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RESUMEN

El objetivo de esta memoria fue obtener lipidos fendlicos por aciddlisis enzimatica
de aceite de salmén (AS), concentrados de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga n-3 (EPA+DHA) de aceite de salmon (C-AGPI) y acido galico (AG)
catalizada por la lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL) utilizando como medio
de reaccidén dioxido de carbono en estado supercritico (CO.SC). Se utilizd un
disefio factorial 22 con 2 repeticiones en el punto central variando la proporcion de
AS/C-AGPI (g/g) y Presién CO.SC (bar). La caracterizacion de los productos
lipidicos fendlicos formados fue analizada por calorimetria diferencial de barrido
(DSC), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-UV) y cromatografia de
capa fina (TLC).

Los analisis fisicoquimicos de AS cumplieron con los estandares de calidad del
Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), Codex Alimentarius (CODEX) y
Global Organization for EPA and DHA (GOED). La composicién fue de 7,75 y
38,35 g de EPA + DHA /100 g de acidos grasos totales para el AS y C-AGPI
respectivamente. Los cromatogramas de HPLC para todas las muestras de
reaccion (E1-6), medidas a 280 nm y 215 nm, sugieren formacion de lipidos
fendlicos. En cuanto al DSC, las muestras E1-6 aumentaron su rango de fusion. Si
bien no hubo diferencias significativas (p 20.05) para el “onset’, si hubo diferencias
significativas (p <0.05) entre las muestras para el “endset” atribuibles a los acidos
grasos libres del C-AGPI y a la incorporacion de EPA y DHA a los lipidos
estructurados. Ademas, las muestras de E1-6, comparadas con AS,
disminuyeron la temperatura de su peak predominante (PPFM;). Su disminucién
puede deberse a que se favorecidé la union de AGPICL n-3 a los nuevos lipidos
estructurados. Respecto al TLC, el orden descendente de elusién en la placa
cromatografica fue: triacilglicéridos, diacilglicéridos, diacilglicéridos fendlicos,

monoacilglicéridos, monoacilglicéridos fendlicos y acido fendlico.



Por ultimo, se formd un nuevo lipido fendlico, con EPA/DHA y acido galico en
estructura, mediante una aciddlisis enzimatica catalizada por la lipasa de

Thermomyces lanuginosus bajo condiciones de CO,SC.

SUMMARY

The objective of this study was to obtain phenolic lipids by enzymatic acidolysis of
salmon oil (AS), concentrates of long-chain polyunsaturated fatty acids n-3 (EPA +
DHA) from salmon oil (C-AGPI) and gallic acid (AG) catalyzed by Thermomyces
lanuginosus lipase (TLL) using supercritical carbon dioxide (CO.SC) as reaction
medium. A 2? factorial design was used with 2 repetitions in the central point
varying the proportion of AS/C-AGPI (g/g) and Pressure CO,SC (bar). The
characterization of the formed phenolic lipid products was analyzed by differential
scanning calorimetry (DSC), high performance liquid chromatography (HPLC-UV)
and thin layer chromatography (TLC).

The physicochemical analyzes of AS complied with the quality standards of the
Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), Codex Alimentarius (CODEX) and
Global Organization for EPA and DHA (GOED). The composition was 7.75 and
38.35 g of EPA + DHA /100 g of total fatty acids for AS and C-AGPI respectively.
HPLC chromatograms for all reaction samples (E1-6), measured at 280 nm and
215 nm, suggest phenolic lipid formation. Regarding DSC, samples E1-6 increased
their melting range. Although there were no significant differences (p 20.05) for the
“onset”, there were significant differences (p <0.05) between the samples for the
“‘endset” attributable to the free fatty acids of C-AGPI and the incorporation of EPA
and DHA to structured lipids. In addition, the E1-6 samples, decreased the
temperature of its predominant peak (PPFM.) in comparison with AS. This
decrease may be due to the fact that bind of AGPICL n-3 to the new structured
lipids was favored. With respect to TLC, the elution order on the chromatographic
plate from top to bottom was: triacylglycerides, diacylglycerides, phenolic
diacylglycerides, monoacylglycerides, phenolic monoacylglycerides and phenolic

acid.



Finally, a new phenolic lipid with EPA / DHA and gallic acid in its structure was
formed by enzymatic acidolysis catalyzed by Thermomyces lanuginosus lipase
under conditions of CO,SC.

1. INTRODUCCION

El aceite marino es la principal fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga omega-3 (AGPICL n-3). El aceite de pescado es particularmente rico en
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) y acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-
3). Diversos estudios han relacionado estos compuestos con la disminucién de
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, algunos tipos de cancer y juegan
un papel importante en el desarrollo del cerebro y la vision del bebé (Valenzuela et
al., 2011; Calder, 2006; Mori & Beilin, 2004; FAO-FINUT, 2012; Simopoulos,
2009). Para obtener estos beneficios la industria ha elaborado alimentos
enriquecidos y suplementos nutricionales con AGPICL n-3, provenientes de
aceites de pescado, pero su biodisponibilidad depende de cdémo sean
suministrados estos acidos grasos (Schuchardt & Hahn, 2013; Trautwein, 2001).
Ademas, éstos resultan ser muy susceptibles a la oxidacién lo que se traduce en
la formacion de peréxidos y sus subproductos, que pueden ser perjudiciales para
los humanos perdiendo su valor biolégico y calidad nutricional (Kolanowski, 2010;
Kolanowski & Laufenberg, 2005).

Con el propodsito de prevenir este deterioro, se le incorporan distintos tipos de
antioxidantes. La preocupacién por la seguridad de los antioxidantes sintéticos ha
dado lugar a una creciente demanda de productos naturales. El acido galico es un
antioxidante natural que actua eliminando radicales libres y se encuentra entre los
antioxidantes altamente potentes para mejorar la estabilidad oxidativa de los
aceites marinos (Danubia, 2019; Rajan & Muraleedharan, 2017; Asnaashari,
Farhoosh & Sharif, 2014). Pero su solubilidad es relativamente baja en el medio, lo

que dificulta su aplicacion a estos productos (Ju & Bramlage, 1999).



La incorporacion de los acidos fendlicos a los triacilglicéridos (TAG) puede
producir nuevos lipidos fendlicos estructurados, con los potenciales beneficios de
ambos compuestos (Sabally et al., 2006 b). Los TAGs pueden ser modificados
mediante reacciones de interesterificacidn quimica o enzimatica para mejorar las
propiedades funcionales y/o nutricionales. El uso de enzimas especificas ha
permitido mediante técnicas biotecnoldgicas, la obtencidon de lipidos estructurados
con una estereoquimica establecida (Valenzuela et al., 2002). La lipasa de
Thermomyces lanuginosus (TLL) es una de las lipasas mas estudiadas y
empleadas en la industria debido a su versatilidad, especificidad sn-1,3,
termoestabilidad y accién a un amplio rango de pH (Fernandez-Lafuente, 2010;
Camacho et al., 2014).

La descomposicién o degradacion de los compuestos termolabiles no se puede
evitar en un método de interesterificacion convencional con solventes organicos.
Sin embargo, en un proceso de biocatalisis con diéxido de carbono supercritico
(CO,SC) ofrece ventajas potenciales ya que no es inflamable, no es toxico, es
barato y se puede usar en condiciones operativas suaves. Varios resultados
experimentales han demostrado que el CO,SC es un disolvente eficaz para las
mezclas derivadas de aceites de pescado (Lin & Chen, 2008; Mariod et al., 2010;
Gironi & Maschietti, 2006). Ademas, esta tecnologia tiene la ventaja de controlar

las variables de proceso para una mejor reaccion enzimatica (Knez, 2009).

Por lo tanto, en el presente estudio, se pretende obtener lipidos fendlicos por
acidolisis enzimatica de lipasa (Thermomyces lanuginosus) de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga n-3 (EPA+DHA), aceite de salmén y acido galico

bajo condiciones de CO; supercritico.



1.1 Antecedentes generales

1.1.1 Lipidos

Los lipidos son macronutrientes importantes de la dieta humana. Estos son los
mas densos energéticamente aportando 9 kcal/g. Los lipidos han sido clasificados
vagamente como moléculas hidréfobas y en muchos casos solubles en solventes
organicos. Otras clasificaciones apuntan a moléculas hidréfobas o anfipaticas que
pueden originarse total o parcialmente por condensaciones de tioésteres o
unidades de isopreno (Fahy et al., 2005). Estos son clasificados, por sus
propiedades fisico-quimicas y por su estructura molecular, en distintas categorias
como: acidos grasos, glicerolipidos, esteroles, etc. Que a su vez poseen
subcategorias (FAO-FINUT, 2012). Mas alla de su funcion nutricional, las
investigaciones recientes relacionan a los lipidos funcionales con la prevencion y
el tratamiento de muchas enfermedades. Un ejemplo son los siguientes lipidos
funcionales: acidos grasos omega-6 (acido gamma linoleico (GLA) y acido linoleico
(LA)), acidos grasos omega-3 (acido alfa-linolénico (ALA), acido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA)), acido linoleico
conjugado (CLA), aceites triglicéridos de cadena media y fitoesteroles
(Alabdulkarim et al., 2012).

