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RESUMEN

El aceite de pescado es un producto que posee un alto contenido de &acidos grasos
poliinsaturados, por lo que es muy valorado en los sectores farmacéutico, nutracedtico y
alimentario (para consumo humano y animal). Sin embargo, es muy susceptible a la oxidacion,
por lo cual, en la etapa final de refinacidon puede ser protegido con nitrégeno y/o antioxidantes
para retardar su deterioro.

Los antioxidantes utilizados en la produccion de aceite refinado de pescado pueden ser
sintéticos o de origen natural a solicitud del cliente y los mercados de destino. Debido a la
creciente demanda por productos mas saludables que consideren el uso de antioxidantes
naturales no genéticamente modificados (NO GMO), se hizo necesario hacer pruebas de
aceleracion oxidativa con el equipo Oxipres, donde se evalu6 el consumo de oxigeno a
temperatura y presion elevadas. Estos resultados fueron comparados con los datos obtenidos

anteriormente a partir de las pruebas de estabilidad oxidativa.

Finalmente, se determind que los antioxidantes NATNX G50 (mezcla de tocoferoles de girasol
50%) y NATNX V70 (mezcla de tocoferoles 70%) podrian sustituir a la marca VAMIX (GMO),

que era utilizada hasta ese momento.

Palabras clave: Aceite refinado, anchoveta, antioxidantes, acidos grasos polinsaturados,
estabilidad oxidativa.



ABSTRACT

Fish oil is a product with a high content of polyunsaturated fatty acids, highly valued in the
pharmaceutical, nutraceutical, and food sectors (for both human and animal consumption).
However, it is highly susceptible to oxidation, so in the final stage of refinement, it can be
protected with nitrogen and/or antioxidants to slow down its deterioration. The antioxidants
used in the production of refined fish oil can be synthetic or of natural origin upon customer
request and depending on the target markets. Due to the increasing demand for healthier
products considering the use of non-genetically modified natural antioxidants (NO GMO),
it became necessary to perform oxidative acceleration tests using the Oxipres equipment,
where oxygen consumption at high temperature and pressure was evaluated. These results
were compared with data obtained previously from oxidative stability tests. Finally, it was
determined that the antioxidants NATNX G50 (a blend of sunflower tocopherols 50%) and
NATNX V70 (a blend of tocopherols 70%) could replace the brand VAMIX (GMO) that

was previously used.

Key words: Refined fish oil, anchoveta, antioxidants, polyunsaturated fatty acids, oxidative

stability.



. INTRODUCCION

El aceite de pescado es una excelente fuente de acidos grasos poliinsaturados omega 3 y su
consumo esta relacionado con multiples beneficios a la salud cardiovascular, cerebral,
ocular, etc. La elevada concentracion de acidos grasos poliinsaturados confiere a este
alimento un notable valor nutricional, pero simultaneamente lo hace extremadamente
susceptible a la oxidacion, lo cual puede provocar una serie de efectos indeseables como la

alteracion de sus propiedades nutricionales y sensoriales.

Uno de los métodos mas utilizados para retardar la oxidacion de las grasas y aceites de origen
marino en alimentos es la utilizacion de antioxidantes. Existen antioxidantes naturales, los
cuales son obtenidos de fuentes naturales, y antioxidantes sintéticos, que son creados a partir
de procesos quimicos. De acuerdo a su fuente de origen, los antioxidantes naturales pueden
ser clasificados como GMO (alimentos genéticamente modificados), que son cominmente

Ilamados transgénicos o como NO GMO, es decir, que no son genéticamente modificados.

En el cuarto capitulo se muestra la literatura existente relacionada a la naturaleza,
propiedades, utilidades, producciony valor comercial del aceite de pescado. Adicionalmente
se describen las etapas principales de la refinacion de aceite de pescado asi como el deterioro

y estabilidad de aceites y grasas

En el quinto capitulo se describe la ejecucién del trabajo, para el cual se utilizaron aceite de
pescado, antioxidantes, reactivos, equipos y analisis de laboratorio. También se describen
las actividades referidas a las pruebas de estabilidad de producto terminado RBWD y de
aceleracion oxidativa, que incluyen el acondicionamiento de antioxidantes y muestras de
aceite de pescado. Finalmente se presentan los resultados y discusiones.

En el sexto capitulo se presentan las conclusiones, en donde se demuestra que los
antioxidantes naturales NATNX G50 (mezcla de tocoferoles de girasol 50%) y NATNX V70
(mezcla de tocoferoles 70%) son los mas idoneos para ser empleados en la conservacion del
aceite de pescado al presentar un mayor factor de proteccion.

En el séptimo capitulo se presentan las recomendaciones que, a la luz de los resultados
obtenidos, indican que se debe ampliar la informacion actual con el uso de nuevos

antioxidantes y productos.



1.1. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar la estabilidad oxidativa del aceite refinado de

anchoveta (Engraulis ringens) con el uso de antioxidantes naturales.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas del aceite de pescado

La variabilidad del contenido de acidos grasos poliinsaturados en los alimentos marinos
depende de: especie, zona de captura, temporada de pesca y procesamiento industrial. El
contenido lipidico de las partes comestibles de mariscos y peces puede oscilar entre el 0.5
por ciento e inclusive el 25 por ciento (Valenzuela et al., 2012). El aceite de pescado, a
diferencia de otros tipos de aceite, es rico en &cidos grasos poliinsaturados omega 3 de
cadena larga, principalmente EPA (acido eicosapentaenoico) y DHA (&cido
docosahexaenoico). En la Tabla 1, se muestra la nomenclatura que se maneja para acidos

grasos presentes en el aceite de pescado.

Tablal

Nomenclatura de los acidos grasos esenciales omega 3

Familia omega 3 Nombre sistematico Abreviatura Formula
Timnodonico Cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA) 20:5n-3 C20H3002
Cervonico Cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico (DHA) 22:6 n-3 Ca2H3,0;
Clupanodénico Cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico (DPA) 22:5n-3 C22H340,

Nota. Nomenclatura de los acidos grasos esenciales omega 3. Elaborado en base a Castro-Gonzélez, 2002.

De acuerdo con Mozuraityte et al. (2016), “la presencia de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga omega-3 hace que los aceites de pescado sean muy propensos a la
autooxidacion” (p.209). El EPA da lugar a la formacion de 8 hidroperdxidos,5-, 8-, 9-, 11-,
12-, 14-, 15- y 18, mientras el DHA da lugar a diez 4-, 7-, 8-, 10-, 11-, 13-, 14-, 16-, 17-y
20, la velocidad de oxidacion de cada &cido graso poliinsaturado (PUFA) se duplica por cada
grupo metilo dialilico (Frankel, 2010). Por lo tanto, a mayor cantidad de acidos grasos
insaturados menor sera la estabilidad oxidativa del aceite de pescado. La composicion en

acidos grasos de aceites de pescado e higados de pescado se muestra en la Tabla 2.



Tabla 2

Composicion en acidos grasos de aceites de pescado e higado de pescado

Salmoén %

Acidos grasos Anchoveta  Atun Krill Arenque Higado
% % % % Silvestre  Cultivado ~ Pacalao %

Miristico 2.7-11.5 ND-5.0 5.0-13.0 8.0-11.0 2.0-5.0 1.5-5.5 2.0-6.0
Pentadecanoico ND-1.5 ND-2.0  NA ND-1.0  ND-1.0  ND-0.5 ND-0.5
Palmitico 13.0-22.0 14.0-24.0 17.0-24.6 18.0-20.0 10.0-16.0 6.5-12.0 7.0-14.0
Palmitoleico 4.0-12.6 ND-12.5 2.5-9.0 9.0-13.0 4.0-6.0 2.0-5.0 45-11.5
Heptadecanoico ND-2.0 ND-3.0 NA ND-1.0 ND-1.0 ND-0.5 NA
Esteéarico 1.0-7.0 ND-7.5 NA 2.5-4.0 2.0-5.0 2.0-5.0 1.0-4.0
Vacceénico 1.7-3.7 ND-7.0 4.7-8.1 2.5-35 1.5-25 NA 2.0-7.0
Oleico 3.6-17.0 10.0-25.0 6.0-145 5.5-85 8.0-16.0  30.0-47.0 12.0-21.0
Linoleico ND-3.5 ND-3.0 ND-3.0  2.0-35 1.5-2.5 8.0-15.0 0.5-3.0
Linolénico ND-7.0 ND-2.0 0.1-4.7 ND-2.0 ND-2.0 3.0-6.0 ND-2.0
Gamma linolénico ND-5.0 ND-4.0 NA ND-2.5 ND-2.0 ND-0.5 NA
Estearidonico ND-5.0 ND-2.0 1.0-8.1 1.5-3.0 1.0-4.0 0.5-1.5 0.5-4.5
Araquidico ND-1.8 ND-2.5 NA 0.1-0.5 ND-0.5 0.1-0.5 NA
Eicosenoico (n-9) ND-4.0 ND-2.5 NA ND-0.5 2.0-10.0 15-7.0 5.0-17.0
Eicosenoico (n-11)  ND-4.0 ND-3.0 NA 0.5-2.0 NA NA 1.0-5.5
Araquidénico ND-2.5 ND-3.0 NA ND-2.0 0.5-2.5 ND-1.2 ND-1.5
Eicosatetraenoico ND-2.0 ND-1.0 NA NA 1.0-3.0 0.5-1.0 ND-2.0
Eicosapentaenoico  5.0-26.0 2.5-9.0 14.3-28.0 12.5-19.0 6.5-11.5 2.0-6.0 7.0-16.0
Erucico ND-2.3 ND-2.0 ND-1.5 0.1-0.5 ND-1.5 3.0-7.0 ND-1.5
Cetoleico ND-5.6 ND-1.0 NA ND-0.1 1.0-15 NA 5.0-12.0
Docosapentaenoico  ND-4.0 ND-3.0 ND-0.7 2.0-3.0 1.5-3.0 1.0-25 0.5-3.0
Docosahexaenoico  4.0-26.5 21.0-425 7.1-157 5.0-11.5 6.0-140 3.0-10.0 6.0-18.0

