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NOMENCLATURA

AGL
ALA
AnV
AV
DG
DHA
DPA
EPA
FAEE
LA
MG
PUFA
PV
SDA

TG

Acido graso libre

Acido a-linolénico

indice de anisidina

indice de acidez
Diglicérido

Acido docosahexaenoico
Acido docosapentaenoico
Acido eicosapentaenoico
Acido graso etil éster
Acido linoleico
Monoglicérido

Acido graso poliinsaturado
Indice de perdxidos
Acido estearidonico

Triglicérido



RESUMEN

El enriquecimiento y purificacion de &cidos grasos bioactivos a partir de aceites y grasas
requiere una etapa previa de ruptura de la molécula de triglicérido. En este sentido, una
de las reacciones que ha despertado un gran intereés es la transesterificacion por etanolisis,
en la que se transforma el triglicérido en sus correspondientes &cidos grasos etil ésteres

(FAEE) y glicerina, mediante el uso de un catalizador.

En el presente trabajo se estudio la influencia de distintas variables implicadas en el
proceso de etanolisis de un aceite rico en &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) de origen
marino sobre el grado de conversion en FAEE vy el estado oxidativo. En concreto, se
investigo el efecto de la temperatura (30-60 °C), el tipo y cantidad de catalizador quimico
empleado (hidroxido potésico y etdxido sodico), la relacion molar etanol:aceite (4:1 —
6:1) y el tiempo de reaccion. Paraello, a lo largo de los tiempos de reaccion, se monitorizd
el grado de conversidn del aceite hacia FAEE, asi como los indices de oxidacién, tanto
oxidacion primaria, como oxidaciéon secundaria. A partir de los datos obtenidos, se
establecieron como condiciones éptimas de reaccion, una temperatura de 50 °C, una
relacién molar etanol:aceite 6:1 y el uso de 1% (p/p ajustado segln inactivacion) de
etdxido sodico como catalizador. La monitorizacion de los indices de oxidacion desvelo

una reduccion en los valores iniciales para todas las condiciones estudiadas.

En base a los resultados obtenidos a escala laboratorio, se llevé a cabo un escalado en
planta piloto de las condiciones Optimas de reaccién, del que se obtuvieron resultados
analogos a lo obtenido a escala laboratorio. Posteriormente, se realizé una comparativa

del proceso optimizado aplicado a otro aceite de origen vegetal rico en PUFA.

El producto obtenido mediante el procedimiento optimizado supone un material de
partida facilmente fraccionable que puede dar lugar a concentrados de alto valor afiadido

que se pueden emplear en la produccion de lipidos funcionales.
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1.1 Acidos grasos omega-3

Los &cidos grasos son compuestos organicos consistentes en una cadena hidrocarbonada
y un grupo carboxilico. Suelen encontrarse unidos a través de este grupo a una molécula
de glicerol, formando asi los acilglicéridos (mono-, di- o triglicéridos). Dependiendo de
la naturaleza de la cadena hidrocarbonada, los &cidos grasos pueden ser saturados 0
insaturados, pudiendo ser estos Gltimos acidos grasos monoinsaturados o poliinsaturados
(PUFA) (Rubio Rodriguez et al., 2010).

La mayoria de los acidos grasos pueden ser sintetizados de manera natural por el ser
humano, sin embargo, hay un grupo de PUFA, denominados acidos grasos esenciales,
que no pueden ser producidos en el metabolismo humanao: el &cido linoleico (C18:2 n-6;
LA) vy el &cido alfa linolénico (C18:3 n-3; ALA). Estos dos acidos grasos son los
precursores metabdlicos de los acidos grasos omega-6 y omega-3 de cadena larga,
respectivamente. Sin embargo, el proceso de conversion de ALA en &cido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3; EPA), acido docosapentaenoico (C22:5 n-3; DPA) y &cido
docosahexaenoico (C22:6 n-3; DHA), es poco eficiente, por lo que el aporte de estos
PUFA es recomendable hacerlo a través de la dieta. El acido estearidonico (C18:4 n-3;
SDA) es también un PUFA n-3 que esta despertando gran interés por ser un intermedio

metabolico en la ruta de conversion de ALA a EPA y DHA.

En una revisién publicada por Ruxton et al. (2005) se destacan las evidencias que existen
en los beneficios clinicos de los PUFA n-3 sobre las enfermedades cardiovasculares o la
artritis reumatoide, asi como las posibles repercusiones sobre otros procesos
inflamatorios como asma o fibrosis quistica. De manera adicional, se han estudiado los
efectos sobre psoriasis (Zulkafar et al., 2007), enfermedades intestinales (Razack &
Seidner, 2007; Diamond et al., 2008; Turner et al., 2008) y su uso en tratamientos para la
prevencion de enfermedades mentales (Horrobin et al., 1991; Stillwell & Wassall, 2003;
McNamara, 2006) y cancer (MacLean et al., 2006; Chen et al., 2007; Calviello et al.,
2007).

Existe una relacion recomendada entre la cantidad consumida de n-6 y n-3, que se

establece en 5:1 segln expertos nutricionistas (WHO/FAO, 1994). Sin embargo, debido
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a los habitos alimenticios modernos, esta relacion puede llegar a ser muy superior y esto,
unido a una ingesta elevada de acidos grasos saturados, puede conllevar a un aumento en
el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, hipertension, desordenes

inflamatorios, autoinmunes y depresion.

Debido a estas carencias en las dietas tradicionales, una manera de incrementar la ingesta
de PUFA n-3 se basa en el consumo de suplementos alimenticios ricos en estos &cidos
grasos. En este sentido, los preparados comerciales a base de aceites de pescado son los
productos méas conocidos, dado el elevado contenido en PUFA n-3 que presentan los
lipidos de estos animales (Martin et al., 2012). Dentro del reino vegetal, existen
numerosas plantas oleaginosas cuyo aceite contiene ALA y LA, aunque la familia
Boraginaceae es la fuente mas comdn de SDA en la naturaleza, siendo el aceite obtenido
a partir de especies del género Echium (cominmente denominado aceite de echium) el

aceite comercialmente disponible con un mayor contenido en este acido graso.

Las fuentes de origen marino se usan como material de partida para procesos de
concentracion y purificacion, obteniendo asi compuestos de alta riqueza en PUFA n-3,
tanto en forma de triglicéridos (TG), acidos grasos libres (AGL) o alquil-ésteres. Sin
embargo, en el caso de aceites vegetales de Echium, su uso como material de partida para
obtencion de concentrados de ALA, LA o SDA ha sido poco explorada, pudiendo resultar

de gran interés.

Los métodos de concentracién de PUFA n-3 son humerosos, pero sélo algunos de ellos
son escalables a producciones de mayor volumen. Los métodos disponibles incluyen la
cromatografia de adsorcion, destilacion molecular y fraccionada, cristalizacion a bajas
temperaturas, extraccion con fluidos supercriticos, formacion de complejos de inclusion
con urea Yy reacciones de transesterificacion enziméatica o quimica (Shahidi &
Wanasundara, 1998).

Esta Gltima técnica se aplica en las etapas intermedias dentro del proceso de obtencion de
concentrados de PUFA n-3. Estas reacciones de transesterificacion son también el
fundamento de los procesos de obtencion de biodiésel. El biodiésel se trata de un
combustible biodegradable, menos toxico y con menos emisiones que otros combustibles,
lo que deriva en un gran interés tanto en el aspecto econémico como en el medioambiental
(Stamenkovic et al., 2011).
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1.2 Transesterificacion de triglicéridos

La transesterificacion de aceites mediante alcoholisis consiste en la reaccion entre un
glicérido y un alcohol de cadena corta. En el caso de un triglicérido, esta reaccion tiene
lugar en tres etapas, en las que la molécula de TG se convierte en diglicérido (DG), que
pasa a monoglicérido (MG) y por ultimo a glicerol. En cada etapa, se consume un mol de

alcohol y se produce un mol de acido graso etil éster (FAEE) (Figura 1).

i
HsC —0—C—R, H;C —0OH
| 1 | H 11
HC —0—C—R; + CH3CH,0H g——* HC—0—C—R; + CH;CH,0—C—R,
|9 9
H_;E _D_'C_R3 H:;.C _EI'_'C_E;_
TRIGLICERIDO ETANOL DIGLICERIDO ETIL ESTER
H;C —0H H;C —0OH
|0 | 0
HC —0—C—R; + CHyCH,0H g———* HC—OH + CH;CH,0—C—R,
| 9 9
HJC _D_'C_Hj_ H:C —ﬂ—'l:—ﬂ]_
DIGLICERIDOD ETANOL MOMNOGLICERIDD ETILESTER
H,C —0OH H.C —OH
| | 0
HC —OH # CH3;CH,O0H ——® HC=0H + CHiCH,0—C—R;
| 9 |
H_;.'I: _D_'C_H.3 H;.C —{H
MONQGLICERIDO ETAMNOL GLICEROL ETIL ESTER

Figura 1. Esquema de las reacciones de etanolisis a partir de una molécula de triglicérido (Issariyakul &
Dalai, 2014).

Ademas, durante la reaccion de transesterificacion, pueden llevarse a cabo reacciones no

deseables de manera paralela, que pueden resultar en una disminucion del rendimiento

total de la reaccion. En la

Figura 2 se representan de manera esquematica estas posibles reacciones. La formacion
de jabones a partir de las reacciones de saponificacion (Figura 2.a y Figura 2.b) puede

incrementar la viscosidad del medio de reaccion, lo que interfiere en la separacion del
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glicerol y por tanto en el desarrollo de la reaccion de transesterificacion (Meher et al.,
2006). La presencia de agua en el medio de reaccion puede interaccionar con los etil
ésteres ya generados provocando su hidrolisis y disminuyendo el rendimiento (Figura
2.c). La acumulacion de glicerol durante la etanolisis puede revertir la reaccién, por lo
que es preferible que exista una separacion de fases entre el glicerol formado y la fase

oleosa donde se encuentra el catalizador (Meher et al. 2006).