1.1.2 Digestion y absorciéon de triglicéridos

Como indica la figura 1 la digestion de los lipidos comienza en la boca con accion
de la lipasa lingual, luego pasa al estdmago seguida de la hidrdlisis de la lipasa
gastrica y finalmente la mayoria de la digestion ocurre en el intestino delgado por

la lipasa pancreatica. La lipasa gastrica prefiere TAGs con acidos grasos de



cadena media (AGCM) y acidos grasos de cadena corta (AGCC) y también
muestra especificidad posicional para acidos grasos en la posicion sn-3 del TAG.
Luego en el intestino delgado, la grasa se mezcla con bilis y jugo pancreatico. La
bilis emulsiona los lipidos para una mayor accién enzimatica. Principalmente la
lipasa pancreatica (hidroliza TAG y DAG a MAG, glicerol y acidos grasos libres) la
cual posee actividad en las posiciones sn-1y sn-3 del TAG da como resultado la
liberacion de 2-MAG y acidos grasos libres (AGL). Los AGCM y AGCC son
absorbidos por el intestino y son transportados al higado via vena porta donde

experimentan (-oxidacion para la produccion de energia. Mientras que, los demas
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productos hidrolizados se absorben a través de las células intestinales en forma

de micelas. Luego los AGL y 2-MAG se reesterifican para formar quilomicrones y
entran en los vasos linfaticos donde son transportados a la circulacion y llevados a
las células para su uso como energia o almacenado como tejido adiposo (Akoh &
Pande, 2020; FAO-FINUT, 2012). Se ha estudiado ampliamente que los AGCL en
la posicion sn-2 en un TAG con AGCM en posicidon sn-1 y sn-3 son facilmente
absorbidos (Hita et al., 2007).



Figura 1. Digestion y absorcion de triglicéridos. TAG: Triacilglicérido. DAG:
Diacilglicérido. MAG: Monoacilglicérido. AGL: Acido graso libre. AGCC: Acido
graso de cadena corta. AGCM: Acido graso de cadena media. AGCL: Acido graso
de cadena larga. TAG-CM: Triacilglicéridos con AGCM en posicion sn-1, 2 y 3.
TAG-CM/CL: Triacilglicéridos con AGCM en posicion sn-1 y sn-3 y AGCL en
posicion sn-2. TAG-CL: Triacilglicéridos con AGCL en posicion sn-1, 2 y 3. Fuente:
Adaptacion de Akoh & Pande, 2020.

1.1.3 Aceite de pescado

El contenido de grasa del pescado es unico en sus cantidades de acidos grasos
omega-3 de cadena larga. Los aceites de pescado naturales contienen
aproximadamente 18% de EPA y 12% de DHA, lo que significa que cada molécula
de TAG contiene una de AGPICL n-3 (Schuchardt & Hahn, 2013). Las especies
capturadas en América del Sur (Peru y Chile) y Norte (EE. UU.) tienen un alto
contenido de AGPICL n-3 que puede alcanzar hasta el 35% de la grasa total.
Pero, los aceites de pescado con un mayor contenido de AGPICL n-3 también
tienen un mayor contenido de acidos grasos saturados, como miristico y palmitico
(Pike & Jackson, 2010).

Estos acidos omega-3 son producidos por algas marinas que primero son
consumidas por el zooplancton y luego por los peces. Aproximadamente el 95%
de la produccién mundial de aceite de pescado es para alimentacion animal
mientras que, el 5% restante es para uso directo en alimentos, elaboracion

suplementos alimenticios o0 medicamentos (Lembke, 2012).

Estos aceites al poseer acidos grasos insaturados son susceptibles a la oxidacion.
Por lo cual, para su almacenamiento, deben estar fuera de contacto con el aire y
metales prooxidantes e incluso en algunos casos son tratados con un antioxidante,
como el hidroxitolueno butilado (BHT) (Pike & Jackson, 2010).

1.1.4 Acido Eicosapentaenoico (EPA) y Acido Docosahexaenoico (DHA)



Son acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la familia de los omega-3 se
encuentran naturalmente en los alimentos provenientes del mar, especialmente en
pescado azul (salmén, arenque, anchoa, eperlano y caballa) y suplementos de
estos (FAO-FINUT, 2012). Se ha investigado extensamente sus beneficios para la
salud mediante estudios con resultados convincentes. Dentro de sus roles
importantes cabe destacar que forman parte de la materia gris y blanca del
cerebro humano. DHA juega un papel importante en la estructura y funcién de las
membranas celulares del cerebro ya que puede influir en los receptores de
membrana y en la unién a la proteina (Sinclair et al., 2007; Sastry, 1985). DHA es
importante para garantizar funciones neuronales y visuales 6ptimas en nifos
(Birch et al., 2007; Eilander et al., 2007). Ademas, bajo el consumo recomendado
por la FAO de 250 mg/d de EPA mas DHA se ha demostrado beneficios en la
presion arterial, mejoras en el metabolismo de los lipidos, aumento de la lipdlisis,
disminucién de la lipogénesis y reduccion en el riesgo de las enfermedades
cardiovasculares (Alabdulkarim et al., 2012; Jacobson, 2008; Mori & Beilin, 2004;
Flachs et al., 2009; FAO-FINUT, 2012).

La importancia de los acidos grasos omega-3 en la alimentacién es evidente. Sin
embargo, a través del tiempo se han disminuido en las dietas occidentales debido
a la agroindustria y el procesamiento de alimentos. Es por esto que surge la
necesidad de volver a consumir los AGPICL n-3 y la industria ha aprovechado esta
oportunidad para elaborar productos enriquecidos con estos acidos grasos
(Simopoulos, 2002). Se sabe que el humano no puede sintetizar LA y ALA acidos
grasos esenciales primarios para la formacion de omega-6 y omega-3
respectivamente debido a la falta del mecanismo enzimatico para introducir dobles
enlaces en las posiciones anteriores al carbono nueve. Por lo que estos acidos

grasos esenciales se deben consumir de la dieta (Tapiero et al., 2002).

1.1.5 Metabolismo EPA y DHA
Los humanos poseen el mecanismo de transformacion de ALA en EPA y DHA

mediante una serie de reacciones alternas de desaturacion donde ademas se



compite por las enzimas con la transformacién de LA en acido araquidonico. Pero
este mecanismo posee un bajo rendimiento de transformacion siendo un 0,2% de
ALA a EPA y 0,05% de ALA a DHA. Es decir, esta ruta no proporciona grandes
niveles de EPA y DHA por lo cual su consumo en la dieta mediante pescados y/o
aceites de pescado es fundamental (FAO-FINUT, 2012). EI EPA tal como se
muestra en la figura 2 mediante una serie de reacciones sucesivas se puede
producir DHA. Ambos AGPICL n-3 participan en diversas respuestas inflamatorias
y mecanismos de sefalizacion celular. EI EPA produce prostaglandinas vy
tromboxanos de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5 que disminuyen la
inflamacion ademas de lipoxinas y resolvinas con efectos antiinflamatorios.
Mientras que el DHA produce resolvinas vy protectinas con actividades
antiinflamatorias. Cabe recordar que la inflamacién es un mecanismo complejo de
respuesta fisiologica que da como resultado dano celular o tisular, y esta

involucrado en la patogénesis de muchas enfermedades.
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Figura 2. Metabolismo EPA y DHA. ALA: a-linolénico; SDA: acido estearidénico;
EPA: acido eicosapentaenoico; DHA: acido docosahexaenoico, DPA, acido
docosapentaenoico; PG: prostaglandinas; TX: tromboxanos; LT: leucotrienos; RV:
resolvinas; LX: lipoxinas; P: protectinas; COX: Ciclooxigenasa;, LOX:

lipooxigenasa. Fuente: modificado de Akoh & Pande, 2020.

1.1.6 Concentrados omega- 3

Una forma de consumir EPA y DHA para cumplir con sus requerimientos diarios
son los concentrados de omega-3. Se desarrollé con el objetivo de eliminar la
mayoria de los acidos grasos saturados y monoinsaturados y de esta manera

alcanzar concentraciones de EPA + DHA de hasta 90%.



La industria farmacéutica y alimentaria ha desarrollado diferentes métodos para
su desarrollo. Dentro de las técnicas mas usadas para aumentar las cantidades de
los AGPICL n-3 estd la concentracion por urea y la transesterificacion. La
concentracion por urea se usa de manera mas industrial por su escalabilidad y uso
de solventes de bajo costo. La urea (CO(NH.),) forma complejos en forma de
espiral con moléculas que contienen cadenas alquilicas lineales, como los acidos
grasos saturados y monoinsaturados. Esta fraccion es eliminada provocando un
enriquecimiento de la fraccion no complejada, 6 sea, una concentracion de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (Dovale-Rosabal et al., 2019). En cambio
la concentracion por transesterificacion aumenta la cantidad de EPA y DHA
mediante la union de AGPICL n-3 al TAG. En las moléculas TAGs naturales, los
AGPICL n-3 generalmente se unen en la posicién sn—-2, mientras que en los TAGs
estructurados se unen por igual en las posiciones sn-1,3 y sn-2 (Schuchardt &
Hahn, 2013).