ND: No detectado, definido como menor o igual a 0.05%
NA: No aplicable o disponible

Nota. Composicion en acidos grasos. Elaborado en base a Codex Alimentarius (2017)

La composicion total de acidos grasos omega 3 (EPA y DHA) para el aceite de anchoveta

debe ser como minimo 27%. Para el caso de aceite concentrado de pescado y aceite altamente



concentrado la suma de EPA y DHA debera ser al menos 50% expresado en forma de

triglicéridos o fosfolipidos (Codex Alimentarius, 2017).

En la Tabla 3. se muestran los parametros de calidad para aceite de pescado, aceite de higado
de pescado, aceite concentrado de pescado y concentrado de etil éster de aceite de pescado.
Los parametros no se aplican a los aceites saborizados de pescado debido a que los aditivos

pueden interferir con la determinacion analitica de los parametros de oxidacion.

Tabla 3
Parametros de calidad para aceite de pescado

TIPO DE ANALISIS VALOR LIMITE
Valor acido maximo 3mg KOH/g
Valor de Peroxido (PV) maximo 5 meqO./kg de aceite
Valor de Anisidina (AV) maximo 20

Valor de Oxidacion Total (TOTOX)

TOTOX = 2PV + AV maximo 26

Nota. Pardmetros de calidad. Elaborado en base a Codex Alimentarius (2017)

Actualmente, el Organismo Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES) se basa en el manual
“Indicadores Sanitarios y de Inocuidad para los Productos Pesqueros y Acuicolas para
Mercado Nacional y de Exportacion”, el cual sefiala, para el caso del aceite de pescado, los
requisitos que éste debe cumplir para poder ser comercializado. En el mismo, se detallan los
niveles maximos de contaminantes permitidos para metales pesados (mercurio, cadmio y
plomo), hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) como benzopirenos, contaminantes
organicos persistentes (dioxinas y furanos, PCBs y similares a dioxinas) y plaguicidas.
(SANIPES, 2016).

2.2 Importancia del aceite de pescado

2.2.1 Antecedentes

El aceite de pescado es considerado hoy en dia un producto de alto valor nutricional, pero
esto no siempre fue asi. El aceite de pescado originalmente fue considerado un subproducto

de la fabricacion de la harina de pescado, este Gltimo de gran importancia en la nutricion



animal. Este subproducto, que se desechaba, comenzd a ser utilizado en la industria para la
fabricacion de pinturas, barnices, resinas, entre otros; y también, esporadicamente, como
combustible. Méas tarde comenzo a utilizarse en la fabricacion de mantecas y margarinas,
previa hidrogenacion, y posteriormente, en la preparacion de aceites comestibles,
hidrogenado parcialmente y mezclado en diferentes proporciones con aceites vegetales. Sin
embargo, actualmente el descubrimiento de las propiedades benéficas para el ser humano de
los acidos grasos omega 3, que los aceites marinos contienen en alta proporcién, y su
utilizacion en la preparacion de alimentos para la acuicultura, ha transformado al aceite de
pescado en un producto de alto valor comercial y de creciente demanda por sus propiedades

nutricionales. (Valenzuela et al., 2012)

2.2.2 Valor Nutraceutico

Un producto nutraceutico es un producto elaborado a partir de un alimento, pero que se
vende en forma de presentacion farmacéutica (pildoras, emulsiones, etc.) no asociadas
generalmente con los alimentos y que ha demostrado tener propiedades fisiologicas

beneficiosas o que protege contra enfermedades cronicas (Mazza, 2000).

Castro (2002) sefiala que la importancia de mantener niveles adecuados de EPA y DHA
durante la gestacion y durante el crecimiento de los bebés es primordial para un buen
desarrollo y funcionamiento del cerebro y la retina. Su papel en la prevencion de
enfermedades vasculares y de cancer esta comprobado, asi como su utilidad en el manejo de
enfermedades como el SIDA, depresion, problemas de violencia o de trastornos por déficit

de atencién

La Tabla 4. Muestra un resumen del impacto del consumo de omega 3 en la salud descrito
en Fats of Life, que es una de las plataformas informativas de la Organizacion Global para
EPAy DHA, GOED (Global Organization for EPA and DHA omega 3).



Tabla 4
Impacto del consumo de omega 3 en la salud.

SALUD

BENEFICIOS DEL OMEGA 3

Cardiovascular

El omega que se encuentra en los pescados
grasos y suplementos dietéticos de omega-3
ayudan a mantener vasos sanguineos
saludables y pueden ayudar a reducir la
inflamacion cronica en todo el cuerpo. Esta
inflamacion puede dafiar sus  vasos
sanguineos 'y potencialmente llevar a
enfermedad cardiovascular.

Cerebral

Los omega-3 son importantes para la salud y
la funcion del cerebro. Al menos el 50% del
cerebro es grasa, y el DHA es el &cido graso
omega-3 mas abundante en el cerebro, pero
el suministro debe reponerse regularmente.

Ocular

La concentracion mas alta de DHA en el
cuerpo, se encuentra en la retina del ojo y es
un nutriente importante para las células del
0jo que controlan la capacidad de ver bajo
diferentes condiciones de iluminacion.

Prenatal e infantil

El DHA se conoce generalmente como el
omega-3 mas vital para el embarazo y las
madres son la Unica fuente para el desarrollo
de los bebés. Se recomienda que las mujeres
embarazadas deben incrementar 200 mg
adicionales de DHA, por encima de la
recomendacion de ingesta para la poblacion
adulta en general, lo que resulta en una
ingesta total de DHA de al menos 300
mg/dia.

Reduccion del riesgo de muerte
cardiaca, reduccién del riesgo de
enfermedad coronaria, reduccion
de la presion arterial, disminucién
de  triglicéridos, fibrilacion
auricular, recuperacion post infarto
de miocardio, disminucion de la
frecuencia cardiaca y mantiene los
vasos sanguineos saludables.

Mejora en la funcién cognitiva y la
memoria, sintomas de depresion,
el TDAH (Trastorno  de
Hiperactividad con Déficit de
Atencion) y la recuperacion de
lesiones cerebrales traumaticas.

Desarrollo  visual funcién
retiniana adecuados, desarrollo
visual en bebés. También impactan
en los resultados para adultos
como el Sindrome del ojo seco y la
Degeneracion macular.

y

Desarrollo cerebral, desarrollo
visual, parto prematuro vy
funcionamiento  del sistema
inmunoldgico.

Nota. Impacto del consumo de omega 3. Elaborado en base a Research-Backed Reasons to Recommend

Omega-3s. Disponible en https://www.fatsoflife.com/.


https://www.fatsoflife.com/

La Organizacion Internacional para Harina y Aceite de pescado, IFFO (International
Fishmeal and Fish Oil Organisation), declara que el consumo recomendado de EPA'y DHA
para adultos es de 500 mg/dia, el cual es equivalente a dos porciones de pescado por semana
(uno de los cuales debe ser graso), una cucharada de aceite de pescado liquido estandar dos
veces por semana o entre una y dos capsulas de aceite de pescado estandar por dia (IFFO,
2008).

2.3 Produccion y valor comercial del aceite de pescado

La Unica especie destinada para la produccién de harina y, por lo tanto, de aceite de pescado,
es la anchoveta. El aceite refinado de pescado se exporta con la partida arancelaria
N°1504209000 (grasas y aceites de pescado y sus fracciones refinadas excluyendo aceites
de higado).

En la Tabla 5. se observa la evolucién de las exportaciones del aceite refinado de pescado
desde el 2008 hasta el 2019 (setiembre).

Tabla 5
Evolucion de exportaciones de aceite refinado de pescado

Export. 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Ton. 284 555 433 453 351 287 283 245 270 367 378 278
US$(FOB) 67.6 889 812 978 108.3 1134 113.6 943 1023 1274 1156 98.1

Nota. Evolucion de exportaciones. Elaborado en base a ADEX- Data Trade.

