanas. Posteriormente fueron divididos aleatoriamente en

5 grupos (n=6) y suplementados con los aceites (Tabla 6) durante 4 semanas.

Tabla 6. Descripcion de los productos lipidicos empleados en la suplementacion.

Cadigo Tipo de aceite suplementado
AM Aceite de maravilla como aceite control que no posee EPA ni DHA
AM+AG | Aceite de maravilla + acido géalico
AS+AG | Aceite de salmdn comercial refinado desodorizado (ASCRD) + acido gélico
AEs Acilglicéridos estructurados con EPA/DHA (sin &cido galico).
AFEs Acilglicéridos fendlicos estructurados con EPA/DHA 'y acido gélico

Se administraron 200ul diarios de cada producto de acuerdo a los tratamientos (Figura

13), equivalentes en volumen a la administracién de 150 mg/kg de peso de acido

docosahexaenoico (DHA) aportados por el aceite de salmén comercial refinado
desodorizado ASCRD (Chao et al., 2014).

Grupe A:

4 semanas de DAG
+

aceite de maravilla

Grupo B:
4 semanas de DAG
+
aceite de maravilla
+
acido galico

Grupo C:

(e -

A\N 4 semanas de DAG
A\Y )\ ] .
[ | | ASCRD
. - = -
3 semanas 4 semanas 12 semanas acido galico
de dieta de DC de DAG
materna Grupo D:

4 semanas de DAG
+
AEs (con EPA-DHA)
sin acido galico

Grupe E:
4 semanas de DAG
+
AFE (con EPA-DHA)
con acido galico

PRUEBAS
BIOLOGICAS

Figura 13. Diagrama de trabajo para la suplementacion de los grupos de ratones en estudio.
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2.8.2. Pruebas bioldgicas:

2.8.2.1. Test de tolerancia a la glucosa:

A cada uno de los grupos en estudio se les realizé la prueba de tolerancia a la glucosa
después de 4 h de ayuno, mediante la administracion de un bolo de glucosa de 2g/kg de
peso via intraperitoneal. Se obtuvieron muestras de sangre de la cola para medir las
concentraciones de glucosa utilizando un Glucémetro OneTouch Johnson & Johnson.
Se realizaron las determinaciones de glicemia a los 15 minutos desde la administracion
de la carga, repitiéndose a los 30, 60, 120 minutos. Los datos fueron expresados como

area bajo la curva, obtenidas a través del programa GraphPad Prism version 8.0.1.

2.8.2.2. Medicion de insulina

La determinacion de insulina en plasma se realizd con el inmunoensayo Insulin (mouse)
Ultrasensitive ELISA (Mercodia, Uppsala, Suecia), de acuerdo con las instrucciones
incluidas en el kit. El célculo de resultados se desarroll6 a través de la herramienta de
andlisis cubic-spline del programa Graphpad Prism version 8.0.1. para Windows,
(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

2.8.2.3. HOMA-IR

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de insulina y glucosa en ayuno, para
establecer la condicion de resistencia a la insulina a través del indice HOMA-IR (15). El
procedimiento fue el siguiente: después de las 4 semanas con la suplementacion, cada
raton fue puesto en ayuno por 6 horas, luego el animal fue eutanasiado y se extrajo la
sangre venosa rapidamente por puncién cardiaca. La muestra fue centrifugada por 10
minutos a 500xG (fuerza centrifuga relativa), el suero fue almacenado a -20°C para el
posterior andlisis. La determinacion de glucosa plasmatica se realizdé mediante el
método de glucosa oxidasa (tiras reactivas PANEL-V2, equipo SPOTCHEM ™ EZ,
Minneapolis, MN, USA). Obtenidos estos valores, la resistencia a la insulina se evalud a
través del indice de modelo homeostatico de evaluacion de resistencia a la insulina

(HOMA-IR) mediante la siguiente expresion:

HOMA-IR = [Insulinemia (pU/mL) x Glicemia (mg/dL)] / 405
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2.8.2.4. Perfil bioquimico

Colesterol total, triacilglicéridos plasmaticos, transaminasa glutdmica piravica (GPT),
fosfatasa alcalina (ALP) y transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT). Para estas
determinaciones se utilizaron las tiras reactivas PANEL-V2 y KENSHIN-2, empleando
el principio de determinacion por quimica seca. El andlisis en su totalidad, asi como el
calculo de resultados se realizd mediante el equipo Analizador Profesional SPOTCHEM
™ EZ, Minneapolis, MN, USA.

2.8.2.5. Histologia hepética

El tejido hepatico fue fijado en formaldehido al 4% p/v 0,1 M pH 7,0 durante 18 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se llevo a la deshidratacion por cambios de
alcoholes de concentraciones ascendentes (70°, 95°, 100°, 100°, 100°), al aclaramiento
con xilol, impregnacién e inclusién con parafina (histosec®). Se realizaron cortes de 3
um adheridos en portaobjetos cargados StarFrost®, se secaron durante 1 hora a 60°C, se
aclararon e hidrataron por cambios de alcoholes descendentes. Posteriormente se les
realizd la tincion de hematoxilina (C.l. 75290, CAS 517-28-2 Sigma Aldrich) y eosina
(C.1. 45380, CAS 17372-87-1 Sigma Aldrich). Los cortes se tifieron por 5 minutos con
la solucién de hematoxilina de Mayer, se vir6 en agua corriente durante 3 minutos y se
lavé con agua destilada. Posteriormente, se tifié con solucién de eosina acuosa al 1%
durante 30 segundos y se lavé con agua destilada. Los cortes se deshidrataron por
cambios de alcoholes de concentracion ascendente, se aclararon y montaron utilizando
medio de montaje hidrofébico Entellan ®. Los ndcleos de las células presentan una
coloracion azul, mientras que el citoplasma una coloracion rosada que fueron

observadas mediante el microscopio optico de luz convencional.

2.8.2.6. Peso de los 6rganos

Para la realizacién de este analisis se determinaron los pesos de cada animal segun los
diferentes grupos suplementados. Se obtuvo el peso de la grasa abdominal, grasa
epididimal y del higado de todos los ratones antes y después de los tratamientos, con el

fin de constatar su aumento o disminucion.
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2.8.3. Andlisis estadistico de los datos bioldgicos

El andlisis de la distribucion de los datos se realizé utilizando la prueba de Shapiro
Wilk. En los casos en que la distribucion de los datos fue normal, se evalud si existian
diferencias significativas entre los grupos experimentales mediante ANOVA, seguido
de una prueba de Tukey que realiza comparaciones mdaltiples. En el caso que la
distribucion de los datos no sea normal, se utilizo la prueba de Kruskal Wallis, con post
test de Dunn. Se considerd que existen diferencias significativas cuando p<0.05. Los
resultados se expresaron como promedio + SEM. Para todos estos analisis se utilizo el
software GraphPad Prism version 8.0.1., San Diego, CA, USA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Objetivo 1. Obtencion de un concentrado de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga n-3 (AGPICLnN-3) con maximo contenido de EPA+DHA, a partir
de aceite de salmén comercial refinado desodorizado (ASCRD), mediante la

optimizacion de las variables del proceso de complejacion con urea.

3.1.1. Ensayos preliminares
3.1.1.1. Caracterizacion del aceite de salmon comercial refinado desodorizado
(ASCRD)

La Tabla 7 muestra la caracterizacion del ASCRD mediante andlisis quimicos y fisicos.
Los valores obtenidos para el contenido de acidez libre, valor de perdxidos, valor de p-
anisidina e indice TOTOX (0,20 £ 0,00g de &cido oleico/100g de aceite; 0,40 + 0,00
meq oxigeno activo/kg aceite; 1,13 + 0,02; y 1,93 £ 0,02, respectivamente) revelan una
baja oxidacion lipidica y deterioro hidrolitico lo cual concuerda con resultados
obtenidos previamente en diferentes tipos de aceites de pescado, incluyendo aceite de
salmon [Pando et al., 2014; Hernandez, 2015; Berrios et al., 2017a; Espinosa et al.,
2020]. El valor de AGL indica el grado de deterioro hidrolitico que posee el aceite,

siendo una medida de la rancidez hidrolitica.

Tabla 7. Caracterizacion fisica y quimica del ASCRD

Parédmetros Resultados
Acidos grasos libres (AGL, g de 4c. oleico/100 g aceite) 0,20 £ 0,00
Valor de Peroxidos (VP, mEqg O2/ 1000 g) 0,40+ 0,00
Valor p-anisidina (VA, Unidades) 1,13 + 0,02
indice TOTOX 1,93 +0,02
Impurezas insolubles (IMPI, %) 0,00 £ 0,00
Humedad y compuestos volatiles (HCV) 0,04 £ 0,00
Dienos conjugados (DC) 0,01 £0,00
Trienos conjugados (TC) 0,04 £ 0,00

*Valores corresponden al promedio (n=3) + desviacion estandar.

Los datos usualmente encontrados para aceite refinado deteriorado se encuentran entre
0,5y 1,5% [Masson & Mella, 1985, FAO-OMS/FINUT 2012]. El resultado de AGL de
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este aceite fue muy bajo, en concordancia con lo obtenido por Hernandez (2015) y
Méndez et al., (2010), quienes reportaron valores de 0,30 + 0,01 y 0,73 + 0,01
respectivamente, (expresados en gramos de acido oleico/100g de aceite de salmonidos).
Los hidroperéxidos acumulados (Valor de perdxido, VP) corresponden a la primera
etapa de la rancidez oxidativa u oxidacion primaria de las materias. Los resultados
usuales para aceite refinado de pescado pueden alcanzar un maximo de 5 meq de
oxigeno activo/kg de materia grasa [CODEX, 2017; GOED 2016] (Tabla 8). Los
obtenidos en este proyecto fueron de 0,40 £ 0,00 meq de oxigeno activo/kg de aceite,
menor que los reportados por Pando et al., 2017, quien registré 3,54 + 0,16 meq de
oxigeno active/kg de aceite en aceite de salmén refinado.

Tabla 8. Caracterizacion quimica del aceite de pescado refinado y aceite vegetal de acuerdo a

organismos reconocidos mundialmente.

Aceite refinado de pescado

Parametros de calidad RSA CODEX GOED EFSA
(2021) (2017) (2016) (2010)

Acidos grasos libres (AGL; g de acido oleico

0 0 0 0
/100 g aceite) <0,25% <1,51% <0,25% | <0,1%

Valor de Peroxidos (VP; meq de oxigeno

activo /kg de aceite) <10 <5 <5 <0,1
Valor p-anisidina (VA) <20 <20
Valor TOTOX (TV) <26 <26

*RSA: Reglamento Sanitario de los Alimentos, CODEX: Codex Alimentarius, GOED: Global
Organization for EPA and DHA y EFSA: European Food Safety Authority.

El indice de p-anisidina es una medida de la formacién de compuestos de oxidacion
altamente reactivos con predominacion de estructuras carbonilo tales como aldehidos y
cetonas [Wanasundara & Shahidi, 1997]. Para el ASCRD este indice resulté menor que
el limite de 20 establecido por el CODEX y el GOED (Tabla 8). Ademas, el ASCRD
cumple también con la Canadian legislation NHP Fish Qil, PhEur Fish Oil Types | and
I, Br Pharm, Fish Oil, Australia Natural Fish Oil Types | and Il and USP Fish oil [De
boer, 2018]. La formacién de dienos conjugados esta relacionada con el bajo indice de
perdxidos, ya que son indices de oxidacion correspondientes a la oxidacion primaria

[Codony, 2010; Javidipour et al., 2017]. Por lo tanto, debia esperarse que este valor de
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dienos conjugados fuese lo méas cercano a cero, como se observa en la Tabla 7. Por otra
parte, la oxidacion secundaria es representada por los valores de anisidina y trienos
conjugados obtenidos para ASCRD, lo cual indica que existe una minima, o casi
imperceptible oxidacion secundaria. Los resultados de humedad e impurezas son bajos
también por lo que puede concluirse que el ASCRD posee una calidad inicial 6ptima.
Todos los resultados obtenidos cumplen con las normativas establecidas por el
Reglamento sanitario de los Alimentos (RSA, 2021), Codex Alimentarius (CODEX,
2017) y Global Organization for EPA and DHA (GOED, 2016) (Tabla 8).

3.1.1.2. Identificacion y cuantificacion de éacidos grasos del ASCRD mediante
cromatografia gas-liquido (CGL)

La composicion en &cidos grasos para el ASCRD se muestra en la Tabla 9 y
proporciond la siguiente secuencia decreciente para los acidos grasos mas abundantes
(expresados en g/100g de &cidos grasos totales (AGT)): acido oleico (36,95 + 0,08),
acido linoleico (15,77 + 0,07), acido palmitico (12,76 £ 0,03), &cido a-linolénico (4,91
+ 0,00), EPA (3,92 + 0,04), DHA (3,83 + 0,04), &cido palmitoleico (3,74 = 0,01), acido
estearico (3,64 + 0,01), &cido cis-vaccénico (3,32 + 0,00) y finalmente, acido miristico
(2,90 £ 0,01). Asi, el aceite analizado reportd 19,94% de &cidos grasos saturados
(AGS), 47,27% de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y 32,79% de &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI).

El total de AGPICLn-3 de cadena larga fue de 9,44 %. En cuanto a los acidos grasos
mas abundantes (acidos oleico, linoleico y palmitico), similares resultados fueron
obtenidos por Pando et al., (2017) y Méndez et al., (2010). Sin embargo, existen
marcadas diferencias para los acidos grasos menores al comparar con estos estudios
previos; y una baja concentracion de EPA/DHA para tratarse de un aceite de pescado.
Esto podria explicarse por las diferentes condiciones de cultivo, que pueden variar en
términos de dieta y lugar, principalmente porque los aceites marinos de la dieta son
sustituidos por aceites vegetales (ricos en acido linoleico) y por lo tanto se incorporan

en los tejidos grasos de los salmonidos (Jacobsen et al., 2013).
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Tabla 9. Composicién y cuantificacién de acidos grasos del aceite de salmén comercial

refinado desodorizado (ASCRD, expresados en (g/100g AGT)).

Acidos grasos ASCRD*

Laurico C12:0 0,06 £ 0,00
Miristico C14.0 2,90 £ 0,01
Palmitico C16:0 12,76 + 0,03
Palmitelaidico C16:1 9t 0,07 £ 0,00
Palmitoleico C16:19c 3,74 £0,01
Heptadecanoico C17:0 0,22 £ 0,00
Heptadecenoico C 17:1 10c 0,13+0,00
Estearico C18:0 3,64 +0,01
Trans-vaccénico C 18:1 11t N/I
Oleico C18:19c 36,95 + 0,08
Cis-vaccénico Ci18:17c 3,32 0,00
Linoelaidico C18:2 9t 12t 0,06 £ 0,00
Linoleico C18:29c 12c 15,77 + 0,07
Gamma linolénico C18:36¢9c 12c 0,32 +£0,00
5-Eicosaenoico C 20:15c 0,22 £ 0,00
8-Eicosaenoico C 20:1 8¢ 0,44 £0,01
11-Eicosaenoico C20:111c 1,84 +£0,04
a-Linolénico C 18:39c 12c 15¢c 4,91 +0,00
Eicosadienoico C 20:2 11c 14c 1,34 +£0,01
Behenoico C 22:0 0,36 £ 0,00
Eicosatrienoico C 20:3 0,33 +0,00
Erdcico C22:1 0,29 + 0,01
Araquiddnico C 20:4 0,35+ 0,04
Docosadienoico C 22:2 0,12 £ 0,01
Eicosapentaenoico C 20:5 3,92 +0,04
Nervénico C24:1 0,27 + 0,03
Docosatetraenoico C 224 0,15+ 0,03
Docosapentaenoico C 22:5 1,69 + 0,05
Docosahexaenoico C 22:6 3,83+0,04
Total de acidos grasos saturados (AGS) 19,94
Total de acidos grasos monoinsaturados (AGM) 47,27
Total de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) 32,79
Total de AGPI de cadena larga n-3 (AGPICLN-3) 9,44
EPA+DHA 7,75

*Valores obtenidos corresponden al promedio (n=3) + desviacién estandar.
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3.1.1.3. Andlisis posicional de EPA/DHA en los acilglicéridos de ASCRD, mediante
diferentes matrices por espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Se evaluaron las matrices: CHCALl, CMBT1, DHB1 y DHB2 (punto 2.4.2.), para
seleccionar la mas conveniente al visualizar adecuadamente los componentes del
ASCRD mediante espectrometria de masa por MALDI-TOF [Strohalm et al., 2008;
Strohalm et al., 2010; Niedermeyer & Strohalm 2012]. Los resultados de la seleccién se
muestran en la Tabla 10. En la seccion 10a, la presencia de EPA y DHA y su posicion
en diacilglicéridos (DG) y triacilglicéridos (TG) de ASCRD se pudo identificar
adecuadamente utilizando la matriz CHCAL. Se encontré que es mas probable que el
EPA esté ubicado en la posicion sn-2 del glicerol, mientras que el DHA se encuentra
principalmente en la posicion sn-3. Estos resultados concuerdan con los encontrados por
Berrios et al., (2018) ya que la baja probabilidad de que haya DHA en la posicién sn-2
puede deberse a su mayor tamafio con respecto al EPA.

Como se puede observar en las secciones 10b y 10c, la presencia de EPA y DHA en los
monoacilgliceroles (MG) y DG de ASCRD no se identifico en las matrices CMBT1 y
DHB1, respectivamente. Ademas, en estas matrices fue nula la aparicion de TG. La
seccion 10d muestra la posicion de EPA/DHA en el DG y TG de ASCRD segln la
identificacion con la matriz DHB2. Se identificaron TG con DHA en posicion sn-3
diferentes a los obtenidos de la matriz CHCA1. Ademas, se identificaron 12 compuestos
con EPA ubicados en la posicidon sn-2, siendo los mismos que se visualizaron en la
matriz CHCAL.