: 0
Il
HO—C—R + KOH — H;0 + KO—=C—R
ACIDO GRASO LIBRE BASE AGUA JABON
b
Il
H,C—0—C—R
IC;J H;'[i _DH
I
HC—0—C—R + JKOH —» HC—0H + 3KO—=C—R
| o |
Il H,C —0OH
H,C—0—C—R
TRIGLICERIDO BASE GLICEROL IABON
© : 0
CHi;CH,0—=C—R + H,0 —*  CHiCH,0H + HO—-C—R
ETIL ESTER AGUA ETANOL ACIDO GRASO LIBRE

Figura 2. Hidrdlisis y saponificacion durante la transesterificacién. a) saponificacion de acidos grasos
libres, b) saponificacién de triglicéridos y c) hidrélisis de etiléster (Issariyakul & Dalai, 2014).

La calidad del aceite de partida en términos de acidez, contenido en agua, y estado
oxidativo resulta trascendental a la hora de conseguir un correcto desarrollo de la reaccién
de etanolisis. En lo relativo a las caracteristicas del aceite, Ma et al., (1998) describieron
que la acidez libre y el contenido en agua deberian mantenerse por debajo de 0.50 y 0.06
%peso respectivamente. Por otro lado, Hoy y Xu (2001) estudiaron de manera conjunta
el efecto del contenido en agua, acidez libre e indice de perdxidos de la muestra de aceite
sobre catalizadores derivados de alcoxidos alcalinos. Establecieron que estos tres factores
pueden producir una inactivacion del catalizador, aunque ésta puede ser compensada por

la adicion de una cantidad extra del mismo.
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Ademas de las caracteristicas del aceite, en general, el desarrollo de la reaccién de
transesterificacion se ve influenciado por diversos factores, entre los que encontramos el
tipo de alcohol, larelacion molar entre el alcohol y el aceite, la temperatura de la reaccion,

el tiempo de reaccion y el tipo y cantidad de catalizador.
1.2.1 Efecto de la relacion molar del alcohol utilizado

La estequiometria de la reaccion requiere un minimo de una relacion molar alcohol:aceite
3:1. Sin embargo, de manera generalizada, las reacciones de transesterificacion se llevan
a cabo con una relacion molar 6:1 (alcohol:aceite) para conseguir conversiones cercanas
al 100%. Este exceso de reactivo se utiliza con el fin de desplazar la reaccion hacia la
generacion de productos, sin embargo un incremento en esta relacion no siempre conduce
hacia conversiones cuantitativas (Freedman et al., 1984). Otros autores llevaron a cabo
estudios en los que se analizaron relaciones molares crecientes. Como ejemplo, Encinar
et al., (2001), utilizaron relaciones molares de 3:1 hasta 15:1, mientras que en reacciones
catalizadas en medio &cido se llegaron a utilizar relaciones de 30:1 (Canakci & Van
Gerpen, 1999).

La eleccion del alcohol utilizado también ejerce una influencia sobre el desarrollo de la
reaccion. Metanol y etanol son los alcoholes mas utilizados, aunque también se han
realizado estudios en los que se utilizan alcoholes de cadena mas larga, como propanol o
incluso butanol (Lang et al., 2001). Debido principalmente a cuestiones econdémicas, el
metanol es el mas utilizado (Ma & Hanna, 1999). Sin embargo, en lo que a cuestiones
técnicas se refiere, la eleccion entre metanol y etanol se basa en distintas ventajas e
inconvenientes. El uso de metanol permite condiciones suaves de reaccion y una
separacion de fases mas facil. Por el contrario, la principal desventaja en el uso de metanol
radica en su baja miscibilidad con el aceite, lo que dificulta la transferencia de masa entre
ambos compuestos, asi como la mayor toxicidad de este alcohol, de cara al uso en
aplicaciones alimentarias (Stamenkovic et al., 2011). El etanol por su parte, tiene una
menor reactividad. Su menor polaridad favorece el inicio de la reaccién en comparacion
con el metanol, sin embargo, mejora la miscibilidad del glicerol y los ésteres,

favoreciendo las reacciones de saponificacion (Mendow et al., 2011).
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1.2.2 Efecto del tiempo de reaccion y temperatura sobre la cinética de la reaccion

La conversion progresa favorablemente conforme los tiempos de reaccion aumentan.
Freedman et al., (1984) observaron conversiones cercanas al 80% en el primer minuto de
reaccion. Tras 1 h, las reacciones se habian estabilizado en conversiones entre 93-98%.
De manera similar, Alamu et al., (2007), y Yeung y Guo, (2006) obtuvieron conversiones
maximas de reaccion en tiempos inferiores a 90 min. En el caso de catalisis acidas, los

tiempos de reaccion pueden llegar a ser de 48-96 h (Canakci & Van Gerpen, 1999).

Los procesos de transesterificacion son altamente dependientes de la temperatura de
reaccion, y se ven favorecidos al utilizar altas temperaturas. El rango de temperaturas mas
utilizado se establece entre 50 y 60 °C (Yeung et al., 2010). No obstante, las reacciones
catalizadas en medio alcalino pueden llevarse a cabo incluso a temperatura ambiente,
mientras que los catalizadores acidos requieren temperaturas mas elevadas. Encinar et al.,
(2001) observaron porcentajes de conversion similares a 25, 50 y 75 °C en medio alcalino,
aungue la cinética de reaccion fue ligeramente superior a temperaturas mas elevadas. A
la hora de establecer la temperatura méas adecuada, es importante no sobrepasar la

temperatura de ebullicién del alcohol que se utilice (Freedman et al., 1984).
1.2.3 Efecto del tipo de catalizador

El tipo de catélisis y la eleccion del catalizador resultan puntos clave dentro de los
criterios para optimizar el proceso. La mayoria de los procesos a escala industrial utilizan
catalizadores basicos homogéneos, debido principalmente al alto porcentaje de
conversion que se consigue, los cortos tiempos de reaccién, las bajas temperaturas y los

menores costes del catalizador (Ma & Hanna, 1999).

Los catalizadores basicos homogéneos mas utilizados son los hidroxidos y alcéxidos de
metales alcalinos, como el NaOR (R = -(CH2)nCHs3), KOR, NaOH o KOH. Existe cierta
controversia sobre la conveniencia en el uso de unos u otros. Ma et al. (1998) describen
concentraciones minimas mas bajas para el caso de los hidrdxidos, mientas que otros
autores destacan la mejor actividad del NaOR (Freedman et al., 1984). Durante el
desarrollo de la reaccion, en presencia de acidos libres, el resto —OH de los hidrdxidos
puede generar agua, pudiendo acarrear los problemas descritos anteriormente, mientras
que los -OR dan lugar al alcohol correspondiente. Sin embargo, el uso de los catalizadores

derivados de alcoxidos alcalinos es menos popular, debido principalmente a su mayor
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toxicidad, su mayor precio y sus problemas a la hora de eliminarlos (Issariyakul & Dalai,
2014; Stamenkovic et al., 2011).

Los procesos de transesterificacion catalizados por bases siguen un mecanismo de tres
etapas, como se detalla en la Figura 3. Existe en primer lugar un ataque del ion alcéxido
proveniente del catalizador a la molécula de TG, para formar un intermedio tetraédrico.
A continuacién, el intermedio formado reacciona con el alcohol, de modo que se recupera
el ion alcoxido. Por altimo, se produce un reordenamiento del intermedio para producir

el alquiléster y la molécula de DG (Issariyakul & Dalai, 2014).

Etapa 1. -
74 . )
R—C + RO} =——— R'—C— OR
OR" OR"
TG lon alcoxido Intermedio tetraédrico
Etapa 2. - 0
7
R—C— OR + ROH =—= R—C—OR + RO
'I:'H” ROH*
Intermedio tetraédrico lon alcdxido
Etapa 3.
o
|
R—C—0OR == R'COOR + ROH
R!'li_'lll & Algquil éster oS
Donde R = CH,—
~H —OCOR
CH, —OCOR’
R = Cadena carbonada del dcido graso
E = Grupoalguil del alcohol

Figura 3. Mecanismo de accion de un catalizador basico homogéneo en la transesterificacion (Issariyakul
& Dalai, 2014).

De manera complementaria, se opta por el uso de catalizadores acidos cuando el aceite
de partida tiene elevados contenidos de acidez y agua, evitando asi procesos de

saponificacion (Issariyakul et al., 2007). Las principales desventajas en el uso de
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catalizadores acidos son que requiere un mayor tiempo de reaccion, temperaturas mas
elevadas y equipos resistentes a acidos (Liu, 1994). Algunos ejemplos dentro de los
catalizadores éacidos utilizados son el H2SO4, H3POs, HCI, BFs y CFsCO2H, siendo el

primero de ellos el méas frecuentemente empleado (Issariyakul & Dalai, 2014).

Recientemente la catalisis heterogénea esta despertando interés dentro de los procesos de
transesterificacion, principalmente porque simplifican el proceso de purificacion,
eliminan la generacion de agua y posibilitan la produccion en continuo, sin embargo es
necesario una mayor profundizacion en este campo, ya que son necesarios mayores

tiempos y temperaturas de reaccién (Jacobson et al., 2008; Srilatha et al., 2010).

De manera alternativa a la etanolisis quimica se postula el uso de enzimas como
catalizadores del proceso. La principal ventaja reside en que es un proceso controlado que
permite llevar a cabo la reaccion en condiciones mas suaves y con mayor selectividad,
evitando la formacién de jabones y facilitando el proceso de purificacion. Sin embargo,
tiene costes de operacion més elevados y condiciones de reaccion muy estrictas (Leung
et al., 2010). Por otra parte, el uso de procesos enzimaticos, dependiendo del
biocatalizador empleado, puede discriminar frente a algunos acidos grasos, especialmente
frente a acidos grasos omega-3 de cadena larga, limitando su conversion a los

correspondientes FAEE.

También se ha descrito que estas reacciones de transesterificacion pueden llevarse a cabo
evitando el uso de catalizadores y con tiempos de reaccion cortos en condiciones
supercriticas (Saka & Kusdiana, 2001). Sin embargo, la temperatura y presion a la que se
debe someter la mezcla es alta, lo que puede suponer dificultades ya que se ven
favorecidas reacciones de polimerizacion que pueden dificultar el proceso posterior de

purificacion (D'lppolito et al., 2007).