Figura 1l
Evolucion de las exportaciones 2008-2019
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Nota Elaborado en base a ADEX- Data Trade.
Las principales empresas exportadoras de aceite refinado de pescado desde el 2015 hasta

setiembre del 2019 se muestran en la Tabla 6. En la figura 2. se tiene que la empresa DSM
Marine Lipids Peru S.A.C. lidera las exportaciones de aceite refinado de pescado,

representando el 76% en el periodo 2015-2019.

Tabla 6

Exportaciones de aceite refinado de pescado (miles Tn)
EMPRESA 2015 2016 2017 2018 2019*
DSM MARINE LIPIDS PERU S.A.C. 185 21.4 307 227 230
TECNOLOGICA DE ALIMENTOS S.A. 03 17 25 47 32
COLPEX INTERNATIONAL S.A.C. 32 25 33 31 10
PESQUERA CENTINELA S.AC. 00 00 00 34 06
OTROS 25 14 02 40 00

Nota. Principales exportadoras. Elaborado en base a ADEX- Data Trade.

Figura 2
Principales empresas exportadoras 2015-2019
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En la Tabla 7. se muestran los principales destinos de exportacion desde el 2008 hasta
setiembre del 2019.

Tabla 7

Principales destinos de exportacion 2008-2019 (miles Tn)
DESTINO 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Canadd 891 17.09 11.79 1449 1472 1313 1205 573 10.65 19.98 12.60 11.76
EEUU. 756 857 1061 717 1007 754 780 880 758 6.86 563 4.94
Chile 0.00 000 517 129 043 233 099 183 081 083 363 468
China 202 410 460 587 462 353 328 242 134 171 6.05 107
Dinamarca 0.00 6.33 274 690 002 002 000 000 000 000 099 0.00
Bélgica  6.32 1210 171 344 120 000 000 000 1.84 0.00 0.0 0.00
Otros 360 7.37 665 610 409 216 420 568 479 730 893 539

Nota. Elaborado en base a ADEX- Data Trade.

Figura 3

Principales destinos de exportacion 2008-2019
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Nota Elaborado en base a ADEX- Data Trade.

2.4 Refinacion de aceite de pescado

La refinacidn de aceite crudo se realiza para eliminar los componentes menores no deseados
gue hacen que los aceites no sean atractivos para los consumidores, mientras se intenta
causar el menor dafio posible al aceite neutro, asi como una pérdida minima de refinacion.
Los componentes que se eliminaran seran todos aquellos compuestos glicéridos y no
glicéridos que son perjudiciales para el sabor, el color, la estabilidad o la seguridad de los
aceites refinados. Son principalmente fosfoacilgliceroles, acidos grasos libres, pigmentos,
volatiles y contaminantes (Ruiz-Méndez y Dobarganes, 2008).

Crexi et al., citado por Bonilla-Méndez y Hoyos (2018), indica que una vez extraidos, los
aceites de pescado requieren un proceso de purificacion para alcanzar las caracteristicas de
calidad que lo hagan aceptable para su consumo, dado que contienen impurezas insolubles,
fosfolipidos, acidos grasos libres, humedad, productos de oxidacion primaria, minerales,
pigmentos e incluso contaminantes organicos persistentes COP (POP, por sus siglas en
ingles).

El proceso de refinacion tradicional incluye varias etapas, como desgomado, neutralizado,
blanqueado, desodorizado y, en algunos casos, winterizado, aunque esto podria considerarse
en mayor medida un método de concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por

sus siglas en inglés). Cada una de las etapas es especialmente importante para eliminar las
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diferentes clases de compuestos y es el proceso mas estudiado y aplicado industrialmente

para el refinado de aceites de pescado (Bonilla-Méndez y Hoyos-Concha, 2018).

Las etapas basicas involucradas y los componentes principales eliminados se muestran en la
Tabla 8. Los procesos estandar utilizados son el alcalino (o quimico) y el refinado fisico. La
principal diferencia entre los procesos es que el procedimiento de refinacion quimica incluye
el tratamiento con sosa caustica para neutralizar el aceite mientras que, después del refinado
fisico, los acidos grasos libres se eliminan por destilacion durante la desodorizacion. El
refinado fisico reduce la pérdida de aceite neutro, minimiza la contaminacion y permite la
recuperacion de acidos grasos libres de alta calidad. Sin embargo, no todos los aceites pueden

ser refinados fisicamente (Ruiz-Méndez y Dobarganes, 2008).

Tabla 8
Etapas basicas del proceso de Refinacion
Refinacion Principales componentes Refinacion
Quimica removidos Fifea
Desgomado Fosfolipidos Desgomado
Neutralizado Acidos grasos libres -
Blanqueado Pigmentos / Metales / Jabones Blanqueado
Winterizado Ceras / Acidos grasos saturados Winterizado
Desodorizado Volatiles / Acidos grasos libres  Desodorizado / Desacidificacion

Nota. Etapas del proceso de refinacion. Elaborado en base a Ruiz-Méndez & Dobarganes (2008).

2.4.1 Desgomado

El propdsito del desgomado es eliminar los fosfolipidos o gomas del aceite crudo. Dos tipos
de fosfolipidos estan presentes en los aceites crudos de acuerdo con su nivel de hidratacién:
los hidratables y los no hidratables. Este Gltimo principalmente presente como sales de calcio
y/o magnesio de &cido fosfatidico y fosfatidiletanolamina. Después de la adicion de agua (1-
3%), la mayoria de los fosfolipidos se hidratan y son insolubles en el aceite. Los compuestos
hidratados pueden separarse eficientemente por filtracion o centrifugacién. Para la
eliminacién de la fraccion no hidratable, el aceite generalmente se trata con acido fosforico

(0,05 a 1%), que forma complejos con el calcio y el magnesio convirtiendo los fosfatidos en
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formas hidratables (el tratamiento acido tiene la funcion adicional de quelar metales traza

prooxidantes). (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

Los fosfatidos en bajas concentraciones provocan problemas en la refinacion, ademas de que
son muy sensibles a la oxidacion y producen espuma en el producto terminado (Badui 2012).
Debido al contenido variable de fosfolipidos en los aceites crudos, es necesario el analisis
de fosforo antes del tratamiento con acido para asegurar que la dosis de acido sea correcta,
especialmente cuando el contenido de sales de Ca'y Mg es alto (Ruiz-Méndez & Dobarganes,
2008).

2.4.2 Neutralizado

En este paso el aceite se trata con sosa caustica (hidréxido de sodio) y los acidos grasos libres
se convierten en jabones insolubles, que se pueden separar facilmente por centrifugacion.
Por lo tanto, el objetivo principal de este paso es la eliminacion de acidos grasos libres, sin
embargo, los fosfolipidos residuales en aceites desgomados o todos los fosfolipidos en los
aceites crudos también se eliminan como hidratos insolubles. Ademaés, la neutralizacion
caustica mejora significativamente el color del aceite al reaccionar con compuestos polares
(gosipol, sesamol, esteroles, &cidos grasos hidroxilados, etc.), y también por solubilizacién.
La refinacion alcalina es obligatoria en los aceites crudos de alta acidez y contenido de

pigmentos (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

El contenido de acidos grasos libres del aceite es el factor principal que determina la cantidad
y concentracidon de la sosa caustica y también su exceso (5 a 20%) para una pérdida minima
de aceite. Después de un tiempo de reaccion de aproximadamente 30 minutos con agitacién
lenta y temperatura alrededor de 80°C, la fase acuosa se elimina por centrifugacién y el aceite

se lava con agua para eliminar el jabon restante (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

2.4.3 Blanqueado

El color oscuro de la mayoria de los aceites de pescado hace que se utilice tierra de
diatomeas, previamente tratada con un acido mineral (activada por &cido) que se utiliza para
decolorar el aceite desacidificado. Ademas de los carotenoides, la tierra de blanqueo absorbe
las cantidades residuales de jabon en el aceite, asi como metales pesados presentes en el

aceite crudo y que no se eliminan durante la neutralizacion (Hamm, 2009).
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La eliminacién de los pigmentos clorofilicos es muy importante ya que no se eliminan en
otra etapa de refinacion, a diferencia de los carotenoides que pueden eliminarse en la
desodorizacion. Por otro lado, la filtracion final debe eliminar completamente las tierras
activadas ya que las trazas residuales actiian como prooxidantes durante el almacenamiento

del aceite crudo debido a su contenido de hierro. (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

Este tratamiento se da a los aceites neutralizados y sirve para eliminar pigmentos
(carotenoides, clorofila y xantofilas), aunque en los pasos anteriores se extraen muchos de
ellos. Es una adsorcion que utiliza agentes adsorbentes, como tierra de diatomeas, arcillas
neutras derivadas de la bentonita, arcillas &cidas activadas o carbon activado. Este Gltimo es
el mas efectivo, pero es muy caro, y, al retener mucho aceite aumenta las mermas; para
obtener mejores resultados se mezclan arcillas neutras con 5-10% de carbon activado (Badui,
2012)

Las arcillas activadas con &cido son el principal adsorbente utilizado, aunque el carb6n
activado y las silices sintéticas también se aplican industrialmente con objetivos mas
especificos. El carbén activado se usa especificamente para eliminar los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) de algunos aceites, especialmente aceites de pescado y aceites
de orujo, mientras que las silices sintéticas son bastante eficientes para adsorber productos
de oxidacion secundaria, fosfolipidos y jabones. Este es un paso critico para obtener aceites
de alta calidad, porque se producen dos tipos de adsorcion entre los compuestos a ser
adsorbidos y el absorbente: por un lado, adsorcion fisica reversible basada en fuerzas
intermoleculares de baja resistencia y, por otro lado, irreversible quimisorcion con una

interaccion fuerte, que causa reacciones quimicas (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

2.4.4 Winterizado

Es un proceso que involucra la cristalizacion parcial del aceite mediante enfriamiento
controlado, seguido de filtracion. Su principal objetivo es separar los acidos grasos saturados
de los insaturados. Esta separacion es posible debido a las diferencias en los puntos de fusion
de los acidos grasos, lo cual depende principalmente de la longitud de la cadena y del grado

de insaturaciones (Bonilla-Méndez y Hoyos-Concha, 2018).