La seccion 10e muestra que la matriz CHCA1 contiene la mayoria de los compuestos
probables identificados en comparacién con el resto de las matrices. En la matriz DHB2
se encontraron 12 TG probables que presentan DHA en la posicién sn-3, siendo
diferentes a los encontrados en CHCAL. Sin embargo, debido a la importancia de la
posicién sn-2, se selecciond la matriz CHCAL como la ideal para continuar con el
analisis de las muestras y ademas por ser la matriz donde se encontr6 el mayor nimero
probable de TG con EPA/DHA en sn-2. Estos resultados ya se encuentran publicados
[Dovale-Rosabal et al., 2021].
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Tabla 10. Resultados de la posicion de EPA y DHA en el glicerol obtenidos mediante
espectrometria de masas Maldi-TOF: (a) Posicién sn-2 de EPA/DHA en el DG y TG de ASCRD
identificada con la matriz CHCAL*; (b) Posicién de acidos grasos (AG) en el MG de ASCRD
identificada con la matriz CMBT1*; (c) Posicion de AG en el DG de ASCRD identificada con la
matriz DHB1*; (d) Posicion sn-2 de EPA/DHA en el DG y TG de ASCRD identificada con la
matriz DHB2*; (e) Resumen de la presencia de EPA/DHA en el DG/TG de ASCRD
identificadas en las diferentes matrices*.

(a)

m/z EPA y/o DHA en posicion sn-2 identificados en la matriz CHCAL *
601.4827 DG (15:0/20:5/-)
877.7280 TG (12:0/20:5/22:2), TG (16:0/16:1/22:6)
877.6892 TG (12:0/20:5/22:5), TG (14:0/20:5/20:5), TG (14:1/18:3/22:6)
879.7436 TG (12:0/20:5/22:1), TG (16:0/16:0/22:6)
879.6473 TG (13:0/20:5/20:5)
879.7048 TG (12:0/20:5/22:4), TG (14:0/18:3/22:6)
881.7205 TG (12:0/20:5/22:3), TG (14:0/18:2/22:6)
881.6056 TG (12:0/20:5/20:5)
881.7593 TG (12:0/20:5/22:0), TG (13:0/20:5/21:0)
901.7831 TG (14:0/20:5/21:0), TG (13:0/20:5/22:0)
901.6892 TG (12:0/22:6/22:6), TG (14:1/20:5/22:6)
901.728 TG (14:0/20:5/22:4), TG (14:1/20:5/22:3)
901.7256 TG (12:0/20:5/22:1), TG (14:0/18:0/22:6)
903.7412 TG (12:0/20:5/22:0), TG (13:0/20:5/21:0)
903.7436 TG (14:0/20:5/22:3), TG (14:1/20:5/22:2)
903.7048 TG (14:1/20:5/22:5), TG (16:1/20:5/20:5), TG (14:0/20:5/22:6)
905.7205 TG (14:0/20:5/22:5), TG (16:0/20:5/20:5), TG (14:1/20:5/22:4)
905.7593 TG (14:0/20:5/22:2), TG (14:1/20:5/22:1)
905.6995 TG (12:0/20:5/21:0)
905.663 TG (13:0/20:5/22:6), TG (15:1/20:5/20:5)
907.7749 TG (15:1/20:5/21:0), TG (14:0/20:5/22:1), TG (14:1/20:5/22:0)
907.6786 TG (15:0/20:5/20:5), TG (13:0/20:5/22:5)
907.7361 TG (14:0/20:5/22:4), TG (14:1/20:5/22:3)
907.6212 TG (14:1/20:5/20:5), TG (12:0/20:5/22:6)
927.7987 TG (15:0/20:5/22:1), TG (15:1/20:5/22:0), TG (16:1/20:5/21:0)
927.7412 TG (14:0/20:5/22:2), TG (14:1/20:5/22:1)
927.6838 TG (13:0/20:5/22:3)

927.7436 TG (18:0/20:5/20:5), TG (16:0/20:5/22:5), TG (16:1/20:5/22:4)
927.7048 TG (18:3/20:5/20:5), TG (18:3/20:5/20:5), TG (14:1/22:6/22:6)
(b)

m/z AG identificados en la matriz CMBT1*
369.2402 MG (16:0/~/-)
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381.2975 MG (18:0/—/-)
401.2662 MG (—/20:4/-)
()
m/z DG identificados en la matriz DHB1 *
DG (14:0/20:0/-), DG (17:0/17:0/-), DG (18:0/16:0/-), DG (16:0/18:0/-),
603.4288 DG (12:0/22:0/-), DG (-/16:0/18:1), DG (14:0/18:2/-), DG (16:1/16:1/-),
DG (14:1/18:1/-), DG (12:0/20:2/0:0)
(d)
m/z EPA y/o DHA en posicion sn-2 identificados en la matriz DHB2 *
601.4827 DG (15:0/20:5/-)
905.7593 TG (14:0/20:5/22:2), TG (14:1/20:5/22:1), TG (14:0/20:1/22:6),
TG(14:1/20:0/22:6), TG (16:0/18:1/22:6), TG (16:1/18:0/22:6)
905.6995 TG (12:0/20:5/21:0)
TG (14:0/20:5/22:5), TG (16:0/20:5/20:5), TG (14:1/20:5/22:4),
905.7205 TG(16:1/18:3/22:6), TG (16:0/18:4/22:6), TG (16:1/18:3/22:6),
TG (14:1/20:3/22:6), TG (14:0/20:4/22:6)
9077361 TG (14:0/20:5/22:4), TG (14:1/20:5/22:3), TG (16:0/18:3/22:6),
TG (16:1/18:2/22:6)
907.7749 TG (15:1/20:5/21:0), TG (14:0/20:5/22:1), TG (14:1/20:5/22:0),
TG (14:0/20:0/22:6)
()
Matriz * EPA (sn-2) | DHA(sn-2) | DHA (sn-3) |EPA (sn-2)/DHA (sn-3)
CHCA1l 52 2 12 4
CMBT1 0 0 0 0
DHB1 0 0 0 0
DHB2 12 0 12 0

*MG: monoacilglicéridos, DG: diacilglicéridos, TG: triacilglicéridos

3.1.1.4. Cromatografia en capa fina del ASCRD purificado y no purificado

La separacién por cromatografia en capa fina (CCF) de ASCRD purificado (carril A) y
ASCRD no purificado (carril B) se muestra en la Figura 14. El orden de elucion de los
compuestos observados mostré que los acidos grasos se encuentran predominantemente
en forma de TG en ASCRD. No se evidenciaron diferencias marcadas entre el ASCRD
purificado y no purificado, este resultado es caracteristico de los aceites refinados en los
que la presencia de acidos grasos libres (AGL) ha sido minimizada por el proceso de

refinado [Gunstone, 2011; Hamm et al., 2013] y es consistente con el bajo indice de

acidez libre encontrado en este aceite.
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< Triacilglicéridos

A B A B

Figura 14. Separacion cromatogréfica en capa fina del aceite de salmén comercial refinado
desodorizado (ASCRD): (A) ASCRD purificado y (B) ASCRD no purificado.

3.1.1.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) del ASCRD

Los termogramas obtenidos mediante DSC del perfil de fusion representativo de
ASCRD se muestra en la Figura 15, cuyo rango de fusion fue de -71,97 a 2,06°C,
presentando una entalpia de 349,12 J/g. Se observaron 4 peaks de fusidn
correspondientes a TG de bajo punto de fusién (PFB1) y TG con punto de fusion medio
1,2y 3 (PFM1, PFM2y PFM3) (Tabla 11) a diferentes temperaturas.
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Figura 15. Termograma de fusion del ASCRD.

66



Tabla 11. Comportamiento térmico del ASCRD

Parametros calorimétricos ASCRD
Onset de fusion -71,97 £ 2,32°C
PFB1 -68,17 £ 1,31°C
PFB2 -

PFB3 -

PFM1 -34,01 £ 0,08°C
PFM2 -15,97 £ 0,30°C
PFM3 -4,54 + 0,14°C
Endset de fusion 2,06 £0,23°C

Rango de fusion -71,97 a 2,06°C
Entalpia de fusion 349,12 J/g

*PFB: peak de punto de fusion bajo; PFM: peak de punto de fusion medio; ASCRD: Aceite de salmén
comercial refinado desodorizado.

El punto de fusion a bajas temperaturas (-68,17 + 1,31 °C) es caracteristico de los TG
que lo componen, que son formados principalmente por acidos grasos insaturados [Tan
& Chen Man, 2000] y que en este caso podria deberse a la fusion de los AGPICLn-3
presentes en ASCRD. Lo anterior concuerda también con lo reportado por Sathivel
(2005) quien menciona que los aceites de pescado refinados muestran peaks altos y
estrechos en los termogramas de DSC y con rangos de fusion entre de -69,6 a -0,36°C
para el aceite de salmon rojo, sefialando que las temperaturas negativas de los rangos de
fusién son debidas a la presencia de acidos grasos insaturados, donde el aumento del
namero de dobles enlaces disminuye el punto de fusion [Sathivel, 2001]. Rojas (2013)
atribuye el peak a baja temperatura a los AGPICL, principalmente a los &cidos EPA y
DHA, presentes en ASCRD segun se confirmé en los resultados de cromatografia
gaseosa (Tabla 9) Las diferencias que se observan entre los distintos rangos de aceites
de salmén pueden deberse también a que es un material quimicamente complejo y por
lo tanto, es esperable que la fusion se produzca en un amplio rango de temperaturas
[Dos Santos et al., 2010].
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3.1.2. Obtenciodn del concentrado de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga
n-3 (AGPICLN-3) con maximo contenido de EPA+DHA, a partir de aceite
de salmon comercial refinado desodorizado (ASCRD), mediante la

optimizacion de las variables del proceso de complejacion con urea.

En la Tabla 12 se muestran las diferentes combinaciones del disefio experimental

utilizado para obtener un concentrado 6ptimo con el maximo contenido de EPA y DHA.

Tabla 12. Disefio experimental de Box-Behnken mediante MSR. Ensayos para la optimizacion
de las condiciones de complejacion con urea para la obtencion de concentrado AGPICLn-3 con

un maximo contenido de EPA y/o DHA.

Variables independientes Variables respuesta
Ensayo Urea/AGL (g/g) | Temperatura (°C) | Tiempo (h) | EPA ‘ DHA ‘ EPA+DHA
A B C (9/100g AGT)

1 0 4 12 3,54 | 3,67 7,21
2 10 4 12 16,8 | 25,34 42,14
3 0 25 12 3,56 | 3,66 7,22
4 10 25 12 11,66 | 13,38 25,04
5 0 14,5 0 3,71 | 3,83 7,54
6 10 14,5 0 7,29 | 8,02 15,31
7 0 14,5 24 3,58 | 3,87 7,45
8 10 14,5 24 10,65 | 12,66 23,31
9 5 4 0 9,74 | 122 21,94
10 5 25 0 7,09 | 8,72 15,81
11 5 4 24 12,84 | 15,89 28,73
12 5 25 24 12,16 | 14,15 26,31
13 5 14,5 12 11,12 | 13,35 24,47
14 5 14,5 12 11,07 | 13,46 24,53
15 5 14,5 12 11,04 | 13,37 24,41

*A: Relacion urea/acidos grasos (g/g); B: Temperatura de cristalizacion (°C); C: Tiempo de
cristalizacion (h).

El analisis estadistico del disefio experimental mediante MSR determindé las variables
que influyeron significativamente en las variables respuesta EPA, DHA y EPA+DHA
del concentrado de AGPICLn-3. La significancia estadistica de cada efecto
independiente en el analisis de varianza de las tres variables respuestas se muestra en la
Tabla 13.

68




Tabla 13. Andlisis de varianza para cada variable respuesta en la optimizacion del proceso de

obtencion del concentrado AGPICL n-3.

EPA DHA EPA+DHA

Efectos*

s.C. IGL‘ C.M. ‘ Razon-F IVanr-P S.C. |G|_| C.M. |Raz()n-F|VaI0r-P S.C. |GL| C.M. | Razén-F |Valor-P
Lineal
A 128,08 | 1 [128,08] 78416,33 | 0,0000 [246,087] 1 [ 246,087 [71675,86] 0,0000 |729,238| 1 [729,238] 202566,12 | 0,0000
B 8925 | 1 |8,925| 546448 | 0,0002 | 36,937 | 1 [ 36,937 [10758,35] 0,0001 [82,1762 1 | 82,176 | 22826,72 | 0,0000
c 16,245 | 1 [16,245| 994592 | 0,0001 | 23,805 | 1 | 23,805 | 693350 | 0,0001 | 79,38 | 1 | 79,38 | 22050,00 | 0,0000

Cuadratico / interaccion

AA 37,064 | 1 |37,064| 22692,63 | 0,0000 | 52,281 | 1 | 52,281 [15227,59| 0,0001 |177,387| 1 |177,387| 49274,08 0,0000
AB 6,656 | 1 | 6,656 | 407535 | 0,0002 | 35,700 | 1 | 35,700 |10398,24( 0,0001 | 73,188 | 1 | 73,188 | 20330,01 0,0000
AC 3,045 | 1 (3,045 | 1864,30 | 0,0005 5,29 1 529 | 1540,78 [ 0,0006 | 16,362 | 1 | 16,362 | 4545,01 0,0002
BB 3,558 | 1 (3,558 | 217847 | 0,0005 | 13,079 | 1 | 13,079 | 3809,43 [ 0,0003 (30,2809 | 1 | 30,280 8411,35 0,0001
BC 0,970 | 10,970 | 594,02 0,0017 | 0,756 | 1 | 0,756 | 220,46 | 0,0045 |[3,44102| 1 | 3,441 955,84 0,0010
ccC 9,462 | 1 |9,462 | 5793,16 | 0,0002 | 23,735 | 1 [ 23,735 | 6913,22 | 0,0001 |63,1701| 1 | 63,170 | 17547,25 0,0001

Falta ajuste | 17,789 | 3 | 5,929 | 3630,40 | 0,0003 | 50,525 | 3 | 16,841 | 4905,39 | 0,0002 |126,111| 3 | 42,037 | 11676,97 0,0001

Error puro | 0,003 | 2 | 0,001 0,006 [ 2 | 0,003 0,0072 | 2 | 0,003

Total (corr.) [232,148 | 14 490,429 [ 14 1385,36 | 14

*A: relacién U/AGL (g/g); B:Temperatura de cristalizacién (°C); C: Tiempo de cristalizacién (h).
Abreviaturas: S.C.= suma de cuadrados; G.L.= grados de libertad; C.M.=cuadrados medios. Se
expresan en rojo aquellos efectos estadisticamente significativos (p<0,05).

Puede observarse que las tres variables respuestas (EPA, DHA y EPA+DHA) tienen un
comportamiento similar, donde los efectos estadisticamente significativos fueron: la
relacion U/AGL (A), la temperatura de cristalizacion (B) y el tiempo de cristalizacion
(C); los términos cuadraticos de dichas variables y todas las interacciones.

Se construyeron los modelos polindmicos cuadraticos ajustados de las variables
respuesta EPA, DHA y EPA+DHA. Los efectos que no presentaron significancia
estadistica (p>0,05) no fueron incluidos en el modelo con el fin de obtener precisién en
la respuesta. Los modelos (ecuaciones 1 - 3) en términos de sus coeficientes de
regresion para las variables independientes proporcion de U/AGL(A), temperatura de

cristalizacion (B), tiempo de cristalizacion (C) fueron los siguientes:

EPA =3,98314 + 2,24937*A - 0,282859*B + 0,256171*C - 0,126733*A2- 0,0245714*AB (1)
+0,0145417*AC + 0,00890401*B? + 0,00390873*BC - 0,0111169*C?
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A: Urea/AGL
AA

C:Tiempo

cc
B:Temperatura
AB

BB

AC

BC

DHA = 4,00538 + 3,20954*A - 0,456608*B + 0,420427*C - 0,150517*A? - 0,0569048*AB (2)
+0,0191667*AC + 0,0170711*B? + 0,00345238*BC - 0,0176071*C?

EPA+DHA = 7,98852 + 5,4589*A - 0,739467*B + 0,676597*C - 0,27725*A? - 0,0814762 (3)
+0,0337083*AC + 0,0259751*B2 + 0,00736111*BC - 0,028724*C?

Los tres modelos poseen un coeficiente de determinacion (R? ajustado por grados de
libertad) de 78,54% para EPA, 71,15% para DHA, y 74,51% para EPA+DHA lo cual
indica que los modelos representan de manera adecuada la variabilidad de los
resultados. La Figura 16 muestra las principales variables que afectan el proceso de

obtencion de concentrados AGPICLn-3 mediante graficos de tipo Pareto.
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Figura 16. Diagramas de Pareto estandarizados de los efectos de las variables independientes

sobre las variables respuestas EPA, DHA y EPA+DHA (la linea azul indica p<0,05).

El efecto estandarizado lineal, cuadratico y de interaccién para las variables respuesta

EPA, DHA y EPA+DHA se observan en un orden decreciente de significancia (la linea
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marca un p<0,05). En todos los graficos de Pareto las variables independientes A, B, C
y D asi como sus efectos cuadraticos y de interaccion afectaron el proceso de
complejacion con urea para la obtencion de concentrados AGPICLN-3 con un maximo
contenido de EPA, DHA y EPA+DHA. Se puede observar el efecto positivo de las
variables independientes A y C, de las interacciones entre si y del efecto cuadratico de
la temperatura de cristalizacion (B) en la obtencion de concentrados con contenidos
méaximos de EPA, DHA y EPA+DHA.

En la Figura 17 se observan las representaciones tridimensionales de graficos de
superficie respuesta y contorno, reflejando la influencia de la combinacion de las
principales variables del proceso (relacion U/AGL y temperatura).

Superficie de respuesta estimada para EPA Superficie de Respuesta Estimada para DHA

DHA

10 0 ~Temperatura
Urea/AGL Urea/AGL

EPA+DHA
. 00
. 50

10,0
15,0
20,0
25,0
30,0
35,0
40,0
. 45,0
. 500

EPA+DHA

10 o © Temperatura

Urea/AGL

Figura 17. Gréficos de superficie respuesta y contorno de la combinacion de las variables
relacion U/AGL y temperatura de cristalizacion sobre las variables respuestas EPA, DHA y

EPA+DHA(considerando velocidad de agitacion 500 rpm).

Se observa que la relacion U/AGL influye significativamente de manera directa y la

temperatura de manera inversa en las tres variables respuesta EPA, DHA y EPA+DHA,;
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es decir, a mayor relacion U/AGL y menor temperatura, el contenido de EPA y DHA
aumenta en el concentrado AGPICLn-3. Este analisis muestra resultados similares a los
obtenidos por Liu et al., (2006), Contreras (2017), Thammapat et al., (2016) donde el
contenido de EPA y DHA en el concentrado AGPICLN-3 aumenta con la disminucién
de la temperatura de cristalizacion y con un aumento de la relacion U/AGL. Ha sido
reportado incluso que la mayor recuperacion de &cidos grasos poliinsaturados ocurre a
4°C [Guil-Guerrero & Belardi, 2001]. En consecuencia, es también evidente que la
tendencia de los acidos grasos de combinarse con los cristales de urea y formar

complejos decrece a medida que el grado de instauracién y largo de cadena aumentan.

