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Resumen: El aceite de pescado es una fuente rica en acidos grasos poli-insaturados (AGP) de valor en
la industria de los alimentos, EPA y DHA. Usualmente una estrategia para estabilizarlos y obtenerlos es
mediante esterificacion. Sin embargo, no existen estrategias que correlacionen la calidad del aceite y la
via de esterificacion con la integridad del EPA/DHA. Por lo tanto, en este trabajo se realizo la
esterificacion con etanol por via quimica y quimioenzimatica de aceites de atun y sardina con diferente
porcentaje de acidez, para obtener una mezcla de ésteres etilicos (EE). La proporcion de AGP en los
aceites de estudio fue del 26 al 38 %. Por la via quimioenzimadtica se alcanz6 un rendimiento superior al
94 % con todos los aceites, siendo mayor que la via quimica hasta en un 6 %. Sin embargo, solamente
con el aceite de alta acidez (22 % de acidez) se observo un incremento en la proporcion de EE de
EPA/DHA. Por el contrario, con el aceite de atun (4.1 % de acidez) se observd una disminucion de
¢éstos. El analisis de composicion indica que se debe a que el contenido de etil EPA en los EE-alta acidez
(9.1 %) es 3 veces mayor que en los EE-atin (3.1 %). Demostrando que en funcién del grado de acidez
del aceite de pescado se puede seleccionar una estrategia de sintesis adecuada para la obtencion de EE
de EPA y DHA, permitiendo valorizar este tipo de aceites de gran interés para la industria alimentaria.

Introduccion:

Los é&cidos grasos poli-instaturados como el &cido eicosapentaenoico C20:5n-3 (EPA) y el acido
docosahexaenoico C22:6n-3 (DHA) tienen un alto valor econdmico en la industria de los alimentos por
sus beneficios a la salud humana. Una fuente importante de EPA y DHA es el aceite de pescado, ya que
constituyen hasta un 30 % de sus acidos grasos [1]. En particular, la calidad del aceite de pescado se
determina por diferentes parametros, siendo el principal, el porcentaje de acidez. En los aceites de
primera calidad, el EPA y DHA se encuentran esterificados al glicerol formando diferentes glicéridos, lo
cual les confiere estabilidad y evita su oxidacion. Sin embargo, en los de segunda calidad (porcentaje de
acidez mayor al 2 %) se pueden encontrar en forma libre, haciéndolos inestables y susceptibles a la
oxidacion. No obstante, su contenido en EPA y DHA los convierte en una materia prima adecuada para
obtener ésteres de mayor valor en el mercado. Para ello, se requiere implementar estrategias de
esterificacion que permitan estabilizar y recuperar a dichos acidos. La esterificacion se puede llevar a
cabo por via quimica con catalizadores inorganicos acidos o basicos, o bien, por via enzimatica
empleando lipasas. Las lipasas son carboxil éster hidrolasas (EC. 3.1.1.3) que hidrolizan triglicéridos, y
tienen la capacidad de realizar diversas reacciones de sintesis en medio orgéanico (e.g. esterificacion,
alcoholisis, acidolisis). Actualmente, la mayoria de las investigaciones se han enfocado a desarrollar
estrategias quimicas o enzimadticas para la sintesis de metil ésteres. Para la generacion de éstos, es
necesario el uso de metanol, un alcohol téxico y prohibido para el consumo humano. Ademas, dichos
trabajos no consideran que la integridad del EPA y DHA dependen tanto de la calidad del aceite de
pescado como de la via de esterificacion. Por lo tanto, en el presente trabajo se implementé una
estrategia quimioenzimatica para sintetizar EE de EPA y DHA a partir de aceites de atin y sardina con
diferente porcentaje de acidez, lo que permite valorizar a este tipo de aceites y en un futuro obtener
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concentrados de EE de EPA y DHA con mayor grado de pureza, los cuales son de gran interés para la
industria alimentaria.

Metodologia:

Materia prima y determinacion del porcentaje de acidez: El aceite de atin, sardina y alta acidez de atin
fueron donados por Maz Industrial S.A. de C.V. El porcentaje de acidez en equivalentes de acido oleico
se determino de acuerdo con Kwon et al. (1986) [2].

