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GENERALIDADES

RESUMEN

Se desarroll6 y validé una técnica analitica para la determinacion de &cidos grasos
trans linoleaidico C18:2 (trans-9,12) y trans-octadecanoico (elaidico) C18:1(trans-9)
para ser utilizada en el control de calidad de alimentos por cromatografia de gases
usando Detector de lonizacion de Flama GC/FID y el estandar Restek #35077, para
la determinacion en las matrices de estudio de snacks salados, cobertura de chocolate
para helado y probables componentes utilizados en esta cobertura. Se tom6 como
referencia los parametros de la ICH (Harmonised Tripartite Guideline) como:
linealidad de la técnica, sensibilidad expresada como: limite de deteccion y limite de
cuantificacion, exactitud y precision declarada en sus dos formas: repetibilidad y

precision intermedia.

Se demostr6 mediante el disefio experimental, con la evaluacion estadistica de los
resultados experimentales y teniendo como base los criterios de aceptacion
permitidos, que la técnica analitica es lineal (r* 0,9977 linealidad del 4cido graso
trans linoleaidico C18:2 (trans-9,12) y r®> 0,998 linealidad del &cido graso trans-
octadecanoico (elaidico) C18:1(trans-9)), precisa (CV<2%), exacta (Error
determinado < 1%) en las concentraciones estudiadas. Se obtuvo el limite de
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cuantificacion 1,343 mg/ml para el éacido graso trans-octadecanoico (elaidico)
C18:1(trans-9) y de 3,842 mg/ml para el &cido graso trans linoleaidico C18:2 (trans-
9,12) y el limite de deteccion 1,063 mg/ml para el &cido graso trans-octadecanoico
(elaidico) C18:1(trans-9) y 3,842 mg/ml para el acido graso trans linoleaidico
C18:2 (trans-9,12).

Se encontr6 como resultados lo siguiente: la matriz de snacks salados no presenta
acidos grasos trans en su composicion, las matrices de cobertura de helado C y D
presentan 42,94% y 30,66% de acido trans linoleaidico respectivamente. Y estas
mismas matrices también poseen 10,14% y 8,33% de acido trans octadecanoico
(elaidico). Por otro lado las matrices de chocolate E y F contienen 7,75% y 5,66% de
acido trans linoleaidico, en la pasta de cacao se encontr6 20,94% de acido trans
linoleaidico, la matriz de crema de leche y manteca hidrogenada 0,01% Yy 0,25% de
acido trans linoleaidico correspondientemente. Ademas la matriz de margarina

present6 2,09% de &cido trans octadecanoico (elaidico).

De esta forma mediante los estudios realizados se establece que las caracteristicas de
desempefio analitico cumplen con los requisitos para la aplicacion analitica
propuesta siendo confiable para ser utilizado dentro de los ensayos de calidad.
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ABSTRACT

The validation of the method was performed to determine trans linoleaidic acid C18:
2 (trans-9.12) and trans —octadecenoic acid (elaidic) C18: 1 (trans-9) for use in
control of quality of food. In this paper we described and developed the validation
process for the determination of trans fatty acids by gras chromatography using
lonization Flame Detector GC/FID and the standard Restek #35077 for the
determination matrices study of salty snacks, chocolate coverage for ice cream and
his probable components. Was taken as reference the parameters of ICH
(Harmonised Tripartite Guideline) as linearity of the technique, sensitivity expressed
as: LOD and LOQ, accuracy and declared precision declared in its two forms:

repeatability and intermediate precision.

Demonstrated by experimental design, the statistical evaluation of experimental
results and on the basis allowed acceptance criteria, the analytical technique is linear
(r* 0.9977 linearity for linoleaidic trans fatty acid C18: 2 (trans-9, 12) and r* 0.998
linearity of trans-octadecenoic fatty acid (elaidic) C18: 1 (trans-9)), precise (CV
<2%), accurate (given error <1%) at the concentrations studied. 1 (trans-9) and 3.842
mg / ml for linoleaidico trans fatty acid C18: the LOQ 1,343 mg / ml for trans-
octadecenoic fatty acid (elaidic) 2 was obtained C18 (trans-9,12) detection limit and
1,063 mg / ml for the trans-octadecenoic fatty acid (elaidic) C18: 1 (trans-9) and
3.842 mg / ml for linoleaidico trans fatty acid C18: 2 (trans-9,12).