3.1.3. Optimizacién del proceso de complejacion con urea:

La Tabla 14 muestra los valores optimos predichos de las variables del proceso de
obtencion de concentrado AGPICLn-3 obtenidos a partir de la metodologia de
superficie respuesta, donde las variables independientes fueron ajustadas para
maximizar las respuestas de EPA, DHA y EPA+DHA. El contenido m&ximo predicho
de estas variables es de 15,77(g/100g AGT), 22,78(g/100g AGT) y 38,52(g/100g AGT)

respectivamente.

Tabla 14. Valores 6ptimos de las variables independientes U/AGL, temperatura y tiempo para

maximizar las respuestas EPA, DHA y EPA+DHA y su optimizacién conjunta.

ST Relacion Te_mpe_ratL_Jra _Tier.npo_ PL_mto _ Valor f’)ptimo
Urea/AGL | cristalizacion | cristalizacion |estacionario|  predicho*
EPA 9,55024 4,0 18,4833 Maximo 15,77
DHA 10,0 4,0 17,7344 Maximo 22,78
EPA+DHA | 9,99704 4,0 18,1157 Maximo 38,52
EPA: 15,74

Optimizacion

. 9,99998 4,0 18,2125 Maximo DHA: 22,78
conjunta

EPA+DHA: 38,52

*Contenidos de EPA, DHA y EPA + DHA expresados en (g/100gAGT)

El DHA alcanza mayores concentraciones que el EPA en la fraccién no complejada
debido a la menor tendencia del DHA para formar aductos de urea por la diferencia de

estructura conformacional espacial entre ambos &cidos grasos [Haagsma et al., 1982;
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Deseabilidad

Ratnayake et al., 1988; Wanasundara & Shahidi, 1999]. En la Tabla 14 también se
muestran los valores que maximizan en forma conjunta las variables respuesta, donde se
espera una deseabilidad maxima (1). La maxima deseabilidad obtenida fue de 0,93
donde el contenido predicho de EPA, DHA y EPA+DHA fue 15,74; 22,77 y 38,52
(9/100g AGT) respectivamente, siendo practicamente idénticos a los predichos en las
optimizaciones individuales. En las Figuras 18a y 18b se observa el comportamiento de
la deseabilidad méxima ya explicada, donde se muestra una mayor deseabilidad a

medida que aumenta la relacion Urea/AGL y disminuye la temperatura de cristalizacion.

Superficie de Respuesta Estimada Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

Deseabilidad 25
N 0,0 r
] W01 [
] 0,2 20
03 r
04
05
0,6
0,7
08

15} —

Temperatura

10}

AGL
UrealAG UrealAGL

(a) (b)
Figura 18. a) Grafico de superficie respuesta que muestra la optimizacion conjunta de EPA,
DHA y EPA+DHA. b) Grafico de contorno, de los niveles que maximizan la funcion
deseabilidad.

3.1.4. Validacién del concentrado AGPICLnN-3 éptimo:

Para validar el disefio experimental se consideraron los valores de la optimizacion
conjunta para obtener un maximo de EPA+DHA de 38,52 ¢/100g de AGT. Estos
valores fueron: 10 U/AGL (g/g), 4°C, 18 h y 500 rpm para obtener un maximo de
EPA+DHA. En la Tabla 15b se observa la composicion y cuantificacion obtenidas a
partir del concentrado optimizado en la validacion experimental. Al comparar el

ASCRD con el concentrado AGPICLNn-3 6ptimo validado se observan diferencias.
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Tabla 15. Composicion y cuantificacion de acidos grasos de a) Aceite de salmon comercial
refinado desodorizado (ASCRD), b) Concentrado de &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-3 (AGPICLn-)3 (expresados en (g/100g AGT)).

Acidos grasos AS((ZaI)?D* AGPI(g)Ln-B*

Laurico C12:0 0,06 + 0,00 N/I
Miristico C14:0 2,90+0,01 0,18 + 0,00
Palmitico C16:0 12,76 £ 0,03 0,25+ 0,00
Palmitelaidico Cle:19t 0,07 £ 0,00 0,25+ 0,00
Palmitoleico C16:19c 3,74+ 0,01 1,90 + 0,00
Heptadecanoico C17:0 0,22 + 0,00 0,28 + 0,00
Heptadecenoico C17:110c 0,13+ 0,00 1,30 £ 0,00
Estearico C18:0 3,64 +0,01 1,56 + 0,00
Trans-vaccénico C18:1 11t N/I N/I
Oleico C18:19c 36,95 + 0,08 3,15+ 0,00
Cis-vaccénico C18:1 7c 3,32+ 0,00 0,33+0,00
Linoelaidico C18:2 9t 12t 0,06 + 0,00 2,14 + 0,00
Linoleico C18:29c 12¢c 15,77 £ 0,07 22,36 £ 0,03
Gamma linolénico C18:36¢9c 12¢c 0,32 + 0,00 1,10 £ 0,00
5-Eicosaenoico C 20:15c 0,22 + 0,00 1,18 £ 0,02
8-Eicosaenoico C 20:1 8c 0,44 +£0,01 N/I
11-Eicosaenoico C20:111c 1,84 £ 0,04 N/I
a-Linolénico C 18:39c 12c 15¢ 491 +0,00 9,32 +0,01
Eicosadienoico C 20:211c 14c 1,34 +£0,01 0,32+ 0,00
Behenoico C 22:0 0,36 £ 0,00 N/I
Eicosatrienoico C 20:3 0,33+0,00 1,78 £0,00
Erdcico Cc221 0,29 + 0,01 1,53 + 0,00
Araquidonico C20:4 0,35+0,04 N/I
Docosadienoico C22:2 0,12 +0,01 3,03+0,14
Eicosapentaenoico C 20:5 3,92 + 0,04 18,45 + 0,04
Nervénico C24:1 0,27 £ 0,03 1,52 £ 0,00
Docosatetraenoico C224 0,15+0,03 0,64 +0,01
Docosapentaenoico C 225 1,69 + 0,05 455+ 0,01
Docosahexaenoico C 226 3,83+0,04 22,88 £ 0,04
Total de acidos grasos saturados (AGS) 19,94 2,27
Total de acidos grasos monoinsaturados (AGM) 47,27 11,16
Total de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) 32,79 86,57
Total de AGPI de cadena larga n-3 (AGPICLn-3) 14,68 56,98
EPA+DHA 7,75 41,33

*Valores corresponden al promedio (n=3) + desviacién estandar.

74




Los principales acidos grasos del ASCRD con respecto al concentrado AGPICLN-3
optimizado fueron (expresado en g/100g AGT) é&cido oleico (36,95 vs 3,15); &cido
linoleico (15,77 vs 22,36), acido palmitico (12,76 vs 0,25), &cido a-linolénico (4,91 vs
9,32), EPA (3,92 vs 18,45), DHA (3,83 vs 22,88), acido palmitoleico (3,74 vs 1,90),
acido estearico (3,64 vs 1,56), acido cis-vaccénico (3,32 vs 0,33) y finalmente, acido
miristico (2,90 vs 0,18). Mediante el proceso de optimizacion se incrementaron los
contenidos de EPA, DHA, EPA+DHA en AGPICLn-3 en 2,6; 3,9; 4,7; 5,9 y 5,3 veces
respecto al ASCRD, respectivamente (Tabla 15a). La optimizacion permitio disminuir
el contenido de AGS en 8,8 veces y el acido palmitico disminuyd en 51 veces, lo cual es
significativo si se toman en cuenta los efectos perjudiciales que tiene su consumo
excesivo[Ruiz et al., 2021]. El aumento de DHA fue mayor que el observado en EPA
concordando con los resultados obtenidos por Liu et al., (2006) y Berrios (2019) donde
se plantea que este fendbmeno puede estar vinculado a una mayor afinidad del EPA por
los compuestos de inclusion con urea. Finalmente el concentrado dptimo validado
mostré contenidos de EPA, DHA y EPA+DHA ((18,45; 22,88 y 41,33 (expresados en
0/100g AGT)) superiores a los 6ptimos predichos por MSR (15,74; 22,78 y 38,52,

respectivamente).

3.1.5. Cromatografia en capa fina del concentrado AGPICLn-3 optimizado
La separacion por cromatografia en capa fina del concentrado AGPICLn-3 optimizado

se observa en la Figura 19b.

El orden de elucion de los compuestos observados mostrd que los AG evaluados se
encuentran en forma de &cidos grasos libres en el concentrado lo cual concuerda con lo
descrito por Mufioz (2019) y Encina (2017). Este resultado es caracteristico de los
concentrados obtenidos por complejacion con urea, en los que la presencia de
acilgliceroles ha sido eliminada por el proceso de saponificacién que precede a la
complejacién con urea y se puede distinguir al comparar el carril D (concentrado

AGPICLN-3) con el carril C (Aceite refinado de maravilla como control) en la elucion.
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Figura 19. Separacion cromatogréfica en capa fina del concentrado AGPICLn-3. a) (A)

ASCRD purificado y (B) ASCRD no purificado; b) (C) Aceite de maravilla control y (D)
concentrado 6ptimo AGPICLn-3.

3.1.6. Calorimetria diferencial de barrido del concentrado AGPICLnN-3

En la Figura 20 se muestra el termograma de fusion del concentrado AGPICLn-3, cuyo
rango de fusion fue de -67,84 a -24,4°C y su entalpia de fusion fue de 190,38 J/g. En
este caso se observan tres puntos de fusion bajos distintos, a las temperaturas de -64,17,

-55,23 y -47,22 °C, respectivamente.
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Figura 20. Termograma de fusién del concentrado AGPICLN-3.
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El PFB1 y PFB2 se sittan en el rango de -68 a -50°C (Tabla 16) y es en dicho rango
donde se encuentra el EPA que segln Sato et al., (2009) funde a -54°C, luego el PFB3
se observa entre -50°C a -40°C, correspondiendo al intervalo de temperatura del peak
del DHA, que fue informado a -44 °C por el mismo autor. A mayor largo de cadena y
presencia de insaturaciones, los &cidos grasos funden a mas bajas temperaturas [Rustan
& Drevon, 2005; Tvrzicka et al., 2011]. También se muestra un punto de fusién medio (-
26,87°C) que se encuentra en el rango de -38 a -20°C donde podria encontrarse el acido

docosapentaenoico (C22:5).

Tabla 16. Comportamiento térmico de ASCRD (a) y concentrado AGPICLn-3 (b)

Parametros calorimétricos

ASCRD (a)

AGPICLN-3 (b)

Onset de fusion

-71197+232°C

-67,84 £ 4,69 °C

PFB1 -68,17 £ 1,31°C -64,17 + 3,55 °C
PFB2 - -55,23+0,50 °C
PFB3 - -47,22 £ 4,17 °C
PFM1 -34,01 + 0,08 °C -26,87 £ 1,89 °C
PFM2 -15,97 + 0,30 °C -

PFM3 -454 £ 0,14 °C -

Endset de fusion 2,06 +0,23°C -24,40+ 1,78 °C
Rango de fusion -71,97 a 2,06 °C -67,84 a -24,40 °C
Entalpia de fusion 349,12 J/g 190,38 J/g

*PFB: peak de punto de fusion bajo; PFM: peak de punto de fusiéon medio; ASCRD: Aceite de salmén
comercial refinado desodorizado; AGPICLn-3: concentrado de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-3.

Al comparar el ASCRD con el concentrado AGPICLn-3 (Figura 21) se observa gque los
acidos grasos libres de este ultimo poseen puntos de fusiébn méas bajos y su rango de
fusion también es mas estrecho con un endset negativo (Tabla 16a y 16b), indicando
que a esta Ultima temperatura el concentrado de AGPICL n-3 Optimo se encuentra
totalmente fundido. Lo anterior evidencia que la concentracion de acidos grasos
mediante complejacion con urea ha eliminado la mayoria de los acidos grasos saturados
[Dovale-Rosabal et al., 2019] como el C14:0, C16:0 y C18:0 (Tabla 15a y 15b)

77



aumentando en el concentrado AGPICLn-3 los &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga.
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Figura 21. Comparacion entre los termogramas de fusion de AGPICLn-3 y ASCRD (la linea
roja corresponde al ASCRD y la linea azul corresponde al AGPICLn-3).

3.2.Estructuracion de acilglicéridos con EPA/DHA, a partir del concentrado
Optimo de AGPICLnN-3 obtenido en el objetivo 1y del aceite de salmén refinado
comercial (ASCRD), mediante la optimizacion de las variables del proceso de
aciddlisis enzimatica (Candida antarctica) bajo CO2SC.

En la Tabla 17 se puede observar el disefio experimental de Draper-Lin de 18 ensayos
para dar respuesta al objetivo 2. Diferentes condiciones de: temperatura (°C) y presion
(bar) supercriticas (SC) asi como porcentaje de lipasa b de Candida antarctica y
relacién entre el concentrado éptimo AGPICLn-3 y el ASCRD permitieron la
estructuracion de acilglicéridos con un méaximo de estructuras con EPA/DHA en
posicion sn-2. Las variables respuestas fueron: concentracion de EPA, DHA,
EPA+DHA, acido palmitico (AP) (expresada en g/100g AGT) y cantidad de estructuras
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diferentes identificadas con EPA/DHA en sn-2 en las muestras resultantes de las

reacciones de acidolisis.

Tabla 17. Disefio compuesto de Draper-Lin por MSR. Ensayos para la optimizacion de las
condiciones de obtencion del acilglicérido estructurado (AEs).

Variables Independientes Variables respuestas
., . EPA EPA/
Exp. n-3/ASCRD |(Presion SC| Temp. SC | Lipasa B EPA | DHA + AP DHA
@9 (o ("g) % DHA o
(9/100g AGT) sn-2
1 7,2 255 56 2 4,441 | 4,485 | 8,926 |11,372 17
2 7,2 255 44 2 4,107 | 4,086 | 8,193 |12,079 16
3 7,2 123 56 8 4,983 | 4,787 | 9,770 |10,289| 20
4 1,8 255 44 8 4,305 | 4,270 | 8,575 |11,607 19
5 7,2 123 44 8 4,110 | 4,078 | 8,188 |11,896| 22
6 18 123 56 2 4,107 | 4,102 | 8,208 (11,996 19
7 1,8 255 56 8 4,220 | 4,045 | 8,265 |11,867 17
8 1,8 123 44 2 4,093 | 4,001 | 8,094 |12,050 16
9 0 189 50 5 3,746 | 3,758 | 7,505 |12,585| 15
10 9 189 50 5 3,830 | 3,702 | 7,533 |12,114| 18
11 4,5 78 50 5 4,613 | 4,546 | 9,159 {11,060 34
12 4,5 300 50 5 4,606 | 3,822 | 8,428 |11,630| 25
13 4,5 189 40 5 4,288 | 4,272 | 8,560 |11,798 12
14 4,5 189 60 5 4,696 | 4,428 | 9,124 |10,882| 21
15 4,5 189 50 0 3,880 | 3,799 | 7,679 12,626 15
16 4,5 189 50 10 4,337 | 4,318 | 8,655 {11,654 16
17 4,5 189 50 5 4,646 | 4,446 | 9,092 |11,101 17
18 4,5 189 50 5 4,541 | 4,325 | 8,866 |11,192 16

*A: n-3/ASCRD (relacion AGPICLN-3/ASCRD; g¢/g); B: Presion supercritica (bar); C:Temperatura
supercritica (°C); AP: Acido palmitico, EPA, DHA y EPA+DHA (contenido expresado en g/100g de
acidos grasos totales) y EPA/DHA en sn-2: cantidad probable de EPA/DHA en posicion sn-2 de los AEs.
Las variables independientes que influyeron significativamente en las variables
respuestas EPA, DHA, EPA+DHA, AP y EPA/DHA en sn-2 fueron determinadas
mediante analisis estadistico utilizando metodologia de superficie respuesta MSR

(Tabla 18).
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Tabla 18. Andlisis de varianza para cada variable respuesta en la optimizacion del

proceso de sintesis del AEs.

Efectos cig:jnrzgg s G.L Clﬁgg&ios Razén-F Valor-P
A: AGPCLn-3/ASCRD 0,0818505 1 0,0818505 3,49 0,0914
B: Presion 0,00393345 1 0,00393345 0,17 0,6909
C: Temperatura 0,243124 1 0,243124 10,36 0,0092
EPA |D:Enzima 0,196601 1 0,196601 8,38 0,0160
AA 0,801562 1 0,801562 34,15 0,0002
AC 0,20416 1 0,20416 8,70 0,0146
D? 0,233436 1 0,233436 9,94 0,0103
Error total 0,234735 10 0,0234735
Total (corr.) 1,87696 17
A: AGPICLn-3/ASCRD 0,00156801 1 0,00156801 0,05 0,8366
B: Presion 0,262088 1 0,262088 7,66 0,0278
C: Temperatura 0,113746 1 0,113746 3,32 0,1111
DHA |D: Enzima 0,139214 1 0,139214 4,07 0,0835
A? 0,278673 1 0,278673 8,14 0,0246
Error total 0,23959 7 0,0342272
Total (corr.) 1,53976 17
A: AGPICLNn-3/ASCRD 0,000391992 1 0,000391992 0,00 0,9524
B: Presion 0,26718 1 0,26718 2,60 0,1506
C: Temperatura 0,689012 1 0,689012 6,72 0,0359
EI:A D: Enzima 0,667134 1 0,667134 6,50 0,0381
DHA A? 2,25214 1 2,25214 21,96 0,0022
AC 0,78814 1 0,78814 7,68 0,0276
Error total 0,718019 7 0,102574
Total (corr.) 6,23516 17
A: AGPICLn-3/ASCRD 0,524399 1 0,524399 8,39 0,0200
B: Presion 0,199984 1 0,199984 3,20 0,1114
C: Temperatura 0,974728 1 0,974728 15,60 0,0042
D: Enzima 0,883053 1 0,883053 14,13 0,0056
AP A? 1,39641 1 1,39641 22,34 0,0015
AC 0,7938 1 0,7938 12,70 0,0074
D? 0,832279 1 0,832279 13,32 0,0065
Error total 0,499997 8 0,0624996
Total (corr.) 6,01579 17
A: AGPICLn-3/ASCRD 5,99105 1 5,99105 0,99 0,3496
B: Presion 40,4995 1 40,4995 6,67 0,0325
EPA C: Temperatura 16,7757 1 16,7757 2,76 0,1350
/D;A D: Enzima 9,99243 1 9,99243 1,65 0,2354
sn-2 B2 208,143 1 208,143 34,29 0,0004
Error total 48,5651 8 6,07064
Total (corr.) 402,278 17

*AGPICLN-3/ASCRD: relacion AGPICLNn-3/ASCRD; SC: condiciones supercriticas; X: efecto lineal; X?:
efecto cuadratico; XY: interaccion entre efectos de variables; G.L.= grados de libertad. Se expresan en
rojo aquellos efectos estadisticamente significativos (p<0,05).
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En este caso las variables respuestas presentaron comportamientos diferentes entre si y
los efectos significativos estadisticamente (p<0,05) fueron: la relacion n-3/ASCRD (A),
temperatura (C) y porcentaje de enzima (D).Ademas, el término cuadratico de A asi
como las interacciones AC y DD fueron significativas para todas las variables respuesta
excepto para DHA y EPA/DHA en sn-2. Para estas ultimas variables la presion (B) si
tuvo efecto significativo estadisticamente a diferencia del resto. Los modelos
(ecuaciones 4 - 8) en términos de sus coeficientes de regresion para las variables

independientes fueron los siguientes:

EPA =4,36956 - 0,160495*A - 0,000257139*B - 0,0221375*C + 0,187589*D 4)
- 0,0337653*A%+ 0,00986111*AC - 0,0147594*D?