1.3 Estabilidad oxidativa de los aceites

Los aceites y grasas, especialmente aquellos que presentan un alto contenido en acidos
grasos insaturados, como son los PUFA n-3, tienen una mayor susceptibilidad a sufrir
procesos auto-oxidativos y de fotooxidacion, dando lugar inicialmente a hidroperoxidos
y posteriormente a compuestos de oxidacion secundaria. La generacion de estos
compuestos de oxidacion puede conducir a una pérdida de calidad del producto, tanto

10
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tecnoldgica como nutricional, y a la generacion de olores y sabores no deseados. De
manera adicional, los productos generados en la peroxidacion estdn sefialados como
perjudiciales para la salud debido a su potencial capacidad de generar aterosclerosis y
carcinomas (Chow, 2008). De este modo, el estado oxidativo y la estabilidad oxidativa
son criterios fundamentales a tener en cuenta en la caracterizacion de aceites y grasas en
general, pero particularmente en aceites altamente susceptibles a la oxidacion, como son

los aceites ricos en PUFA n-3.

El proceso de peroxidacion lipidica (Figura 4) se inicia por el ataque de alguna especie
quimica capaz de reaccionar y retirar un atomo de hidrégeno de un carbono de la cadena
carbonada de un acido graso. Un mayor nimero de dobles enlaces en la molécula hace
que sea mas facil retirar el hidrégeno y sea por tanto mas facil de oxidar (Halliwell &
Chirico, 1993).

R H,0 R
g + "OH —L.- ¥ Lipido radical

H L, .
Iniciacion
Lipido insaturado 0,
Propagacion
s 4 n i
DOH H oo"®
Lipido perdxida Lipido peroxil radical

Figura 4. Proceso de peroxidacion lipidica.

En la etapa de iniciacion, el radical lipidico se forma a partir del lipido, usualmente por
el ataque de radicales, y siendo catalizado por factores como exposicion a la luz, calor,
irradiaciones o por trazas de metales. El radical lipidico formado reacciona rapidamente
con oxigeno para dar un radical peroxilo, el cual ataca a otra molécula de lipido y sustrae
un atomo de hidrégeno para formar un hidroperéxido lipidico ROOH, y un nuevo radical

lipidico, que inicia de nuevo la secuencia de propagacion. De esta manera, muchas
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moléculas de lipidos pueden ser oxidadas hasta hidroperoxidos por muchas formas de
iniciacion. Los hidroperoxidos lipidicos son moléculas muy inestables que se degradan
facilmente hacia otros derivados a medida que progresa la secuencia de propagacion.
Finalmente, el ciclo de propagacion es interrumpido por las reacciones de terminacion,

en las cuales hay consumo de los radicales (Rojano, 1997).

La Figura 5 esquematiza el desarrollo del proceso de oxidacion de un aceite o grasa, y
cémo evoluciona este proceso a lo largo del tiempo en cuanto al nivel y tipo de
compuestos de oxidacidn; asi como otras consecuencias que tienen lugar a medida que

progresa la oxidacion, como es la percepcién sensorial de rancidez, o el incremento de la

viscosidad.
mccmn Formacién de | Descomposicién de Polimerizacion Degradacion
peréxidos perdxidos (fuerte percepcion
(no se (inicio de los de la rancidez)
percibe olor olores rancios) Viscosidad Oxigeno absorbido
a rancio) ., .
o ) e
it
- ol - -
g —~ R e I R SR ]
;"’ ~ ﬁ/’ i i
o P Indice de P
2" peréxidos Oxigeno en el
14 > aceite
7 N
/7 N [
/ \\ |
/ \ !
Reversion / \ Ruptura de
] / \ / perdxidos:
/ \\ |~ (aldehidos, [
s R e s |
/ P acidos, |
—=F — i i elc.) !

Tiempe

Figura 5. Desarrollo del proceso de oxidacién en aceites (Matissek et al., 1998).

Teniendo en cuenta la elevada susceptibilidad oxidativa de los aceites altamente
insaturados, es importante sefialar que durante las reacciones de transesterificacion de los
mismos, pueden darse condiciones catalizadoras de los procesos de oxidacién, como la
presencia de oxigeno, luz y temperatura. En la revision llevada a cabo por Yaakob et al.,
(2014), se analizan los distintos aspectos que pueden contribuir a la degradacion del
biodiesel durante su almacenamiento. En lo relativo a la estructura de los alquil ésteres,

se ha observado que los FAEE saturados son maéas estables que aquellos
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mononoinsaturados, y esta susceptibilidad se acrecenta en el caso de presentar mas de
una insaturacion (Neff et al., 1997), siendo los FAEE derivados de PUFA n-3 mas
propensos a sufrir procesos autooxidativos que los n-6 (Canacki et al., 1999). Los FAEE
por su parte, presentan una mayor estabilidad oxidativa que los derivados metanolicos
(Issariyakul & Dalai, 2010).

Hay que safialar que estos estudios mencionados se centran en la estabilidad oxidativa
una vez obtenido el producto final, y no contemplan la evolucion sucedida durante la
reaccion, lo cual seria un aspecto importante a evaluar, ya que la oxidacion es un proceso
continuo. Sin embargo, existe escasa bibliografia que reporte los niveles de oxidacién a
lo largo de reacciones de transesterificacion o inmediatamente después. lkwuagwu et al.,
(2000) observaron un pequefio descenso en los valores de peroxidacion de los metil
ésteres respecto al aceite original, crudo y refinado. Este resultado fue analogo al
reportado en el estudio realizado por Xin et al., (2008). En reacciones de
interesterificacion, donde también se aplican condiciones prooxidantes, se observaron las
misma tendencia de disminucién de los valores de peroxidos a tiempo final de reaccion

sobre aceites de origen vegetal (Basturk et al., 2007).

Por otro lado, pese a que la oxidacion lipidica es un proceso dificil de evitar, existen
métodos que consiguen reducir la velocidad de este proceso, siendo la opcion mas
efectiva evitar las condiciones prooxidantes. Esto se consigue minimizando el contacto
con el aire, con almacenamientos a bajas temperaturas, en condiciones de oscuridad y en
atmosferas inertes (Sheehan et al., 1998). Sin embargo, estos métodos pueden resultar
insuficientes para prevenir la oxidacion lipidica en aceites altamente susceptibles a la
oxidacion, o en procesos altamente prooxidantes, lo que hace necesario utilizarlos de
manera conjunta con la adicion de antioxidantes (Yaakob et al., 2014). En este sentido,
existe gran variedad en el uso de antioxidantes para la estabilizacion de aceites ricos en
omega-3, aunque los mas utilizados son los tocoferoles, dentro de la categoria de los
antioxidantes primarios. Sin embargo, la estabilizacion de aceites con antioxidantes tras
un proceso de transesterificacion suele realizarse sobre el producto final una vez obtenido,
mientras que el efecto de la incorporacion de antioxidantes durante el desarrollo de este
tipo de reacciones no ha sido ampliamente explorado, pudiendo resultar de interés.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es el estudio de la influencia de distintas variables
implicadas en el proceso de etanolisis de un aceite rico en acidos grasos poliinsaturados
de origen marino sobre el grado de conversion en acidos grasos etil ésteres y la evolucién

del estado oxidativo.

Para alcanzar este objetivo general, se investigo el efecto de los siguientes parametros del

proceso:

» Efecto de la temperatura.

» Efecto del tipo y cantidad de catalizador quimico empleado.
» Efecto de la relacion molar etanol:aceite.

» Efecto del tiempo de reaccion.

Ademas, se plantearon los siguientes objetivos complementarios:

» Escalado en planta piloto de las condiciones Optimas de reaccion para el aceite de
origen marino.
» Comparativa del proceso optimizado para aceite de origen marino, aplicado a un

aceite rico en acidos grasos poliinsaturados de origen vegetal.
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3.1 Materiales

El aceite de pescado (Brevoortia spp.) fue suministrado por Sigma-Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos). El aceite de echium (Echium spp.) fue suministrado por Harke Nutrition

(Malheim an der Ruhr, Alemania).

Los reactivos hidroxido potésico, sulfato sodico anhidro, cloruro sédico y etanol absoluto
fueron suministrados por Panreac (Castellar del Vallés, Espafia). Los disolventes hexano
(HPLC), cloroformo (HPLC) e isopropanol (HPLC) se obtuvieron de Lab Scan (Dublin,
Irlanda). EI reactivo etoxido sodico y el tamiz molecular (4A) fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). El patron interno hexadecano se adquirié a
Merck (New Jersey, Estados Unidos). El oleato de etilo fue suministrado por Acros
Organics (New Jersey, Estados Unidos) y los reactivos del equipo FoodLab Fat fueron

suministrados por CDR s.r.l. (Ginestra, Italia).

3.2 Equipos y métodos
3.2.1 Reaccidn de etanolisis a escala laboratorio

La reaccion se llevd a cabo en condiciones de oscuridad, en un incubador de agitacién
orbital 1KA 4000 ic (Staufen, Alemania) a 200 rpm durante 90 min. Las variables

analizadas para la optimizacion del proceso fueron las siguientes:

- Temperatura: 30, 40, 50 y 60 °C.

- Tipo de catalizador: hidréxido potasico (KOH) y etoxido sddico (NaOCH2CHy3).
- Cantidad de catalizador.

- Relacion molar etanol:aceite: 4:1y 6:1.

- Tiempo de reaccion.

La eleccion de las condiciones de reaccién y las variables estudiadas se basé en lo
expuesto en la bibliografia presente (Issariyakul & Dalai, 2014; Ma & Hanna, 1999;
Leung et al., 2010).
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Para ello, se prepard una mezcla de 12 g de aceite con 0.6 g de hexadecano (utilizado
como estandar interno) y se atemperd durante 5 min hasta alcanzar la temperatura de
reaccion. De manera paralela, se disolvio la cantidad correspondiente de catalizador en
etanol absoluto previamente desecado con tamiz molecular, utilizando la relacion molar
de etanol:aceite definida para cada reaccion individual. Esta disolucién se afiadio a la
mezcla previamente preparada, se agito vigorosamente y se introdujo en el incubador de

agitacion orbital para iniciar la reaccion.