Los &cidos grasos saturados y monoinsaturados que poseen una temperatura de fusion méas

alta cristalizan y pueden ser separados por filtracion, mientras que los &cidos grasos
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poliinsaturados permanecen en forma liquida en el aceite (Vazquez y Akoh, citados por
Bonilla-Méndez y Hoyos-Concha, 2018).

2.4.5 Desodorizado

La desodorizacion de grasas y aceites normalmente consiste en la destilacion por vapor a
elevada temperatura y presion reducida, aunque también se utiliza nitrogeno. EIl propdsito
de este paso es eliminar los compuestos volatiles (principalmente cetonas y aldehidos) que
contribuyen al sabor y olor del aceite, los &cidos grasos libres totales en el refinado fisico y
los &cidos grasos libres residuales de los aceites blanqueados neutralizados. Las condiciones
de desodorizacion también contribuyen a la eliminacion de contaminantes (HAP ligero,
pesticidas, etc.) y a la reduccién del color del aceite debido a la descomposicién de los
carotenos restantes a alta temperatura. La eficiencia de la desodorizacion esta en funcion de
la presion (1 a 5 torr), temperatura (200 a 260°C), tiempo de residencia (0.5 a 3 h) y volumen
de gas de extraccion (1 a 3%). Sin embargo, las diferencias en el equipo de desodorizacion
utilizado también tienen un gran impacto en la eficiencia. Después de la desodorizacion, el
aceite se enfria y se recomienda la adicion de &cido citrico (100 mg / kg de &cido citrico al
20%) para enlazar las trazas de metal y aumentar su estabilidad durante el almacenamiento
(Ruiz-Méndez & Dobarganes, 2008).

2.5 Deterioro de aceites y grasas

Los aceites y grasas sufren transformaciones quimicas, mas conocidas como rancidez, que
ademas de reducir su valor nutritivo producen compuestos volatiles que imparten olores y
sabores (Badui, 2012). Los procesos basicos que provocan el deterioro de aceites y grasas se

dividen en lipolisis y oxidacion.

2.5.1 Lipolisis o rancidez hidrolitica

Es la reaccion de las grasas y aceites con el agua, la cual es catalizada por lipasas, y en ciertas
condiciones por las altas temperaturas en presencia de agua (Badui, 2012). La humedad
provoca el desdoblamiento de los triglicéridos para formar acidos grasos libres (AGL), que
pueden incrementar las pérdidas en el refinado de los aceites y las grasas. Esencialmente la
hidrolisis es la reaccion inversa a la formacion de una molécula de grasa (Mounts y List,
2002).
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Figura 4
Hidrolisis de grasas y aceites
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Nota. Elaborado en base a Mounts y List (2002).

2.5.2 Oxidacion o rancidez oxidativa

Es la reaccion quimica en la cual el oxigeno se combina con otra sustancia produciendo
liberacion de calor. La oxidacion es la principal responsable del deterioro de las grasas y de
los aceites. El paso inicial en la oxidacion de un aceite o grasa es la incorporacion de oxigeno
en -0 cerca- al doble enlace de una cadena de acido graso para formar compuestos inestables

generalmente designados como perdxidos (Mounts y List, 2002).

En la oxidacion se generan compuestos que mantienen y aceleran la reaccion y se sintetizan
sustancias de bajo peso molecular que confieren el olor tipico de grasa oxidada o rancia.
(Badui, 2012).

Figura5
Oxidacion de grasas y aceites
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Nota. Elaborado en base a Mounts y List (2002).

2.5.3 Mecanismo de Oxidacion

El mecanismo de oxidacion de aceites y grasas mas conocido es el de la autooxidacion o de
la formacion de radicales libres. Esta reaccion se desarrolla en tres fases o periodos (ver

Figura 6).

Figura 6
Mecanismos de auto oxidacion de lipidos
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Iniciacion: X' +RH — R+XH
Propagacion: R'+0 — ROO
ROO+R'H — ROOH+R
Terminacion: ROO"+ROO —> ROOR+Q
ROO"+R’ — ROOR
R+R — R
Iniciacion secundaria; ROOH — RO'+'0H
2R0O0H — RO'+ROO"+H)0
Iniciacion catalizadapor M=+ROOH  —» RO+ OH+Mwlr
metales:
M=D+ROOH —»  ROO+H *+ M+

Nota. Elaborado en base a Gordon (2005).

La primera fase es la iniciacion, en la cual se forman radicales libres a partir de moléculas
lipidicas. La sustraccion de un atomo de hidrogeno por una especie reactiva, tal como un
radical hidroxilo, provoca la iniciacion de la oxidacion lipidica. Sin embargo, en los aceites
hay a menudo trazas de hidroperéxidos que pueden haberse formado por accién de la
lipooxigenasa en la planta antes o durante la extraccion del aceite. La iniciacion secundaria
por rotura homolitica de hidroperdxidos es una reaccion de relativamente baja energia y
representa normalmente la principal reaccion de iniciacion de la oxidacion en aceites
comestibles. La reaccion estd catalizada frecuentemente por iones metalicos. Tras la
iniciacion, las reacciones de propagacion consisten en la transformacion de un radical
lipidico en otro diferente. Estas reacciones normalmente suponen la sustraccion de un atomo
de hidrégeno de una molécula lipidica o la adicion de oxigeno a un radical alquilo. La
entalpia de la reaccion es relativamente baja comparada con la de las reacciones de
iniciacion. A la presion atmosférica normal, la reaccion de los radicales alquilo con el
oxigeno es muy rapida y los radicales perdxidos se encuentran por ello a concentracion
mucho mas alta que los radicales alquilo. La sustraccion del hidrogeno tiene lugar
preferentemente en atomos de carbono en los cuales la energia de disociacion del enlace es
baja. Ya que la energia de disociacion del enlace C-H se reduce en la vecindad de grupos

funcionales alqueno, la sustraccion de los atomos de hidrégeno tiene lugar mas rapidamente
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en los grupos metileno situados entre dos grupos alqueno de un acido graso poliinsaturado
(AGPI). El radical formado inicialmente a partir de un AGPI se deslocaliza a lo largo de
cinco atomos de carbono de la region 1,4-pentadienilo y la reaccion con el oxigeno tiene
lugar preferentemente por adicion a uno de los carbonos terminales de esta estructura. Esto
lleva a la formacion de los 9- y 13-hidroperoxidos a partir del &cido linoleico. Las reacciones
de terminacion, en las cuales los radicales libres se combinan para formar moléculas con
electrones apareados, son reacciones de baja energia, pero estan limitadas por la baja
concentracion de radicales y por la necesidad de que los radicales posean la orientacion
adecuada para que se produzca la reaccién. Sin embargo, en aceites de fritura las reacciones
de terminacion son importantes y los dimeros y grandes polimeros formados contribuyen al

aumento de viscosidad del aceite (Gordon, 2005).

2.5.4 Desarrollo de la oxidacién

Cuando la oxidacion de un aceite es seguida experimentalmente, tanto por la medicion de la
cantidad de oxigeno absorbido como la determinacion del indice de peroxido, el transcurso

de la oxidacion es definido por el oxigeno absorbido en el aceite (Mounts y List, 2002).