1.1.7 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es el grado en que un nutriente puede ser absorbido y
transportado al sistema circulatorio o al sitio de actividad fisiologica. Esta
biodisponibilidad es determinada por multiples factores, como la presencia o
ausencia de otros compuestos que puedan afectar su absorcion, la forma quimica
en que se encuentran, su metabolizacidén luego ser absorbido, el estado de salud
de la persona, etc. (Schuchardt & Hahn, 2013). La mayoria de los estudios sobre
la biodisponibilidad de los acidos grasos omega-3 de cada larga se enfocan en su
forma quimica. Habitualmente estos suplementos se venden en forma de
capsulas, los cuales se pueden encontrar en forma de TAGs esterificados, ésteres
metilicos (EM), ésteres etilicos (EE) y acidos grasos libres (AGL). Estos ultimos se
oxidan facilmente produciendo una mayor cantidad radicales libres e
hidroperoxidos, que pueden transformase a aldehidos y cetonas, que conducen a
la pérdida de vida util, baja aceptabilidad del consumidor, pérdida del valor
nutricional e inocuidad (Arab-Tehrany et al., 2012). Por esto generalmente se
conservan en forma de TAG o EE (Lin & Chen, 2008). Segun Ghasemifard et al.



(2014) y Schuchardt et al. (2013) los estudios recopilados, que incluyen estudios
a corto y largo plazo en humanos y una serie de estudios en animales, informaron

que en general la absorcion de AGPICL n-3 es mejor como TAG que como EE.

1.1.8 Acido Galico

Los polifenoles son altamente estudiados por su actividad biolégica como
antioxidante. El acido galico (AG) o acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (figura 3), y sus
derivados, representan una gran familia de metabolitos polifendlicos secundarios
qgue son fuertes antioxidantes naturales presentes en varias plantas, usados en las
industrias farmacéutica y alimentaria. Actua mediante la eliminacion de radicales
libres (Aruoma et al., 1993; Dwibedy et al., 1999), induce a las células cancerosas
a una muerte programada (Serrano et al., 1998; Saeki et al., 2000) y posee
propiedades neuroprotectivas (Lu et. al., 2006). Este polifenol ha demostrado ser
un fuerte antioxidante en emulsiones y matrices lipidicas. En un estudio se
observo la actividad antioxidante del acido galico y algunos derivados en aceite
Kilka demostrando ser un potente antioxidante para mejorar la estabilidad
oxidativa de los aceites marinos fuentes ricas de AGPICL n-3 (Asnaashari et al.,
2014). Karamac et al. (2005) reporté que de 14 acidos fendlicos examinados por

sus actividades de eliminacion de radicales, el acido galico fue el mas activo.

O~_OH

HO OH
OH

Figura 3. Molécula de Acido Galico (AG). Fuente: Disponible en la web.

1.1.9 Triacilglicéridos Estructurados (TEs)
El valor nutricional y las propiedades fisicoquimicas de un TAG no solo dependen
de la composicién de sus acidos grasos sino también de su distribucion. Los TEs

se elaboran con el objetivo de mejorar o de disminuir la biodisponibilidad de uno o



de todos los componentes (Valenzuela & Sanhueza, 2008). Es posible disefar
TAGs de acuerdo a requerimientos especiales, a través de reacciones de
interesterificacidn que a su vez pueden clasificarse como acidolisis (transferencia
de un grupo acilo entre un acido y un éster), alcohdlisis (transferencia de un grupo
acilo entre un alcohol y un éster) y transesterificacion (intercambio éster-éster)
(Akoh & Pande, 2020).

Uno de los métodos mas usados para la sintesis de TAGs estructurados se basa
en la interesterificacion catalizada por lipasas regio y estereoespecificas para
producir grasas o aceites con estructuras de TAGs definidas, ya que ofrece la
ventaja de trabajar en condiciones de reaccion mas suaves que los catalizadores
quimicos y poseer un mejor control del producto final (Shieh et al., 1995; Schmid
et al., 1998; Akoh & Pande, 2020).

Estudios recientes utilizan este método para insertar otros tipos de moléculas. La
incorporacion de acidos fendlicos en TAGs puede dar como resultado nuevos
lipidos fendlicos estructurados, con beneficios potenciales de ambas moléculas.
Esta reaccion corresponde a la aciddlisis, transferencia de un grupo acilo entre un
acido y un éster, es una reaccion compleja que cuenta con la formacion de
intermediarios. Como muestra la figura 4 el TAG acila la enzima, formando una
molécula de DAG y una acil-enzima. El intermediario enzima-acilo puede ser
desacilada por agua u otro nucledfilo. El acido a incorporar acila a otra enzima
dando lugar a un segundo complejo “enzima-acilo”. Luego al ser desacilado por un
DAG, se forma un TAG con un nuevo acido (Adlercreutz, 1994). Ya se han
reportado investigaciones donde ha resultado con éxito la estructuracion de
distintos lipidos fendlicos (Sabally et al., 2006 a; Sabally et al., 2007; Ciftci &
Saldana, 2012; Karboune et al., 2008). Los antecedentes sugieren que la
incorporacion de un antioxidante como el acido galico al TAG con EPA o DHA
permitiria proteger de la oxidacién a dicho triacilglicérido en el trayecto por el tracto
digestivo. Ademas de brindar sus propiedades bioldégicas combinadas como

potencial antioxidante y antiinflamatorio.
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Figura 4. Mecanismo de acidolisis catalizado por lipasas. Fuente: Extraido de
Adlercreutz, 1994.

1.1.10 Biocatalizadores

Diversos tipos de biocatalizadores, como las lipasas, esterasas, y fosfolipasas
pueden ser utilizados para la modificacion de los lipidos. Pero las lipasas son las
mas usadas debido a su regioespecificidad. Una manera de enriquecer los aceites
de pescado es liberar los acidos grasos del esqueleto de glicerol con la ayuda de
enzimas especificas de posicion sn-1,3 ya que en su mayoria los aceites de
pescado tienen sus acidos grasos omega-3 de cadena larga (EPA y DHA) en la

posicion sn-2 (Lembke, 2012).

Las lipasas pueden catalizar tanto la hidrélisis como la reaccion de esterificacion
de los aceites con una velocidad razonable, dependiendo de su origen bioldgico y
condiciones de reaccion, algunas usadas son: Candida antarctica, Pseudomonas,
Mucor miehei, Rhiopus oryzae, etc. (Chandler, 2001). La lipasa de Thermomyces
lanuginosus (TLL) es una lipasa especifica para la hidrélisis en las posiciones sn-1
y sn-3, esto quiere decir que con las reacciones que implican TAGs, la lipasa TLL
selecciona las posiciones del acil sn-1,3 del esqueleto de glicerol, teniendo
también la habilidad de seleccionar ciertos sustratos y sus estereoisomeros, es
decir, es regio-selectiva. La TLL es bastante estable, mantiene la actividad a 50-
75°C, con una actividad optima de pH de 6-8 (Fernandez-Lafuente, 2010). El uso

de esta enzima resguarda el EPA y DHA ya presente naturalmente en posicidon sn-



2 en el aceite de pescado, pero puede insertar nuevos AGPICL n-3 y acidos

fendlicos en las posiciones sn-1,3 como se muestra en la figura 5.

__OH O-CO-R 0O-CO-R|
TLL TLL
—oH + R-COOH —— OH —_ CH
R-COOH
| OH OH O-CO-R|

Figura 5. Esterificacion de acidos grasos y glicerol, catalizada por la lipasa de
Thermomyces lanuginosus, especifica para las posiciones sn-1,3. Fuente:

Fernandez-Lafuente, 2010.

1.1.11 Fluido Super Critico (FSC)

Un Fluido Supercritico 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 es compresible, se comporta como un gas, llena y toma la forma de su
contenedor. Pero, tiene la densidad de un liquido (0,1-1g/mL), por lo tanto, el
poder disolvente de éste. Es decir, posee propiedades de transferencia masa tipo
gas y las caracteristicas de solvatacion de un liquido. Es una forma de la materia
en la que los estados liquido y gaseoso son indistinguibles entre si (Demirbas,
2000).

La tecnologia de los FSCs se ha aplicado en procesos de extraccion,
fraccionamiento, cromatografia y reacciones quimicas. Estudios han mostrado con
éxito que la sintesis enzimatica bajo condiciones super criticas es una alternativa
para el no uso de solventes organicos. Especificamente el uso de CO, (figura 6)
como fluido super critico es ventajoso debido a que no es téxico, no es inflamable,
no es costoso y no amenaza la capa de ozono al igual que los
clorofluorocarbonos, reemplaza los solventes téxicos y posee una temperatura
critica (31,05°C) adecuada para el tratamiento de materiales termosensibles.
(Black, 1996).



En la industria oleoquimica se ha estudiado el uso de fluidos supercriticos en
reacciones catalizadas por enzimas y reacciones de hidrogenacion. Gracias a esta
tecnologia es posible realizar reacciones a bajas temperaturas en un entorno no
oxidativo. Por esto, es especialmente util para la elaboracién de productos
altamente concentrados de EPA o DHA, debido a sus condiciones de separacion

muy suaves Y alta selectividad (Lembke, 2012; King, 2004).