The followings results for the samples were: the matrix of snacks has not Trans fatty
acids in its composition, ice coverage matrices C and D have 4,94% and 30,66% of
trans linoleaidic respectively. And these same matrices also have 10.14% and 8.33%
of trans-octadecenoic (elaidic). Furthermore chocolate matrices E and F were
containing 7,75% and 5,66% of linoleaidic trans acid, cocoa paste has 20,94% of
linoleaidic trans acid, in the matrix of cream and hydrogenated lard were found
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0,01% and 0,25% trans acid linoleaidico correspondingly. Furthermore margarine

matrix provided 2,09% of trans-octadecenoic (elaidic).

These studies are conducted by states that analytical performance characteristic
qualifies for the proposed analytical application being reliable to be used in quality

testing.
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INTRODUCCION

Las grasas son esenciales dentro de la alimentacion humana, y estan clasificadas en

saturadas e insaturadas.

El consumo exagerado de grasas saturadas, genera una influencia negativa sobre la
salud cardiovascular, por tanto las investigaciones cientificas y la industria
alimentaria encontraron como alternativa saludable, las grasas insaturadas. Sin
embargo estas grasas por su estructura molecular poseen tendencia a la rancidez y

COmMO consecuencia a un menor tiempo de vida til.

Debido a esta desventaja, se propicid la hidrogenacion de las grasas insaturadas,
haciéndolas de esta manera, mas estables y prolongando su periodo de conservacion.
Sin embargo se logré que una parte de las grasas presentes en estos productos
tomaran la configuracién trans; siendo estas tan perjudiciales como las grasas
saturadas.

Con la evolucién de la ciencia y la tecnologia se descubrié que no solo por
hidrogenacion se daba lugar a la formacion de acidos grasos trans, sino también en la
naturaleza una pequefia cantidad de la grasa animal en los rumiantes toma la

configuracion trans.

En la actualidad, la exigencia laboral nos demanda el consumo de alimentos rapidos,
como golosinas 0 comida chatarra, que generalmente son ricos en contenido de
grasas saturadas y grasas trans. Un ejemplo de estos alimentos es el chocolate en sus

diferentes variedades.

El chocolate contiene una variedad de diferentes compuestos tales como grasa,
polifenoles, esteroles, diterpenos, triterpenos, alcoholes y las metilxantinas (Knight,
2000)? alifaticos saturados. Debido a su alto contenido de grasa saturada, el
chocolate es a menudo postulado para tener un efecto hipercolesterolémico. Ademas
recientes investigaciones (Kamak Y.S, 2010)° y (Aftab,2012)*, han demostrado la
presencia de acidos grasos trans en cantidades significativas en esta muestra.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE , enTOTICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar una técnica analitica usando derivatizacion con trifluoruro de
boro y cromatografia de gases con deteccion FID, aplicable para cualquiera de las
matrices de estudio. Para la determinacién de &cido trans linoleaidico y trans

octadecanoico (elaidico).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar la técnica analitica para la determinacion de 4acidos graso trans.

2. Validar la técnica analitica para la determinacién de acidos grasos trans.

3. Determinar si los acidos grasos trans de estudio estan presentes en las matrices de
trabajo.

4. Contrastar los valores hallados en las muestras analizadas frente a la normatividad
permisible (FAO, FDA y NTP)

5. Comparar los valores encontrados de grasas trans en las diferentes matrices.
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HIPOTESIS

Dado que los &cidos grasos trans son perjudiciales para la salud y son de dificil
cuantificacion, es probable que se pueda desarrollar y validar una técnica para la

cuantificacion de estos, usando derivatizacion con trifloruro de boro y cromatografia

de gases con deteccion de flama (FID).
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1.1. ACEITES Y GRASAS

Las grasas incluyen una variedad de acidos grasos. Las grasas derivadas de los
animales terrestres (mantequillas y mantecas) en general contienen una alta
composicion de acidos grasos saturados y son solidas a la temperatura ambiente.
Mientras que las grasas derivadas de los productos vegetales y animales marinos
(nueces y aceites de higado de bacalao) contienen mas acidos grasos no saturados y
casi siempre son liquidas a la temperatura ambiente; se denominan como aceites
(FAO, 2003)°.