Figura7
Etapas de deterioro progresivo de aceites y grasas
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Nota. Etapas de deterioro a través de la oxidacion. Elaborado en base a Badui (2012).
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Durante la fase inicial o de induccion, la oxidacion avanza a una velocidad relativamente
lenta y mas o menos uniforme. Los perdxidos se forman durante la fase de propagacion a
una velocidad mucho mas rapida que la de su destruccion, de manera que su contenido
aumenta mas o menos en paralelo con la absorcion del oxigeno. Asi es que después de una
cierta masa critica de oxidacion, la reaccion entra a una segunda fase, caracterizada por una
velocidad de oxidacion con répida aceleracion. El punto en el cual la muestra comienza a
tener olor y a percibirse rancia coincide con el comienzo o en la etapa incipiente de la
segunda fase, mientras la oxidacion del aceite continta. Con el tiempo, los perdxidos que se
forman se descomponen para generar compuestos volatiles y no volatiles que contribuyen al
deterioro del sabor y olor de los aceites y grasas. Las etapas extremas de oxidacion,
polimerizacion y degradacion estan acompafiadas por un incremento rapido de la viscosidad
del aceite. Hay una considerable variacion entre las diferentes grasas en la manera en que se
produce su oxidacion y el deterioro del sabor. La cantidad de oxigeno que debe ser absorbido
para producir rancidez variara de acuerdo con la composicion del aceite, la presencia o

ausencia de antioxidantes y prooxidantes y las condiciones de la oxidacion.

Generalmente, el oxigeno absorbido incrementara aproximadamente el 15-150% del aceite
en volumen o el 0.02-0.20% en peso (Mounts y List, 2002)

2.6 Mecanismo antioxidativo y estabilidad de aceites

2.6.1 Mecanismo antioxidativo

El proceso en la cadena de la autooxidacion, provocada por los radicales libres, puede ser
retardada por dos tipos de inhibidores: inhibidores de la reaccion en cadena (o antioxidantes)
e inhibidores preventivos. Los antioxidantes pertenecientes al primer grupo (AH) atrapan a
los radicales libres (LOO:, LO') interrumpiendo el paso de propagacion (reacciones de la
Figura 6), formando un radical antioxidante A de reactividad tan baja que impide que la

reaccién posterior con los lipidos (Yanishlieva, 2005).
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Figura 8
Inhibicion de las reacciones de auto oxidacién de lipidos.
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Nota: Elaborado en base a Yanishieva (2005)

2.6.2 Estabilidad de aceites y grasas

La oxidacion de lipidos puede disminuir la calidad de los alimentos en términos de color,
sabor, olor y palatabilidad. También puede disminuir los niveles de nutrientes como
aminoacidos esenciales y vitaminas y puede conducir a la formacion de compuestos toxicos.
Por lo tanto, es critico evaluar la estabilidad oxidativa, la vida til y la calidad de los aceites
y grasas, asi como de los alimentos que los contienen y agregar un antioxidante apropiado

para prevenir la oxidacion (Hu y Jabobsen, 2016).

Un aceite puede presentar un indice de peroxidos bajo debido a su buena calidad de origen
o al tratamiento a que fue sometido. Este valor, por lo tanto, no es garantia de buena
estabilidad de almacenamiento. El indice de anisidina es un parametro adecuado para evaluar
su historia y prever su comportamiento futuro. Cuanto mayor sea su indice de anisidina
menor sera su tiempo de induccion, o sea, menor el periodo de tiempo en el que

esencialmente no hay oxidacion y, por lo tanto, la formacion de peroxidos serd nula o muy

21



pequefia. Cuanto mayor sea el indice de anisidina mas rapidamente comenzara la
autoxidacion y se enranciara el material graso. El uso de antioxidantes adecuados mejora la
estabilidad. (Grompone, 1991).

2.7 Uso de antioxidantes

Uno de los procedimientos mas eficaces en la prevencion de la oxidacién de los alimentos
grasos es la utilizacion de antioxidantes. Se trata de sustancias que son capaces de inhibir o
retardar el desarrollo de la oxidacion bien porque acttiian impidiendo que ésta se inicie o bien

impidiendo que ésta se propague (Hu y Jabobsen, 2016).

Las principales cualidades de un antioxidante, usado para estabilizar las grasas y los aceites
comestibles son: (1) que el uso en un producto sea seguro; (2) que no agregue olor, sabor, ni
color al producto en el cual es usado; (3) que sea efectivo en el producto ain en bajas
concentraciones; (4) que se incorpore facilmente en el producto; (5) que esté disponible a

bajo costo para su aplicacion (Mounts y List, 1998).

El uso de antioxidantes para aceites y grasas de consumo humano esta normado. En la Tabla
9, se enlistan los antioxidantes y sinergistas permitidos para el aceite de pescado por la
FAO/OMS, incluidos en el Codex Alimentarius en su ultima revision del afio 2018, en la

categoria “Manteca de cerdo, cebo, aceite de pescado y otras grasas de origen animal”.
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Tabla 9

Antioxidantes de uso permitido para aceite de pescado

S Antioxidante / Afio de Nivel Observaciones
adopcion maximo
304 Palmitato de ascorbilo /
2006 500 mg/kg Como estearato de ascorbilo
305 Estearato de ascorbilo / 2006
307 a, Tocoferoles /2016
b, c , Al
* 307a: Tocoferol, d-alfa Excepto para uso en aceites de pescado a 6000
e 307b: Tocoferol 300 mg/kg o —
mg/kg, individualmente o en combinacidn.
concentrado, mezcla
e 307c: Tocoferol, dl-alfa-
314 Resina de guayaco / 2006 1000 mg/kg
310 Galato de propilo / 2006 200 mg/kg
319  Terbutilhidroquinona 200 mg/kg Sobre la base de las grasas o los aceites.
(TBHQ) / 2006
— — Individualmente o en combinacion.
320  Butilhidroxianisol (BHA) / 200 mg/kg
2006
321 Butilhidroxitolueno (BHT) /
2006 200 mg/kg
22 (i)  Lecitina/ 2018 BPF BPF (Buenas Practicas de Fabricacion)
330  Acido citrico / 2014 BPF
384 Citratos de isopropilo / 2001 200 mg/kg
388  Acido tiodipropionico / 2006
200 mg/kg
389  Tiodipropionato de dilaurilo Como écido tiodipropidnico.
/ 2006 200 mg/kg
472c  Esteres citricos y de acidos Para uso en productos regulados por la Norma
grasos de glicerol / 2006 general para grasas y aceites comestibles no
100 mg/kg | regulados por normas individuales (CODEX STAN
19-1981) y la Norma para grasas animales no
especificadas (CODEX STAN 211-1999).
484 Citrato de estearilo / 2006 BPF

Nota. Antioxidantes para aceite de pescado. Elaborado en base a Codex Alimentarius (2018).
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Los antioxidantes se pueden clasificar en naturales y sintéticos. Aunque el empleo de
antioxidantes alimentarios sintéticos esta permitido, las normativas internacionales tienden
a restringir su empleo, y, en concreto, la Union Europea prohibe su utilizacion en alimentos
infantiles y aceites envasados. Actualmente, el interés de la industria alimentaria y los
consumidores exige la utilizacién de ingredientes o aditivos naturales en sustitucion de los
denominados sintéticos y existe una necesidad clara de busqueda, reconocimiento y

aplicacion de antioxidantes extraidos de fuentes naturales (Medina, 2010)

Los antioxidantes sintéticos son propiamente donadores de protones, como el
butilhidroxianisol (hidroxianisol butilado, BHA), el butilhidroxitolueno (hidroxitolueno
butilado, BHT), la 2,4,5-trihidroxibutirofenona (TBBP), el 4-hidroximetil-2,6-
diterbutilfenol, la terbutilhidroquinona (butlhidroquinona terciaria, TBHQ) y los galatos.
Los antioxidantes sintéticos no detienen la formacion de los radicales, sino que reaccionan
con ellos, los estabilizan y producen radicales del antioxidante menos activo; es decir, se
consumen en la reaccion y, por lo tanto, la estabilidad del lipido siempre va a depender de
la cantidad residual (Badui, 2012).
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I11. DESARROLLO DEL TRABAJO

La empresa Refineria de Aceite de Pescado S.A.C., se dedica a la compra de aceite crudo de
pescado, para su posterior refinacion, donde se eliminan las impurezas y contaminantes. La
mayor parte de la produccién de aceite refinado de pescado es destinada para exportacion.
La empresa Refineria de Pescado S.A.C. exporta principalmente RBWD (desgomado,
neutralizado, blanqueado, winterizado y desodorizado), y en su etapa final de procesamiento

puede ser protegido de la oxidacién con nitrégeno y/o antioxidantes.
3.1 Experiencia y aportes profesionales
En mi desempefio profesional como jefa de Calidad, tuve como funciones principales:

-Garantizar el cumplimiento de las normas legales y técnicas de calidad exigidas por la

autoridad sanitaria SANIPES, los clientes y mercados de destino, etc.

-Promover la toma de conciencia de los requisitos del cliente, en todos los niveles de la
organizacion, a través del programa anual de capacitaciones, auditorias, generacion de
ordenes de trabajo, etc. Las ordenes detallaban las especificaciones de los productos, tales
como numero de lote, materia prima, insumos, tipo de producto, tamafio de lote, analisis
de laboratorio, etiqueta de producto, uso de antioxidante, tipo de antioxidante, dosificacion

de antioxidante, tipo de envase, muestreo, tipo de embalaje y embarque.