DHA =7,67672 - 0,175753*A + 0,0104104*B - 0,195362*C + 0,2849*D - 0,019909*A?  (5)

EPA+DHA = 4,603 - 0,345359*A + 0,0226964*B + 0,0261942*C + 0,600326*D (6)
- 0,0565978*A%+0,019375*AC - 0,0221855*AD

AP =13,677 + 0,498547*A - 0,0173269*B - 0,00910498*C - 0,159978*D + 0,0445666*A? (7)
- 0,0194444*AC + 0,0278689*D?

EPA/DHA en sn-2 = 23,2582 + 1,946*A - 0,392551*B + 0,462498*C + 4,98636*D (8)
+0,000931243*B?

Los 5 modelos poseen un coeficiente de determinacion (R? ajustado por grados de
libertad) de 78,74%; 62,21%; 72,03%; 82,34% y 74,35% para EPA, DHA, EPA+DHA,
AP y EPA/DHA en sn-2 respectivamente; indicando que representan adecuadamente la
variabilidad de los datos. En la Figura 22 se muestran, mediante graficos tipo Pareto,
las principales variables independientes que afectan el proceso de estructuracion
enzimatica. El efecto estandarizado lineal, cuadratico y de interaccion para cada una de

las variables respuestas se muestra en orden decreciente (la linea marca un p<0,05).
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Figura 22. Diagramas de Pareto estandarizados de los efectos de las variables independientes

en la acidolisis enzimatica sobre las variables respuestas EPA, DHA, EPA+DHA, AP y
EPA/DHA en posicion sn-2 del glicerol. A: n3/ASCRD (relacion AGPICLn-3/ASCRD); B:
presion CO,SC; C: temperatura CO.SC y D: % de enzima, (la linea azul indica p<0,05).

Puede observarse que el efecto cuadratico de la relacion AGPICLn-3/ASCRD (A) fue

significativo en todos los graficos excepto para la variable respuesta EPA/DHA en sn-2,

en donde la presion (B) y su efecto cuadratico fueron los factores independientes que

afectaron el proceso de estructuracion. Se muestra el efecto positivo de la temperatura
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EPA

EPA+DHA

(C) y del porcentaje de enzima (D) en el aumento de la concentracion de EPA, DHA y
EPA+DHA, mientras que para el &cido palmitico tiene efecto negativo. Esto confirma
que a mayores valores de las variables C y D se produce un aumento de EPA, DHA y
EPA+DHA en desmedro de la concentracion de AP. En la Figura 23 se obbservan los
gréaficos de superficie respuesta y contorno, reflejando la influencia de las variables del

proceso de estructuracion para cada una de las variables respuestas.
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Figura 23. Gréficos de superficie respuesta y contorno de la combinacion de variables
independientes sobre las respuestas EPA, DHA, EPA+DHA, AP y EPA/DHA en sn-2.
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En los graficos de EPA y EPA+DHA el efecto de la temperatura y la presion
supercriticas fue similar, pues a medida que aumentan se incrementa la concentracion
de dichas variables respuestas. Para los graficos restantes influyen las mismas variables
independientes (presion SC y relacion n3/ASCRD) pero éstas no muestran un
comportamiento similar, pues para el &cido palmitico se produce una disminucion de su
concentracion a medida que disminuye la presion y la relacion n3/ASCRD, mientras

que para las variables DHA y EPA/DHA en sn-2 tiene el efecto contrario.

3.2.1. Optimizacion del proceso:

La Tabla 19 muestra los valores optimos predichos de las variables del proceso de
estructuracion obtenidos mediante MSR en donde las variables independientes fueron
ajustadas para maximizar las respuestas EPA, DHA, EPA+DHA, EPA/DHA en sn-2 y
minimizar la variable AP. Puede observarse que el % de enzima se encuentra en el
rango entre 5y 10 % , coincidiendo con lo reportado para reacciones de acidolisis
(Nunes et al., 2011; Nagachinta & Akoh 2012) en las que se espera la mayor

incorporacion de AG.

Tabla 19. Valores 6ptimos de las variables independientes para maximizar EPA, DHA, AP,
EPA+DHA (g/100g AGT) y EPA/DHA en sn-2 y la optimizacion conjunta de estas variables.

AGPICLnNn-3 | Presion | Temp. . nti
Optimizacion| ~/ASCRD sC o | EEme | Um0 Valor optimo
(9/9) (bar) | (°C) (%) | estacionario predicho
EPA 6,41 78,00 60,09 5,69 Maximo 4,99
DHA 4,33 78,00 60,09 10,03 Maximo 5,77
EPA+DHA 6,14 78,00 60,09 8,72 Maximo 10,65
AP 9,04 300 60,09 10,04 Minimo 9,59
EPA/DHA iy
en sn-2 9,01 79,01 60,09 0 Maximo 37,33
EPA: 4,95
imizaci6 EPA+DHA: 10,2
Optimizacion |, 82,03 | 60,09 | 516 0.25
conjunta Minimo AP: 9,74
Méximo EPA/DHA
en sn-2: 33,45
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Deseabilidad

En cuanto a la relacion AGPICLn-3/ASCRD, la mayoria de los autores [Carrin &
Crapiste, 2008; Hamam & Shahidi, 2005; Wang et al., 2012b] utilizan relaciones
mayores a 1:1, donde se favorece la proporcion de acidos grasos libres incorporados,
similar a la relacion AGPICLNn-3/ASCRD de 7,24 predicha en la Tabla 19.

El contenido predicho individualmente para las respuestas EPA, DHA, EPA+DHA, AP
y EPA/DHA en sn-2 fue de 4,99; 5,77; 10,65; 9,59 (g/100g AGT) y 37,33
respectivamente. En la optimizacion conjunta de las mismas se obtuvo una deseabilidad
méaxima de 0,98, donde el contenido predicho final de EPA, DHA, EPA+DHA, AP y
EPA/DHA en sn-2 fue de 4,95; 5,27; 10,25; 9,74 (g/100g AGT) y 33,45
respectivamente. En la Figura 24 se observa el comportamiento de la deseabilidad
méaxima mencionada, donde se aprecia su aumento a medida que disminuye la presion y

aumenta la temperatura.
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Figura 24. a) Gréafico de superficie respuesta que muestra la optimizacion conjunta de las
variables respuestas EPA, DHA, AP, EPA+DHA y EPA/DHA en posicidn sn-2. b) Gréfico de

contorno, de los niveles que maximizan la funcién deseabilidad.

3.2.2. Validacion del acilglicérido estructurado con EPA/DHA en sn-2 ¢ptimo:
Para validar el disefio experimental se consideraron los valores de optimizacion
conjunta de la Tabla 19. En la Tabla 20c se muestra la composicion y cuantificacién

del estructurado (AEs) con EPA/DHA en sn-2 optimizado en la validacion experimental.
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Tabla 20. Composicion y cuantificacion de acidos grasos de a) Aceite de salmon comercial

refinado desodorizado (ASCRD), b) Concentrado de &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-3 (AGPICLnN-3) y ¢) Acilglicéridos estructurados (AEs)(expresados en (g/100g AGT)).

- a b c

Acidos grasos ASé:I)?D* AGPI(C)Ln-S* A(El*
Laurico C12:0 0,06 £ 0,00 N/I N/I
Miristico C14:0 2,90+£0,01 | 0,18+0,00 2,15+ 0,00
Palmitico C16:0 12,76 £0,03| 0,25+0,00 10,6 + 0,00
Palmitelaidico Cl6:1 9t 0,07+0,00 | 0,25+0,00 0,21 +0,00
Palmitoleico C16:19c 3,74+£0,01 | 1,90+0,00 3,39 + 0,00
Heptadecanoico C17:0 0,22+0,00 | 0,28 +0,00 N/I
Heptadecenoico C17:110c 0,13+£0,00 | 1,30£0,00 0,44 £ 0,00
Estearico C18:0 3,64+0,01 | 1,56+0,00 3,17 £ 0,00
Trans-vaccénico C18:1 11t N/I N/I 0,47 £0,01
Oleico C18:19c 36,95+0,08| 3,15+0,00 34,66+ 0,03
Cis-vaccénico Ci18:17c 3,32+0,00 | 0,33+0,00 2,74 £ 0,00
Linoelaidico C18:2 9t 12t 0,06 +£0,00 | 2,14 +0,00 0,75+0,01
Linoleico C18:29c 12c 15,77 £0,07| 22,36 +0,03 | 15,48 +0,00
Gamma linolénico C18:36¢c9c 12c 0,32+0,00 | 1,10+0,00 0,37 + 0,00
5-Eicosaenoico C20:15¢c 0,22+0,00 | 1,18+0,02 N/I
8-Eicosaenoico C 20:1 8¢ 0,44 + 0,01 N/I N/I
11-Eicosaenoico C20:111c 1,84 +£0,04 N/l 1,94 + 0,00
a-Linolénico C 18:39c 12c 15¢c 491+0,00 | 9,32+0,01 4,78 + 0,00
Eicosadienoico C 20:2 11c 14c 1,34+0,01 | 0,32+0,00 0,90 + 0,00
Behenoico C22:0 0,36 £ 0,00 N/I N/I
Eicosatrienoico C 20:3 0,33+0,00 | 1,78 +0,00 1,29 + 0,00
Erdcico C22:1 0,29+0,01 | 1,53+0,00 N/I
Araquiddnico C20:4 0,35+ 0,04 N/I N/I
Docosadienoico C22:2 0,12+0,01 | 3,03+£0,14 1,07 £ 0,00
Eicosapentaenoico C 20:5 3,92+0,04 | 1845+0,04 | 592+0,01
Nervénico C24:1 0,27 +0,03 | 1,52+0,00 N/I
Docosatetraenoico C22:4 0,15+0,03 | 0,64 +£0,01 0,49 + 0,00
Docosapentaenoico C 22:5 169+0,05 | 455+0,01 2,0+0,00
Docosahexaenoico C22:6 3,83+0,04 | 22,88+ 0,04 7,18 +£0,0
Total de acidos grasos saturados (AGS) 19,94 2,27 15,92
Total de acidos grasos monoinsaturados (AGM) 47,27 11,16 43,85
Total de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) 32,79 86,57 40,23
Total de AGPI de cadena larga n-3 (AGPICLn-3) 14,68 56,98 21,17
EPA+DHA 7,75 41,33 13,1

*Valores corresponden al promedio (n=3) + desviacién estandar.
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Al compararlo con el ASCRD se observan diferencias. Los principales &cidos grasos del
ASCRD versus el AEs optimizado fueron (expresado en g/100g AGT): acido oleico
(36,95 vs 34,66); acido linoleico (15,77 vs 15,48), acido palmitico (12,76 vs 10,60),
acido a-linolénico (4,91 vs 4,78), EPA (3,92 vs 5,92), DHA (3,83 vs 7,18), acido
palmitoleico (3,74 vs 3,39), acido estearico (3,64 vs 3,17), &cido cis-vaccénico (3,32 vs
2,72) y finalmente, &cido miristico (2,90 vs 2,15). Mediante el proceso de optimizacion
de la estructuracion mediante aciddlisis enzimatica se incrementaron los contenidos de
AGPI, AGPICLn-3, EPA, DHA, EPA+DHA en 1,2; 1,5; 1,5; 1,9 y 1,7 veces respecto al
ASCRD, respectivamente. Se observé que el aumento de la concentracion de EPA +
DHA fue superior a lo que habia sido predicho en la optimizacién conjunta (10,25 vs
13,1, (expresados en g/100g AGT)).

3.2.3. Analisis posicional del EPA y DHA en AEs, identificado en la matriz
seleccionada CHCA1 mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF)
En la Tabla 21 se muestran los MG y TG con EPA o DHA en la posicién sn-2 del

glicerol identificados en el AEs optimizado mediante la matriz CHCA1 seleccionada.

Tabla 21. Estructuras probables con EPA/DHA en posicion sn-2 del MG y TG de AEs

identificada en la matriz previamente seleccionada CHCA1*

m/z EPA y/o DHA en posicion sn-2

441.2402 | MG (-/22:6/-)

TG (13:0/18:3/22:6); TG (13:0/20:4/20:5); TG (13:0/18:3/22:6); TG (15:0/18:4/20:5);

881.6630 | 16 (15:1/18:3/20:5); TG(15:1/18:3/20:5); TG (14:1/17:2/22:6)

TG (16:0/18:0/20:5); TG (14:0/20:0/20:5); TG (17:0/17:0/20:5); TG (12:0/20:5/22:0);

881.7593 TG (15:0/19:0/20:5); TG (13:0/20:5/20:0)

TG (13:0/18:1/22:6); TG (15:0/18:2/20:5); TG (14:0/17:1/22:6); TG (15:0/16:1/22:6);
901.6682 | TG (14:1/19:1/20:5); TG (13:0/20:2/20:5); TG (12:0/19:1/22:6); TG (14:1/17:0/22:6);
TG (15:1/16:0/22:6); TG (15:1/18:1/20:5); TG (16:0/17:2/20:5); TG (16:1/17:1/20:5)

TG (16:0/18:3/22:6); TG (16:0/18:3/22:6); TG (16:1/18:2/22:6); TG (14:1/20:2/22:6);
TG (14:0/20:3/22:6); TG (14:0/20:5/22:4); TG (16:0/20:4/20:5); TG (16:1/20:3/20:5);
TG (18:0/18:4/20:5); TG (12:0/22:3/22:6); TG (18:1/18:3/20:5); TG (17:1/17:2/22:6);
TG (18:2/18:2/20:5); TG (18:1/18:3/20:5); TG (14:1/20:5/22:3)

901.7280

TG (16:0/18:1/20:5); TG (16:1/18:0/20:5); TG (13:0/19:0/22:6); TG (12:0/20:0/22:6);
901.7256 | TG (15:0/19:1/20:5); TG (14:1/20:0/20:5); TG (15:0/17:0/22:6); TG (16:0/16:0/22:6);
TG (17:0/17:1/20:5); TG (15:1/19:0/20:5); TG (12:0/20:5/22:1); TG (14:0/18:0/22:6)
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903.6838

TG (15:0/18:1/20:5); TG (14:1/19:0/20:5); TG (15:0/16:0/22:6); TG (15:1/18:0/20:5);
TG (16:1/17:0/20:5); TG (14:0/19:1/20:5); TG (16:0/17:1/20:5); TG (13:0/20:1/20:5);
TG (12:0/19:0/22:6); TG (13:0/18:0/22:6); TG (14:0/17:0/22:6)

903.7436

TG (16:0/20:3/20:5); TG (15:1/19:1/22:6); TG (17:2/19:1/20:5); TG (16:0/18:3/22:5);
TG (16:0/18:2/22:6); TG (14:0/20:5/22:3); TG (16:1/20:2/20:5); TG (18:1/18:2/20:5);
TG (18:0/18:3/20:5); TG (18:0/18:3/20:5); TG (12:0/22:2/22:6); TG (14:1/20:1/22:6);
TG (17:0/17:2/22:6); TG (17:1/17:1/22:6); TG (14:0/20:2/22:6); TG (16:1/18:4/22:3);
TG (16:1/18:1/22:6); TG (14:1/20:5/22:2)

903.7412

TG (16:0/18:0/20:5); TG (14:0/20:0/20:5); TG (17:0/17:0/20:5); TG (12:0/20:5/22:0);
TG (15:0/19:0/20:5); TG (13:0/20:5/21:0)

905.7593

TG (14:0/20:1/22:6); TG (18:1/18:1/20:5); TG (18:0/18:2/20:5); TG (16:1/20:1/20:5);
TG (16:0/20:2/20:5); TG (14:1/20:0/22:6); TG (17:0/17:1/22:6); TG (17:2/19:0/20:5);
TG (12:0/22:1/22:6); TG (16:0/18:1/22:6); TG (16:1/18:0/22:6); TG (15:0/19:1/22:6);
TG (16:1/18:4/22:2); TG (14:0/20:5/22:2); TG (15:1/19:0/22:6); TG (17:1/19:1/20:5);
TG (14:1/20:5/22:1)

905.6630

TG (17:2/18:4/20:5); TG (15:1/18:4/22:6); TG (13:0/20:5/22:6); TG (15:1/20:5/20:5)

905.6995

TG (15:0/18:0/20:5); TG (16:0/17:0/20:5); TG (14:0/19:0/20:5); TG (12:0/20:5/21:0);
TG (13:0/20:0/20:5)

907.6786

TG(15:0/20:5/20:5); TG (15:0/18:4/22:6); TG (17:2/18:3/20:5); TG (15:1/18:3/22:6);
TG (15:1/18:3/22:6); TG (15:1/20:4/20:5); TG (17:1/18:4/20:5); TG (13:0/20:4/22:6);
TG (13:0/20:5/22:5); TG (17:2/18:3/20:5)