Ademas de estos dos grupos existe un tercer grupo de lipidos de interés creciente, es
el formado por mezclas de grasas y subproductos industriales cuya materia prima es
la grasa (FEDNA, 2001)°.

En los Gltimos afios los habitos del consumidor han favorecido el uso de grasas
vegetales parcialmente hidrogenadas (FEDNA, 2001)°. Estas nuevas grasas
contienen de media un 20 a 25% de linoleaidico en su composicion y son de gran
uso a pesar de su alto contenido de cidos grasos trans (FEDNA, 2001)°.
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1.2. ACIDOS GRASOS SATURADOS

Son aquellos con la cadena hidrocarbonada repleta de hidrdgenos, por lo que todos
los enlaces entre sus atomos de carbono son simples, sin ningan doble enlace, lo que
se traduce en una estructura rectilinea de la molécula. Los acidos grasos saturados
son mas comunes en los animales. Tienen un punto de fusién mas elevado que sus
homdlogos insaturados por lo que son solidos a temperatura ambiente. Algunos
ejemplos de acidos grasos pueden ser el acido palmitico, el &cido estearico

(Encontrados en la muestras de snacks salados).

N N g g N
COOH

Figura 1.1 Acido palmitico®

Fuente: FEDNA. Aceites y Grasas.2001
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Figura 1.1 Acido estearico®

Fuente: FEDNA. Aceites y Grasas.2001

1.3. ACIDOS GRASOS TRANS

Los &cidos grasos que se encuentran en la naturaleza como componentes de aceites y
grasas, presentan sus dobles enlaces en forma de isomeros cis. La presencia de
isdmeros trans, se puede deber a causas naturales como la hidrogenacién bioldgica
(Pueyerton, 1999)" que se produce en los animales rumiantes, o puede deberse a
otras causas como la que ocurre en los aceites durante los procesos industriales,
principalmente durante la hidrogenacion.
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Los &cidos grasos poliinsaturados en forma cis, no son estables Yy tienden alterarse
facilmente (por ejemplo oxidandose). Por ello, su presencia en los alimentos hace
que su conservacion sea dificil. Para alargar la durabilidad de estos alimentos la
industria utiliza la hidrogenacién, que satura los acidos grasos y se obtiene un
producto mas estable y de punto de fusibn més alto. Sin embargo por la
configuracién cis del acido graso hace que este sea més flexible y se dé el proceso de
isomerizacién geométrica dando lugar a la formacion de enlaces trans en los acidos

grasos.

Estos enlaces de isomeros trans son de estructura mas rigida, al ser esta

tridimensional similar a la de los 4cidos grasos saturados (Tavella.)®

CO:H

linoleic acid oleic acid

COo.H

INNNNNNANNNCOH stearic acid
//\\/ﬂ\v/N\J/N\//\\/A\v/\\//\\/CO‘H elaidic acid

Figura 1.2 Disposicién geométrica de los enlaces cis y trans®

Fuente: Semma,M.Trans fatty acids:propieties beneficts and risks.Japan.2001

Entre los acidos grasos trans méas frecuentemente formados después de una
hidrogenacion parcial de un aceite vegetal son el acido elaidico (C18:1 trans 9),
isomero trans del acido oleico y el &cido trans linoleaidico (C18:2 trans 9,12), la
configuracién trans del &cido linoleico. También existen isomeros trans para el
acido linolénico, sin embargo en esta investigacién nos avocaremos especificamente
a los dos anteriormente mencionados, ya que son los presentes en el estandar
FAME#35077.
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Las propiedades fisicas y quimicas de estos acidos grasos trans, son semejantes a sus
isbmeros geométricos cis, siendo su principal diferencia el valor de calor de

hidrogenacion, ya que en el caso de las grasas trans es menor al de las grasas cis.

WVVW\MCOOH

Figura 1.3 Acido trans-octadecanoico (elaidico)®

Fuente: Tavella, M. Acidos grasos trans conceptos e implicancias clinicas

\/\/\/\/\/\/\/\/\COOH

Figura 1.4 Acido trans-linoleaidico®

Fuente: Tavella, M. Acidos grasos trans conceptos e implicancias clinicas

1.3.1. QUIMICA DEL ENLACE TRANS

Los enlaces cis y trans son estereoisomeros ya que son compuestos que poseen la
misma férmula molecular, los atomos enlazados de la misma forma, pero con

diferente disposicién espacial (ejemplo el 2-buteno que se ve a continuacién)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE e e

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

H3C CHsy
“, D CIS
—
H H
H:C  H
“, = trans
H CHs

Figura 1.5 2-buteno10*

Fuente: Universidad de Alcal&. Principios de la quimica, 1994.