Se tomaron alicuotas de 150 pL de volumen, en los tiempos de reaccion 0, 1, 4, 8, 12, 16,
20, 40, 60 y 90 min. Estas alicuotas se diluyeron en 1 mL de hexano y 0.5 mL de agua
destilada, se agitd en vortex y se centrifugd en una microcentrifuga ScanSpeed MINI
(Lynge, Dinamarca) a 12.000 rpm durante 5 min. Se recuper0 la fraccion lipidica, se
diluy6 en 1 mL de hexano y se eliminé el posible contenido en agua mediante la adicién

de sulfato sodico anhidro. La disolucion se almacend en ausencia de luz durante 2 h.

Una vez transcurrido este tiempo, una alicuota de 0.5 mL de dicha disolucion se diluyd
en 0.5 mL de hexano, y se cuantifico el contenido en FAEE mediante cromatografia de
gases. De manera paralela, una alicuota de 1 mL de la misma disolucion se evaporo bajo

corriente de nitrégeno para la determinacion de los valores de oxidacion lipidica.
3.2.2 Caracterizacion quimica
3.2.2.1 Anélisis de FAEE por cromatografia de gases

El anlisis de FAEE se realiz6 en base al método desarrollado por Tenllado et al. (2011).
La cuantificacién de FAEE se llevd a cabo en un CG Agilent (Avondale, PA) (6850
Network GC System) acoplado a un inyector automatico (Agilent 6850) con columna
capilar 30 m HP-88 (Avondale, Pennsylvania) (0.25 mm i.d.) y detector FID. Se utilizo
un volumen de inyeccion de 1 pL y split con ratio 20:1. Las temperaturas del inyector y
del detector fueron 220 °C y 250 °C respectivamente. El programa de temperaturas
empleado fue el siguiente: inicio a 50 °C con una subida hasta 220 °C a 15 °C mint. La
temperatura final, 220 °C, se mantuvo durante 10 min. En la cuantificacién, se emple6

una recta patron disefiada a partir de distintas concentraciones de oleato de etilo.

Adicionalmente, con el fin de describir el perfil de acidos grasos de la muestra lipidica,
definir el peso molecular promedio y estimar el contenido total de material saponificable,
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se realiz6 una derivatizacion en medio basico del aceite de partida, utilizando etéxido
sodico 5% como agente derivatizante, obteniendo asi los FAEE correspondientes. Para
ello, se utiliz6 una disolucion de concentracién 50 mg/mL de aceite en cloroformo, a la
que se afiadieron 10 mg de hexadecano como patron interno. A 0.5 mL de esta disolucién
se le afladio 1 mL de agente derivatizante y se dejo reaccionar en ausencia de luz a 60 °C
en un incubador de agitacion orbital IKA 4000 ic (Staufen, Alemania) durante 30 min.
Una vez transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion mediante la adicién de 400 L de
agua destilada. La fraccion lipidica se extrajo 2 veces mediante la adicion de 1 mL de
hexano cada vez. Se elimino el posible contenido en agua mediante la adicién de sulfato
sodico anhidro, que se dejé actuar durante 2 h en oscuridad. Una vez transcurrido este
tiempo, se analizé la muestra a través del equipo GC-FID siguiendo el método expuesto

anteriormente.
3.3.2.2 Determinacién de indices de oxidacion.

Se determinaron los indices de oxidacion primaria (indice de perdxidos - PV) y secundaria
(indice de p-anisidina - AnV) mediante el equipo de medida rapida FoodLab Fat (CDR
s.r.l., Ginestra, Italia), basado en el método espectrofotométrico Oxiester (Kamvissis et
al., 2008).

A. Indice de peroxidos (conforme al método oficial AOCS Cd 8-53)

Se adicionaron 5 pL de muestra a la cubeta de medida previamente preparada con los
reactivos necesarios. Al cabo de 3 min de incubacién a 37 °C, se procedié a la medida de
la absorbancia a 505 nm. Los resultados se expresaron en meq O2/kg muestra a partir de

las rectas de calibracion especificas del equipo de medida.
B. Test de p-anisidina (conforme al método oficial AOCS Cd 18-90)

Se adicionaron 10 pL de muestra a la cubeta de medida previamente preparada con los
reactivos necesarios. Al cabo de 1 min de incubacién a 37 °C, se procedié a la medida de
absorbancia a 366 nm. Los resultados se expresaron en unidades de p-anisidina a partir

de las rectas de calibracion especificas del equipo de medida.

19



3. MATERIALES Y METODOS

3.3.2.3 Determinacién del grado e indice de acidez

Para la determinacion del grado de acidez, se utilizd el equipo de medida FoodLab Fat
(CDR s.r.l., Ginestra, Italia). Para ello, se realiz6 una medida espectrofotométrica inicial
de los reactivos necesarios a 630 nm, denominada blanco. A continuacion, se adicionaron
2.5 YL de muestra a la cubeta de medida y se realizo el analisis a 630 nm, expresando los
resultados en grado de acidez a partir de las rectas de calibracion especificas del equipo
de medida.

Para la determinacién del indice de acidez (AV), se utilizo la siguiente férmula:

56.1 x 2Acidez X 10

AV (mg KOH /g grasa) = o

siendo M el peso molecular promedio de los triglicéridos del aceite analizado.
3.3.2.4 Determinacion del contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad del aceite de partida y de los reactivos
utilizados se llevd a cabo a través de una valoracion Karl-Fischer en un titulador
volumétrico Metrohm 877 Titrino Plus (Herisau, Suiza), utilizando para ello el reactivo
valorante “hydranal composite 2” (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos). Las
medidas se llevaron a cabo por triplicado y se expresaron en porcentaje de agua presente

en la muestra.
3.3.3 Escalado en planta piloto

Para el escalado en planta piloto, se utilizaron las condiciones éptimas obtenidas durante
el desarrollo del proceso a escala laboratorio. Para ello, se mezclaron 400 g de aceite con
134 g de una mezcla que contenia EtOH (125 g) y catalizador (9 g). La reaccién se llevd
a cabo bajo atmosfera de nitrogeno y con agitacion constante, en un kiloclave Buchi
(Uster, Suiza), utilizando un tanque de doble camisa de 1 L de volumen, acoplado a un

criotermostato Julabo FP-50 (Seelbach, Alemania).

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, ésta se detuvo mediante la adicion de un 40%
(p/p) de una disolucién de cloruro sodico 0.5 M a 50 °C. Se trasvasé la mezcla a un
embudo de decantacién de 2 L de volumen y se dejé decantar durante 5 min. Una vez

producida la separacion de fases, se recuperd la fraccion lipidica (fase superior) y se lavo
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con un 40% (p/p) de agua destilada a 50 °C. La mezcla se dejé decantar en un embudo de
decantacion de 2 L durante 5 min y se recuper0 la fraccion lipidica. Dicha fraccion fue
posteriormente desecada en un rotavapor Buchi B-480 (Uster, Suiza) acoplado a un
sistema controlador de vacio Buchi B-721 (Uster, Suiza), a 40 °C, y 10 mbar, en ausencia
de luz y rompiendo el vacio con corriente de nitrogeno, obteniendo asi la mezcla de FAEE

de interés.

Se analizo el grado de conversion del aceite de partida mediante GC-FID, utilizando el
método expuesto en el apartado 3.2.2.1. Para ello, se utiliz6 una disolucion de 25 mg/mL

de FAEE en hexano, usando hexadecano como patrén interno.

Adicionalmente, con el fin de evaluar la evolucion en el proceso de oxidacion durante la
obtencidn de los FAEE, se tomaron alicuotas de la mezcla de reaccién tras la finalizacion
de la misma (previamente al lavado con cloruro sodico), tras el lavado con agua destilada
y una vez finalizado el proceso de evaporacion. Se analizé el estado oxidativo de estas

alicuotas de manera analoga a lo expuesto en el apartado 3.3.2.2.

Por altimo, se estudio la estabilidad oxidativa del producto obtenido y se compar6 con el
aceite de partida mediante el método Rancimat de induccion de oxidacion en condiciones
aceleradas (Metrohm 743; Herisau, Suiza). Para ello, se pesaron 3 g de muestra y se
oxidaron en condiciones de temperatura de 70 °C y flujo de aire de 20 L/h. Las medidas
fueron realizadas por duplicado y el resultado se expresé como tiempo de induccion (h).

3.3.4 Comparativa con aceites de origen vegetal de alto contenido en PUFA n-3

Con el fin de evaluar la posible aplicacion de los resultados de optimizacion obtenidos en
la transesterificacion de otros aceites, se realizd una reaccion comparativa utilizando
como material de partida un aceite vegetal obtenido a partir de semillas de Echium. Con
este fin, se realizaron reacciones de etanolisis a escala laboratorio siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.2.1, utilizando como condiciones de reaccién las obtenidas como

optimas en el estudio desarrollado con el aceite de pescado.
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4.1 Caracterizacion quimica del aceite de partida

El perfil de &cidos grasos del aceite de partida (Tabla 1) se obtuvo a partir de la

derivatizacion realizada en medio bésico, segun lo expuesto en el apartado 3.2.2.1.

Tabla 1. Perfil de acidos grasos en forma de etil ésteres obtenido tras el proceso de derivatizacion del

aceite de pescado

C14:0 75
C16:0 145
Cl6:1 10.8
C16:2 1.3
C16:3 15
Cl6:4 14
C18:0 25
Ci18:1 9.5
C18:2 12
C18:3 1.6
C20:1 11
C18:4 3.1
Cc22:1 1.2
C20:4 1.2
C20:5 12.8
C24:1 15
C22:5 2.2
C22:6 9.3
Total 84.0

La derivatizacion permitié cuantificar el 84.0% de la muestra en forma de FAEE.
Asumiendo que este porcentaje corresponde al maximo saponificable y con el fin de hacer
los datos obtenidos a continuacion mas facilmente comparables entre si, se utilizo este
porcentaje en peso normalizado y se fijo el dato obtenido tras la derivatizacion como el
100% de FAEE de la muestra.