907.7749

TG (18:0/18:1/20:5); TG (15:1/20:5/21:0); TG (12:0/22:0/22:6); TG (15:0/19:0/22:6);
TG (17:0/17:0/22:6); TG (17:1/19:0/20:5); TG (13:0/21:0/22:6); TG (16:0/18:0/22:6);
TG (17:0/19:1/20:5); TG (16:1/20:0/20:5); TG (16:0/20:1/20:5); TG (14:0/20:0/22:6);
TG (14:0/20:5/22:1); TG (14:1/20:5/22:0)

923.6525

TG(15:0/20:5/20:5); TG (15:0/18:4/22:6); TG (17:2/18:3/20:5); TG (15:1/18:3/22:6);
TG (15:1/18:3/22:6); TG (15:1/20:4/20:5); TG (17:1/18:4/20:5); TG (13:0/20:4/22:6);
TG (13:0/20:5/22:5); TG (17:2/18:3/20:5)

923.7123

TG(18:3/18:3/22:6); TG (16:1/20:5/22:6); TG (18:3/18:3/22:6); TG (18:2/18:4/22:6);
TG(18:2/20:5/20:5); TG (18:3/20:4/20:5); TG (14:1/22:5/22:6); TG (18:3/20:4/20:5);
TG (18:3/18:3/22:6); TG (18:4/20:3/20:5); TG (14:0/22:6/22:6)

923.8062

TG (15:0/20:5/22:0); TG (17:0/20:0/20:5); TG (16:0/20:5/21:0); TG (18:0/19:0/20:5)

923.6371

TG (16:0/18:3/22:6); TG (16:0/18:3/22:6); TG (16:1/18:2/22:6); TG (14:1/20:2/22:6);
TG (14:0/20:3/22:6); TG (14:0/20:5/22:4); TG (16:0/20:4/20:5); TG (16:1/20:3/20:5);
TG (18:0/18:4/20:5); TG (12:0/22:3/22:6); TG (18:1/18:3/20:5); TG (17:1/17:2/22:6);
TG (18:2/18:2/20:5); TG (18:1/18:3/20:5); TG (14:1/20:5/22:3)

927.7777

TG(18:0/18:4/22:6); TG (18:0/20:5/20:5); TG (18:4/20:1/20:5); TG (16:0/20:5/22:5);
TG (16:1/20:5/22:4); TG (18:3/20:2/20:5); TG (16:0/20:4/22:6); TG (16:1/20:3/22:6);
TG (18:2/18:2/22:6); TG (18:3/20:2/20:5); TG (14:1/22:3/22:6); TG (18:1/18:3/22:6);
TG (18:1/18:3/22:6); TG (18:1/20:4/20:5); TG (18:2/20:3/20:5); TG (14:0/22:4/22:6);
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TG (14:0/20:1/22:6); TG (18:1/18:1/20:5); TG (18:0/18:2/20:5); TG (16:1/20:1/20:5);
TG (16:0/20:2/20:5); TG (14:1/20:0/22:6); TG (17:0/17:1/22:6); TG (17:2/19:0/20:5);
TG (12:0/22:1/22:6); TG (16:0/18:1/22:6); TG (16:1/18:0/22:6); TG (15:0/19:1/22:6);
TG (14:0/20:5/22:2); TG (15:1/19:0/22:6); TG (17:1/19:1/20:5); TG (14:1/20:5/22:1)

927.7436

TG (15:0/20:3/20:5); TG (17:0/18:3/20:5); TG (14:1/19:1/22:6); TG (17:2/18:1/20:5);
TG (16:1/17:1/22:6); TG (16:0/17:2/22:6); TG (15:1/20:2/20:5); TG (15:0/18:2/22:6);
TG (15:1/18:1/22:6); TG (17:1/18:2/20:5); TG (17:0/18:3/20:5); TG (13:0/20:5/22:3);
TG (13:0/20:2/22:6)

927.8375

Se observo que el EPA fue identificado principalmente en la posicion sn-2 mientras que
el DHA se encontro en la posicion sn-3 de forma similar a lo descrito para el ASCRD.
DHA no fue identificado en los espectros a 881,7593; 903,7412; 905,6995 y 923,8062
(m/z) mientras que EPA si estuvo presente. EI rango m/z para EPA y DHA en general
fue encontrado en el espectro entre 441,2402 y 927,8375 (m/z) y fueron visualizados
formando parte siempre de TG, con excepcion del DHA cuyo espectro a 441.2402 (m/z)

fue relacionado con su estructura como monoglicérido (MG, Figura 25).

3 350000

212.0181

300000

171.9789

190.0229
227.9851

250000

250.0321
379.2457

200000

150000

100000

50000

211.1247205.9718

23.7277

b= 445 2120—@H41.2579

g 331.4063___ 335 2849
b 461.1643

—— 279.2701
w JE—— 2942630

F 568.3583

t 861.2174

‘9877.5291

E_377.2749

¥ +401.2749
Lo 4171661
[ 650.1834
|- 666.1414

—

=5 =4
S
=
o
=)

B 317.2150
i 361.2830

©
=]
S

T T T T
500 600 700 800

100 200

m/z

Figura 25. Reporte de espectros resultantes de AEs, obtenido entre los valores de relacion
masa/carga 100 y 900 m/z. La sefial de relacién m/z marcada en rojo corresponde a los MG y

TG que presentan EPA/DHA en la posicion sn-2 del glicerol. LIPID MAPS for glycerolipids.
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La Tabla 22 muestra un resumen del nimero de especies de acilglicéridos identificados

con EPA/DHA en posicion sn-2. Para realizar esta comparacion se evaluaron al mismo

tiempo el AEs optimizado y nuevamente el ASCRD mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF). Se observo que en el AEs hubo un aumento de la cantidad de EPA y
DHA en posicion sn-2 (35 vs 24) y disminuy6 el nimero de AP en posicion sn-2 (191

vs 158) con respecto al ASCRD mejorando las caracteristicas estructurales del AEs.

Tabla 22. Resumen de la presencia de EPA/DHA identificada en el acilglicérido estructurado
con EPA/DHA en sn-2 (AEs), con respecto al ASCRD, en la matriz CHCAL.

Muestras | EPA/sn-2 | EPA/sn-3 | DHA/sn-2 | DHA/sn-3 | PAL/sn-1 | PAL/sn-2
ASCRD 24 66 - 60 167 24
AEs 33 101 2 93 135 23

EPA: acido eicosapentaenoico; DHA: acido docosahexaenoico; AP: acido palmitico

3.2.4. Cromatografia en capa fina del AEs optimizado

La separacion por cromatografia en capa fina del AEs optimizado se observa en la

Figura 26¢. El orden de elucion de los compuestos observados mostrd que las muestras

evaluadas se encuentran en forma de triacilglicéridos y &cidos grasos libres en el AEs.

En el carril E se muestra el AEs sin purificar, evidenciando los &cidos grasos libres

presentes en la muestra ademas de los TG caracteristicos del estructurado.

a)

b)

e

c)

< Triacilglicéridos

< Acidos grasos libres

Figura 26. Separacion cromatografica en capa fina de AEs. a) (A) ASCRD purificado y (B)

ASCRD no purificado; b) (C) Aceite de maravilla control y (D) concentrado éptimo AGPICLn-

3; (E) AEs optimo sin purificar y (F) AEs optimo purificado.

90




En el carril F se identificaron solamente TG como unico producto de la reaccion de
acidolisis enzimatica, comprobando la efectividad del método de purificacion utilizado
[Hita et al., 2007; Jiménez et al., 2010]. Estos resultados coinciden con los
determinados por espectrometria de masas, en los que fueron identificados mayormente
TG estructurados, sin evidencia de DG. Los resultados de este objetivo 2 ya se

encuentran publicados [Dovale-Rosabal et al., 2023].

3.2.5. Calorimetria diferencial de barrido del AEs optimizado
En la Figura 27 se muestra el termograma de fusion del AEs, cuyo rango de fusion fue

de -71,76 a 5,08°C y su entalpia de fusion fue de 422,36 J/g.
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Figura 27. Termograma de fusion del acilglicérido estructurado (AEs, linea azul) respecto al

aceite de salmon comercial refinado desodorizado (ASCRD, linea roja). PFB: peak de punto de

fusion bajo; PFM: peak de punto de fusién medio.

En este estructurado (linea azul) se observan 2 puntos de fusion bajos, a las
temperaturas de -68,70 y -53,53 °C respectivamente, caracteristico de los TG que
contienen EPA y DHA, siendo similares en el primer caso al PFB1 de ASCRD y en el
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segundo caso al PFB2 de AGPICLn-3 (Tabla 23), ya que la reaccion ha ocurrido entre
estas dos materias primas. Lo anterior puede ser corroborado al observar la composicion
de AEs (Tabla 20), que evidencia un mayor contenido de EPA+DHA en AEs con
respecto a ASCRD. Al compararlos también se observa que ambos poseen un onset
(alrededor de los 71°C) y un rango de fusion similar. Lo anterior permite comprobar que
la estructuracion mediante acidolisis enzimética y la posterior purificacion fueron
efectivas, pues en AEs se observa un perfil de fusion caracteristico de estructuras en

forma de triacilglicérido, diferenciandose de AGPICLn-3 por la ausencia de AGL.

Tabla 23. Comportamiento térmico de ASCRD (a), concentrado AGPICLN-3 (b) y AEs (c).

Parametros calorimétricos ASCRD (a) AGPICLN-3 (b) AEs (c)
Onset de fusion -7197+£2,32°C | -67,84+4,69°C -71,76 £ 0,57 °C
PFB1 -68,17 £ 1,31°C | -64,17+3,55°C -68,70 £ 0,75 °C
PFB2 - -55,23 £ 0,50 °C -53,53+2,27 °C
PFB3 - -47,22 +4,17 °C -

PFM1 -34,01£0,08 °C | -26,87 +£1,89 °C -30,37£0,24 °C
PFM2 -15,97 £ 0,30 °C - -

PFM3 -4,54 + 0,14 °C - -8,43+ 0,24 °C
Endset de fusion 2,06+0,23°C | -24,40+1,78°C 5,08+0,18 °C
Rango de fusién -7197a2,06°C | -67,84a-24,40°C | -71,76a5,08 °C
Entalpia de fusion 349,12 Jig 190,38 J/g 442,36 J/g

*PFB: peak de punto de fusion bajo; PFM: peak de punto de fusion medio; ASCRD: Aceite de salmén
comercial refinado desodorizado; AGPICLN-3: concentrado de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-3; AEs: Acilglicérido estructurado con EPA+DHA.

En la Figura 27 se puede analizar que el termograma del AEs presenta peaks de fusion
menos definidos (peaks 2 y 4 en azul) comparados con los peaks de ASCRD, una de las
razones de esta situacion podria deberse a que segln estudios realizados por Tan & Che
Man (2002), en calorimetria diferencial de barrido la velocidad de calentamiento afecta
la magnitud relativa de los peaks y su forma. La definicion y magnitud de los peaks
aumenta a medida que la velocidad de calentamiento es mayor, esto indica que la
velocidad escogida en el programa de temperatura de 5 °C/min fue adecuada para

ASCRD pero no demasiado satisfactoria para el AEs.

92



3.3. Obtencion de acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA a través de la
incorporacion de &cido galico en el acilglicérido estructurado (AEs) obtenido en
el objetivo anterior, mediante la optimizacion de las variables del proceso de

acidalisis fendlica enzimatica (Thermomyces lanuginosus) bajo CO2SC.

En este tercer objetivo, el AEs obtenido en el objetivo 2 fue sometido a un proceso
experimental de acidolisis fenolica enzimatica (Thermomyces lanuginosus) en medio
CO,SC (SC) para introducir las moléculas de &cido galico en su estructura lipidica;
obteniéndose acilglicéridos fendlicos estructurados (AFES) y optimizando el contenido
de EPA/DHA vy el porcentaje de aciddlisis fendlica. En la Tabla 24 se muestran las
condiciones del disefio factorial de cribado de 22 basado en la metodologia de superficie
de respuesta (MSR), cuyas variables independientes fueron: presion SC (bar) y
temperatura SC (°C). Las variables respuesta fueron: EPA, DHA, contenido de
EPA+DHA vy porcentaje de sintesis enzimética del acilglicérido fendlico estructurado
(AFEs). El disefio contempldé 7 corridas con tres repeticiones del punto central para
estimar el error experimental. El rango de las variables de disefio fue de 40 a 80 °C
(temperatura SC) y de 78 a 300 bar (presion SC).

Tabla 24. Disefio factorial de cribado 22, de 2 factores por MSR. Ensayos para la optimizacion

de las condiciones de obtencion del acilglicérido fendlico estructurado (AFES).

Variables independientes Variables dependientes
Ensayo Tempe(raé;"a SC Priﬂén)sc EPA DHA  |EPA+DHA| gitesis de AFEs

° ar e
A 5 (g/100g AGT) (% acidolisis)

1 40 78 10,745 7,504 18,249 28,10

2 80 78 11,089 8,421 19,510 33,3

3 40 300 10,730 7,837 18,567 21,4

4 80 300 11,779 8,636 20,415 23,9

5 60 189 11,043 8,337 19,381 242

6 60 189 11,016 8,223 19,239 23,8

7 60 189 11,088 8,009 19,097 24 4

*SC: en medio CO; supercritico. AFEs: acilglicéridos fenélicos estructurados
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Los porcentajes de aciddlisis (Thermomyces Lanuginosus) en medio SC mostrados en la
Tabla 24 se obtuvieron (segun lo descrito en el punto 2.5.2.) a partir de las areas
calculadas en los cromatogramas obtenidos por HPLC (a las longitudes de onda de 215

nmy 280 nm) para la sintesis de AFEs de cada uno de los 7 ensayos.

Las variables independientes que influyeron significativamente en el contenido de EPA,
DHA, EPA+DHA y en la sintesis de AFEs fueron determinadas mediante analisis

estadistico de varianza utilizando MSR (Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis de varianza para cada variable respuesta en la optimizacion del proceso de

acidolisis fenolica para sintetizar AFEs.

Efectos Cil;rg?azf)s G.L. Clﬁgg;dsos Razén-F | Valor-P
A:Temperatura SC 0,485863 1 0,485863 293,76 0,0004
EPA B:Presion SC 0,113854 1 0,113854 68,84 0,0037
AB 0,123902 1 0,123902 74,91 0,0032
Error total 0,00496177 3 0,00165392
Total (corr.) 0,728581 6
A:Temperatura SC 0,736292 1 0,736292 31,84 0,0110
B:Presion SC 0,075339 1 0,075339 3,26 0,1688
DHA AB 0,00347675 1 0,00347675 0,15 0,7241
Error total 0,0693665 3 0,0231222
Total (corr.) 0,884475 6
A:Temperatura SC 2,41838 1 2,41838 160,89 0,0011
EPA B:Presion SC 0,374425 1 0,374425 24,91 0,0155
+ AB 0,0858684 1 0,0858684 5,71 0,0967
DHA TError total 0,0450935 3 0,0150312
Total (corr.) 2,92376 6
A:Temperatura SC 14,8225 1 14,8225 4,23 0,1318
jienfé:; B:Presion SC 64,8025 1 64,8025 18,51 0,0231
(% acidélisis AB 1,8225 1 1,8225 0,52 0,5227
fendlica) Error total 10,5011 3 3,50036
Total (corr.) 91,9486 6

* SC: condiciones supercriticas; X: efecto lineal; XY: interaccion entre efectos de variables; G.L.:
grados de libertad. Se expresan en rojo aquellos efectos estadisticamente significativos (p<0,05).

En este caso las variables dependientes presentaron comportamientos diferentes entre si,
y los efectos significativos estadisticamente (p<0,05) fueron la temperatura (A) y

presién (B) supercriticas para EPA y EPA+DHA. La interaccion AB resultd
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significativa solo para la variable respuesta EPA, que a su vez fue la Unica variable
donde todos los factores resultaron significativos. Para la respuesta DHA fue
significativa solamente la temperatura SC, a diferencia de la sintesis de AFEs, donde la
presion SC resultd ser la Unica con esta caracteristica. Las ecuaciones (9-12) representan
los modelos propuestos en términos de sus coeficientes de regresion para EPA, DHA,
EPA+DHA (expresados en g/100g AGT) y sintesis de AFEs (% aciddlisis), para los
niveles de dos factores (temperatura SC y presion SC), utilizando un polinomio de

primer grado:

EPA = 10,6364 + 0,0024423*A - 0,00323679*B + 0,0000792786*AB 9)

DHA = 6,46687 + 0,0239618*A + 0,0020332*B - 0,0000132802*AB (10)
EPA+DHA = 17,1033 + 0,0264041*A - 0,00120359*B + 0,0000659985*AB (11)
AFE sintesis = 23,2447 + 0,153716*A - 0,018018*B - 0,000304054*AB (12)

Los 4 modelos poseen un coeficiente de determinacion (R? ajustado por grados de
libertad) de 98,64%; 84,31%; 96,91% y 77,16% para EPA, DHA, EPA+DHA vy sintesis
de AFEs, respectivamente; indicando que representan adecuadamente la variabilidad de

los datos.

La Figura 28 muestra las principales variables independientes que afectan el proceso de
acidolisis fenolica enzimatica utilizando graficos tipo Pareto. Las variables
independientes que influyeron significativamente en el contenido de EPA, DHA y
EPA+DHA en la sintesis de AFEs se determinaron mediante andlisis estadistico
utilizando MSR. Los gréaficos de comparacion muestran el efecto lineal y la interaccion
para cada variable respuesta en orden decreciente (la linea azul marca p<0,05). En
términos generales, la temperatura CO>SC mostro efecto significativo (p<0,05) positivo
para los contenidos de EPA, DHA y EPA+DHA, como se observa en los 3 primeros

graficos de la Figura 28. La presion CO2SC sin embargo, afectd significativamente
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A:Temperatura SC

B:Presién SC

AB

A:Temperatura SC

AB

B:Presion SC

(p<0,05) el contenido de EPA y de EPA+DHA de forma positiva, pero no tuvo efecto
sobre DHA. Con respecto a la interaccion entre variables A y B (temperatura CO,SC y
presion CO,SC) puede observarse que solo fue significativo (p<0,05) en el caso del
contenido de EPA. Para la sintesis de acilglicéridos fenolicos estructurados la variable
presion CO,SC fue la Unica que ejercio efecto significativo (p<0,05) y este efecto fue
ademas negativo, mostrando un comportamiento totalmente diferente al de las restantes

variables dependientes.