El uso de FSC como medio de proceso en biocatalisis tiene varias ventajas. De las
cuales se incluyen propiedades de transporte unicas, altas difusividades y bajas
viscosidades que mejoran las tasas de transferencia de masa de sustratos a sitios
activos de enzimas. También, a altas presiones, las interacciones soluto-
disolvente aumentan, lo que resulta en una mayor capacidad de disolucion. Por
ultimo, el medio del proceso es facil de separar y no implica procesos fisicos
(Knez, 2009).
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Figura 6. Diagrama presion / temperatura. Esquema de los estados de la materia
y region supercritica correspondiente al CO,. T.: Temperatura critica y P.: Presion

critica. Fuente: Carrilho et al., 2001.

1.1.12 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Es una de las técnicas mas usadas que estudia las propiedades térmicas, a través

de métodos termoanaliticos, para las investigaciones en grasas y aceites (Rojas,



2013). DSC ofrece un método sencillo para investigar las caracteristicas de punto
de fusién y congelacién de grasas, la transicion de fases, conductividad térmica,

calor especifico, entre otros (Sathivel, 2005).

La distribucion de los acidos grasos se mide a menudo pero no es facil
relacionarlo con sus propiedades fisicoquimicas. Una razdn es que los aceites son
mezclas de TAGs, cada uno de ellos portando tres acidos grasos, por lo que cada
TAG puede cristalizar en varias formas polimérficas, cada una con su propio punto
de fusion. Por esta razon, en lipidos estructurados, nos permite evaluar como la
estructura molecular y la composicion de la mezcla afectan las propiedades finales

como los perfiles de fusion (Rousseau et al., 1996; Dos Santos et al., 2010).

1.1.13 Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)

El MSR es una herramienta estadistica simple que sirve para la investigacion de
procesos complejos y se ha utilizado ampliamente en alimentos (Shieh et al.,
1995). Este se utiliza para evaluar el efecto de varias variables sobre algun
proceso o producto. Se pueden realizar graficas de contorno, estudiar la respuesta
y encontrar el optimo. Por lo que puede ser un método eficaz para optimizar las
condiciones del CO,SC (Jiao et al., 2008).

Para esta investigacion la reaccién de aciddlisis depende de multiples factores,
como el tiempo, presidbn y la temperatura de reaccion, asi como las
concentraciones de enzimas y sustratos. Ciftci & Saldana (2012) reportaron para
la sintesis enzimatica de lipidos fendlicos bajo condiciones de CO,SC el estudio
de las variables de temperatura, presion, tiempo y la relacién molar de sustrato.
Cedano et al. (2016) estudiaron las variables de temperatura, presion, tiempo,
cantidad de enzima y relacion AGPICL /aceite para maximizar el contenido de
EPA y DHA mediante aciddlisis enzimatica del aceite de canola y AGPICL

concentrado.



2. HIPOTESIS
Es posible la incorporaciéon de acido galico (AG) en lipidos estructurados obtenidos
mediante la aciddlisis enzimatica con la lipasa de Thermomyces lanuginosus bajo

condiciones de didéxido de carbono supercritico (CO.SC).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Obtener lipidos fendlicos por acidolisis enzimatica de lipasa (Thermomyces
lanuginosus) de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 (EPA+DHA),

aceite de salmon y acido galico bajo condiciones de CO; supercritico.

3.2 Objetivo especifico

1. Caracterizar el aceite refinado comercial de salmén y su concentrado
mediante analisis fisicos-quimicos.

2. Obtener los cromatogramas de elucidon de las muestras de aciddlisis
enzimaticas de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3
(EPA+DHA), aceite de salménidos y acido galico mediante HPLC-UV.

3. Obtener el perfil, rango y peaks de fusion para el aceite de salmédn,
concentrado de aceite de salmon, acido galico y lipidos fendlicos mediante
DSC.

4. Determinar los lipidos fendlicos producidos (monoacilglicéridos vy

diacilglicéridos fenolicos) mediante cromatografia de capa fina (TLC).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Se utilizé aceite de salmoén (AS) refinado y desodorizado comercial de la empresa
Fiordo Austral, Av. Esq Blanca 1117, Maipu, Region Metropolitana, Chile. El
concentrado de aceite de salmén (C-AGPI) se obtuvo por inclusion (complejacion)
con urea a partir del aceite inicial. Las muestras se almacenaron en botellas color
ambar a -80°C para su posterior analisis. La enzima utilizada fue la lipasa
Lipozyme TL IM® originaria del hongo Thermomyces lanuginosus e inmovilizada
en un soporte de gel de silice, proporcionada por la empresa Blumos S.A.
(Santiago, Chile). EI acido galico (anhidro) se adquiri6 de la empresa Sigma
Aldrich, de Merck, Germany. El estandar interno que se utilizd es metiltricosanoato
(23:0), CAS 2433-97-8, NU-CHEK, Inc (Elysian, MN, USA). Los solventes
utilizados como el etanol absoluto, n-hexano, isopropanol, sulfato de sodio anhidro
(NazS0O,), cloruro de sodio (NaCl), metilato de sodio, isooctano, acido acético
glacial, acido sulfurico, provienen del laboratorio Merck (Santiago, Chile). Por
ultimo, los gases CO, N, aire ultra 0 y H. fueron comprados a la empresa Gaslab-
Linde (Santiago, Chile). Placa para cromatografia de placa fina (Thin-Layer

Cromatography, TLC) obtenidas de Merck, Germany.

4.2 Metodologia

5.

6.

7.

7.1

7.2
4.2.1 Caracterizaciéon quimica y fisica del aceite de salmén (AS).
Los parametros de calidad para la caracterizacion del aceite refinado comercial de
salmon fueron analizados segun el método oficial AOCS (Official Methods and
Recommended Practices de American Oil Chemists Society, 1993). Se realizé
determinacion de la acidez libre (AOCS Ca 5a-40), indice de perdxidos (AOCS Cd
8b-90), humedad y compuestos volatiles (AOCS Ca 2b-38), impurezas insolubles



(AOCS Ca 3a-46), indice de p-anisidina (AOCS Cd 18-90) y determinacién de
dienos y trienos conjugados (AOCS Ti 1a-64).

4.2.2 Analisis de composicion de acidos grasos del aceite de salmén (AS) y
concentrado de aceite de salmén (C-AGPI).

La identificacion de los acidos grasos se realizd mediante la comparacion de los
tiempos de retencion con estandares analiticos por cromatografia gaseosa. Se
utilizé un cromatégrafo HP 5890 serie Il, equipado con detector de ionizacién de
llama, sistema de inyeccion split, y columna capilar SPTM-2560 de 100m x
0,25mm x 0,2um (Supelco, Bellefonte, PA, USA), donde se utilizé hidrogeno como
gas transportador. El estandar utilizado para la identificacién de los perfiles de
acidos grasos sera NU-CHEK GCL-463 y se us6 el software DataApex Clarity™
para el analisis de los cromatogramas. La estandarizacion se realizé por triplicado
de acuerdo al método oficial de la AOCS Ce 1j-07 (2009). El programa utilizado
fue: temperatura del inyector y del detector 250°C, temperatura inicial: 100°C,
velocidad de la rampla 1: 3°C/min hasta una temperatura de 140°C, velocidad de
la rampla 2: 0,5°C/min hasta una temperatura de 170°C, velocidad de la rampla 3:

4°C/min hasta una temperatura final de 220°C que se mantuvo por 30min.

4.2.2.1 Metilacion de las muestras.

Los perfiles de acidos grasos se determinaron mediante la preparacion de ésteres
metilicos como se describe por IUPAC (Paquot & Hanuntfenne, 1987). Este paso
es previo para la identificacion del perfil de los acidos grasos por CG. Para esto se
pes6 100mg de muestra en un matraz aforado de 50mL. Se agregd al matraz
10mL de metilato de sodio 0,2N alcalino y 3 perlas de ebullicion. El sistema se
insertd en una varilla de vidrio en la parte superior del matraz y se calenté a reflujo
por 10min en un agitador magnético, se enfrio hasta aproximadamente 50°C y
luego, en el mismo matraz se adicion6 una gota de fenolftaleina al 1% en etanol al

95%. Se agregd acido sulfurico al 3% en metanol hasta la desaparicién del color



rosado, mas una gota en exceso para asegurarnos que se esta trabajando en
medio acido. Se insertd nuevamente la varilla de vidrio en la parte superior del
matraz y se calenté a reflujo por 30min, al enfriarlo se anadié de 2 a 5mL de
hexano y se afor6 agregando solucion de NaCl saturado. A la muestra metilada se
le agregd 2,5mg de estandar interno de cuantificacion metil-tricosanoato (23:0 NU-

CHEK) disueltos en 500mL de tolueno y se dejo reposar a 4°C por 30min.

4.2.3 Diseno experimental

Se realizé un disefio factorial basado en la metodologia superficie de respuesta
(MSR) de 2% de 2 factores: presion CO,SC vy relacion aceite de salmonido/
concentrado acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 (AS/C-AGPI). Con
6 corridas experimentales en total, dentro de las cuales dos corridas corresponden
al punto central, lo que permite estimar el error experimental. Las variables
independientes fueron presion CO,SC. 78, 189, 300 bar vy la relacion aceite/
concentrado (g/g): 9,75/0,00, 7,25:2,50 y 4,75:5,00 como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Disefio factorial de 2? de una aciddlisis enzimatica (Lipasa de
Thermomyces lanuginosus) bajo condiciones CO.,SC para la obtencién de un
nuevo lipido fendlico. Donde AS/C-AGPI: es la relacion Aceite de Salmén /
Concentrado de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 (EPA+DHA) de
Aceite de Salmoén (g/g) y P CO.SC: Presion CO; supercritica expresada en bar.
Experimento N° AS/C-AGPI (g/g) P CO.SC (bar)

1 9,75:0,00 78
2 9,75:0,00 300
3 7,25:2,50 189
4 7,25:2,50 189
5 4,75:5,00 300
6 4,75:5,00 78

Las muestras obtenidas de cada experimento se codificaron como: E1, E2, E3, E4,
ES y E6 (ej. Experimento N°1: E1).