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron analogos a los reportados en el
articulo publicado por Joseph (1985), en el que se estudio la composicion de los aceites
provenientes de menhanden, destacando el alto contenido en PUFA n-3 de cadena larga,

al igual que en el aceite utilizado en el presente trabajo (30.4%).
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Por otro lado, segun lo expuesto en el apartado 1.2, a la hora de llevar a cabo reacciones
de transesterificacion es necesario conocer algunos pardmetros que influyen sobre la
calidad inicial del aceite. Estos andlisis iniciales permiten discernir sobre la necesidad de
someter al aceite a tratamientos previos a la reaccion de transesterificacion
(deshidratacion o desodorizacidn entre otros) o a la utilizacién de manera conjunta de un
catalizador &cido (en el caso de aceites de partida con elevado indice de acidez). Con este
fin, se analizaron los principales factores que pueden ejercer influencia sobre el desarrollo

de la reaccion (Tabla 2).

Tabla 2. indices de calidad evaluados sobre el aceite de pescado

Contenido de humedad Acidez libre indice de peroxidos
(% p/p) (mg KOH/g grasa) (mEq Oy/kg grasa)
0.06 0.36 5.88

Los valores de humedad y acidez libre se situaron dentro del limite aconsejado por Ma et
al., (1998) para llevar a cabo reacciones de transesterificacion, con lo que no fueron

necesarios tratamientos previos ni el uso de catalizadores acidos.

4.2 Optimizacion del proceso de tranesterificacion
4.2.1 Estudio del efecto de la relacién molar EtOH:aceite

Para evaluar el efecto de la relacion molar EtOH:aceite sobre el desarrollo de la reaccion
de transesterificacion, se utilizaron proporciones 4:1 y 6:1. Todas las reacciones se
Ilevaron a cabo a una temperatura de 50 °C y un 1% (p/p) de catalizador (Figura 6).

En ambos casos se observd una mayor velocidad de reaccion para la relacion molar 6:1

que para la relacién molar 4:1.
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Figura 6. Evolucion de la conversion en FAEE con el tiempo para las distintas relaciones molares
estudiadas en la reaccidn de etanolisis quimica de aceite de pescado a 50 °C. a) 1% (p/p) de etéxido sddico
como catalizador; OO relacién molar EtOH:aceite 6:1; O relacion molar EtOH:aceite 4:1. b) 1% (p/p) de
hidréxido potasico como catalizador; [ relacién molar EtOH:aceite 6:1; O relacién molar EtOH:aceite

4:1
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En el caso de la reaccion catalizada con etoxido sédico, se observo una estabilizacion en
tiempos cercanos a 20 min para ambas relaciones molares evaluadas (Figura 6.a). Sin
embargo, el uso de una relacion molar mayor se tradujo en una conversién cercana al
100%, mientras que una reduccion en la cantidad de etanol utilizado supuso que el grado

de conversion no superase el 90%.

De manera analoga, las reacciones catalizadas con hidréxido potasico mostraron la misma
tendencia, aunque las diferencias en este caso se produjeron de manera mas acentuada
(Figura 6.b). Sin embargo, a diferencia del etoxido sddico, el uso de una relacién molar
6:1 para hidroxido potasico no supuso conversiones superiores al 95%. No obstante, la

reaccion progresé hasta tiempos cercanos a 60 min.

Esta diferencia entre ambas proporciones ya fue observada por otros autores. Encinar et
al., (2001) observaron que el uso de una relacién molar 3:1 era insuficiente, encontrando
un 6ptimo de conversion en 9:1. En contraposicion, Mendow et al., (2011), consiguieron
resultados positivos ajustando la cantidad del disolvente a 4.25:1, sin embargo, se trata
de casos minoritarios, y la proporcién EtOH:aceite mas frecuentemente utilizada es 6:1
(Fillieres et al., 1995; Anastopoulos et al., 2009). Este exceso se debe al caracter
reversible de la reaccién, que requiere que se desplace el equilibrio mediante un aporte
extra de reactivo. Sin embargo, no se consider6 el uso de una relacion molar mayor, ya
que también podria traducirse en el efecto contrario, debido a la reversion de la reaccion,
ya que produciria un aumento en la solubilidad de la glicerina producida, desplazando el
equilibrio en sentido contrario a la formacién de productos (Issariyakul & Dalai, 2014;
Meher et al., 2006).

En base a los resultados obtenidos, se fijo la relacion molar EtOH:aceite 6:1 como la

Optima para alcanzar los puntos maximos de conversion.
4.2.2 Estudio del efecto de la temperatura y tiempo de reaccién

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la cinética de la reaccion, se llevaron a cabo
experimentos a 30, 40, 50 y 60 °C, utilizando un 1% de catalizador y una relacion molar

6:1 EtOH:aceite, segun los resultados obtenidos en el apartado anterior (Figura 7).
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Figura 7. Evolucion de la conversion en FAEE con el tiempo para las distintas temperaturas estudiadas en
la reaccion de etanolisis quimica de aceite de pescado utilizando una relacion molar EtOH:aceite 6:1. a) 1%
(p/p) de etoxido sédico como catalizador; [J 30 °C, O 40 °C, A 50 °C, V 60 °C; b) 1% (p/p) de hidroxido
potasico como catalizador; [0 30 °C, O 40 °C, A 50 °C, V 60 °C.
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En las reacciones catalizadas por etdxido sodico, aquéllas llevadas a cabo a 50 y 60 °C
transcurrieron siguiendo la misma curva cinética, sin observarse diferencias apreciables
(Figura 7.a). Para ambas temperaturas, una vez transcurridos 20 min, los porcentajes de
conversion alcanzaron el 95%, mientras que a 30 y 40 °C se habia alcanzado un 90%. Una
vez transcurrido el tiempo maximo de reaccion (90 min) estas diferencias se hicieron
menos notorias, alcanzando conversiones superiores al 99%, a excepcion de la

transcurrida a 30 °C, que se detuvo en un 97% de conversion.

En el caso del uso de hidréxido potasico, las tendencias observadas fueron similares
(Figura 7.b). A los 20 min de reaccién, las cinéticas a 50 y 60 °C transcurrieron de manera
similar, alcanzando una conversién del 89%. El comportamiento a 40 °C fue mas parecido
a las cinéticas de mayor temperatura que en el caso del etéxido sodico. Por ultimo, a 30
°C, las diferencias encontradas a los 20 min (86% de conversion) desaparecieron una vez
alcanzado el tiempo maximo de reaccidén, donde todas las cinéticas obtuvieron

conversiones cercanas al 94%.

De manera anéloga a lo reportado en la bibliografia, la conversion de la reaccion se ve
favorecida con un aumento de la temperatura. Las principales diferencias se observan en
tiempos cortos de reaccién, ya que la reaccion transcurre de manera mas rapida a
temperaturas mas elevadas. Sin embargo, no parece ejercer un efecto relevante sobre la
conversion final, ya que una vez transcurridos 90 min, los porcentajes de conversion eran

similares en todos los casos.

Leung y Guo (2006) analizaron la influencia de la temperatura sobre el porcentaje de
conversion de manera conjunta con el tiempo de reaccion necesario. Observaron
resultados similares, estableciendo la temperatura 6ptima en 45 °C para aceite de canola,
y 60 °C para aceites de fritura, aunque ambos pueden alcanzar maximos de conversion a
temperatura ambiente. Otros estudios llegaron a estos mismo resultados, sin embargo,
existen discrepancias sobre la conveniencia del empleo de altas temperaturas (Kucek et
al., 2007; Encinar et al., 2001; Bikou et al., 1999) o tiempos mas largos (Cernoch et al.,
2010; da Silva et al., 2006).

En base a los resultados obtenidos, se observd que cualquiera de las temperaturas
utilizadas podria ser valida para obtener una conversién maxima. Sin embargo, las

reacciones llevadas a cabo a 50 y 60 °C se desarrollaron a una velocidad mas alta,
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obteniendo asi maximos de conversion en tiempos mas cortos de reaccion. Entre estas
dos cinéticas se valoraron aspectos econdémicos asi como el efecto tedrico de la
temperatura sobre los compuestos de oxidacién, estableciendo de este modo un 6ptimo
de temperatura de 50 °C.

4.2.3 Estudio del tipo y cantidad de catalizador

Una vez evaluadas las variables tiempo, temperatura y relacion molar EtOH:aceite, se
procedié a determinar la cantidad de catalizador idonea para optimizar el proceso de
conversion, llevando a cabo las reacciones bajo las condiciones dptimas previamente

obtenidas.

En los experimentos llevados a cabo anteriormente, se fijo una cantidad de catalizador de
un 1%. Sin embargo, no se tuvo en cuenta el posible porcentaje de catalizador inactivado.
Tal y como se ha descrito en el apartado 1.2, el contenido en agua y acidez libre del aceite
puede producir reacciones no deseables, reduciendo el rendimiento del proceso. En el
caso de la acidez, se ha observado que incluso pequefias cantidades de acidos grasos libres
pueden reaccionar con el catalizador, neutralizando parte del mismo y reduciendo su

disponibilidad para la reaccion (Turck, 2002).

La presencia de agua en el medio de reaccidon se ha visto que reduce de manera
significativa la conversion de la transesterificacion (Ma et al., 1998). Por esta razon, es
aconsejable mantener todos los reactivos en un estado lo mas anhidro posible.