-Definir el estatus de calidad (aprobacion o rechazo) de los insumos recepcionados,
producto en proceso, liberacion de lotes, muestreos, operaciones de embarque, etc. La
comunicacion permanente con el area de Laboratorio era clave para gestionar los procesos
y planificar actividades como: analisis de materia prima, insumos, producto durante
procesamiento y pruebas de investigacion (uso de nuevos insumos, estabilidad de producto
terminado, pruebas de aceleracion oxidativa, disminucion de contaminantes, creacion de

nuevos productos, etc.).
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En Refineria de Aceite de Pescado S.A.C., estuve a cargo de las pruebas de estabilidad del
producto terminado RBWD y de aceleracion oxidativa en el afio 2018. Hasta mediados de
ese afio, a solicitud de los clientes, se protegio el aceite refinado de anchoveta RBWD
(desgomado, neutralizado, blanqueado, winterizado y desodorizado) con el antioxidante
natural genéticamente modificado NATGX S90 de la marca VAMIX. Los estudios de
estabilidad oxidativa con ese tipo de antioxidante indicaban que la misma se mantenia por

24 meses de acuerdo con las especificaciones solicitadas.

Los clientes del mercado europeo exigieron que dentro de las especificaciones de los
productos se considere el uso de antioxidantes naturales no genéticamente modificados
(NO GMO). Por ello, se hizo necesario hacer pruebas de aceleracion oxidativa con nuevos
antioxidantes no genéticamente modificados con el fin de determinar cuales de ellos
podrian sustituir a la marca VAMIX. Estos resultados fueron comparados con los datos
obtenidos aanteriormente a partir de las pruebas de estabilidad oxidativa.

3.2 Materiales y metodos

3.2.1 Aceite de anchoveta

El aceite utilizado en el presente estudio fue el aceite refinado de anchoveta (E. ringens), el
cual fue previamente desgomado, neutralizado, blanqueado, winterizado y desodorizado
(RBWD) en la refineria.

3.2.2 Antioxidantes

Los antioxidantes empleados en los experimentos de estabilidad se muestran en la
Tabla 10.
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Tabla 10

Antioxidantes comerciales utilizados en aceite refinado de anchoveta

M - A. Natural A Componentes
arca roducto AR . P
MO NOGMO Sintetico (Ficha técnica)
VAMIX NATGX S90 X 1. Mix de tocoferoles (soya)
2. Aceite de soya
WILMIX  NATNX V70 X 1. Mix de tocoferoles (no
especifica especie)
ABESEN ST 20 X 1. TBHQ (ter-butilhidroquinona)
2. Acido citrico
1. Mix de tocoferoles (girasol)
TIBSA NATNX G50 X 2. Aceite de girasol
NATNA 1. Alfa tocoferoles (soya)
TIBSA S87.3 X 2. Aceite de soya
1. Alfa tocoferoles (girasol)
ALBLEND NATNA G96 X 2. Aceite de girasol
NATNA 1. Alfa tocoferoles (soya)
ALBLEND S67.1 X 2. Aceite de soya
1. Mix de tocoferoles (girasol)
ALBLEND NATNX G66 X 2. Aceite de girasol

3.2.3 Reactivos

a) loduro de potasio, 99.5%, Merck
b) p- anisidina, 99.4%, Merck

c) Fenolftaleina, J.T.Baker

d) GLC 538, NU CHECK

e) Hidroxido de potasio, Merck

f) Acido acético glacial, J.T.Baker
g) Metanol, J.T.Baker
h) Alcohol etilico, J.T.Baker

i) Isooctano, Merck

j) Tiosulfato de sodio, Merck

3.2.4 Equipos analiticos

a) Balanza analitica Sartorius, modelo CPA324S, capacidad méaxima 320g.

b) Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies, modelo G3440A
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c) c)Espectrofotometro, modelo Genesys 10UV

d) Estufa MMM, modelo Ecocell,

e) Colorimetro tintdbmetro manual para grasas y aceites animales y vegetales
LOVIBOND, modelo F(BS 684)

3.2.5 Descripcion del equipo Oxipres

El Oxipres™ (Mikrolab Aarhus, Denmark) es una bomba de oxigeno (no debe confundirse
con una bomba calorimétrica de oxigeno) que esta disefiada para monitorear el consumo de
oxigeno de materiales calentados bajo atmosfera controlada (Schaich, 2016). En la Figura 9.
se muestra el equipo Oxipres y en la Tabla 11, se dan algunas especificaciones mas

importantes del equipo.

Figura 9
Equipo Oxipres

i

+45 8629 6111 » mi@mikrolab.dk * mikrolab.dk

1

Mikrolab Aarhus A/S « Axel Kiers Vej 34 » 8270 Hojbjerg

M

Nota. Mikrolab Oxipres - catalogo
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Tabla 11
Especificaciones del equipo Oxipres

Voltaje : 230/115 V CA (conmutable)
Consumo de energia : (1 calentador) 4 A (8 A)
Espacio : aprox. 600 mm de longitud de mesa

(sin considerar PC)

Volumen de muestra :  maéx. 125 ml. (La muestra normalmente

debe contener 3-5 g de grasa).

Presion de trabajo :  max. 10 bar (1 MPa)
Presion recomendada : 5bar
Temperatura de trabajo : ambiente -180 °C
Temperatura recomendada : 90°C
Sefial de salida : 0-25()VFS

Nota. Mikrolab Oxipres — catalogo

3.2.6 Analisis de laboratorio para aceite de pescado

a) Indice de Anisidina
El anélisis se realizo de acuerdo con el método oficial Cd 18-90 descrito por la
AOCS, por el cual aproximadamente 0.5g de aceite fue disuelto en 25ml de
isooctano y medido espectrofotométricamente a 350nm (Ab), utilizando
isooctano como referencia; luego se tomaron 5ml de la solucién de aceite y
1ml de solucion de anisidina, se agitd y dejo en reposo a temperatura ambiente
por 10 minutos y se ley6 la absorbancia (As) contra el blanco que contenia
anisidina, &cido acético glacial e isooctano. Los valores de anisidina fueron

calculados de acuerdo con la siguiente férmula:

25 (1.2As - Ab)
indice de Anisidina -

m (g)
Donde

As: Absorbancia de la solucion de aceite después de la reaccion con el

reactivo p-anisidina
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b)

d)

Ab: Absorbancia de la solucion de aceite

m: masa de aceite

indice de Perdxidos

Este analisis se realiz6 de acuerdo con el método oficial Cd 8b-90 indicado por la AOCS,
el cual consistid en pesar entre 4 a 5g de aceite, disolver la muestra con 30ml de una
solucion de acido acético, afiadir 0.5ml de solucién de ioduro de potasio y dejar la mezcla
en reposo por 50 segundos. Finalmente, se agreg6 agua destilada y se titulé con tiosulfato
de sodio, usando almidén como indicador. Los resultados fueron calculados con la
siguiente férmula:

(GM - GB) * M * 1000
indice de Peroxidos -

m (g)
Donde

GM: Gasto de la muestra
GB: Gasto del blanco
M: Molaridad de la solucion de tiosulfato de sodio

m: Masa del aceite

Valor Totox
El indice de anisidina es cominmente usado en conjunto con el indice de perdxidos para

calcular el llamado valor de oxidacién total o valor Totox:
Valor Totox = 2PV + AV

Como regla empirica, para los buenos aceites el valor Totox debera ser menor de 10
(Rosell, 1983).

indice de Acidez

Segin el método de titulacién reportado por la AOCS método oficial Ca 5a-40,
aproximadamente 1g de grasa fue disuelta con 25ml de solvente neutralizado
(benceno:etanol en la proporcién 1:1), luego se le adicion6 1 ml del indicador fenolftaleina
y fue titulado con hidroxido de potasio 0.1N, agitando fuertemente durante la titulacion
hasta el punto final que fue indicado por un color rosa claro que persistié por 30 segundos.

Los valores acidos fueron calculados de acuerdo a la siguiente formula:
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f)

9)

VNaOH * NNaOH * fc * 28.2
indice de Acidez -

m (g)
Donde:

V NaoH: gasto del alcali
N NaoH: normalidad de la solucién NaOH
f: factor de la solucién estandar de NaOH

m: masa del aceite

Color

De acuerdo con el método oficial Td 1a-64 reportado por la AOCS, la determinacion del
color de la muestra se hizo por comparacion entre el color de la luz transmitida a través
de una celda de vidrio que contiene un determinado espesor de aceite (5 ¥ pulgadas) y el
color de la luz originada por la misma fuente, transmitida a traves de estandares (vidrio)

de colores especificos.

Composicion de acidos grasos
La determinacion de la composicién de acidos grasos del aceite de pescado se realizd
siguiendo el método oficial determinado por la AOCS Ce 1b-89, por medio de la

cromatografia de gases.

Prueba de frio
Segun el método oficial Cc 11-53 de la AOCS, la determinacién de la resistencia del
aceite a la cristalizacion se realiza en un bafio de agua fria a 0°C y se mide el tiempo que

tarda en tornarse turbio.