Sintesis quimica de EE: A 5 ml de aceite se le agregaron 1.5 ml de etéoxido (KOH en etanol anhidro 6.7
%, p/v) y se mantuvo a 60 °C y 1,500 rpm por 1 h. Al término de la reaccidn, se realizaron 4 lavados con
agua, tres con un volumen de 150 pl y uno de 3 ml.

Sintesis quimioenzimadtica de EE: La esterificacion de 4cidos grasos libres se realizé con 100 mg de la
lipasa B de Candida antarctica (CALB), 5 ml de aceite y 0.5 ml de etanol anhidro a 45 °C y 650 rpm
por 20 h. Posteriormente la transesterificacion de los glicéridos se realizé con la via quimica.

Determinacion de la conversion: La conversion se cuantific6 por HPTLC, (85/15/1; hexano/éter
etilico/acido acético; v/v/v) a 500 nm.

Determinacion de la proporcion de dcidos grasos por GC-MS: 1 pl de una solucion de los EE en
hexano 10 mg/ml se inyectd6 empleando un Split de 30:1 (250 °C temperatura del inyector), a una
columna capilar DB-23 (60 m x 0.25 mm DI, 0.25 pum; J&W marca Agilent) usando He como
acarreador. El programa de separacion con rampas de temperatura de 80 a 220°C se generd con base a lo
reportado por Dodds et al. (2005) [3] y Nascimiento et al. (2015) [4]. La concentracion de etil -EPA y
etil -DHA se determin6 empleando una curva de calibracion de 10 a 100 mg/I.

Resultados:

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes de acidos grasos saturados (AGS), mono-insaturados (AGM)
y poli-insaturados (AGP), presentes en los aceites de estudio (atin, sardina y alta acidez), asi como el
aceite de arenque de primera calidad que se us6é como control.

Tabla 1. Porcentaje de area integrada de AGS, AGM y AGP en los distintos aceites de pescado.

Acidos grasos” Atun (%) Sardina (%) Alta acidez (%) Arenque (%)
AGS 37.8 49.1 37.4 43.2
AGM 26.8 23.0 24.9 30.5
AGP 354 28.0 37.6 26.3

Porcentajes expresados respecto al drea total de dcidos grasos. “"AGS: dcidos grasos saturados, AGM: mono-insaturados y
AGP: poli-insaturados.

Con respecto al aceite de arenque, el contenido de AGS en los aceites de atiin (Atin y Alta acidez) es 6
% menor y el de sardina es 6 % mayor. Mientras que el contenido de AGM es inferior aproximadamente
en un 5 % para todos los casos con respecto al de arenque (30.5 %). Sorprendentemente, el contenido de
AGP en los aceites de segunda calidad (atin: 35.4 %; alta acidez: 28.0 % y sardina: 37.6%) fue del 2
hasta el 12 % mayor que el aceite de primera calidad (arenque; 26.3 %). Cabe resaltar, que a pesar de la
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diferencia del porcentaje de acidez entre los aceites de atin (atun: 4.1 %, alta acidez: 22.0 %) los
porcentajes de AGS, AGM y AGP es practicamente la misma, esto sugiere que los AGP del aceite de
alta acidez posiblemente no presentan degradacion. El porcentaje de AGP de los tres aceites de estudio
son similares a los reportados por Nascimiento ef al. [4] y Gruger et al. [5]. Por lo tanto, se consideran
una materia prima adecuada para llevar a cabo la sintesis de EE de EPA y DHA.

La sintesis de EE de acidos grasos de los aceites de pescado de estudio se realizoé por via quimica y
quimioenzimatica (Figura 1). En general, con todos los aceites se alcanzd una conversion superior al 87
% con ambas vias, no obstante, con la via quimioenzimatica el rendimiento incrementd de un 3 a 6 %
respecto a la via quimica. En particular, con el aceite de alta acidez (porcentaje de acidez 22 %) la
sintesis de EE de EPA y DHA fue mayor al emplear la via quimioenzimatica (Figura 1 E-EPA y E-
DHA). Lo anterior sugiere que los acidos grasos libres contenidos en esta materia prima posiblemente
son en su mayoria EPA y DHA. En la primera etapa de la via quimioenzimatica, las condiciones suaves
de reaccién empleadas durante la esterificacion del EPA y DHA, permiten que las moléculas no se
degraden por efecto de temperatura u oxidacion. Por lo tanto, en la segunda etapa, la conversion a EE de
los glicéridos por transesterificacion alcalina se puede realizar sin comprometer la integridad de los EE
de EPA y DHA.