Desde el punto de vista quimico la clasificacion especifica para este tipo de enlaces
es de isdbmeros geomeétricos; sin dejar de lado que cada isbmero geométrico es una

especie quimica diferente.

Estas dos moléculas generan compuestos diferentes porque el doble enlace impide la
rotacion de uno de los grupos entorno al otro, lo que produciria la conversion de un
isdbmero en otro. Se debe considerar que para que se dé la rotacion de cis a trans es
necesario que los orbitales p que forman el enlace m se separen y se destruya el

enlace.

Figura 1.6 Representacion de la formacion de la isomeria cis-trans®

Fuente: Principios de la quimica, 1994.
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Por otra parte no se debe olvidar que la reactividad de un compuesto organico suele
centrarse en aquellas partes de las moléculas donde hay instauraciones y/o enlaces
polarizados, es decir en los grupos funcionales. Sin embargo en los hidrocarburos
saturados, el carbono no tiene orbitales de baja energia vacios (tiene el octeto
completo), y los enlaces C-C y C-H se caracterizan por ser fuertes y tipo covalente
(Principios de la quimica, 1994)™.

1.3.2. CARACTERISTICAS DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS

Los &cidos grasos trans tienen la caracteristica de ser estables al enranciamiento
oxidativo, lo que les permite tener un tiempo prolongado de conservacion, ademas

tienen un punto de fusion intermedio entre las grasas saturadas y las insaturadas.

Por otra parte debido a la disposicion geométrica del enlace trans (ver 2.3.1), este
enlace es mucho méas compacto y tiene la facultad de formar cristales, de manera que
la grasa se encuentre en forma sélida; en este proceso se presenta el fendmeno de
polimorfismo, las 3 formas principales encontradas en grasas son a, B'y B que tienen

puntos de fusion y estabilidad creciente (Gunstone y Norris, 1982)™.

Las investigaciones de Gunstone y Norris mostraron que la industria de las grasas
hidrogenadas preferia la forma B' ya que esta da una apariencia mas homogénea a la

grasa, mientras que la forma B da una apariencia mas granulosa.

1.3.3. CONSECUENCIAS EN LA SALUD POR CONSUMO DE ACIDOS
GRASOS TRANS

Los &cidos grasos esenciales se consideran de esta manera, porque el organismo no
puede sintetizarlos y por lo tanto deben provenir de los alimentos. Pero si estos
acidos grasos son sometidos a algin proceso de hidrogenacion, su configuracion
puede alterarse y perder su funcion biolégica. Por ejemplo se ha encontrado que los
acidos grasos trans pueden inhibir el proceso de elongacion —desaturacion de la
enzima delta-6-desaturasa encargada de la sintesis de prostaglandinas (Tavella)®.
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Por otra parte segin las investigaciones de Castro M.** no se ha encontrado
alteracion significativa en la accién de la lipasa pancreética en comparacion con las
otras grasas; por lo tanto se dice que los acidos grasos trans son tan dafiinos a nivel

cardiaco como los &cidos grasos saturados.

Se realizaron estudios utilizando animales experimentales sobre cancer de mama y
cancer de colon y su relacién con la ingesta de &cidos grasos trans. Y se obtuvo
como conclusion que los &cidos grasos trans (18:1t) han mostrado tener un
comportamiento similar a los cis (18:1) con respecto a la evolucion del tumor. Por lo
tanto parece ser que una alta ingesta de lipidos trans (a expensas de lipidos cis) no se

consideraria riesgo de cancer.

Se debe mencionar que se han realizado estudios de estos acidos grasos en leche
materna. El centro de estudios sobre nutricion infantil de Buenos Aires hallo que el
2,5% de los éacidos grasos de la leche materna tienen configuracion trans. Estas
muestras fueron extraidas durante la primera semana de lactancia, de 20 mujeres
aparentemente sanas. El principal acido graso trans encontrado fue el acido elaidico,

el cual proviene de alimentos procesados.