4.2.4 Acidodlisis enzimatica de acido galico con distintas proporciones de
concentrado/aceite de salménido

La aciddlisis enzimatica se realiz6é en el equipo de CO,SC Spe-edTM SFE Applied
Separation (figura 7). Para llevar a cabo estas reacciones se utilizé una columna
de acero inoxidable con capacidad para 10g, donde se introdujeron los sustratos
de la reaccidon y la enzima. Posteriormente, se procedié a la preparacion de las
muestras de acuerdo a la tabla 1. Se considerd una cantidad constante de acido
galico de 250 mg. La enzima fue el 10% del total de los sustratos y actué a una
temperatura de 60°C durante 6 horas (Lin et al., 2006; Lin et al., 2008).

1. Gilindro Cl2 gas

2. Enfnador

3. Bomba

4. Compresor

5. Homao

6. Columna de reaccion
7. Panel de Conirol

8. Recipsente Muestra

a Vahula salda C0z gas
b. WValvula entrada COz Bquido

c. Termocuplas
7 —1 d. Vialvula salida Clz
i, ,‘ j— &, Valvula sabda Muesira

Figura 7. Esquema del equipo de CO, supercritico. Fuente: Elaboracién propia.

4.2.5 Caracterizacion de los productos lipidicos fendélicos mediante HPLC-
uv.

Las muestras se prepararon a una concentracion de 50 mg/mL en isopropanol.
Estas se examinaron en un cromatografo HPLC HP 1100 (Agilent Technologies
Inc. CA-USA). Para el control del cromatdgrafo se utilizé el programa ChemStation
for LC 3D Rev. A.10.02 (Agilent Technologies Inc. CA-USA). Para la separacion
cromatografica se utilizé una columna Luna C18 (2) de 150x4.6 mm. 5 um'y 100 A
(Phenomenex Inc. CA-USA). La elucidén de 20 pL de muestra inyectada se realizé
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 inicid



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 (tabla 2). El caudal se ajustdé a 1 mL/min y la
deteccidon se realizé a 215 y 280 nm. Adaptado de Sabally et al., (2006 b) y
Andrikopoulos et al., (1991).

Tabla 2. Sistema de gradiente HPLC. Columna: C18 de 150x4.6 mm. 5 uym. Fase
A: acetonitrilo/metanol 7/5. Fase B: isopropanol, Flujo: 1,0 mL/min. Longitud de

onda: 215y 280 nm Inyeccion: 20 pL.

Tiempo A (%) B (%)
(min)

0 100 O

10 100 O

20 40 60

30 0 100

Para la determinacion de las areas totales de las muestras y blancos se utilizo el
programa SpecManager de ACDLabs 6, para lo cual primero se ajustd la linea
base manualmente. Luego se realizé la seleccién de peaks ajustando todos los
parametros a cero y activando la detecciéon de hombros y finalmente se realiz6 la

integracion automatica.

4.2.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de los productos lipidicos
fendlicos.

Las evaluaciones calorimétricas se realizaron sobre el AS, C-AGPI, AG vy lipidos
fendlicos estructurados mediante DSC. Se obtuvo termogramas de fusién con la
entalpia de fusiéon (AH) expresada como J/g. Los peaks maximos de fusion fueron
evaluados en un equipo PerkinElmer modelo DSC 6000, con modelacién de
temperatura MT-DSC vy principio Heat flux. El calorimetro fue previamente
calibrado con Indio (punto de fusién= 156,61°C, AH de fusion=28,45 J/g).



Las muestras almacenadas a -80°C fueron mantenidas a temperatura ambiente
durante 1 hora previa al analisis. Las muestras (9-10 mg) se cargaron en capsulas
de aluminio para compuestos volatiles (N°219-0062) herméticamente selladas
mediante una prensa de capsula. Se utilizé nitrégeno (99,999% de pureza) como
gas purga a flujo de 20 mL/min. Tanto la muestra como la referencia (capsula

vacia) se sometieron al siguiente programa de temperatura:

1. Enfriar desde 30°C a -80°C a una velocidad de 5°C/min.
2. Mantener por 5 min a -80°C
3. Calentar desde -80°C a 200°C a una velocidad de 5°C/min.

El tratamiento de datos se realizé con el programa computacional Software Pyris
Player. Para la curva de fusion, se determiné el rango de fusion como: “onset”,
inicio de la menor temperatura, hasta “endset” punto donde el borde extrapolado
de la ultima endoterma se cruza con la linea de base (Tan & Che Man, 2002). Los
peaks de fusion fueron agrupados de acuerdo sus temperaturas, como: Peak de
punto de fusion bajo (PPFB), peak de punto de fusion medio (PPFM) y peak de
punto de fusién alto (PPFA) (Rodriguez et al., 2001; Rojas, 2013). Todos los

valores de DSC informados son el promedio de dos repeticiones.

4.2.7 Caracterizacién de los productos lipidicos fendélicos mediante TLC.

Se analizaron por TLC en placas de Silica gel 60 F254 (Merck). La migracion por
TLC se realizé con una mezcla de solvente saturado de cloroformo/ acetona/ acido
aceético (96:4:1, v/v/v) (Adaptado de Sabally et al., 2007). Como estandar de TG
se utilizé el aceite de salmon refinado desodorizado. Las placas fueron tefiidas con
solucion de iodo para la observacion de: triacilglicéridos, diacilglicéridos,
diacilglicéridos fendlicos, monoacilglicéridos, monoacilglicéridos fendlicos y acido

fendlico (acido galico).

4.2.8 Modelo estadistico.



Se realizé un ANOVA de los parametros con un nivel de significancia de p<0,05.
Método (LSD) de Fisher, nivel de confianza del 95,0%. Se utilizdé el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI-2011 (Stat Point Technologies, Inc.,
Rockville, USA).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizaciéon del aceite refinado comercial de salmén mediante
analisis fisicos-quimicos.

Tanto las caracteristicas organolépticas como la produccion de compuestos
dafinos para la salud deben ser controladas mediante analisis de calidad. Estos
criterios han sido establecidos por diversos organismos internacionales y
nacionales. En la tabla 3 se muestran los parametros evaluados en el aceite
comercial de salmoén (AS): acidez libre, valor de peréxidos, indice de p-anisidina,

impurezas insolubles, humedad, dienos y trienos conjugados.

Tabla 3. Parametros fisico-quimicos evaluados en el aceite de salmén (AS) de
acuerdo a organismos reconocidos mundialmente: Reglamento Sanitario de los
Alimentos (RSA, 2019), Codex Alimentarius (CODEX, 2017), Global Organization
for EPA and DHA (GOED, 2016) y European Food Safety Authority (EFSA, 2010).

Parametros de calidad Aceite refinado de pescado
RSA CODEX GOED EFSA Resultados
2019 2017 2016 2010 AS
Acidos grasos libres (g <0,25 <151% <0,25% <0,1% 0,20 +0,00
acido oleico/100 g aceite) %
Valor de Perdxidos (meq de <10 <5 <5 <0,1 0,40 £ 0,00
O, activo /kg de aceite)
Valor p-anisidina <20 <20 1,13+ 0,02
Impurezas insolubles % <0,05% 0,00 +0,00
Humedad y compuestos <0,2% <0,2% 0,04 £ 0,00
volatiles %

Dienos conjugados 0,01 £ 0,00



Trienos conjugados 0,04 £ 0,00

En cuanto a la acidez libre, que indica la alteracion de los TAGs ya sea enzimatica
o por hidrdlisis quimica, fue de 0,20 g acido oleico/100 g aceite. Lo cual, es baja y
cumple con lo establecido por el RSA, CODEX y GOED. Pero, es levemente
superior a lo establecido por el EFSA. Por otro lado, el indice de peréxido, que
determina los hidroperoxidos acumulados correspondientes al primer indicio de
rancidez oxidativa (oxidacion primaria), fue de 0,4 meq oxigeno activo /kg por lo
que cumple con lo establecido en el RSA, CODEX y GOED. Sin embargo, no
cumple con el requisito de EFSA ya que es mayor a 0,1 meq oxigeno activo /kg.
Mientras que, el valor de p-anisidina, medida de la formacién de compuestos
secundarios de oxidacioén, fue de 1,13 £ 0,02 muy por debajo de lo indicado en el
CODEX y GOED con un limite <20 (Heller et al., 2019). Asi como también las
impurezas insolubles fueron menor a 0,05% tal como se establece en el EFSA. En
cuanto al contenido de humedad y materias volatiles, segun el RSA y EFSA, no
debe ser mayor a 0,2% por lo que este aceite de salmén cumple con lo
establecido con un 0,04%. En general, el AS cumple con lo sefialado en el RSA,
CODEX y GOED, pero no con todos los limites establecidos por la European Food
Safety Authority (EFSA) que tiene los estandares mas exigentes para este tipo de

aceite.