La posible inactivacion del catalizador utilizado derivado de alcdxidos de metales
alcalinos por el contenido en agua, acidez libre e indice de perdxidos puede ser
compensada por la adicion de una cantidad extra del mismo. Para este fin, Hoy y Xu,
(2001) estimaron que el porcentaje de metoxido sddico inactivado en base a la mezcla

podia ser determinado por la Ecuacién 1:

NaOCHs jnacivado (%p/P) = 3 X Wc + 0.1 X AV + 0.054 x PV

Ecuacion 1. Porcentaje de catalizador inactivado (Hoy & Xu, 2001).

donde WCc es el contenido en agua del aceite de partida (% p/p), AV es el valor de acidez
(mg KOH/g aceite) y PV es el indice de peroxidos (mEq O2/kg aceite).
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Para la optimizacion del etoxido sddico, se procedié a ajustar el aporte adicional necesario
en base a la Ecuacion 1. De este modo, segin los resultados obtenidos en la
caracterizacion previa del aceite, se estimo6 una inactivacion de un 0.77%, con lo que se

utilizé una cantidad total de 1.77% (p/p) de catalizador.

En lo relativo a las reacciones catalizadas por hidroxido potasico, se procedio a ajustar la
cantidad en funcion de la pureza del reactivo (54.5%), determinada a partir de la
metodologia descrita en el apartado 3.3.2.4. Adicionalmente, se prepard una disolucion
del reactivo en etanol segun las proporciones fijadas, y se deshidratd mediante la adicién

de tamiz molecular durante 8 h.

Los resultados de conversion de las reacciones llevadas a cabo tras el ajuste de las
cantidades necesarias de catalizador se muestran en la Figura 8.

El ajuste del contenido en etdxido sddico incrementd de manera sustancial la velocidad
de la reaccion (Figura 8.a). En el primer minuto, la conversion sobrepaso el 81%. Se
alcanz6 una conversion completa a los 16 min, y se mantuvieron estos valores durante
todo el transcurso, hasta alcanzar el tiempo final de reaccidn. Este ajuste por tanto permite
obtener resultados positivos en intervalos de tiempos de reaccién mas cortos que la

reaccion usando el catalizador sin ajustar.

En el caso del hidréxido potasico, se observaron resultados similares (Figura 8.b). Ambos
ajustes aumentaron la velocidad de reaccién, consiguiendo un punto maximo de
conversion en torno a los 12 min. En la reaccion desarrollada con el catalizador sin
deshidratar, el maximo de conversion no consiguié superar a los obtenidos en
experimentos anteriores. Ademas, se observo un ligero descenso en la conversion cuando
se superaron los 20 min de reaccion. Sin embargo, el efecto de la deshidratacion del
catalizador fue muy positivo. En este caso, se consiguio una conversion cuantitativa una

vez transcurridos 12 min de reaccion, y se mantuvo estable a lo largo del tiempo.

Al ajustar el contenido de hidroxido potésico segun la pureza, el aporte de agua fue mayor.
Al evaluar la evolucion de esta reaccion, se puede observar que ese aporte de agua limita
el porcentaje final de conversion, alcanzandose maximos de 94%, facilitando ademas las
reaccion adversa de saponificacion de los FAEE obtenidos y disminuyendo el
rendimiento, tal y como se puntualizé en el apartado 1.2. Los resultados obtenidos
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corroboran por tanto la necesidad de mantener los reactivos en condiciones anhidras

(Meher et al., 2006).
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Figura 8. Evolucion de la conversién en FAEE con el tiempo para las distintas cantidades de catalizador
estudiadas en la reaccion de etanolisis quimica de aceite de pescado a 50 °C utilizando una relacién molar
EtOH:aceite 6:1.a) Etoxido sodico O 1% (p/p), O 1.77% (p/p) (ajustado segin la Ecuacion 1); b)
Hidréxido potéasico [0 1% (p/p), O 1% (p/p) (ajustado segln pureza), A 1% (p/p) (deshidratado).
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Al comparar esta influencia segun el tipo de catalizador, se observé que las cinéticas
optimizadas para ambos reactivos transcurrieron de manera analoga, y no se encontraron
diferencias apreciables. Estos resultados corroboran las dificultades que existen en la

eleccion del catalizador para los procesos de transesterificacion.

En nuestro caso, la eleccion del catalizador se baso en los tratamientos previos necesarios
para la consecucion de los mejores resultados. Pese a que la cantidad final necesaria de
etoxido sodico fue mayor que el hidroxido potésico, tiene especial relevancia que con el
primer catalizador no se requiri6 ningun tratamiento de deshidratacion. Ademas, el ajuste
de etdxido se realizo segun la ecuacion dependiente de las caracteristicas del aceite de
partida, con lo que ese dato tedrico podria ser reducido con un aceite de mayor calidad
inicial. Sin embargo, el hidroxido potésico, debido a su elevada higroscopicidad es muy
susceptible de necesitar el tratamiento de deshidratacion. Por tanto, y segln lo expuesto
anteriormente, se establecid el etdxido sédico como catalizador éptimo entre los dos

utilizados.
4.2.4 Estudio de la evolucion del estado de oxidacion

El indice de peroxidos (PV), que mide la concentracién de hidroperdxidos como
productos de oxidacion primaria; y el indice de anisidina (AnV), que mide los niveles de
a- y B-alquenales como productos de oxidacién secundaria, constituyen los parametros
mas utilizados para determinar la calidad de un aceite o grasa. La suma de 2 x PV y AnV
se conoce como el valor total de oxidacién (TOTOX) y es un parametro que proporciona

una lectura mas fidedigna del estado global de oxidacion (Wai et al., 2009).

En lineas generales, y para todos los parametros evaluados, se observé un descenso en
los valores de PV y AnV a lo largo del tiempo de las reacciones de transesterificacion.
Ademas, este descenso se produjo de manera muy marcada en los primeros minutos de
reaccion, y se estabilizd con el tiempo. En el caso concreto de PV, se observdé mayor
dispersion de valores durante el inicio de la reaccion, aunque por regla general, una vez
alcanzados 20 min, los resultados fueron mas homogéneos. La caida descrita para los
valores obtenidos de AnV fue igualmente acentuada en el primer minuto de reaccion, sin

embargo, se produjo un leve decremento constante a lo largo del tiempo.
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Pese a que la tendencia fue la misma para todos los parametros evaluados, se encontraron
ligeras diferencias en la evolucién temporal de los valores TOTOX cuando se compararon

para cada condicion individual.

En el caso de las reacciones llevadas a cabo con distintas relaciones molares etanol:aceite,
el valor TOTOX fue practicamente el mismo en el tiempo final de reaccidn. Sin embargo,
esta caida parecio producirse mas rapidamente en la reaccion catalizada con etdxido
sodico y relacion molar 6:1 (Figura 9).
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Figura 9. Evolucion del valor de oxidacidon combinado (TOTOX) con el tiempo para las distintas relaciones
molares estudiadas en la reaccion de etanolisis quimica de aceite de pescado a 50 °C. A relacion molar
etanol:aceite 4:1 - 1% NaEtox, [J relacion molar etanol:aceite 6:1 - 1% NaEtox O relacion molar
etanol:aceite 4:1 - 1% KOH, V/ relacion molar etanol:aceite 6:1 - 1% KOH.
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Tabla 3. indice de peréxidos (PV) y de anisidina (AnV) obtenidos durante distintos tiempos de la reaccion
de etanolisis quimica de aceite de pescado a 50 °C segun la relacién molar EtOH:aceite utilizada.

Tiempo relac_ién njolar. relac_i()n njolar relac.i()n rr_lolar relac.ién rr_10lar.
etanol: aceite 4:1 etanol: aceite 6:1 etanol: aceite 4:1 etanol: aceite 6:1
PV AnV PV AnV PV AnV PV AnV
| 98 327 8.4 305 9.8 327 8.2 305
2.0 20.9 2.4 18.0 2.0 19.7 45 21.0
15 - 15 - 13 - 2.0 -
B - 1.0 - 15 - 13 -
1.0 22.0 0.5 14.4 13 18.4 48 -
1.1 - 14 - 1.2 - 1.9 18.0
0.7 - 18 - 1.0 - 3.1 -
1.3 17.1 0.7 14.1 13 16.5 25 ;
B s - 16 - 13 - 1.0 15.8
B o 15.6 16 14.2 14 15.3 11 14.4

La comparativa de los valores de oxidacion llevada a cabo a distintas temperaturas de
reaccion, reflejo resultados dispares. La tendencia parecié ser la misma y se vio un
descenso en los valores TOTOX en los minutos iniciales de reaccion. Sin embargo, en el
caso del uso de hidroxido potasico, este descenso parecidé producirse de manera
continuada a 30, 40 y 50 °C hasta tiempos finales de reaccidn, hecho que no se observo
ni a 60 °C con hidrdéxido potéasico, ni tampoco en las reacciones con etoxido sodico para

ninguna temperatura (Figura 10).
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Figura 10. Evolucion del valor de oxidacion combinado (TOTOX) con el tiempo para las distintas
temperaturas estudiadas en la reaccion de etanolisis quimica de aceite de pescado utilizando una relacion
molaer EtOH:aceite 6:1. a) 1% (p/p) etdxido sodico como catalizador; Y 30 °C, A 40 °C, 0 50 °C, O 60
°C; b) 1% (p/p) hidroxido potésico como catalizador; Y 30 °C, A 40 °C, 0 50 °C, O 60 °C.
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Tabla 4. indice de peréxidos (PV) y de anisidina (AnV) obtenidos durante distintos tiempos de la reaccion
de etanolisis quimica de aceite de pescado segln la temperatura estudiada, utilizando una relacién molar
EtOH:aceite 6:1.