1.3.4. FUENTES DE ACIDOS GRASOS TRANS

Las grasas trans pueden encontrarse en muchos de los mismos alimentos que
contienen grasas saturadas, como grasas vegetales, algunas margarinas , galletas ,
caramelos, dulces, meriendas, alimentos fritos, productos horneados, y otros

alimentos procesados hechos con grasas parcialmente hidrogenadas(FDA, 2006)" .

También se puede encontrar este tipo de grasas en algunos alimentos de origen
animal como la leche, productos lacteos y carnes.

En la siguiente tabla se muestran alimentos consumo habitual, su contenido de grasas

trans y su origen.
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Tabla 1.1 Contenido de grasas trans en alimentos'

Alimento AGT (g/100 g alimento) Origen
Burritos 0.9 Industrial
Caldo de pollo en cubos 1.95 (0.05-3.85) Industrial
Carne 1.0 Natural
Cremade cacahuate 1.9 (0.7-3.1) Industrial
Croissant 3.0 (0.7-7.6) Industrial
Dona 3.9 (0.5-7.8) Industrial
Enchiladas 1.1 Industrial
Galletas 35 (0.3-8.1) Industrial
Hamburguesa 3.0 (0.8-7.5) Industrial
Leche entera 0.09 (0.07-0.1) Natural
Mantequilla 39 (2.0-7.0) Natural
Margarinadura 39.8 (31.1-44.6) Industrial
Palomitas de microondas 3.0 Industrial
Papas a la francesa 2.1 (0.2-3.7) Industrial
Papas fritas 1.4 (0.1-5.7) Industrial
Pizza 7.2 (5.7-8.7) Industrial

Fuente: Castro M. Acidos grasos trans de la dieta y sus implicancias metabélicas *?

1.3.5. CONSUMO DE ACIDOS GRASOS TRANS

La disponibilidad y consumo de los &cidos grasos trans ha venido en aumento con el
paso del tiempo (Serra, 2006)*.

Los informes sobre su consumo en Estados Unidos han variado con los afios. En
1984, Hunter y Applewhite'® estimaron en forma indirecta que la cantidad ingerida
de &cidos grasos trans fue de 7.6 g/persona/dia, mientras que para 1989 el consumo
aumento a 8,1 g/persona/dia. En contraste, Enig y colaboradores estimaron un mayor
consumo de &cidos grasos trans (12,5-15,2 g/persona/dia). En 1999, la poblacion
estadounidense consumié en promedio 5,3 g de acidos grasos trans /dia, lo que

equivale a 2,6 % del total de energia y a 7,4 % del total de las grasas ingeridas.

Se estima que en la actualidad el consumo de grasas trans se vera disminuido gracias

a la disposicion establecida por la FDA y la sugerencia de la FAO.
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1.3.6. NORMATIVIDAD PARA LOS ACIDOS GRASOS TRANS

La Food and Drugs Administration (FDA, 2003)***° estableci6 el 1 de enero de 2006
en Estados Unidos que las etiquetas nutrimentales de todos los alimentos
convencionales y suplementos deben indicar el contenido de los &cidos grasos trans.
Por otro lado en el mismo afio la organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO,2008)" recomendd que el consumo de é4cidos

grasos trans, esté por debajo del 1%.

En el afio 2008 la FDA sugiri6 que valor de grasas trans en los alimentos este por
debajo del 0,5%. Esto fue acatado por algunos estados de Norteamérica ya que es

una decision que debe ser impuesta por el gobierno.

En nuestro pais se lanzé la norma técnica NTS N° 093 — 2012/MINSA'’ la cual
mencionaba que los productos de consumo alimentario debian indicar el valor de
acidos grasos trans en sus respectivas etiquetas (respetandose de esta manera las
indicaciones de la FAO). Sin embargo debido a incongruencias presentadas en la
norma esta se vio anulada a través de la R.M. N° 202 — 2012/MINSA™ de fecha 21
de marzo de 2012.

Con la anulacién de la norma técnica para el etiquetado de los acidos grasos trans,
INDECOPI emiti6 el 11 de noviembre del mismo afio la NTP209.655 en la que se
dictan los parametros para el registro de los &cidos grasos trans.

1.4. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
TRANS

Para la determinacion de acidos grasos trans se cuenta principalmente con tres
técnicas: como son la cromatografia liquida HPLC, la espectroscopia infrarroja y la
cromatografia de gases por detector FID.