EPA+DHA DHA

A:Temperatura SC

B:Presién SC

0 3 6 9 12 15 0 1 2 3 4 5

Efecto estandarizado Efecto estandarizado
EPA Sintesis de AFE (% de acidélisis)

A:Temperatura SC

dl

! ! ! ! !

0 3 6 ST 15 18 0 1 2 3 4
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 28. Diagramas de Pareto estandarizados donde se observan los efectos de las variables
independientes sobre las variables respuesta EPA, DHA, EPA+DHA, y sintesis de AFE (la

linea azul indica un p<0,05).

En la Figura 29 se muestran los graficos de superficie respuesta y contorno para
incorporar EPA, DHA, EPA+DHA y acido galico en el AFEs, reflejando la influencia

de la combinacion de las principales variables del proceso (presion CO.SC vy
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EPA (g/100g AGT)

EPA+DHA (g/100g AGT)

temperatura CO>SC) para cada una de esas variables respuestas. El contenido de EPA
(9/100g AGT) aumento de forma positiva con la temperatura y la presion supercriticas,
alcanzando su maximo a niveles altos de estas dos variables independientes (p<0,05). El
mismo comportamiento fue observado para las variables contenido de DHA y
EPA+DHA, expresado en g/100g AGT, cuya incorporacién alcanzo niveles maximos a
alta temperatura CO2SC (p<0,05) y presién CO2SC. Con respecto al comportamiento de
la aciddlisis fenolica, la superficie y el contorno de respuesta en funcion de la

temperatura y la presion supercriticas fue diferente.

Superficie de Respuesta Estimada para EPA Superficie de Respuesta Estimada para DHA

EPA

DHA
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109 7.6
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w118 2 = 88
- 120 < - 90
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Temperatura SC Temperatura SC
Superficie de Respuesta Estimada para EPA+DHA Superficie de Respuesta Estimada para la sintesis de AFE (% de aciddlisis)
EPA+DHA % acidolisis
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Figura 29. Gréficos de superficie respuesta y contorno de la combinacién de las variables
independientes presion CO,SC y temperatura CO,SC sobre las variables respuestas EPA, DHA,
EPA+DHA y sintesis fendlica de AFEs.

En este caso, la variable presion CO,SC condujo a un contenido maximo de acidolisis

fenolica a niveles bajos (p<0,05), mientras que la temperatura CO>SC no fue
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significativa (p>0,05). Asi, la presion CO2SC fue el factor mas determinante en la
acidolisis fendlica, y una presion CO2SC baja conduce a un aumento de esta (p<0,05),
hecho que coincide con lo observado en el diagrama de Pareto respectivo (Figura 1 d).
En resumen, en los graficos de EPA, DHA y EPA+DHA, a medida que aumentan la
temperatura y presion supercriticas se produce un aumento de la concentracion de las
variables respuesta mencionadas; mientras que en el caso de la aciddlisis fendlica
(sintesis de AFES) su aumento estd influenciado solamente por la disminucion de la

presion supercritica.

3.3.1. Optimizacion del proceso:

El objetivo de optimizar las variables independientes del proceso (presion vy
temperatura) (Tabla 26) fue maximizar el contenido de EPA, DHA y EPA+DHA
(9/100g AGT) en AFEs y maximizar la union de acido galico al acilglicérido (acidolisis
fendlica, %).

Tabla 26. Valores 6ptimos de las variables independientes presion y temperatura supercriticas

para maximizar las variables respuestas EPA, DHA, EPA+DHA y sintesis fenolica de AFEs, asi

como la optimizacién conjunta de estas variables.

Optimizagion Temperatura SC | Presién SC Pt_mto _ Valor c')_ptimo
(°C) (bar) estacionario predicho
EPA 80 300 Méaximo 11,76
DHA 80 300 Maximo 8,67
EPA+DHA 80 300 Maximo 20,44
Sintesis de AFEs 80 78 Maximo 32,24
EPA: 11,15
Optimizacién Maximo DHA: 8,38
. 80,0 78,0 EPA+DHA: 19,53
conjunta ————
Méximo Sintesis de AFEs:
32,24

*SC: medio supercritico. Concentracién de EPA, DHA y EPA+DHA expresada en g/100g AGT.

Las condiciones optimas para el contenido de EPA, DHA y EPA+DHA fueron 80,0 °C
(temperatura CO2SC) y 300 bar (presion CO.SC), mientras que, para la sintesis de
AFEs su maximo se alcanz6 a 80°C y 78,0 bar siendo los valores optimos predichos
individualmente de 11,76 (EPA); 8,67 (DHA), 20,44 (EPA+DHA) expresados en
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g9/100g de AGT y 32,24% de aciddlisis fendlica, respectivamente (Tabla 26). La
optimizacion conjunta predicha para maximizar las diferentes respuestas result en una
formulacién que maximiza la sintesis de AFEs (%) cuando la temperatura CO,SC fue
80°C y la presion CO,SC 78,0 bar. De esta manera, la sintesis de lipidos fenolicos
alcanz6 un maximo de 32,24%, conteniendo finalmente segun lo predicho 19,53 g/100g
de AGT de EPA+DHA. En la Figura 30, se muestra el comportamiento de la maxima
deseabilidad mencionada en graficos de superficie respuesta y contorno, donde se puede
observar su incremento a medida que disminuye la presion y aumenta la temperatura. El
Optimo se observa con una cruz en la Figura 30b a 80°C y 78,0°C de la region
supercritica. Otros investigadores (Pando et al., 2021) estudiaron la sintesis de
acilglicéridos estructurados mediante la esterificacién de EPA o DHA y &cido caprilico,
utilizando lipasa de Thermomyces lanuginosus como biocatalizador, obteniendo valores
de optimizacién conjunta de 40°C de temperatura SC y 300 bar de presién SC, con
deseabilidad cercana a 1. Lo reportado no coincide con los resultados de este estudio
debido a otros factores en juego, como la naturaleza hidrofilica del AG y su
comportamiento afin a la disminucion de la presion SC en vez de su aumento, que se

observa en la Figura 29, siendo distinto al comportamiento del resto de las variables.
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Figura 30. a) Grafico de superficie respuesta que muestra la optimizacion conjunta de EPA,

DHA, EPA+DHA vy sintesis de AFE. b) Gréfico de contorno, de los niveles que maximizan la

funcién deseabilidad.
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3.3.2. Validacién del triacilglicérido estructurado con EPA/DHA 6ptimo:

Para la validacion del proceso de sintesis del AFEs se tuvieron en cuenta las
condiciones supercriticas teoricas de la optimizacion conjunta (78 bar; 80 °C) que
predijeron el valor maximo de EPA+DHA vy la incorporacion del acido galico mediante
acidolisis enzimatica con 19,55 g/100g AGT de EPA+DHA (Tabla 27), aumentando su
contenido en 1,49 veces con respecto al AEs obtenido en el Objetivo 2 y 2,52 veces con
respecto a la materia prima inicial (ASCRD). EPA y DHA individualmente aumentaron
su contenido en 1,87 y 1,17 veces respectivamente, mientras que los acidos grasos
saturados y monoinsaturados disminuyeron (1,31 y 1,2 veces respectivamente) con
respecto al AEs.

Los principales acidos grasos del AFEs mostraron cambios frente al AEs con la
disminucion del contenido (expresado en g/100g AGT) de acido oleico (34,66 vs 27,60)
y acido palmitico (10,6 vs 7,90) y con el aumento del acido linoleico (15,48 frente a
18,12), acido alfa-linolénico (4,78 frente a 5,95), EPA (5,92 frente a 11,11) y DHA
(7,18 frente a 8,44). Por tanto, el proceso de acidodlisis fendlica enzimatica en CO,SC,
optimizado por MSR, intercambi6 los acidos grasos de AEs, favoreciendo la
incorporacion de EPA 'y DHA

Con respecto al ASCRD los cambios fueron mas notables pues los contenidos de EPA 'y
DHA aumentaron en 2,83 y 2,20 veces respectivamente (expresados en g/100g AGT).
El acido palmitico, los &cidos grasos saturados totales y los &cidos grasos
monoinsaturados disminuyeron en 1,62; 1,65; y 1,30 veces respectivamente (expresados
en g/100g AGT), evidenciando los cambios positivos de la aciddlisis fendlica
enzimatica al disminuir &cidos grasos que pueden resultar perjudiciales para la salud
[Ruiz et al., 2021]. Debe sefialarse que los valores obtenidos (expresados en g/100g
AGT) en la validacion experimental para las variables independientes DHA y
EPA+DHA fueron superiores a los esperados segun la optimizacién conjunta (DHA
8,44 vs 8,38 y EPA+DHA 19,55 vs 19,53).
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Tabla 27. Composicién y cuantificacion de &cidos grasos de a) ASCRD, b) AGPICLn-3, ¢) AEs

y d) Acilglicéridos fendlicos estructurados (AFEs) expresados en g/100g AGT.

Acidos grasos (g/100g AGT) ASéaF){D* AGPI(g)Ln-S* A(Ig* Alg(I:E)s*
Laurico C12:0 0,06 £ 0,00 N/I N/I N/I
Miristico C14:0 290+0,01 | 0,18+0,00 | 2,15+0,00 | 1,66+ 0,00
Palmitico C16:0 12,76 £0,03| 0,25+0,00 | 10,6+0,00 | 7,90 +0,01
Palmitelaidico Cl6:1 9t 0,07+£0,00 | 0,25+0,00 | 0,21£0,00 | 0,22 £0,00
Palmitoleico C16:19c 3,74+£0,01 | 190+0,00 | 3,39+£0,00 | 3,21+0,00
Heptadecanoico C17:0 0,22+0,00 | 0,28+0,00 N/I N/I
Heptadecenoico C17:110c 0,13+£0,00 | 1,30+0,00 | 0,44+0,00 | 0,57 £0,00
Estearico C18:0 364+£001 | 156+0,00 | 3,17£0,00 | 2,54 +0,00
Trans-vaccénico C18:111t N/I N/I 0,47 +0,01 | 0,61 +0,00
Oleico C18:19c 36,95+0,08| 3,15+0,00 | 34,66+ 0,03 |27,60+ 0,03
Cis-vaccénico Cl18:17c 3,32+0,00 | 0,33+0,00 | 2,74+0,00 | 2,22 +0,00
Linoelaidico C18:2 9t 12t 0,06 £0,00 | 2,14+0,00 | 0,75+0,01 | 0,94+0,01
Linoleico C18:29c 12c 15,77+ 0,07 | 22,36+ 0,03 | 15,48+ 0,00 |18,12 + 0,00
Gamma linolénico C18:36¢9c 12¢c n-6 0,32+0,00 | 1,10+0,00 | 0,37£0,00 | 0,44 +0,00
5-Eicosaenoico C20:15c 0,22+0,00 | 1,18+0,02 N/I 0,44 £ 0,00
8-Eicosaenoico C 20:18c 0,44 +0,01 N/I N/I N/I
11-Eicosaenoico C20:111c 1,84 +0,04 N/I 1,94+ 0,00 | 1,57 £0,00
a-Linolénico C 18:39c 12¢ 15¢c n-3 491+0,00 | 9,32+0,01 | 4,78£0,00 | 5,95+0,01
Eicosadienoico C20:211c 14c 1,34+0,01 | 0,32+0,00 | 0,90+0,00 | 0,78+0,00
Behenoico C22:0 0,36 £ 0,00 N/I N/I N/I
Eicosatrienoico C20:3n-9 0,33+0,00 | 1,78+0,00 | 1,29+0,00 | 1,08 +0,01
Erdcico c22:1 0,29+0,01 | 1,53+0,00 N/I N/I
Araquidénico C 20:4n-6 0,35+ 0,04 N/I N/I N/I
Docosadienoico C22:2 0,12+0,01 | 3,03+0,14 | 1,07+£0,00 | 1,41+0,00
Eicosapentaenoico C20:5n-3 3,92+0,04 | 1845+0,04 | 592+0,01 [11,11 +0,03
Nervonico C24:1 0,27+£0,03 | 1,52+0,00 N/I N/I
Docosatetraenoico C 224 0,5+0,03 | 0,64+0,01 0,49+ 0,00 | 0,67 £0,00
Docosapentaenoico C22:5n-3 1,69+0,05 | 455+£0,01 2,0+£0,00 | 2,52+0,00
Docosahexaenoico C22:6 n-3 3,83+0,04 | 22,88+0,04 | 7,18+ 0,02 | 8,44+ 0,00
Total de &cidos grasos saturados (AGS) 19,94 2,27 15,92 12,1
Total de &cidos grasos monoinsaturados (AGM) 47,27 11,16 43,85 36,44
Total de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) 32,79 86,57 40,23 51,46
Total de AGPI de cadena larga n-3 (AGPICLN-3) 9,44 45,88 16,39 23,15
Total de &cidos grasos n-3 14,35 55,2 21,17 29,10
EPA+DHA 7,75 41,33 13,1 19,55

*Valores corresponden al promedio (n=3) + desviacion estandar. ASCRD: aceite de salmén comercial
refinado desodorizado, AGPICLnN-3: concentrado de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3,
AEs: acilglicéridos estructurados.
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3.3.3. Validacién de la sintesis del acilglicérido fenodlico estructurado (AFESs)
Optimo, mediante cromatografia en capa fina (CCF)

Se realizo la separacion cromatografica en capa fina (Figura 31) de las muestras de
AFEs purificadas y sin purificar, con el fin de comprobar la sintesis de acilglicéridos
fendlicos. Se observo la elucion de los productos resultantes de las reacciones de
acidolisis enzimatica con acido galico: monoglicéridos (MG), diacilglicéridos (DG), asi
como mono Yy diacilglicéridos fendlicos segun el grado de polaridad [Dovale-Rosabal et
al., 2021]. Como era de esperarse, la migracion de MG se desarroll6 méas lentamente,
mientras que el TG migré mucho mas répido, similar a lo reportado [Haqg et al., 2018].
Los compuestos fendlicos, correspondientes a mono y diglicéridos de AFEs, migraron
mas lentamente que sus correspondientes acilgliceroles no fendlicos [Sabally, 2006a].
El estandar de acido galico no eluyo, probablemente debido a su alta polaridad (Ousji &
Sleno, 2022) . Este andlisis cromatografico confirmo la presencia de AFEs en las bandas
C-F (no purificado) y G (purificado), mostrando también que la purificacion con NaOH

elimina una parte de MG y MG fenolicos.

TG
4=m DG

AGL wmmp
4= DG fendlicos (AFE)

4= AGL

4= MG
4=mm MG fenolicos (AFE)

4= Acido gélico
A B Cc D E F G H

Figura 31. Separacion cromatogréfica en capa fina de AFEs: (A) estandar de acidos grasos
libres, (B) ASCRD, (C-F) AFEs no purificado, (G) AFEs purificado y (H) estdndar de &cido
galico.
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3.3.4. Validacién de la sintesis del acilglicérido fenodlico estructurado (AFESs)
mediante anlisis estructural por HPLC-UV.

El AFEs optimo se validé mediante HPLC-UV con el fin de comprobar el porcentaje

alcanzado de sintesis fenolica, de la misma forma que se obtuvo para los 7 experimentos

del disefio (punto 2.5.2). La Figura 32 muestra el perfil de elucion correspondiente,

monitoreado a 280 nm y 215 nm.
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Figura 32. Cromatogramas HPLC a 280 y 215 nm del AFEs Optimo validado. Los peaks
cromatogréficos fueron identificados numéricamente segun lo siguiente: #1 &cido gélico; #18
triacilglicéridos, #2, 5-6 y 8 monoacilgliceroles fendlicos de AFE, #15-17 diacilgliceroles
fendlicos de AFE, #4 y 7 monoacilgliceroles, #10-14 diacilgliceroles, #3 y 9 productos de

reaccién secundaria [Dovale-Rosabal et al., 2022].

El peak #1, que absorbié en ambas longitudes de onda (215 y 280 nm) se identificd
como acido galico en referencia al estdndar, mientras que el peak 18, que absorbio solo
a 215 nm, corresponde a triacilglicéridos del AEs inicial. Los peaks # 2, 5-6 y 8 se
caracterizaron como monoglicéridos fendlicos y los peaks # 15-17 como diacilglicéridos
fenolicos ya que absorbieron tanto a 215 como a 280 nm [Sabally, 2006b], evidenciando
de esta manera la presencia del acido galico unido a las molécula de acilglicéridos. Los

subproductos hidroliticos de AEs (que absorben solo a 215 nm) se representaron como
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peaks # 4 y 7 (monoglicéridos) y peaks # 10-14 (diacilglicéridos). Los peaks # 3y 9
podrian ser productos de reaccion secundaria [Pando et al., 2017; Méndez et al., 2010;
Hag et al., 2018, Dovale-Rosabal et al.,, 2022]. Estos resultados estan en
correspondencia con lo observado en la cromatografia en capa fina (punto 3.3.3)
respecto a la validacion de la sintesis fendlica. Finalmente, como resultado del calculo
de porcentaje de acidolisis fendlica realizado a partir de las areas dptimas obtenidas, se

determind un valor éptimo validado de 33,3%.

3.3.5. Validacién estructural del AFEs éptimo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion acoplada a espectrometro de masas (LC-MS).

Para validar el modelo estructural quimico de las nuevas moléculas de acilglicéridos

fenolicos se tomaron en cuenta las reacciones de acidolisis enzimatica catalizadas por

Thermomyces lanuginosus (Figura 33). Se realiz6 el analisis estructural

correspondiente empleando la técnica analitica LC-MS (detallada en 2.5.3.) para

detectar compuestos moleculares modificados con acido galico.
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Figura 33. Esquema general de las reacciones de acidolisis enzimatica (T. Lanuginosus) entre
los acilglicéridos estructurados con EPA/DHA en sn-2 (AEs) obtenidos en el objetivo 2 y el
4cido gélico para la obtencion de acilglicéridos fendlicos (AFES). El grupo sustituyente —R1

corresponde a &cidos grasos provenientes de AEs y el grupo -Rac corresponde al acido gélico.
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La revision manual de los datos de fragmentacion en polaridad positiva permitio la
deteccion de al menos 16 compuestos modificados con &cido galico. A continuacion se
examino la fragmentacion para determinar en mas detalle la estructura. Un compuesto
con sefial m/z de 655 (sefialado en rojo) fue detectado en AFES, cuyo espectro de
fragmentacion se muestra en la Figura 34. Los fragmentos de baja intensidad m/z 155y
m/z 171 (llave azul) indicaron la presencia de &cido galico en la molécula; el fragmento
m/z 313 (sefialado en verde) indicaria la presencia de DHA,; un tercer sustituyente del
glicerol corresponderia a acido acetoacetico (sefialado en negro) identificado de acuerdo

a los fragmentos observados.
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Figura 34. Espectro de fragmentacion de una de las moléculas identificadas en AFEs, con
sefial m/z de 655 (flecha roja). Los fragmentos sefialados en verde, azul y negro estan asociados

al acido docosahexaenoico (DHA), acido galico (AG) y acido acetoacético, respectivamente.