Por ultimo, los dienos y trienos estan relacionados con la descomposicion lipidica
durante su almacenamiento. Los dienos conjugados se correlacionan con el bajo
valor de perdxidos ya que son componentes de la oxidacion primaria. Mientras que
oxidacion secundaria es representada por los valores de p-anisidina y trienos
conjugados (Landines & Zambrano, 2009). Lo obtenido para el aceite de salmon
refinado de 0,01 y 0,04 para dienos y trienos conjugados respectivamente, fue
inferior a lo reportado por Hamilton (1998) que inform¢é valores de 0,19 vy 0,08,
para dienos y trienos conjugados, en aceite refinado de anchoa de origen chileno.
Ambos valores son cercanos a cero por lo que la estabilidad oxidativa del aceite

de salmoén comercial refinado es buena.



5.2 Analisis de composicion de acidos grasos

5.2.1 Andlisis de composicion de acidos grasos del aceite comercial de
salmoén refinado (AS).

La composicion en acidos grasos para el AS se muestra en la tabla 4. En su
totalidad el aceite analizado report6 un 20,26% de acidos grasos saturados,
47,05% de acidos grasos monoinsaturados y 32,49% de acidos grasos

polinsaturados.

Tabla 4. Composicion inicial del aceite de salmén comercial (AS).

Acido graso o grupo AGL g/100g AGT
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 | C16:1 9¢ 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
Oleico | C18:1 9c 36,95+ 0,08
Cis-vaccénico | C18:1 11c 3,32+ 0,00
Linoelaidico | C18:2 9t, 12t 0,06 £ 0,00
Linoleico | C18:2 9c¢, 12c 15,7 £ 70,07
Araquidoénico | C20:0 0,32+ 0,00
y-linolénico | C18:3 6¢, 9c, 12¢ 0,22 + 0,00
8-Eicosaenoico | C 20:1 8¢ 0,44 + 0,01
11-Eicosaenoico | C 20:1 11c 1,84 £ 0,04
a-linolénico | C 18:3 9c¢,12¢c,15¢ 4,91+ 0,00
Eicosadienoico | C 20:2 11¢c 14c 1,34 + 0,01
Behenoico | C 22:0 0,36 + 0,00
Eicosatrienoico | C 20:3 11¢c, 14c,17¢c 0,33 +£0,00
Erucico | C 22:1 0,29 + 0,01
Araquidénico | C 20:4 5¢,8¢c,11c,14c 0,35+ 0,04
Docosadienoico | C 22:2 0,12+ 0,01
Eicosapentaenoico (EPA) | C 20:5 5¢,8c11c,14c,17¢c 3,92+0,04
Nervonico | C 24:1 0,27 £ 0,03
Docosatetraenoico | C 22:4 0,15+ 0.03



Docosapentaenoico | C 22:5 7¢,10c,13c,16¢,19¢c 1,68 £ 0.05

Docosahexaenoico C 22:6 3,83 +£0.04
(DHA) | 4c,7¢,10c,13c,16¢,19¢c
Total acidos grasos saturados 20,26
Total acidos grasos monoinsaturados 47,05
Total acidos grasos poliinsaturados 32,49
Total EPA+DHA 7,75

AGL: &cidos grasos libre. AGT: acidos grasos totales. Estandar interno metiltricosanoato (23:0). Promedio +
desviacion estandar de triplicados de la medicion de AGL expresados en g de acido graso/100g de AGT.

Los acidos grasos predominantes del aceite ordenados de forma descendente
fueron (expresado en g acidos grasos/100 g de acidos grasos totales): 18:1 n-9c o
acido oleico (36,95), 18:2 n-6 o acido linoleico (15,77), 16:0 o acido palmitico
(12,76), 18:3 n-3 o acido a-linolénico (4,91), EPA (3,92), DHA (3,83), 16:1 o
palmitoleico (3,74), 18:0 o acido estearico (3,64), 18:1 n-7 o cis-acido vaccénico
(3,32) y por ultimo el 14:0 o acido miristico (2,90). Estos resultados fueron
similares a los rangos establecidos por el CODEX (anexo 1) para un aceite de
salmén de cultivo, que si bien solo considera 23 acidos grasos, los mayoritarios
también fueron 18:1 n-9c o acido oleico (30-47), 18:2 n-9c, 12c o acido linoleico (8-
15) y 16:0 o acido palmitico (6,5-12).

Respecto a los acidos grasos EPA y DHA se encuentran en el limite inferior de los
rangos establecidos para este tipo de aceite con 3,92 EPA (dentro de un rango de
2-6) y 3,83 DHA (dentro de un rango de 3-10) (CODEX, 2017). Lo anterior, tiene
directa relacién con que el nivel de estos acidos grasos dependera de cual sea la
alimentacion de estos peces y una manera de evaluar esto es el nivel de acido
linoleico 18:2 n-6 presente en el aceite. Un individuo salvaje normal tendra valores
del 1,5-2,5% de este acido graso, mientras que los individuos de cultivo pueden
llegar a valores tan altos como 8-15%, este aceite presentdé un 15,7g &cido
linoleico lo que indica que una parte importante de su alimentacién fue una fuente
de aceite vegetal (Tocher et al., 2019). Esto a su vez influiria en la disminucion de
EPA y DHA, ya que los AGPICL n-3 son mayores en dietas cuyo aporte energético

proviene de aceite de pescado (Nanton et al., 2007).



5.2.2 Anadlisis composiciéon de acidos grasos del concentrado de aceite
comercial de salmén (C-AGPI).

En la tabla 5 se muestra la cuantificacién de los acidos grasos identificados en el
concentrado de aceite de salmon, medidos como el porcentaje del acido graso en
100g de los acidos grasos totales, dio como resultado una composicion de 15,8 de
20:5 n-3 (EPA) y 22,55 de 22:6 n-3 (DHA) siendo éste el mas abundante.

Segun el CODEX (2017) un concentrado de aceite de pescado contiene entre un
30 a 50% de EPA+DHA y un aceite de pescado altamente concentrado contiene
mas de 50% de EPA+DHA. La suma total de estos acidos grasos fue de 38,35%,
por lo que cae dentro de la categoria de concentrado. Aun asi, el contenido es
bajo en comparaciéon con el estudio realizado por Pando et al. (2018), cuya meta
fue maximizar la concentracion de DHA y EPA en aceite de trucha arcoiris
mediante complejacion con urea, que dio como resultado un 71.52 % de
EPA+DHA. Asi también lo informa Dovale-Rosabal et al. (2019) que maximizé el
contenido de EPA y/o DHA mediante la optimizacién de las variables en el proceso

de inclusidon de urea alcanzando un 80,51% EPA+DHA.

Tabla 5. Composicion de EPA, DHA y otros acidos grasos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados del concentrado de aceite de salmoén (C-AGPI).

Acido graso o grupo AGL 9/100g AGT

Miristico C14:0 0,032
Palmitico C16:0 0,25
Estearico C18:0 0,14

Oleico C18:1 9c¢ 1,7
Linoleico C18:2 9¢,12¢ 19,08
a-linolénico C 18:3 9c,12¢,15¢ 8,58
Eicosapentaenoico (EPA) A C 20:5 5c¢,8c,11c,14c,17¢c 15,8
Docosahexaenoico C 22:6 22,55

(DHA) 4c,7¢,10c,13c,16¢,19c

Total EPA+DHA 38,35



posterior reacciéon de estructuracion de lipidos ya que los AGPICL n-3 al ser

mayoritarios podran tener mas opciones de union a los TAGs estructurados.

5.3 Analisis y caracterizaciéon de productos lipidicos fendlicos.

5.3.1 Analisis de los lipidos fendlicos mediante HPLC-UV.

En la figura 8 se muestras los cromatogramas UV obtenidos a 215 y 280 nm de
las reacciones de acidolisis enzimatica mediada por TLL para distintas
concentraciones de AS y C-AGPI, bajo condiciones de CO,SC (E1 a EG). Los
TAGs sin modificar del aceite de pescado absorben a 215 nm mientras los lipidos
fendlicos absorben tanto a 215 como a 280 nm (Sabally et. al., 2006 a; Sabally et.
al., 2007).

Basado en el andlisis de datos de Sabally et al., (2007) quienes realizaron la
sintesis de lipidos fendlicos a partir de aceite de higado de pescado y acido
dihidrocafeico, el peak 1 observado en los diferentes cromatogramas obtenidos a
215 y 280 nm corresponderia al acido fendlico sin reaccionar (figura 8).
Siguiendo el mismo andlisis como referencia, los peaks 7, 8, 9, 10 y 11
observados a 215 nm corresponderian a diferentes TAGs presentes en el aceite
de salmén. Mientras los peaks 3, 4, 5 y 6 corresponderian a acidos grasos libres
propios del C-AGPI o alternativamente a acidos grasos libres formados como
producto de la reaccion enzimatica. La confirmacion de la formacion de lipidos
fendlicos se establecié al comparar los cromatogramas obtenidos a 215 y 280 nm,
puesto que la incorporaciéon del compuesto fendlico proporciona la capacidad de
absorcion a 280 nm, de esta forma los peaks 7°, 8, 9’y 10" corresponderian a
TAGs modificados con compuesto fendlico. Adicionalmente, en las muestras E1 y
E2 se observd el peak 4 no detectado en las otras reacciones y que

corresponderia a otro tipo de lipido fendlico.