1% NaEtox
30°C 40°C 50°C 60 °C
PV AnV PV AnV PV AnV PV AnV
9.0 325 8.4 333 8.4 30.5 9.6 325
1.6 17.7 3.7 18.0 2.4 18.0 0.5 17.7

0.8 = 2.3 = 15 = 0.5 =
0.7 = 0.9 = 1.0 = 0.3 =
0.7 = 14 = 0.5 14.4 0.3 =
1.3 = 4.8 = 1.4 = 0.3 =
0.6 13.8 13 14.8 1.8 = 0.3 13.0
0.4 13.9 1.0 13.8 0.7 14.1 0.3 13.5
0.3 - 2.1 : 1.6 - 0.3 :
0.8 13.5 1.8 14.5 1.6 14.2 0.4 12.0
1% KOH
30°C 40°C 50°C 60 °C

PV AnV PV AnV PV AnV PV AnV
9.0 325 8.4 33.3 8.2 30.5 9.6 325

2.0 19.0 2.4 17.7 4.5 21.0 1.8 18.6
1.5 = 1.6 = 2.0 - 1.4 -
1.4 - 1.6 - 1.3 - 2.2 -
1.2 - 1.6 = 1.8 = = =
15 - 1.8 - 1.9 18.0 - -
1.2 16.3 1.5 15.1 3.1 = = =
1.0 13.8 1.8 14.7 2.5 - 0.5 12.1
11 = 0.8 = 1.0 15.8 0.6 114
0.3 12.2 0.6 11.6 1.1 144 0.9 11.8

Por ultimo, el uso de una cantidad superior de hidroxido potésico en la reaccién derivd
en una caida aparentemente mayor de los niveles de TOTOX, debido especialmente a un
descenso de AnV. Esta caida no fue tan marcada en el caso del hidréxido potasico
deshidratado. Por el contrario, no se observaron diferencias relevantes en la evolucion de

los niveles de oxidacion al ajustar el contenido de etdxido sodico (Figura 11).
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Figura 11. Evolucion del valor de oxidacion combinado (TOTOX) con el tiempo para las distintas
cantidades de catalizador estudiadas en la reaccion de etanolisis quimica de aceite de pescado a 50 °C
utilizando una relacion molar EtOH:aceite 6:1. a) Etoxido sédico OO 1% (p/p), O 1.77% (p/p) (ajustado

segln la Ecuacion 1); b) Hidréxido potasico OO 1% (p/p), O 1% (p/p) (ajustado seguin pureza), A 1% (p/p)
(deshidratado).
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Tabla 5. indice de perdxidos (PV) y de anisidina (AnV) obtenidos durante distintos tiempos de la reaccion
de etanolisis quimica de aceite de pescado segun la cantidad de catalizador estudiada a 50 °C, utilizando
una relacion molar EtOH:aceite 6:1.

KOH

1% 1% pureza 1% deshidratado 1% 1% formula
PV AnV PV AnV PV AnV PV AnV PV AnV
8.2 30.5 11.4 34.2 10.8 34.5 8.4 30.5 11.4 34.2

4.5 21.0 2.4 14.4 2.6 17.0 2.4 18.0 2.7 16.8
2.0 = 1.3 = 1.8 = 1.5 = 2.0 =
1.3 = 1.2 = 1.2 = 1.0 = 0.8 =

= 1.5 = 1.0 = 0.5 14.4 0.6 =
1.9 18.0 0.9 = 11 = 1.4 = 1.6 =
3.1 = 11 10.0 1.0 11.8 1.8 = 0.9 12.7
2.5 = 0.5 8.8 1.3 11.9 0.7 14.1 1.3 13.2
1.0 15.8 1.0 = 1.2 = 1.6 = 1.5 =
1.1 144 1.4 7.6 1.3 11.7 1.6 14.2 1.2 12.9

Como se explic en el apartado 1.3, en una primera etapa la oxidacion de los PUFA da
lugar a hidroperoxidos lipidicos. El proceso continGa con la degradacion de estos
hidroperdxidos debido a su inestabilidad, de tal manera que en estados avanzados de
oxidacion, o bien en situaciones altamente catalizadoras de oxidacion, el nivel de
hidroperoxidos tiende a disminuir a costa de un aumento en las concentraciones de

productos volatiles y de productos de finalizacion no volétiles (Figura 12).
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Figura 12. Desarrollo del proceso de oxidacion y evolucion de los distintos compuestos de oxidacion.
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Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestros experimentos, no reflejaron un

aumento de los hidroperdxidos ni de los compuestos volatiles, sino todo lo contrario,
observandose una caida generalizada de ambos indices.

Una de las posibles razones que podrian explicar la caida en compuestos de oxidacion
podria estar relacionada con el caracter mas polar que tienden a presentar los compuestos
de oxidacién. Este hecho podria hacer pensar que en la etapa de lavado de las muestras
tomadas a lo largo de las reacciones se eliminaran estos compuestos en la fase acuosa.
Con el fin de poder valorar mas en detalle esta hipdtesis, se realizd un experimento
adicional en el que se midieron los niveles de oxidacion sobre las muestras sin llevar a
cabo la etapa de lavado. Para ello, en los tiempos de reaccion establecidos, se tomaron
muestras por duplicado; una de ellas siguid el proceso descrito en el apartado 3.2.1

mientras que la otra se sometid al analisis de los valores de oxidacién sin tratamientos
previos de lavado.
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Figura 13. Evolucion del valor de oxidacién combinado (TOTOX) con el tiempo para las reacciones de

etanolisis quimica llevadas a cabo a 50 °C, una relacion molar EtOH:aceite 6:1 y un 1% de hidroxido
potasico como catalizador; [ muestra sometida a lavado O muestra sin lavar.
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Si bien las muestras que no fueron lavadas describieron una caida menos marcada, los
valores fueron igualmente en descenso respecto a los valores iniciales de oxidacion del
aceite de partida (Figura 13). Esta diferencia si podria deberse a que durante la etapa de
lavado se elimina una parte de estos compuestos de oxidacion, sin embargo no podria

definirse como la causa principal del descenso observado.

Por tanto, teniendo en cuenta que la caida en los indices de oxidacién estuvo relacionada
con la propia reaccion de transesterificacion, queda pensar que en nuestro caso es posible
que los productos iniciales de oxidacion se hayan degradado hacia productos de
finalizacién no volatiles (Figura 12) y que no serian detectados mediante la metodologia
utilizada. En este sentido, Gardner et al., (1996) describieron la formacion de
hidroxiacidos a partir de reacciones de hidroperéxidos de &cido linoleico con alcali.
Fournier et al., (2006) evaluaron la influencia del tratamiento térmico sobre aceites ricos
en PUFA, verificando la formacién de monémeros ciclicos de acidos grasos, polimeros e
isdbmeros. Ademas, corroboraron la mayor susceptibilidad de los PUFA a sufrir estos

procesos de degradacion.

Independientemente de la causa de la disminucion en los indices de oxidacion, estudios
previos han mostrado esta caida de los valores de oxidacion. Ikwuagwu et al., (2000)
observaron un ligero descenso de los valores de PV. Xin et al. (2008) por su parte
observaron que, independientemente del nivel inicial de oxidacion, tras el proceso de
transesterificacion, los valores finales de PV disminuyeron en todos los casos estudiados
hasta valores similares. Sin embargo, es importante sefialar que las referencias previas en
la bibliografia, ademas de ser limitadas respecto a esta informacion, inicamente indican
valores finales de oxidacion tras el proceso de transesterificacion. El presente estudio
muestra por primera vez la monitorizacion de los indices de oxidacion a lo largo de una

reaccion de transesterificacion quimica.

Ya se mencion0 en el apartado 1.3 la importancia de la adicion de antioxidantes a
muestras lipidicas altamente susceptibles a la oxidacion como forma de estabilizacion
oxidativa de las mismas. Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos evidenciaron
la degradacién de compuestos de oxidacion a lo largo del tiempo de transesterificacion,
este dato seria indicativo de que la reaccion de oxidacion efectivamente progresé como
consecuencia de las condiciones aplicadas. Por tanto, se quiso valorar el efecto que podria

ejercer la presencia de antioxidantes en el medio de reaccion. Con este fin, siguiendo la
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metodologia descrita en el apartado 3.2.1, se afiadieron 300 ppm de a-tocoferol a la
mezcla aceite-hexadecano, previamente a la adicion del etanol y el catalizador. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, se observd que el grado de conversién asi como la
cinética descrita fueron similares a aquellas muestras que no contenian antioxidante.
Igualmente, en lo relativo a los niveles de oxidacion, no se encontraron diferencias
apreciables. No obstante, dada la falta de informacion disponible en la bibliografia sobre
el uso de antioxidantes en el curso de reacciones de transesterificacion quimica, serian
interesantes estudios adicionales mas profundos en este sentido, explorando un rango de
concentracion mas amplio de antioxidante, asi como otros tipos de antioxidantes y/o

combinaciones de los mismos.

4.3 Escalado del proceso en planta piloto

Se llevé a cabo la reaccion segun lo expuesto en el apartado 3.3.3. Para ello, se
seleccionaron las condiciones Optimas obtenidas anteriormente, esto es, una relacion
molar EtOH:aceite 6:1, una temperatura de 50 °C y el uso de etéxido sédico como
catalizador, ajustando la cantidad segun la Ecuacion 1. En base a los resultados obtenidos

en la optimizacién, se detuvo la reaccién una vez transcurridos 40 min.

Tras un primer lavado de la mezcla de reaccidén con NaCl, las fases acuosa y oleosa se
separaron correctamente mientras la mezcla continuaba en caliente. Tras esta separacion,
se recuperd un 97.1% de la fase oleosa. De manera analoga, un segundo lavado con agua
destilada produjo una clara separacion de fases, de la que se recuperé un 95% de fase
oleosa. Por ltimo, tras la evaporacion en rotavapor, se obtuvo un balance final de materia
de 93.6% (375 g).

El porcentaje de conversion del aceite de partida en FAEE fue del 99.9%. El perfil de
FAEE se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos en forma de etil ésteres obtenido tras el proceso de escalado en planta

pioto del aceite de pescado.

C14:0 7.3
C16:0 14.3
Cl6:1 10.7
C16:2 1.0
C16:3 15
Cl6:4 15
C18:0 2.4
Cci18:1 9.6
C18:2 1.3
C18:3 1.2
C20:1 1.2
Ci18:4 2.9
C22:1 1.3
C20:4 1.3
C20:5 13.2
C24:1 1.3
C22:5 2.3
C22:6 9.7
Total 84.0

Los indices de oxidacion obtenidos en las distintas etapas del proceso se muestran en la
Tabla 7.

Tabla 7. Valores de oxidacion y estabilidad oxidativa del aceite de pescado y del FAEE obtenido tras el
proceso de escalado en planta piloto.