De acuerdo a Zeb & Murkovic (2010), el fragmento de mayor intensidad (DHA) estaria
asociado a la posicion sn-2, mientras el acido galico y acido acetoacético estarian en las
posiciones sn-1 y sn-3 segln su correspondiente intensidad. La estructura determinada

para el compuesto se muestra a continuacion (Figura 35):
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Figura 35. Estructura determinada mediante cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a espectrometro de masas (LC-MS) para una de las moléculas lipidicas/fendlicas
identificadas en AFEs.

En este proyecto de tesis no se contempld la evaluacion de la absorcion o
biodisponibilidad de AFEs, no obstante, se pueden realizar algunas observaciones al
respecto. Por lo general los compuestos fendlicos estan presentes en una amplia
variedad de plantas en forma de ésteres o de glicdsidos conjugados con otros
compuestos, tales como flavonoides, alcoholes o esteroles. El inicio de la asimilacion de
estas sustancias en el organismo ocurre en la cavidad bucal a través de la masticacion.
El nivel de glicosilacidn, la astringencia y la interaccion con las enzimas salivales
intervienen en su liberacién de la matriz alimenticia comenzando con la accion de las -
glucosidasas [Wojtunik-Kulesza et al., 2020; Cereceres-Aragon et al., 2019] aunque el
tiempo de permanencia en la cavidad bucal es corto. En la estructura molecular
observada en la Figura 35, el &cido galico se encuentra unido mediante enlace éster al
glicerol, de la misma forma que los otros dos grupos sustituyentes (DHA y é&cido
acetoacetico) que también se encuentran esterificados. En este caso, no hay presencia de
grupos glucosidicos unidos al fenol como en los extractos vegetales, por lo que se
podria esperar que las glucosidasas presentes en la cavidad bucal no actden en gran
medida. Posteriormente, los compuestos fendlicos dentro del bolo alimenticio pasan al

estomago, iniciandose la etapa gastrica. A este nivel algunos elementos de estructuras
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mas simples como los &cidos fendlicos pueden ser liberados y se encuentran disponibles
para su absorcion a nivel gastrico [Cereceres-Aragon et al., 2019]. De esta forma
pueden ingresar a la circulacién y posteriormente generar un efecto protector
antioxidante, no obstante, la absorcion de polifenoles es efectuada en la etapa intestinal
en mayor proporcion [Teng et al., 2019]. En el caso de la molécula representada
(Figura 35), las lipasas (estearasas) lingual y gastrica podrian escindir los enlaces tipo
éster, preferentemente en la posicion sn-3. Con ello podria liberarse el &cido
acetoacetico dando lugar a la formacion de 1,2 diacilglicéridos y 2-monoacilglicerol con
DHA y acido gélico, que pasaria al intestino delgado para su posterior reesterificacion y
absorcién segun lo descrito en el capitulo 1 (punto 1.3.3). El &cido gélico, al ser un
compuesto fenolico simple, también podria ser absorbido directamente desde el
estomago en caso de encontrarse en su forma libre y transitar desde la circulacién

sistémica hacia sus sitios diana [Barrios & Bravo., 2021].

Los compuestos fenolicos pasan del lumen intestinal al citosol de los enterocitos a
través de diferentes mecanismos: difusion pasiva, transporte activo, transporte
paracelular y difusién facilitada. [Cereceres-Aragén et al., 2019]. Este transporte
dependeré de la estructura quimica, permitiendo principalmente el paso de las moléculas
mas simples. Los polifenoles complejos por su parte deberan ser hidrolizados por las
enzimas intestinales o por la microbiota colénica antes de ser absorbidos [D'Archivio et
al., 2007]. Las fracciones libres no absorbidas del acido géalico, asi como las que puedan
quedar esterificadas, serian susceptibles a la hidrélisis por la lipasa pancreética
(estereoespecifica para las posiciones sn-1 y sn-3 del TG) y la carboxil ester hidrolasa
(inespecifica, actia a nivel de diacilglicéridos principalmente) pudiendo luego ser
absorbidos en el enterocito, transitando hacia el torrente sanguineo y pudiendo
metabolizarse también en otros 6rganos [Zanotti et al., 2015; Cereceres-Aragon et al.,
2019; Tamargo, 2021]. El acido acetoacético, por otra parte, se ha descrito como el méas
simple de los cuerpos cetonicos y se produce naturalmente en el organismo
(principalmente en el higado) durante la oxidacion de los acidos grasos. Después de su

absorcion podria ser transportado a diferentes tejidos extrahepaticos para convertirse en

107



acetil-CoA y oxidarse a través del ciclo del &cido citrico, proporcionando energia para
tejidos tales como los musculos esquelético y cardiaco y la corteza suprarrenal [Nelson
& Cox, 2017]. Segun lo descrito, la sintesis de acilglicéridos fenolicos y su ingesta
dietaria podria tal vez permitir la proteccion contra la absorcion del triacilglicérido por
una parte, y una mas rapida absorcion de fenoles simples como el &cido galico; al no
encontrarse en forma de glucésidos de dificil absorcién y al ser susceptibles a

reacciones lipoliticas como un acilglicérido mas de la dieta.

3.3.6. Validacién de la sintesis de AFEs mediante la determinacién de polifenoles
totales.
En la Figura 36 se observa la curva de calibracion del acido galico usada como patron

de referencia para la determinacion de compuestos fenolicos totales del AFEs

optimizado.
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Figura 36. Curva de calibracion con acido galico.

Mediante esta curva de calibracién se obtuvo la ecuacion correspondiente (13) que
permitio determinar la concentracion final de polifenoles de AFEs, que resulté en 12 +
0.10 mg de acido géalico por ml de AFEs.

Dicho valor se encuentra en concordancia con el porcentaje de sintesis fenélica obtenido

(33,3%) para el punto éptimo, ya que este Gltimo corresponde a 13,32 mg de acido
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gélico por g de aceite afiadido en la aciddlisis en medio SC. De esta forma fue posible
comprobar por un método de andlisis distinto, que el &cido galico es capaz de unirse al
esqueleto del glicerol en AFEs en condiciones supercriticas, tal como se esperaba. Al
ser AFEs un acilglicérido especifico de sintesis que no se encuentra normalmente en la
naturaleza se hace dificil su comparacion con compuestos similares, pues los casos
reportados en la literatura no fueron obtenidos en medio supercritico o con adicion de
acido galico [Ciftci & Saldafa, 2012; Sabally et al., 2005; Figueroa-Espinoza et al.,
2013; Alencar et al., 2009; Roby, 2017] ya que principalmente se emplean solventes
quimicos para la estructuracion. Sin embargo, puede ser comparado con el contenido de
polifenoles reportado para diferentes frutos en base a datos existentes, siendo similar en
contenido de polifenoles al arandano fresco (13,04 mg EAG/g (mg equivalentes a acido
galico)), a la ciruela negra fresca sin cascara (13,91 mg EAG/qg), inferior al maqui fresco
(43,52 mg EAG/g) y superior a la cereza fresca (mg EAG/g), por solo citar algunos
ejemplos [INTA, Base de datos, 2023].

3.3.7. Capacidad antioxidante de AFEs 6ptimo validado mediante ORACFL

El ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) determina la capacidad de los
antioxidantes de una muestra para proteger la sonda de fluoresceina (FL) de la
oxidacion provocada por radicales peroxilos, los cuales se generan por descomposicién
térmica del AAPH en un buffer fosfato acuoso. Los antioxidantes reaccionan rompiendo
la reaccién en cadena del radical mediante la transferencia de atomos de hidrégeno [Ou
etal., 2001].

Para la realizacién de este ensayo fue necesario saponificar el AFEs obtenido para
liberar el &cido gélico unido a la estructura del glicerol, ya que de otra forma no seria
posible su analisis al estar protegido dentro de la estructura del acilglicérido. El
resultado de la capacidad antioxidante fue de 219 umoles Eq de Trolox por gramo de
AFEs, permitiendo constatar la presencia de &acido galico en las muestras y por
consiguiente la sintesis exitosa del estructurado fendlico en medio supercritico. Ademas,

se determind también mediante el mismo ensayo que el ASCRD de este estudio no
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posee capacidad antioxidante, por lo que su aparicion en AFEs se debe solo a la adicién
del &cido galico mediante la estructuracion.

3.3.8. Calorimetria diferencial de barrido en AFEs

Los resultados de la caracterizacion calorimétrica muestran una entalpia de fusion de
417,45 J/g, muy similar a la encontrada en AEs. El rango de fusion de este acilglicérido
fenolico (-70,72°C a 5,49°C) también tienen semejanzas con los rangos de fusion del
aceite inicial ASCRD y del AEs (-71,97°C a 2,06°C y -71,76°C a 5,08°C
respectivamente, (Tabla 28) evidenciando que las muestras analizadas poseen una

estructura similar de triacilglicérido.

Tabla 28. Comportamiento térmico de ASCRD (a), AGPICLn-3 (b), AEs (c) y AFEs (d).

Parametros | \sopp (@) | AGPICLN-3 (b) AEs (c) AFEs (d)
calorimetricos

Onset de fusién -7197+£2,32°C| -67,84+4,69°C | -71,76 £ 0,57 °C |-70,72 £ 0,17 °C
PFB1 -68,17 £ 1,31°C| -64,17 £3,55°C | -68,70£0,75°C |-67,41 £ 0,23 °C
PFB2 - -55,23£0,50 °C | -563,563+£ 2,27 °C -
PFB3 - -47,22 £ 4,17 °C - -
PFM1 -34,01 £0,08 °C| -26,87 +£1,89 °C | -30,37 £ 0,24 °C |-38,02 £ 0,11 °C
PFM2 -15,97 £0,30 °C - - 15,01+0,94 °C
PFM3 -4,54 + 0,14 °C - -8,43+ 0,24 °C -
Endset de fusion 2,06+0,23°C | -2440+1,78°C | 5,08+0,18 °C 5,49+0,39 °C
Rango de fusién |-71,97 a 2,06 °C|-67,84 a -24,40 °C| -71,76 a 5,08 °C |-70,72 a 5,49 °C
Entalpia de fusion 349,12 J/g 190,38 J/g 442,36 Jig 417,45 J/g

*PFB: peak de punto de fusion bajo; PFM: peak de punto de fusion medio; ASCRD: Aceite de salmén
comercial refinado desodorizado; AGPICLn-3: concentrado de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-3; AEs: Acilglicérido estructurado con EPA+DHA, AFEs: acilglicérido fenolico estructurado.

Se esperaba obtener un compuesto con estas caracteristicas despues de efectuar la
estructuracion fendlica y la posterior purificacion para eliminar los acidos grasos libres,
ya que éstos hubiesen disminuido el rango de fusion como ocurrié en el concentrado
AGPICLN-3 obtenido en el Objetivo 1. En los resultados de calorimetria se observan 3
peaks de fusion (Figura 37), siendo similares los peaks 1y 2 al ASCRD. Sin embargo,
a diferencia del resto de los termogramas descritos anteriormente, muestra un PFM
menos y un comportamiento calorimétrico no caracteristico para esta temperatura. Estos

cambios podrian explicarse por las diferencias entre los procesos de estructuracion,
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donde la acidolisis fenolica entre AEs y &cido galico, catalizada por la lipasa especifica
de T. lanuginosus en CO,SC, intercambi¢ los acidos grasos de las posiciones sn-1y sn-

3 del AEs original e incorporo el acido galico en el nuevo AFEs.
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Figura 37. Comparacion de los termogramas de fusién del ASCRD (roja) y AFEs ( verde).

Para finalizar el Objetivo 3, se resumen en la Tabla 29 los resultados que evidencian la
obtencion efectiva de AFEs a partir de AEs con EPA/DHA en sn-2 y &cido galico,

mediante acidolisis enzimatica (TLL) en medio CO,SC.

Tabla 29. Resumen de los analisis y resultados que permitieron comprobar la estructuracion de

acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA y acido galico (AFES)

Ensayos realizados AFEs

Elucion/migracion caracteristica de mono y diglicéridos

Cromatografia en capa fina (TLC) fendlicos (3.3.3.)

Cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a detector UV
(HPLC-UV)

Absorbancia en ambas longitudes de onda (215 nm y 280 nm) y
determinacion del porcentaje de acidolisis fenolica = 33,3% de
sintesis (3.3.4)

Cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a
espectrometro de masas (LC-MS)

Identificacion de una de las estructuras presentes en AFEs
(Figura 35) con &cido galico y DHA en el mismo esqueleto de
glicerol (3.3.5)

Determinacion de polifenoles
totales (Folin-Ciocalteau)

12 + 0.10 mg de &cido galico por ml de AFEs versus valor 0
obtenido en el ASCRD (3.3.6.)

Determinacion de la capacidad
antioxidante (ORAC)

219 pmoles Eq de Trolox por gramo de AFEs, versus ASCRD
sin capacidad antioxidante (3.3.7)
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3.4. Objetivo 4. Evaluacion del efecto del tratamiento con los acilglicéridos
fendlicos con EPA/DHA (AFESs) en la reversion de alteraciones de parametros
bioquimicos asociados a resistencia a la insulina inducida por obesidad en

modelo murino.

Después de tres meses de alimentacion con dieta alta en grasas (DAG), los ratones
fueron tratados con los suplementos durante cuatro semanas. EI AFEs optimo validado
experimentalmente, asi como los restantes suplementos (acilglicérido estructurado
obtenido en el Objetivo 2 (AEs), aceite de salmén comercial refinado desodorizado
(ASCRD), éacido galico (AG) y aceite de maravilla (AM) como control fueron
suministrados a los animales en estudio para dar cumplimiento a este objetivo segun lo

descrito en 2.8.

3.4.1. Efecto del tratamiento con AFEs en la homeostasis de la glucosa:

Con el proposito de evaluar el manejo de la glicemia de los distintos grupos de
animales, se realiz6 la prueba de tolerancia a la glucosa una semana previa a la
eutanasia. Se registraron las glicemias por un periodo de 2 horas luego de la inyeccion
de glucosa (1g de glucosa por kg de peso). Los resultados mostraron que el grupo AM
presentd una glicemia en ayuno anormal de 275,5 mg/dl, los valores de glicemia
alcanzaron un valor maximo de 558,6 mg/dl a los 30 min posteriores a la inyeccion. A
las 2 horas posteriores a la inyeccion las glicemias no disminuyeron a estado basal,
manteniéndose un valor de 367,2 mg/dl. Si se comparan estos valores con las curvas de
tolerancia realizadas en grupos controles [Nocetti et al., 2020] se puede concluir que el
grupo AM presentd una curva alterada demostrando el establecimiento de la
intolerancia a la glucosa luego del tratamiento de 3 meses con DAG. Estos resultados
concuerdan por los reportados por Pino-de la Fuente (2020); Espinosa et al., (2020),
donde se observd que a partir de 8 semanas de alimentacion con DAG se comenz0 a

constatar la intolerancia a la glucosa.

Los resultados muestran que los Unicos grupos que mejoraron su sensibilidad a la
glucosa de manera significativa (con respecto a los ratones obesos) fueron los que

recibieron ASCRD+AG o el grupo suplementado con AFEs (Figura 38 a y b). Este
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resultado es similar a lo reportado por da Cunha de S& (2020) y Bak (2013) quienes
observaron mejoras significativas de la sensibilidad a la insulina en ratones alimentados

con aceites de pescado y acido galico respectivamente.

(a) (b) *
800 @ 80000- * I
O AM § —
_ T+ AM+AG s
3 00 o 60000
> Zx AS+AG k-]
£ ©
o 400 ® AEs % 40000-
8 9 AFEs g
s
O 2005 -2 20000+
£
©

0 T T T T T T T T g 0-

0 15 30 45 60 75 90 105 120 AM. AM AS AEs AFEs
Tiempo (min) AG AG
(c) * (d) (e) *

T 1 I 1
= * 15- i :
35400 — | | 200 = 1
3 * —
£ m ~ i
= 300- < & 45-

) o 10—
g 2 3
2 200 g 2 104
& 3 5 g
©
= 100 — £ 54
@
L
o 0 T T T T 0 0
AM AM AS AEs AFEs AM AM AS AEs AFEs AM AM AS AEs AFEs
+ +
AG AG AG AG AG AG

Figura 38. Efectos del tratamiento con AFEs en el control de la glicemia y de la insulina en
ratones obesos. (a) prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal PTGi; (b) area bajo la
curva de glucosa de PTGi; (c) glicemia posterior a ayuno; (d) concentracién sérica de insulina
en ayunas y (e) evaluacién del modelo homeostatico para la resistencia a la insulina (HOMA-
IR). Grupo AM, aceite de maravilla; grupo AM+AG, aceite de maravilla + acido géalico; grupo
AS+AG, ASCRD + &cido gélico; grupo AEs, acilglicéridos estructurados y grupo AFEs,
acilglicéridos fendlicos estructurados. Los datos se expresaron como la media + error estandar
de la media (S.E.M.). Las diferencias estadisticas se determinaron mediante ANOVA
unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de Tukey: *p < 0,05, **p < 0,01.

El dia de la eutanasia de los animales, se realiz6 un ayuno previo de 6 horas con el
propdsito de depletar las reservas de glicogeno del higado y obtener valores séricos de
los marcadores en una condicién metabolicamente basal. EI promedio de las glicemias

basales en el grupo AM resultd elevado, con un valor de 336,7mg/dl. Los resultados
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muestran que los tratamientos que permitieron mejorar los valores de glicemia en ayuno
de manera significativa fueron los del grupo que recibié el AS+AG y el grupo que
recibio el AFEs (Figura 38c), de forma similar a lo ocurrido con respecto a la tolerancia

a la glucosa.