La incorporacion de acidos fendlicos a los TAGs da como resultado nuevos lipidos
fendlicos estructurados. Durante la reaccion enzimatica, la enzima TLL removeria

de los TAGs del aceite de salmén uno de los acilos formando como producto una



molécula de DAG vy el intermediario acil-enzima. En forma paralela, el acido galico
seria unido por la enzima para formar también un intermediario acil-enzima. Esta
ultima interaccionaria con un DAG para formar finalmente un lipido fendlico que
contendria dos acidos grasos y un acido fendlico. El acido fendlico, en este caso,
el acido galico, estria unido en las posiciones sn-1 o sn-3 ya que la enzima TLL
tiene preferencia por estas posiciones y que por otra parte permitiria la no
remociéon de los acidos grasos omega-3 de cadena larga (EPA y DHA) que se

encuentran mayoritariamente en la posicion sn-2 (Lembke, 2012).
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Figura 8. Cromatogramas de HPLC a 280 y 215 nm de las muestras de reaccion



de acidolisis enzimatica. Los peaks indicados en los cromatogramas
correspondieron a: AG, peak 1; AS, peaks 4, 7, 8,9, 10 y 11, AS/C-AGPI, peaks 3,
4,5 6,7, 8 9, 10y 11; y lipidos fendlicos, peaks 4°, 7°, 8", 9’y 10".

5.3.2 Analisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
Todas las curvas de fusion pueden observarse en las figuras 9 ay b. Y los datos

resumidos de los termogramas en las tablas 6, 7, 8a 'y 8b.
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Figura 9a. Termogramas de perfil de fusion por DSC de E1-E6. Los peaks

indentificados en los termogramas correspondieron a: 1, 2, 3, 4 y 5. Onset: inicio

de fusién y endset: final de fusion.
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Onset: inicio de fusion y endset: final de fusion.

Sathivel (2005) menciona que los aceites de pescados refinados muestran peaks

altos y estrechos en los termogramas de DSC y estos se van haciendo mas

afilados después de cada paso de purificacidon. Como muestra la figura 9a, para

las muestras de aceite de pescado con adicién de concentrado (E3, E4, E5 y E6)

los peaks fueron menos afilados lo que podria indicar formacion de impurezas del

100



aceite (formacién de acidos grasos libres). Que es evidentemente posible ya que
una molécula de acido graso esta siendo reemplazada por acido galico para la
formacion del lipido fendlico, dando como producto un acido graso libre. Lo cual
también nos indica que con una purificacion de las muestras se visualizarian mejor

los peaks.

En cuanto al rango de fusion (tabla 6), temperatura de inicio de fusion (onset) y
temperatura de final de fusién (endset) (figura 9a), en todas las curvas de fusién
comenzaron a fundir a temperaturas bajo los -70°C, sin diferencias significativas p
=0.05, que difiere discretamente con Huang & Sathivel (2008) que reportaron un
rango de fusion del aceite de salmén sin purificar de -61,3 a 31,2 °C y Sathivel
(2005) que informd un rango de fusion para el aceite de salmén rojo de -69.6 a
-0.36°C y —64.7 a 20.8°C para el salmén rosado.

Tabla 6. Rango de fusion determinado en AS, C-AGPI, las muestras de

reacciones de aciddlisis enzimatica (E1-E6) y AG.

Rango de Fusion (°C)
Exp  Onsetde Fusidon (°C) Endset de Fusion (°C)

E1 -745 £ 2,6° 6,3 + 0,0°
E2 -7134 + 22° 51 + 04®
E3 -75,2 £ 2,78 199 =+ 1,2°
E4 -731 = 278 20,0 =+ 1,3°
ES5 -745 £ 2,6° 200 =+ 0,5°
E6 -7125 + 09° 234 + 04
AS -7125 * 25° 43 =+ 0)5°
C-AGPI -751 £ 0,0° 334 =+ 0,0°
AG 2628 + 0,0° 267,0 + 0,0

-Los valores fueron expresados como el promedio de duplicados a excepcion de C-AGPlI y AG. La
comparacion fue hecha entre cada columna. Los valores con letras diferentes son significativamente
diferentes entre las muestras (p <0.05). Método (LSD) de Fisher, nivel de confianza del 95,0%.
STATGRAPHICS centurién.

En cuanto al fin de fusion (endset), las muestras de lipidos estructurados E1-6,

aumentaron respecto al AS. Esto explica Dos Santos et al., (2010) que observo



en lipidos estructurados que el EPA, DHA y AA expanden el rango de fusion en
ambos sentidos. Cabe mencionar que C-AGPI posee un rango de fusion mas
amplio, comparado con AS, con un final de fusién en 33,4°C que se le atribuye a la
formacion de acidos grasos libres después de su complejacién con urea, como:
C20:1 11c (24 a 25°C), C16:1 9t (32,22°C) o C20:1 8c (34,09 a 35,13°C) (Dos
Santos et al., 2010). Lo cual provocéd que las muestras E3-6 con una fraccion de

C-AGPI también aumentaran su final de fusion (endset).

En general, hubo diferencias significativas (p <0.05) entre todas las temperaturas
finales de fusion. Por lo que las variables de AS/C-AGPI (g/g) y P CO.SC (bar)
influyeron sobre este parametro. Esto puede ser debido a que el producto
formado, lipidos fendlicos y TAGs estructurados, cada uno de ellos con dos o tres
acidos grasos, pueden cristalizar en varias formas polimérficas cada una con su
propio punto de fusion. El aceite de salmon es un material quimicamente complejo
y aun mas los lipidos fendlicos estructurados, por lo tanto, es esperable que el
rango de fusion se produzca en un amplio rango de temperaturas (Dos Santos et
al., 2010).

Finalmente, para el AG puro se observé solo 1 peak, muy marcado, con un rango
de fusion 262,8 a 267,0°C. A esta temperatura el aceite y las muestras ya estan
descompuestas por lo que solo se llego hasta 200 °C para fines de la evaluacién

térmica.

Tabla 7. Resumen de la presencia de peaks. PPFB: Peak de punto de fusién

bajo. PPFM123.4: Peak de punto de fusion medio. PPFA: Peak de punto de fusion

alto.
PPF PPFM PPFM PPFM PPFM PPF Total
Exp

B ] ) 3 4 A peaks

AS X X X X 4

C-AGPI X X X XXX 6

E1 X X X 3

E2 X X X 3



E3 X X X X 4
E4 X X X X 4
ES5 X X X X X 5
E6 X X X X 4

X: indica la presencia del peak.

En la Tabla 7, se resumid la presencia de todos los peaks identificados en la
figura 9 a y b. En general, se visualizaron 4 peaks endotérmicos distintos para el
AS. Asi, también inform6 Rojas (2013) quien identifico 4 peaks bien marcados
para un aceite marino. Todas las muestras, de E1 a E6, perdieron el peak PPFM;
que esta presente solo en AS. Especificamente las muestras E1 y E2, lipidos
estructurados ambos compuestos de AS y AG, mostraron solo 3 peaks. Esto
demuestra que la reaccion de provocd cambios conformacionales, ya sea por
interesterificacion entre acidos grasos y/o aciddlisis enzimatica por adicién de
acido galico dentro de los experimentos, aun mas alld de la adicion o no de
concentrado. Mientras que las muestras E3, E4, E5 y E6, compuestas por AS/C-
AGPI y AG, reportaron 4 o mas peaks, perdiendo el peak PPFM,y adicionando un
peak PPFM,4 y/o PPFA al final del termograma adoptando caracteristicas del C-

AGPI quien tuvo mas de 4 peaks.

Tabla 8a. Clasificacion de Peaks de fusion determinados en AS, C-AGPI y las
muestras de reacciones de acidolisis enzimatica (E1-E6). PPFB: Peak de punto de

fusion bajo. PPFM;.;: Peak de punto de fusion medio.

Exp PPFB PPFM, PPFM,

E1  -64,33 + 0,00% 20’95' + 0,00°
E2 -63,66 + 0,35° 21’32' + 0,05°
E3 -63,18 + 0,94° 22’92' + 0,42°
E4  -6527 + 0,51% 23’5&; + 0,51°
E5 -66,50 * 0,23° 26’4‘; + 0,15°
E6 -70,04 + 0,30 + 0,23°

18,27



AS 69,44 + 1,33° -+ 0,29 -
34,64 15,91
C- -75,14 = 0,00° -6,68
AGPI

-Los valores fueron expresados como el promedio de duplicados a excepcion de C-AGPI y AG. La

+
I+

0,38

I+

0,00¢

comparacion fue hecha entre cada columna. Los valores con letras diferentes son significativamente
diferentes entre las muestras (p <0.05). Método (LSD) de Fisher, nivel de confianza del 95,0%.
STATGRAPHICS centurién.