Atiin Sardina Atin alta acidez
EE - -
- - - -
87% 93% 96% 99% 920% 94%
TG | : - .
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Figura 1. Cromatografia de capa fina de la sintesis de ésteres etilicos de acidos grasos de aceite de pescado. t0: tiempo inicial de
reaccion; Q: sintesis quimica de ésteres etilicos; QE: sintesis quimioenzimatica de ésteres etilicos; MG: monoglicéridos; DG:
diglicéridos; AG: acidos grasos; TG: triglicéridos; EE: esteres etilicos;, E-EPA: Etil EPA; E-DHA: Etil DHA y EO: Etil oleato.

Por otro lado, con los aceites de atun y sardina, que presentaron un menor porcentaje de acidez (4.1 % y
10.7 %, respectivamente), se sintetizo una menor cantidad de EE de EPA y DHA con respecto al aceite
de alta acidez cuando se emplea la via quimioenzimatica. En el caso particular del aceite de atun, se
observo una disminucion en la concentracion de EE de EPA y DHA. De este modo se demuestra que en
funcién del grado de acidez del aceite de pescado se puede seleccionar una estrategia de sintesis
adecuada para la obtencion de EE de EPA y DHA.

Finalmente, se determind el contenido de E-EPA y E-DHA en los EE de los aceites de pescado
obtenidos por via quimioenzimatica y los del aceite de arenque por via quimica (Figura 3). La relacion
E-DHA/E-EPA en los EE de atun, sardina y alta acidez fue 2.7, 1.1 y 2.8 y 0.3, respectivamente. Lo
anterior indica que los aceites de atin son la mejor fuente para obtener DHA (de 8 al 11 %, Figura 3),
mientras que del aceite de sardina se pueden obtener tanto el DHA (10 %) como el EPA (9 %). La via
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quimioenzimatica permitié obtener EE cuya concentracion de E-EPA es semejante a lo reportado en la
literatura (2.8-4.7 %), mientras que la concentracion obtenida de E-DHA es hasta el doble que la
reportada empleando una via enzimatica usando las lipasas de Pseudomonas sp. y Pseudomonas
fluorescens (3.6-3-7 %) [6]. A pesar de que la concentracion de E-EPA en los EE del aceite de sardina
(9 %) es 60 % menor a la contenida en los EE de arenque (15 %), tanto el aceite de sardina como los de
atiin representa una fuente prometedora para la obtencion de concentrados de gran valor para la industria
farmacéutica y de alimentos a partir de una materia prima econdémica empleando la via

quimioenzimatica.
| ] ] i ] . . mE-EPA
I m E-DHA
0

Atln Sardina Atin alta acidez ~ Arenque

o B o

=

=]

Contenido de E-EPAy E-DHA (%)
NN =]

[ ]

Figura 3. Contenido de E-EPA y E-DHA obtenido mediante la estrategia quimioenzimadtica de sintesis de ésteres etilicos, a
partir del contenido original de acidos grasos (AG) EPA y DHA en los distintos aceites de pescado. Especies de etil ésteres:
etil éster del acido eicosapentaendico (EPA) C20:6n-3, etil éster del dcido docosahexaenoico (DHA) C22:5n-3.

Conclusiones:

La sintesis quimioenzimatica implementada ha demostrado que es posible conservar la integridad del
EPA y DHA presentes en los aceites de pescado con alto porcentaje de acidez, aprovechando de manera
racional su contenido de AGP, para la obtencion de sus EE. Actualmente se tiene como perspectiva el
desarrollo e implementacion de protocolos de destilacion molecular y/o intercambio idnico para la
obtencion de concentrados con mayor pureza en EE de EPA y DHA de gran interés biotecnoldgico y
comercial.
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