Para confirmar la condicion de resistencia a la insulina de los animales se determiné
tanto la concentracion de esta hormona en el suero como el calculo del HOMA-IR
posterior a 6 horas de ayuno. Si bien el calculo del HOMA-IR es un modelo matematico
que ha sido validado en humanos, otros autores [Anderson et al., 2009; Antunes et al.,
2016] lo han utilizado en modelos animales ya que al utilizar tanto el valor de glicemia
como el de insulina en condiciones de ayuno aumenta la sensibilidad de las pruebas por
separado al incorporar ambos valores en una relacion matematica. Los resultados
mostraron que el promedio de los valores de la concentracion de insulina en el grupo
AM fue de 8,3ug/L, siendo un valor elevado respecto a los reportados para otros grupos
de ratones no obesos [Wang & Liao, 2012] al igual que los valores basales de glucosa
ya mencionados [Savontaus et al., 2008; Lee et al., 2008]. Estos datos en conjunto con
el aumento del indice de evaluacion de la homeostasis de la glucosa (HOMA-IR)
confirmaron el desarrollo de resistencia a la insulina en el grupo AM posterior a los 3
meses de alimentacion con DAG, similar a lo reportado por otros investigadores [Pino-
de la Fuente, 2020] Los tratamientos que mostraron una disminucion significativa de la
concentracion sérica de insulina fueron las suplementaciones con AM+AG y AFEs
como se observa en la Figura 38d. Dicho comportamiento coincide con lo observado en
el indice HOMA-IR, donde ademés se observd una disminucion significativa para el
tratamiento con AEs (Figura 38e). Se puede concluir que los resultados de la Figura 38
sugieren que todos los suplementos utilizados mejoraron los marcadores de la
homeostasis de la glucosa en condiciones basales, con solo un mes de tratamiento. Los
niveles de glicemia disminuyeron en mas del 10% y los de insulina en mas de un 35%
para todos los tratamientos suministrados, lo cual coincide con lo reportado por
Rossmeisl et al., (2012) y Janovska et al., (2013) en relacion a la suplementacion con

aceites de pescado y antioxidantes para mejorar los niveles de glicemia e insulina. Es
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importante destacar que la disminucion provocada por AFEs en los diferentes
marcadores resultd ser siempre significativa, tal como se esperaba de acuerdo a lo
planteado en los objetivos de este proyecto de tesis. Se sugiere entonces que cuatro
semanas de tratamiento con estructuras ricas en lipidos AGPICLn-3 maés &cido galico
pueden mejorar potencialmente los marcadores de homeostasis de glucosa en ratones

obesos con resistencia a la insulina.

3.4.2. Efecto del tratamiento con AFEs en marcadores de dafio hepatico

Para evaluar una posible lesion hepética que pudieran provocar los suplementos en los
animales, se analizaron marcadores séricos clasicos utilizados en clinica; como la
transaminasa glutamica oxalacética (GOT), glutamato-piruvato transaminasa (GPT) y
de los conductos biliares (ALP) y asi demostrar que no empeor6 el dafio hepético

asociado a la alimentacion con dieta alta en grasas (Figura 39).
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Figura 39. Efectos del tratamiento con AFEs sobre marcadores hepaticos en ratones obesos.(a)
glutamato-piruvato transaminasa; (b) fosfatasa alcalina; (c) glutamato-piruvato transaminasa;
(d) peso del higado. Grupo AM, aceite de maravilla; grupo AM+AG, aceite de maravilla +
acido galico; grupo AS+AG, ASCRD + &cido galico; grupo AEs, acilglicéridos estructurados y
grupo AFEs, acilglicéridos fenolicos estructurados. Los datos se expresaron como la media
error estdndar de la media (S.E.M.). Diferencias estadisticas determinadas mediante ANOVA
unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de Tukey: *p < 0,05.
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Es importante destacar que el grupo obeso (AM) alcanz6 valores de GPT y GOT de 130
UI/L y 110,5 UI/L respectivamente, los cuales estan significativamente elevados si se
comparan con animales controles de otros estudios en condiciones similares [Nocetti et
al., 2020]. Estos niveles de transaminasas demuestran que existe un grado de dafio
hepatico, propio de la condicion de esteatosis, que es la manifestacion hepética de la
resistencia a la insulina. Puede observarse que ni la actividad de transaminasas
glutdmico oxalacética, fosfatasas alcalina ni transaminasas glutamato-piruvato
aumentaron después de los tratamientos (Figura 39a, b y c), por lo tanto ninguno de los
tratamientos suministrados empeor6 el dafio basal. Todos los graficos muestran una
disminucion con los tratamientos en el tiempo de estudio pero particularmente solo el
tratamiento con &cido galico (AM+AG) disminuy6 de manera significativa los niveles
de GPT, que es la transaminasa mas especifica para dafio de hepatocitos.

También se verificd el peso del higado y no se detectaron cambios significativos entre
los grupos, aunque el grupo AM+AG mostrd una reduccion del 25,4 % del peso del
higado (Figura 39d).

El tratamiento con &cido galico indujo una disminucion significativa de la GPT sérica
reflejando una mejora de la lesion hepética. Respaldando este Gltimo resultado, se
observd también que esta suplementacion con AG revirtio el dafio histoldgico,
mostrando un menor grado de esteatosis macrovesicular y microvesicular (Figura 40
Grupo B). De igual forma, el grupo tratado con AFEs evidencié una importante
regeneracion tisular alrededor de la zona portal (Figura 40 Grupo E, flecha negra). El
analisis histolégico muestra una infiltracion lipidica evidente caracterizada por macro y
microesteatosis, con gotitas lipidicas grandes y aisladas o gotitas lipidicas intracelulares,
respectivamente, y sumado hipertrofia de los hepatocitos y algunos focos de
inflamacion. Ambos fendmenos estaban presentes en el grupo AM (Figura 40 grupo
A) coincidiendo también con lo reportado [Rahmadi et al., 2021] en comparacion con
una imagen de referencia de ratones sanos (Figura 40 HRS).
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Figura 40. Histologia hepatica de los ratones tratados con una dieta alta en grasas (DAG)
complementada con los diferentes tratamientos. Las flechas negras indican el area porta; la
flecha blanca muestra una vena porta; un circulo azul rodea un &area de esteatosis
macrovesicular; un circulo rojo incluye esteatosis microvesicular con gotas de grasa dentro de
los hepatocitos. Higado de ratén sano (HRS); las siguientes imagenes son representativas de
cada grupo suplementado: Grupo A, aceite de maravilla (AM); grupo B, aceite de maravilla +
acido gélico (AM+AG); grupo C, ASCRD + &cido galico (AS+AG); grupo D, acilglicéridos
estructurados (AEs) y grupo F, acilglicéridos fendlicos estructurados(AFEs) (n=4).

El estudio morfoldgico muestra que los higados de los grupos AM+AG (Figura 40
Grupo B), AS+AG (Figura 40 Grupo C) y AFEs (Figura 40 Grupo E) disminuyeron
la superficie hepatica con zonas de infiltracion grasa, probablemente debido a la accion
antioxidante del acido gélico, tanto en la mezcla como en la propia estructura en el caso
de AFEs o a la accion sinérgica entre el fenol y los aceites de origen marino. El grupo
AEs fue el que menos mejord en cuanto a la reversion de la esteatosis; sin embargo, se
evidencian ndédulos de regeneracion, la mayoria de ellos rodeando el espacio porta

(Figura 40 Grupo D flecha negra).

3.4.3. Perfil lipidico

La obesidad se caracteriza por la presencia de dislipemia con alta concentracion de
particulas ricas en triglicéridos (lipoproteinas de muy baja densidad) en suero y alta
presencia de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y baja concentracion de lipoproteinas
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de alta densidad (HDL); los dos altimos forman parte de los niveles de colesterol total
en suero. El colesterol total fue de 176 + 8 mg/dl en ratones obesos, y ninguna

suplementacion redujo estos niveles séricos (Figura 41a).
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Figura 41. Perfil lipidico del suero, peso del tejido adiposo y peso de los ratones obesos en
estudio: (a) colesterol; (b) triacilglicéridos; (c) peso total de la grasa visceral; (d) peso total de
la grasas epididimal; (e) peso de los animales y (f) relacion entre la grasa visceral y el peso
total de los animales. Grupo AM, aceite de maravilla; grupo AM+AG, aceite de maravilla +
&cido gélico; grupo AS+AG, ASCRD + &cido gélico; grupo AEs, acilglicéridos estructurados y
grupo AFEs, acilglicéridos fendlicos estructurados. Los datos se expresaron como la media +
error estdndar de la media (S.E.M.). Las diferencias estadisticas se determinaron mediante
ANOVA unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de Tukey: *p < 0,05
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La concentracion sérica de triglicéridos totales fue de 73+12 mg/dl en el grupo AM; y a
pesar de que se observa una tendencia a la disminucion, ninguna suplementacion pudo
reducir estos niveles de forma significativa (Figura 41b). En el grupo suplementado
con AS+AG la tendencia a disminuir fue mayor, lo cual podria explicarse por los
efectos que ejercen los acidos grasos EPA y DHA al disminuir la disfuncion del tejido
adiposo y la menor acumulacién de lipidos hepaticos [da Cunha de S& et al., 2020;
Shang et al., 2017].

Se determinaron los pesos del tejido adiposo para demostrar el estado de obesidad
inducido por la alimentacion DAG. La grasa visceral fue de 1,699 en ratones
alimentados con DAG vy aceite de maravilla, lo que corresponde al 48% del peso total
del animal (Figura 41c, e, f). El aumento de la masa de la grasa visceral se ha asociado
con la resistencia a la insulina en obesidad ya que es uno de los mecanismos
fisiopatolégicos que dan cuenta de su desarrollo [Tchernof & Després, 2013;
Shimobayashi et al., 2018]. EIl tratamiento con AFEs (Figura 41e) redujo la grasa
visceral en un 24%, y fue el Unico grupo que mostré una reduccién significativa en al
compararlo con el grupo A (Figura 41c), lo cual concuerda con la disminucion de los
niveles de insulina en ayuno que se observé en el mismo grupo (Figura 38d). No se
observaron cambios significativos en la grasa del epididimo con ninglin tratamiento
(Figura 41d). Ni el peso total del animal ni el peso total de grasa pudieron ser
revertidos completamente (p > 0,05) con ninguna suplementacion. Se obtuvo una ligera
disminucion en el porcentaje total de grasa con respecto al peso del animal dentro de las

cuatro semanas de la administracion de AFEs (Figura 41f).

En los tiempos actuales en los que la obesidad se ha convertido en una epidemia, es
crucial buscar estrategias que complementen los cambios en el estilo de vida, ayudando
asi a revertir algunas de las consecuencias asociadas a los cambios metabolicos
generados por la obesidad. EI modelo utilizado en esta tesis, consistente en ratones
alimentados con DAG para promover la aparicién de resistencia a la insulina,
dislipidemia y esteatosis de bajo grado, logré representar las condiciones desarrolladas
por la obesidad [Nocetti et al., 2020; Ortiz et al., 2020]. Los resultados mostraron que la
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administracion de AFEs durante cuatro semanas disminuy0 significativamente (*p <
0,05) el &rea bajo la curva de glucosa, la glicemia e insulina en ayunas y el indice
HOMA, con respecto al grupo alimentado con DAG (Figura 38). Estos resultados son
alentadores, considerando que la resistencia a la insulina es el sello distintivo de la
alteracion metabdlica generada por la alimentacion con DAG. Ademas, se observo que
la suplementacién con este acilglicérido fendlico fue el Unico tratamiento que redujo
significativamente la grasa visceral en el modelo murino. En la Tabla 30 se muestran a

modo de resumen los efectos de la suplementacion observados en este estudio.

Tabla 30. Resumen de los efectos significativos (*p < 0,05) de la suplementacién con
AFEs en este estudio.

BIOLOGICOS DAG+AM | AM+AG | AS+AG
Area bajo la curva de
glucosa (AUC) l ﬂ l * *

l**

I

Insulina en ayunas 8,3 ng/L l %* ﬂ
|
|

J
]
l
I | ]
ﬂ
]

Glicemia en ayunas 336,7 mg/dL

indice HOMA-IR 14,1

GPT 130,8 UI/L

|
!
* ] -
|
x 1 |

Grasa visceral L7¢ ﬂ \1

l *
*DAG: Dieta alta en grasas, Grupo AM, aceite de maravilla; grupo AM+AG, aceite de maravilla +

acido galico; grupo AS+AG, ASCRD + &cido galico; grupo AEs, acilglicéridos estructurados y grupo
AFEs, acilglicéridos fenolicos estructurados.

La administracion de los productos lipidicos restantes (AM+AG, AS+AG y AESs)
condujo también a una disminucion en los valores de varios parametros bioldgicos, en
concordancia con otros investigadores [Ortiz et al., 2020; Sousa et al., 2020; Espinosa
et al.,, 2020; Illesca et al., 2020; Echeverria et al., 2019]. Sin embargo, la
suplementacion con AFEs fue la Unica que logrd disminuir significativamente (*p <
0,05) el mayor conjunto de parametros bioquimicos (redujo los valores de 5 parametros
en total, Tabla 30) con lo que se hace posible dar cumplimiento a la segunda parte de la
hipdtesis planteada en esta investigacion.
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CONCLUSIONES

La importancia de este trabajo radica en demostrar que es posible estructurar moléculas
lipidicas ricas en DHA/EPA e incluir una molécula de &cido galico en su estructura de
acilglicerol. Los resultados quimicos exitosos obtenidos confirman la obtencion de un
concentrado de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 (AGPICLn-3) con el
méaximo contenido de acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA)
posible, mediante la optimizacion del proceso de complejacidn con urea. Se sintetizaron
ademas los acilglicéridos estructurados con EPA/DHA en posicion sn-2 del glicerol
(AEs) mediante la optimizacion del proceso de acidolisis enzimatica (Candida
antarctica) en medio CO; supercritico. Se confirma la primera parte de la hipotesis
planteada de que es posible, mediante la acidolisis enziméatica en CO> supercritico,
obtener acilglicéridos fendlicos con EPA/DHA (AFEs) y acido galico y comprobar que
el proceso mediante lipasa de Thermomyces lanuginosus es eficiente debido a su alta
capacidad transferencia de masa, posibilitando la union del acido galico en el glicerol.
En este primer acercamiento al modelo bioldgico se evaluaron los efectos en las
alteraciones generadas por la obesidad en el modelo murino, concretamente a nivel de
desarrollo de resistencia a la insulina y esteatosis hepatica. Cuatro semanas de
suplementacion con el AFEs con EPA/DHA 'y acido galico influyeron en la reversion de
alteraciones de los parametros bioquimicos asociados resistencia a la insulina;
mostrando una disminucion de los marcadores de homeostasis de glucosa en ratones
obesos y dando cumplimiento a la segunda parte de la hipotesis planteada. La
suplementacion con AFEs disminuy6 significativamente el peso de la grasa visceral sin
afectar el perfil lipidico o aumentar el dafio hepatico. Los resultados biol6gicos son
alentadores, aunque discretos, y permiten considerar estos nuevos lipidos fendlicos
estructurados como una alternativa coadyuvante en la reversion de algunas
enfermedades metabdlicas. Con la estrategia planteada se obtuvo, en un mismo
compuesto, un potente antioxidante que protege al nuevo lipido de la oxidacion y al

mismo tiempo aporta su funcionalidad nutricional para mejorar la salud.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado del Comiteé Institucional de cuidado y uso de animales (CICUA)
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UNIVERSIDAD DE ¢ Hlll

Santiago, a 7 de mayo de 2018

Certificado n": 18147-MED-UCH
CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certificay
que en el Protocolo numero CBA 1001 FMUCH del Proyecto de Investigacion titulado: “Enzymatic
reactions models in supercritical media for obtaining novel structured antioxidant triacylgycerides
rich in EPA-DHA as bioctive lipids. Effects on the improvement of biochemical markers associated
with obesity”, de la Investigadora Responsable Dra. Berta Alejandra Espinosa Escalona, Profesor
Asistente, del Departamento de Tecnologia Médica, Universidad de Chile, no se plantean acciones
en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de animales,
asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La Dra. Espinosa se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
sefnaladas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacién por parte de
este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 192 ratones Mus musculus (cepa C57BL/6J),
provenientes, del Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, desde el 01 de abril
de 2018 hasta 01 de abril de 2021, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual sera financiado
por Proyecto Fondecyt Regular Nro. 1181774,

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de investigacion y Desarrollo, y esta
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a lo academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioélica relacionoda
a mantencion y uso de animales. El certificodo que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigodores de
las observociones exigidas por el Comité,

o -'\ I
J * cicun” ‘*‘
‘ { vio 1
\ b xj] Y
Dr. Cristian Ugaz Ruiz G, ’d' Dr. Emilio Herrera Videla
Director Ejecutivo Presidente
CICUA-VID CICUA - VID
Universidad de Chile Universidad de Chile

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo (VID) = Universidad de Chile
www.uchile/cicua.cl email: coordinador.cicua@uchile.cl

158



Anexo 2. Certificado de la Unidad de prevencion de Riesgos & Bioseguridad
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PRESENTE

Estimados sefiores:

La Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile certifica
que ha recibido del investigador responsable Dra. Berta Alejandra Espinosa Escalona para su estudio el
proyecto titulado "Enzymatic reoctions models in supercritical media for obtaining novel structured
antioxidants triocylglycerides rich in EPA-DHA as bloactive lipids. Effects on the Improvement of
biochemical markers associated with obesity” Laboratorio de Medicina Molecular, Departamento de
Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, el cual cumple con los requerimientos
basicos de Bioseguridad para ser desarrollado, ademds se adecua a las exigencias establecidas por los
manuales: CONICYT “ Bioseguridad 1ra edicion,1994" y " Manual de Normas de Bioseguridad, 2da edicion
2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 42 edicién, Manual Bioseguridad en
laboratorios , Organizacién Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005, por tal motivo nuestra Unidad da e
visto bueno para su realizacion.

El investigador responsable Dra. Berta Alejandra Espinosa Escalona, se compromete a cumplir con las
normas de bieseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas en el Reglamento
Interno del funcionamiento de los laboratorios, Unidad de Prevencién de Riesgos y Bloseguridad, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, En concomitancia se hace responsable de que todos los participantes
del proyecte cumplan con las normas de bioseguridad establecidas.
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