3.2.7 Evaluacién del aceite refinado de pescado mediante aceleracién oxidativa

Previamente al llenado de los envases (botellas plasticas &mbar), se pes6 en una balanza

analitica la dosis de antioxidante correspondiente a cada botella. La dosificacion para todos

los antioxidantes naturales se hizo a 1000 ppm o 0.1% en base a la cantidad minima total de

tocoferoles, que es la usualmente requerida por los clientes. De acuerdo con la norma para

aceite de pescado el valor maximo puede ser 6000 ppm 0 0.6%.
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Para el antioxidante sintético se manej6 la misma dosificacion de 1000 ppm en base a su
principio activo (TBHQ al 20%), a pesar de que la Norma para Aceite de pescado indique
como valor maximo 200 ppm. En la Tabla 12. se indica la dosificacion de acuerdo con el

tipo de antioxidante.

Tabla 12
Dosificacion de antioxidantes

Cantidad Concentracion del Antioxidante

MARCA PRODUCTO de Aceite antioxidante adicionado

(g x envase) (ppm) (g x envase)
VAMIX NATGX S90 92 900 0.10
WILMIX NATNX V70 92 700 0.13
ABESEN ST 20 92 200 0.46
TIBSA NATNX G50 92 500 0.18
TIBSA NATNA S87.3 92 873 0.11
ALBLEND NATNA G96 92 960 0.10
ALBLEND NATNA S67.1 92 671 0.14
ALBLEND NATNX G66 92 660 0.14

Nota. Dosificacion de antioxidantes empleados en aceite refinado de anchoveta. La concentracion
deseada de antioxidante en el producto terminado es de 1000 ppm.

Las muestras de aceite refinado de anchoveta fueron obtenidas del mismo lote de
produccion. De acuerdo con la capacidad del envase, se adicionaron 92 g de aceite por cada

uno.

Para el llenado de los envases, se considerd: (1) Llenar el envase desde el punto de muestreo
que posee la linea de envasado, la cual tiene inyeccion constante de nitrogeno (2) Sellar
inmediatamente la muestra, colocando contratapa y tapa de seguridad (3) Agitar
vigorosamente por 20 segundos para que se homogenice el contenido de antioxidante (4)
Colocar la muestra en un cooler, para su envio inmediato al laboratorio de analisis. Esta

operacion se realizd para cada una de las ocho muestras consideradas.
Para el llenado de la muestra control o blanco se obvio el paso tres.

Las muestras de aceite preparadas fueron oxidadas en forma controlada 48 horas después de
haber sido envasadas en el Oxipres. Se tomaron 159 de cada una de las muestras, se
colocaron en celdas de vidrio dentro de camaras de acero inoxidable y se sellaron, se

presurizaron con el gas de prueba a una presion que varian de 5 bares, se calentaron a
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temperaturas de prueba de 90°C, luego se mantuvieron a lo largo del tiempo y se dejaron
reaccionar. La presion en la celda se midio electronicamente mediante un transductor
sensible a la presion y se registro continuamente por computadora mientras se incubaron las
muestras. Tal como lo explica Schaich (2016), al inicio la presién en la celda se incrementa
a medida que la temperatura se equilibra (siguiendo la ley universal de los gases PV=nRT),

luego disminuye a medida que se produce la reaccién y progresa el consumo de oxigeno.

Como resultado del consumo de oxigeno, la presion en las bombas cae (al principio, la
presion aumentd debido al calentamiento). Las sefiales de los transductores de presion se
mostraron en las pantallas y se registraron en funcion del tiempo. Las muestras se
caracterizaron por el periodo de induccion. El punto de inicio se da cuando el recipiente a
presion se coloca en el calentador. El periodo de induccidn es el tiempo transcurrido entre la

colocacion del recipiente a presion y el punto de inflexién a una temperatura.

El grado antioxidativo o eficiencia de los antioxidantes (ver Figura 8) fue determinado por

tres valores que proporciona el Oxipres.

a) Periodo de Induccion (IP-Induccion Period)
Tiempo considerado desde el inicio de la prueba hasta que aumenta la tasa de absorcién

de oxigeno (en relacion con la temperatura).

b) Factor de proteccion (PF-Protection Factor)
Es el aumento de la proteccion frente a la oxidacion conferido por el antioxidante, se
establece en funcién del periodo de induccion de la matriz sin ninguna proteccion
antioxidante.

IP con antioxidante
PF =

IP sin antioxidante

En la figura 10. Se muestran las curvas tipicas del Oxipres (A) Curva tipica del aceite en
condiciones modelo (5 bares de oxigeno, 180 °C). (B) Curva de aceite calentado a
diferentes temperaturas. De acuerdo con Schaich (2016), la caida rapida de la presién de
oxigeno indica el final del periodo de induccion. Las curvas que se muestran se trazaron a
partir del tiempo de presion maxima en lugar del inicio del calentamiento, por lo que no se

muestra el equilibrio inicial.
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Figura 10
Curvas tipicas del Oxipres
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Nota. Elaborado en base a Schaich, 2016.

c) Extension de vida util (LE-Life Extension):

Se expresa en porcentaje la extension de vida Gtil alcanzada con el uso del antioxidante.

LE = 100x (PF-1) %

3.2.8 Evaluacion del aceite refinado de anchoveta en almacenamiento

El aceite de anchoveta comercial, dosificado con antioxidantes y almacenado en envases

(cilindros) de producto terminado, fue sometido a evaluacion.

Se separaron dos envases de un lote de producto terminado, se rotularon y se abrieron el
mismo dia para la toma de muestra inicial. Los andlisis iniciales que se realizaron fueron

indice de peroxido, indice de anisidina, indice de acidez, prueba de frio y color.

El envase rotulado con el nimero 1 fue analizado cada seis meses durante dos afios, solo se
hizo determinacion de indice de perdxidos y anisidina. El envase nimero 2 se analizd por
segunda vez luego de 24 meses. Los analisis finales para ambos cilindros fueron los mismos

que se realizaron al inicio de la evaluacion.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Pruebas de aceleracién oxidativa

Las caracteristicas iniciales de las muestras de aceite de pescado sometidas a aceleracion

oxidativa se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13
Caracteristicas iniciales del aceite RBWD
ANALISIS RESULTADOS
Valor de Peroxido (PV) 0.08 meq 02/Kg
Valor de Anisidina (AV) 9.46
Valor TOTOX 9.62
Acidez libre (FFA) 0.17 mg
Color 3.6 Gardner

Acidos grasos omega 3 EPA/DHA 18.29/12.36

Los resultados estan de acuerdo con los requisitos establecidos en el Codex Alimentario para
aceite de pescado. En la Tabla 14 se detallan las caracteristicas de los antioxidantes y los
resultados de los valores de evaluacion (periodo de induccion, factor de proteccion y
extension de vida atil) de las 9 muestras (8 con antioxidante y 1 blanco o control), los cuales

han sido determinados mediante el equipo Mikrolab Oxipres.

Tabla 14.
Pruebas aceleradas de oxidacion

Composicion de los antioxidantes

Concentracion

°N  Producto Tocoferoles (%) del antioxidante IP PF LE

Tipo
o B v o Bty
1. Mix de tocoferoles TOCO’f ol
oy min 90%
1 NAS'QBBX 14 2 60 24 24 53 312 21176
) Tocoferol no alfa
2. Aceite de soya min 72%
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Composicidn de los antioxidantes

°N  Producto Tocoferoles (%) Concenlracion ., e g5

Tipo _ del antioxidante
o P 8 ft+r

Tocoferol total

. min 70%
o NATNX 1 Mixdetocoferoles ¢\, \e Ne 1322 38-48 45 265 16471
V70 de origen vegetal
Tocoferol no alfa
min 56%
1. TBHQ (ter- TBHQ min 20%
butilhidroquinona)
3 ST 20 — -_— — — — . . 7.1 418 317.65
) Acido citrico 10-
2. Acido citrico 11%
1. Mix de tocoferoles Toco]‘ erol total
(girasol) min 50%
o M 50 NE NE NE NE 51 300 200.00
. . Aceite de girasol
2. Aceite de girasol min 50%
1. Alfa tocoferoles Ag?nt%%ogi/rool
NATNA (soya) '
5 S87.3 87.3 NE NE NE NE 3.4 200 100.00
' ) Aceite de soya
2. Aceite de soya min 12.7%
1. Alfa tocoferoles
NATNA (girasol) Alfa tocoferol
6 G96 96-102 NE NE NE NE 96-102% 3.6 212 111.76
2. Aceite de girasol
1. Alfa tocoferoles
NATNA (soya) Alfa tocoferol
7 S67.1 67.1 NE NE NE NE min 67.1% 35 206 105.88
2. Aceite de soya
1. Mix de tocoferoles
NATNX (girasol) Tocoferol total
8 G66 88 NE NE 24 4-8 min 66—69% 36 212 111.76
2. Aceite de girasol
9  Control — - = - = = — 17 1 —

De la figura 11, se observa que la muestra con menor periodo de induccion fue la muestra
control (1,7 horas). En contraposicion, la muestra con antioxidante sintético ST20 fue la que
registro6 mayor valor de resistencia a la oxidacion (7,1 horas).