Aceite de partida 9.4 28.5 47.3 6.6
Previo a la etapa de lavado 4.5 9.1 18.1 -
Tras la etapa de lavado 1.5 7.2 134 -

Tras la evaporacion 0.3 9.4 10.0 8.1

De manera analoga a lo ocurrido en los experimentos a escala laboratorio, el producto
obtenido reflejé un descenso marcado en los niveles de oxidacion primaria y secundaria.

Los valores de PV disminuyeron de manera progresiva después de cada etapa. En cuanto
a los niveles de AnV, tras la etapa final de evaporacion, hubo un ligero aumento, que

pudo ser debido a la exposicién a la temperatura a la que se llevo a cabo el proceso,
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estando asi de acuerdo con la caida paralela que se produjo en el valor de PV en esta

misma etapa.

Por otra parte, se observd una mayor estabilidad oxidativa de los FAEE frente al aceite
de partida de acuerdo con los valores de tiempo de induccion obtenidos (Tabla 7). Sin
embargo, estos resultados son opuestos a los reportados por lkwuagwu et al., (2000)
donde se observo que tanto el proceso de refinado como el de transesterificacion supuso
un descenso en la estabilidad oxidativa del producto obtenido, justificado por una
disminucion en la viscosidad del producto, lo que permite una mayor difusion y un mayor
contacto entre el oxigeno y las moléculas de FAEE. No obstante, tras el proceso de
interesterificacion llevado a cabo por Basturk et al., (2007), se observo que los niveles de
oxidacion después de una etapa de almacenamiento a temperaturas prooxidantes, fueron

superiores en el aceite de partida que en el producto derivado de la interesterificacion.

Por tanto, después de evaluar todos los parametros, se puede concluir que el proceso de
transesterificacion en las condiciones obtenidas fue escalable a producciones de mayor
volumen, sin verse alterados negativamente los valores finales de conversion ni de
oxidacion. En cualquier caso, teniendo en cuenta la degradacién de compuestos de
oxidacion que fue evidenciada, serian necesarios estudios adicionales que permitieran
caracterizar qué tipo de compuestos de oxidacion finales existirian en el producto final
diferentes a hidroperdxidos y aldehidos volatiles, para poder garantizar asi la seguridad
del producto obtenido, o bien plantear la necesidad de etapas posteriores de procesado
que permitieran purificar el producto eliminando dichos productos residuales de

oxidacion.

4.4 Comparativa con aceites de origen vegetal de alto contenido en PUFA n-3

De manera analoga al apartado 4.1, se realiz6 en primer lugar una derivatizacion en medio
basico del aceite de partida con el fin de describir el perfil de acidos grasos presente en la

muestra de aceite de echium (Tabla 8)
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Tabla 8. Perfil de acidos grasos en forma de etil ésteres obtenido tras el proceso de derivatizacion del

aceite de echium.

C16:0 6.3
C18:0 3.1
Cci18:1 13.8
C18:2 13.6
C18:3n-6 10.3
C18:3n-3 29.9
C18:4 13.0
Total 90.0

El perfil de &cidos grasos en el aceite de echium es muy dependiente de la variedad con
la que se trabaje. Los datos obtenidos fueron analogos a los reportados por Berti et al.,

(2007), en los que se destaca el alto porcentaje en SDA 'y ALA.

Al igual que con el aceite de pescado, y asumiendo que el porcentaje total de FAEE
obtenido tras la derivatizacion corresponde al méximo saponificable, con el fin de hacer
los datos obtenidos a continuacion mas facilmente comparables entre si, se utilizo este
porcentaje en peso normalizado y se fijo el dato obtenido tras la derivatizacién como el
100% de FAEE de la muestra.

Los resultados de los anlisis previos realizados sobre el aceite de partida se muestran en
la Tabla 9.

Tabla 9. indices de calidad evaluados sobre el aceite de echium

Contenido de humedad Acidez libre indice de perdxidos
(% p/p) (mg KOH/g grasa) (mEq O./kg grasa)
0.02 0.10 0.52

Para el proceso de etanolisis, se ajustd el contenido de etdxido sddico segun la Ecuacion
1, obteniéndose un porcentaje de catalizador inactivado de 0.1%, con lo que se utiliz6 un
1.1% (p/p) de etdxido sodico en la mezcla de reaccion. La curva obtenida se expresa en

la Figura 14.
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Figura 14 Comparativa en la evolucion de la conversién en FAEE con el tiempo para la reaccion de
etanolisis quimica de aceite de echium y aceite de pescado a 50 °C utilizando una relaciéon molar
EtOH:aceite 6:1 y etoxido sédico como catalizador; [ aceite de echium O aceite de pescado

Al contrario que lo observado para las muestras de aceite de origen marino, la reaccién
de etanolisis discurrié de manera incompleta, alcanzando un maximo de conversion de

un 88%. Ademas, este maximo no se obtuvo hasta pasados 60 min, con lo que la cinética

de la reaccion fue sustancialmente mas lenta.

Durante el desarrollo de la reaccion, y una vez finalizada esta, se observd que no se
produjo una separacién de fases tan clara como la ocurrida en la reaccion homologa con
aceite de pescado. Issariyakul y Dalai (2014) ya puntualizaron que una vez iniciado el
proceso de transesterificacion, se forman DG y MG como compuestos intermedios, que
mejorar la solubilizacion de la mezcla de reaccién. En este punto, la reaccion puede
llevarse a cabo en una o dos fases, lo que condiciona la velocidad y conversion del
proceso. Si lareaccion se desarrolla de manera homogénea, la formacion de glicerol segun

avanza la reaccion, conllevard una disolucion del catalizador y un descenso del

rendimiento.
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En lo relativo al grado de oxidacion, se observaron resultados contrapuestos a lo obtenido
durante la transesterificacion con aceite de pescado. Los niveles de oxidacion més bajos

en el aceite de echium dieron lugar a un ligero aumento de estos valores tras la reaccion
de transesterificacion (Figura 15).
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Figura 15. Evolucion del valor de oxidacién combinado (TOTOX) con el tiempo para la reaccion de
etanolisis quimica de aceite de pescado y aceite de echium a 50 °C, utilizando una relaciéon molar
EtOH:aceite 6:1 y etoxido sédico como catalizador; [ aceite de echium O aceite de pescado.

Tabla 10. indice de peréxidos (PV) y de anisidina (AnV) obtenidos durante distintos tiempos de la reaccion

de etanolisis quimica de aceite de echium estudiada a 50 °C, utilizando una relacion molar EtOH:aceite
6:1y etoxido sddico como catalizador.

Aceite de echium

Tiempo PV ARV
P os 45
1.3 4.1
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B o :
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En general, las diferencias observadas en la evolucion de la oxidacion entre el aceite de
pescado y aceite de echium resultan complicadas de explicar. Como posibles razones se
podrian plantear diferentes factores. Por un lado, los niveles de oxidacién de partida
fueron muy diferentes entre ambas muestras, siendo mas elevados en el caso de aceite de
pescado que de echium, lo cual pudo marcar un curso muy diferente de la evolucién de
los compuestos de oxidacion. Por otro lado, el diferente perfil de acidos grasos entre
ambas muestras podria condicionar también la diferente susceptiblidad oxidativa de
ambas muestras y por tanto el curso de la oxidacion. Asi, es destacable que el nivel total
de PUFA del aceite de pescado fue proximo al 40%, mientras que este valor era superior
al 70% para el aceite de echium. Finalmente, la presencia de otros compuestos
minoritarios con propiedades antioxidantes mas abundantes en aceites de origen vegetal

que origen animal también pudo marcar los comportamientos tan diferentes observados.

A laluz de los resultados obtenidos, las condiciones optimizadas para el aceite de pescado
aplicadas en el aceite de echium no fueron las adecuadas para conseguir una conversion
cuantitativa. En lo relativo al estado oxidativo del aceite, el comportamiento fue diferente,
con lo que serian necesarios estudios adicionales para poder comprobar el efecto de las
distintas variables sobre estos valores, asi como para conseguir una conversion

cuantitativa.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio ha permitido describir el comportamiento de un aceite rico en &cidos
grasos poliinsaturados a lo largo de la reaccion de transesterificacion con etanol y como
distintas variables pueden influir sobre el desarrollo del proceso. El principal aspecto a
destacar ha sido la alta eficiencia del proceso desarrollado bajo las condiciones dptimas
de reaccion, llegando a alcanzar conversiones cuantitativas en tiempos de reaccion

inferiores a 40 min.

En cuanto a las variables estudiadas, el uso de etanol ha resultado ser efectivo para el
desarrollo de la reaccion de transesterificacion, aunque se ha corroborado la necesidad de
utilizar un exceso de alcohol para poder conseguir conversiones cuantitativas. El efecto
de la temperatura no ha sido tan relevante para conseguir una conversion cuantitativa sino
para que ésta se alcance en tiempos de reaccion cortos. La relacion tiempo-temperatura
es por tanto un factor a evaluar de manera conjunta. En lo que a la eleccion del catalizador
se refiere, se ha visto que tanto alcéxidos como hidréxidos de metales alcalinos catalizan

la reaccion de manera efectiva.

Se ha podido verificar la importancia del estado inicial del aceite asi como de los reactivos
que se han utilizado, en especial en lo que a contenido en humedad, acidez libre e indice
de oxidacion se refiere. Estos factores han influenciado especialmente sobre la

inactivacion del catalizador utilizado.

Ademas, el presente estudio ofrece datos relevantes sobre el comportamiento de los
valores de oxidacion a lo largo de la reaccion de etanolisis. Los cambios ocurridos en
estos indices sugieren una formacion de productos secundarios que hacen necesarias

investigaciones posteriores para su elucidacion.

El proceso de optimizacion llevado a cabo a escala analitica sirvié como referencia para
la produccion de 375 g de acidos grasos etil ésteres a escala en planta piloto, consiguiendo

un comportamiento similar a lo ocurrido en el laboratorio.

Por ultimo, la aplicacion de estos resultados a aceites ricos en acidos grasos
poliinsaturados de origen vegetal no consigui6 un desarrollo analogo a lo ocurrido durante
el proceso de optimizacién de la reaccion, siendo necesarios estudios adicionales para

poder evaluar el comportamiento segun el tipo de aceite.
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