En la tabla 8a se muestran los PPFB, PPFM; y PPFM.. Los PPFB, con
temperaturas entre -75,14 y -63,18°C, se pueden atribuir a los AGPICL como el
EPA, DHA y AA que tienen cinco, seis y cuatro dobles enlaces, respectivamente,
lo que da como resultado puntos de fusion muy bajos (Dos Santos et al., 2010). Y
que también concuerda con Sathivel (2001) que determind los rangos de fusion,
con AGL en muestras comerciales, para el C22: 6 y C20:4 que arrojaron rangos de
fusién de -47,4 a -42.2°C y -43.4 a -38.4°C respectivamente. El PPFB con una
temperatura menor (-75,14°C) fue para el C-AGPI, lo cual era esperable ya que
posee una concentracidon mas alta de AGPICL n-3 con temperaturas de fusiones

bajas.

Para todas las muestras, incluyendo el C-AGPlI y AS, el PPFM. fue el
predominante. Para las muestras de E1 a E6 correspondié a su segundo peak
mientras que para el AS fue su tercero ya que su termograma arrojéo un peak
anterior (PPFM,) que solo fue posible observar en esta muestra. E| PPFM,, peak
maximo, fue de -15,91°C para AS; mientras que para las muestras de E1 a E6
fueron menores a los -18°C. Su disminucion puede deberse a la aleatorizacién de
la estructura de los TAGs en la reaccion enzimatica que favorecio la union de
AGPICL n-3 a los nuevos TAGs estructurados. Esto coincide con lo reportado por
Dos Santos et al., (2010) quienes hicieron estudios térmicos a diferentes lipidos
estructurados, en donde aquellos TAGs estructurados con EPA, DHA y AA
presentaron puntos de fusion a -20°C. Segun Rousseau. et al., (1996), existe una
directa relacion entre la composicion del TAG y sus propiedades fisicas. Los tipos

de AGL dictan el comportamiento de fusion de un TAG. Es por esto que las



propiedades fisicas de los TAGs son mas complejas que la de los AGL por si

solos.

En la tabla 8b se muestra el PPFM; que cubre el rango de -4 a -13°C y se
encuentra en todas las muestras menos en C-AGPI, esto se puede asociar a la
presencia de a-linolénico (C18:3 n-3) y acido linoleico (C18:2) que funden a -11,5
y -7,15°C (Knothe & Dunn, 2009). EI C-AGPI no reportd este peak ya que tiene

disminuida la cantidad de estos acidos grasos.

Por ultimo el PPFM,4 (rango de 7,34 a 13,26°C) y PPFA (rango de 15,73 a 23°C),
solo presente en las muestras que contienen AS/C-AGPI y AG, es de decir, de E3
a E6 y obviamente en C-AGPI, podrian corresponder a los acidos grasos C18:1
11c (13 a 15°C), C18:1 9c (-5.7 a 15.2°C) y C20:1 11c (24 a 25°C) que fueron
determinados por Knothe & Dunn (2009) quienes hicieron una evaluacién
completa de los puntos de fusion de acidos grasos determinados por calorimetria

diferencial de barrido.

Tabla 8b. Clasificacion de Peaks de fusion determinados en AS, C-AGPI y las
muestras de reacciones de acidodlisis enzimatica (E1-E6). PPFMs.4: Peak de punto

de fusion medio. PPFA: Peak de punto de fusion alto.

Exp PPFM;, PPFM, PPFA

E1 410 + 0,00°

E2  -417 % 059°

E3  -502 + 0111° 808 % 0,93°

E4  -933 + 043° 103 + 0,24°

7

ES 1549 * 020° 734 + 060° 1573 & 039°
E6  -8,85 + 0,59 1971 + 0,17
AS 581 * 024°
C-AGPI 132 + 0,00° 2300 * 0,00°

6

-Los valores fueron expresados como el promedio de duplicados a excepcion de C-AGPlI y AG. La

comparacion fue hecha entre cada columna. Los valores con letras diferentes son significativamente



diferentes entre las muestras (p <0.05). Método (LSD) de Fisher, nivel de confianza del 95,0%.
STATGRAPHICS centurién.

5.3.3 Anadlisis TLC
Las reacciones de acidolisis enzimatica mediada por TLL (E1 a E6), AS, C-AGPI y
AG, se analizaron cualitativamente por cromatografia de capa fina y los resultados

se muestran en la figura 10.

Basado en el analisis de Sabally et al., (2007), quienes elaboraron lipidos fendlicos
a partir de aceite de higado de pescado y acido dihidrocafeico, los TAGs en la
parte superior adoptaron formas de pliegues “®”, caracteristico para los TAGs
aceites marinos. El orden de elusién en la placa cromatografica de arriba hacia
abajo fue como se esperaba. De acuerdo a su polaridad creciente fue:
triacilglicéridos, diacilglicéridos,  diacilglicéridos fendlicos, monoacilglicéridos,
monoacilglicéridos fendlicos y acido fendlico. Los resultados experimentales
mostraron que los monoacilglicéridos y diacilglicéridos fendlicos migraron mas
lentamente que sus correspondientes acilgliceroles, que podria deberse la mayor
polaridad de los lipidos fendlicos tal como se indica en Sabally et. al. (2007) y
Sabally et. al. (2006 a).



— Triacilglicéridos

— Diacilglicéridos

— Diacdilglicéridos Fendlicos

—— Monoacilglicéridos
—— Monoacilglicéridos Fendlicos

—— Arido Gdlico

AS C-AGPI AG E1 E2 E3 E4 E5 E6

Figura 10. Separacion por cromatografia en capa fina de las reacciones de
acidolisis enzimatica. AS: Aceite de salmén. C-AGPI: Concentrado de aceite de
salmén. AG: Acido galico. Lipidos estructurados: E1, E2, E3, E4, E5 y E6.

Estos lipidos fendlicos estructurados se esquematizan en la figura 11 donde “R+’
puede ser cualquier acido graso del aceite de salmon formando parte de la
estructura de sus triacilgliceridos y “R.” el acido galico. La reacciéon de aciddlisis
ocurre por la accién de la lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL) quien actua
insertando acido galico de manera especifica para las posiciones sn-1 y sn-3
dando como productos mono o diacilglicéridos fendlicos que se observan de

manera cualitativa en el TLC.

Cabe mencionar que a su vez también la enzima puede intercambiar un acido
graso por otro, por lo que hay multiples reacciones simultaneas que compiten

entre si.



H,C-OH H,C-0-CO-R,
| |
HC-0-CO-R, . HC-0-CO-R, + HO-CO-R,
| |
HC-0-CO-R H,C-0-CO-R
HC-0-CO-g,
H (lj —_0-CO-R, Lipasa Diacilglicérido Diacilglicérido Fendlico Acido Graso Libre
| -—
H,C—0—CO-R, TLL
Triacilglicérido (TAG) H,C-0H H,C-0H
| |
N HC-0-CO-R, HC-0-CO-R
Oy _OH | B |
. H,C-0OH H,C-0-CO-R,
Acido Gdlico R: = B -
Monoacilglicérido Monoacilglicérido Fendlico
HO OH
OH

Figura 11. Esquema de las posibles reacciones de aciddlisis enzimatica de acido
galico con aceite de salmén. La sustitucion de un grupo —R en el glicerol. Accion
de la lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL) especifica para la hidrolisis en las

posiciones sn-1y sn-3. Fuente: Modificado de Sabally et al., 2007.



6. CONCLUSIONES

La caracterizacion del AS, a través de los analisis de estabilidad oxidativa como
acidez libre, indice de perdxidos, valor de p-anisidina, entre otros, mostré valores
experimentales dentro de los limites establecidos por el RSA, el CODEX y el

GOED; esto indica que es apto para ser utilizado.

Los cromatogramas de elucion obtenidos mediante HPLC-UV mostraron peaks
que presentaron absorbancia a 215 y 280 nm lo que indicaria la formacién de

productos fendlicos lipidos en todas las reacciones examinadas (E1-E6).

En cuanto al DSC, las muestras E1-6 aumentaron su rango de fusion. Si bien no
hubo diferencias significativas (p =0.05) para el “onset’, si hubo diferencias
significativas (p <0.05) entre las muestras para el “endset’ atribuibles a los acidos
grasos libres del C-AGPI y a la incorporaciéon de EPA y DHA a los lipidos
estructurados. Ademas, las muestras de E1-6, comparadas con AS, disminuyeron
la temperatura de su peak predominante (PPFM;). Su disminucién puede deberse
a que se favorecio la union de AGPICL n-3 a los nuevos lipidos estructurados.
Todas las muestras, de E1 a E6, perdieron el peak PPFM;, presente solo en AS, lo
que indica que hubo reaccion de interesterificacion (aciddlisis y/o

transesterificacion).

Por otra parte, se pudo separar cualitativamente los lipidos fendlicos producidos
(monoacilglicéridos y diacilglicéridos fendlicos), por la reaccion de acidolisis
enzimatica con la lipasa de Thermomyces lanuginosus bajo condiciones de diéxido

de carbono supercritico, mediante TLC.

Por ultimo, es posible la incorporaciéon de acido galico en lipidos estructurados
obtenidos mediante la aciddlisis enzimatica con la lipasa de Thermomyces

lanuginosus bajo condiciones de dioxido de carbono supercritico.
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8. ANEXOS
Anexo 1. Composicién acidos grasos para distintos tipos de aceites marinos.
Determinados mediante cromatografia liquida-gaseosa. Expresados como

porcentaje del total de acidos grasos. Fuente: CODEX, 2017.
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