El segundo valor de periodo de induccion mas alto de 5,3 horas correspondio al antioxidante
natural NATGX S90, el cual comparado con el resto de antioxidantes naturales tuvo la

concentracion mas alta de tocoferoles.
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Figura 11
Periodo de Induccion (horas) de antioxidantes

7.1
5.3 5.1
45
3.4 3.6 35 3.6
I I I 1.7

NATGX S90 ST 20 NATNA S87.3 NATNA S67.1 CONTROL

En lafigura 12. Se puede observar los resultados de factor de proteccion de los antioxidantes,
obtenidos de la prueba con el equipo oxipres. De los antioxidantes naturales el que es
genéticamente modificado, brind6 un mayor factor de proteccion (FP=3.12) a los productos

en comparacion a los demas.

Figura 12
Factor de Proteccién de Antioxidantes

CONTROL mssssss 100
NATNX G66 s 2 12

NATNA S67.1 2.06
NATNA G96 S ) ]2
NATNA S87.3 meesssssssssssssssm 2 00

NATNX G50 3.00

ST 20 e /.18
NATNX V70 mmaassssssssssssssmmmmmms 2 65
NATGX S90 eeessssssEEESESSSSSS——— 3 12

Se encontrd una relacion directa entre los valores PI, FP y LE. De acuerdo con la cual en la
Figura 13 se puede observar que el antioxidante ST20 brindd un nivel de proteccion de

317,65% comparado con un aceite sin adicion de antioxidantes.
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Figura 13 Porcentaje de Extension de Vida Util

317.65%

211.76% 200.00%
164.71%

100.00% 111.76% 105.88% 111.76%

NATGX NATNX ST20 NATNX NATNA NATNA NATNA NATNX
S90 V70 G50 S87.3 G96 S67.1 G66

4.2. Pruebas en almacenamiento

En la Tabla 15 se pueden observar los resultados al evaluar el efecto de los antioxidantes de
las marcas ABESEN (200ppm de TBHQ) y VAMIX (1000 ppm de mix de tocoferoles), para

estabilizar el aceite refinado RBWD de anchoveta.

El requerimiento de los clientes para la estabilidad oxidativa del producto terminado
protegido con antioxidantes naturales es de 18 meses, segln los resultados obtenidos, se
puede indicar que hasta los 24 meses el antioxidante VAMIX cumple con la proteccion
requerida y con lo especificado en el Codex Alimentarius (PV, AV, FFA'y TOTOX).
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Tabla 15

Oxidacion del aceite de anchoveta en almacenamiento

%

TOTOX  Cold Test

%

%

Antioxidante  Ne [ ote Resultados A PV AV oBLAV)  (USP) EPA DHA Color
Inicial(M0) 0.30 0.60 1320  14.40 3M50° 1862 1251 3.8

M6 ~ 07 1330 147 : - :

M12 - 07 1344 1484 : . :

AEBE,EEN 04.01.2015 M18 - 09 1362 1542 : S :
Final(M24) 031 090 1371 1551 355 1868 1259 3.8

Inicial 030 056 1318  14.30 3M50° 1864 1256 3.8

Final 031 068 13.63  14.99 3h50'  18.66 1258 3.8

Inicial 024 050 1279  13.79 3140' 1808 1226 4

M6 - 072 1329 1473 : . :

VAMIX M12 . 085 1354 1524 : S :
Mix  20.04.2015 M18 - 090 1368 1548 : - :
Tocoferoles Final 024 110 1397  16.17 350 18.12 1237 4
Inicial 025 050 1265  13.65 3140° 1811 1232 4

Final 024 080 1338  14.98 3h40' 1812 1236 4

Inicial 019 030 1420  14.80 4h05' 1801 1269 4.2

M6 . 042 1451 1535 : - :

VAMIX M12 - 068 1490  16.26 : - :
Mix  28.09.2015 M18 - 096 1519  17.11 : . :
Tocoferoles Final 018 140 1589  18.69 4hi5' 1815 12.65 4.2
Inicial 019 040 1422  15.02 4h05' 1811 1232 4

Final 019 080 1480  16.40 4h05'  18.12 12.36 4

Inicial 026 030 854  9.14 330° 1440 1754 35

M6 . 042 1451 1535 : - :

VAMIX M12 . 068 1490  16.26 : - :
Mix  25.02.2016 M18 - 096 1519  17.11 : . :
Tocoferoles Final 027 100 17.79  19.79 330" 1433 1760 35
Inicial 026 030 847  9.07 330° 1440 1750 35

Final 026 090 1032 1212 330° 1441 1758 35

Inicial 028 050 1410  15.10 420 1824 1224 51

VAMIX M6 . 055 1490 16 : S :
oo 03122016 1 M12 - 091 1531  17.13 : - i
M18 . 103 1596  18.02 : - :

Final 030 146 1805  20.97 420 1830 1229 5.1
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- % %
Antioxidante NoTote N° Resultados PV AV ;ffgf_] %ﬁ;“ epa pEa SO
Inicial 028 050 1410  15.10 4h25' 1824 1224 5.1

Final 028 092 1567 1751 420 1829 1226 5.1

Inicial 015 0.10 1383  14.03 315 1802 1224 3.6

M6 - 033 1390 1456 : - :

VAMIX 1 M2 . 041 1405 1487 : - :
Mix  04.01.2017 M18 . 050 1461 1561 : - :
Tocoferoles Final 017 064 1489  16.17 315 18.13 1238 3.6
Inicial 015 0.2 1390  14.14 320 1808 1232 36

* Gl 015 095 1472 1662 315 1811 1226 3.6

4.3 Relacidn entre aceleracion oxidativa y estabilidad de producto terminado

Estableciendo una relacion entre el factor de proteccion del antioxidante NATGX S90 y los

resultados de oxidacion del aceite durante almacenamiento (24 meses), se pudo obtener una

relacion directa de los valores con el resto de los antioxidantes. Las especificaciones de los

clientes solicitan una estabilidad minima de 18 meses, por lo cual los antioxidantes naturales

mas idoneos son NATNX V70 y NATNX G50.

Tabla 16

Relacion entre PF y estabilidad de producto terminado

Factor de Estabilidad

Nl lRER - FRODIST Proteccion  (meses)
1 VAMIX NATGX S90 3.12 24.0
2  WILMIX NATNX V70 2.65 20.4
3 ABESEN ST 20 4.18 32.2
4 TIBSA NATNX G50 3.00 23.1
5 TIBSA NATNA S87.3 2.00 154
6 ALBLEND NATNA G96 2.12 16.3
7 ALBLEND NATNA S67.1 2.06 15.8
8 ALBLEND NATNX G66 212 16.3
9 CONTROL CONTROL 1.00 7.7
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones del presente trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. A iguales concentraciones, el orden decreciente de la eficiencia de los diferentes
antioxidantes utilizados en la prueba de aceleracion oxidativa fue: TBHQ > mezcla de
tocoferoles de soya 90% GMO > mezcla de tocoferoles de girasol 50% > mezcla de
tocoferoles 70% > mezcla de tocoferoles de girasol 66% = alfa tocoferol de girasol 96%

> alfa tocoferoles de soya 67.1% > alfa tocoferoles de soya 87.3%.

2. En base a la relacién entre el factor de proteccion de los antioxidantes y los resultados de
las pruebas de estabilidad realizadas anteriormente para aceite de pescado RBWD, se pudo
encontrar un valor referencial de estabilidad oxidativa para el almacenamiento del mismo

utilizando nuevos antioxidantes.

3. Se determino que los antioxidantes naturales que cumplen con los nuevos requerimientos
de los clientes serian NATNX G50 (mezcla de tocoferoles de girasol 50%) y NATNX V70

(mezcla de tocoferoles 70%).

4. De los antioxidantes naturales, el que otorga mayor proteccion al aceite refinado de

pescado es genéticamente modificado (NATGX S90).

5. Los antioxidantes que poseen mezcla de tocoferoles mostraron ser mas efectivos que los

que contienen s6lo alfa tocoferoles.

6. La evaluacion de la estabilidad oxidativa del aceite refinado de pescado es de gran

importancia para garantizar la seguridad y calidad del producto.
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VI. RECOMENDACIONES

Una vez concluido el trabajo, se propone seguir las siguientes recomendaciones:

1. Realizar las pruebas de estabilidad oxidativa con los nuevos antioxidantes solicitados a
fin de compararlos con los resultados y la relacion obtenidos entre el factor de proteccion de

los antioxidantes y la estabilidad oxidativa.

2. La realizacion del presente trabajo se hizo utilizando aceite de anchoveta RBWD
(desgomado, neutralizado, blanqueado, winterizado y desodorizado), por lo cual se
considera conveniente realizar estudios similares a otros productos para ampliar la base de

datos.
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