Para esta investigacion se escogi6 la cromatografia de gases con detector FID debido

a la accesibilidad del equipo, los consumibles y a que la NTP209.655 recomienda el
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uso de técnicas validadas de la AOAC (Association of Official Agricultural
Chemists), en los cuales se trabaja por cromatografia de gases.

1.4.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se
produce por el flujo de una fase madvil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos
de cromatografia, la fase mévil no interactda con las moléculas del analito; su Unica

funcion es la de transportar el analito a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-sélido (GSC)
y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta ultima la que se utiliza mas
ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). En la
GSC la fase estacionaria es sdlida y la retencion de los analitos en ella se produce
mediante el proceso de adsorcién.

1.4.2. DESCRIPCION GENERAL DEL EQUIPO

Un cromatografo de gases esta compuesto fundamentalmente por una fuente de gas o
mejor conocido como gas transportador, que suele ser un gas inerte (ejemplo helio).
Un sistema de inyeccion, que es donde se encuentra el sistema de inyeccion
automatico o de no tenerse, por alli se introduce la jeringa con la muestra. Un horno
y una columna, los cuales se emplean como medios para el inicio de la deteccion de
la muestra, es en este punto se encuentra el electrodo colector y los gases de llama
los cuales se enciende cuando se llega a la temperatura indicada por el operador.
Posteriormente la muestra pasa al sistema de deteccion (amplificador) y luego al
sistema de registro que es donde se evidencia el cromatograma. Finalmente el
software rene los datos del amplificador y del sistema de registro, otorgando al
usuario el tratamiento de los datos.
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Figura 1.7 Esquema de un cromatdgrafo de gases®

Fuente: Ronald,A. Gas Chromatography

1.4.3. SISTEMA DE INYECCION DE LA MUESTRA

La muestra es inyectada con una jeringa hipodérmica a través de un septum de goma
de silicona auto selladora, a un alineador de vidrio (glass insert) contenido en un
bloque metalico, donde es vaporizada y barrida hacia la columna. El bloque se
calienta a una temperatura que se fija en un valor suficientemente alto para convertir

practicamente en forma instantanea la muestra liquida en vapor.

1.4.4. TIPOS DE INYECTORES PARA COLUMNAS CAPILARES

Los sistemas de introduccion de muestras utilizados para trabajar con columnas
capilares®, estan basados sobre los mismos principios de los inyectores utilizados

para columnas empaquetadas (columnas de HPLC).

La diferencia fundamental entre los sistemas que utilizan columnas empaquetadas y
los que utilizan columnas capilares, radica en que la cantidad de muestra que estas
Gltimas pueden separar es mucho menor que en el primer caso; por otra parte, las
columnas capilares son muy afectadas por los solventes, de forma que los voliumenes

gue se pueden inyectar son extremadamente bajos.

Por esta razon el minimo volumen de inyeccion que se puede inyectar con precision

es 0,1ul. Los inyectores utilizados para este tipo de columna se encargan de dos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DESANTA MARIA

procesos: el primero de vaporizar la muestra y mezclarla con el gas portador y el
segundo de introducir a la columna solo una alicuota de la muestra inyectada total.

1.45. TIPOS DE INYECCION DE MUESTRA

Como se menciond anteriormente los inyectores de muestra para columnas capilares,
introducen a esta solo una alicuota de la muestra total inyectada. Para realizar esta
funcion existen dos técnicas que son la inyeccion en SPLIT y la inyeccion en
SPLITLESS.

1.451. INYECCION EN SPLIT

Es la técnica mas sencilla técnica empleado en cromatografia de gases. El inyector
de “Split”, consta basicamente de los mismos elementos que un inyector normal, con
la Unica adicion de un sistema de division de flujo a la salida de la camara de
mezcla. Por medio de este tipo de inyector, el flujo de gas portador que pasa a través
del inyector (y por lo tanto la muestra vaporizada), se divide en dos; una parte es
introduccion en la columna y la otra escapa fuera del sistema a través de una valvula

de aguja que permite regular la proporcion de gas que es introducido en la columna.

El control de flujo de gas portador que pasa a través de la columna, se realiza en este
tipo de sistemas manteniendo constante la precision en la cAmara de inyeccion, lo
que permite que el caudal del gas que pasa a través del inyector pueda variar en

funcion de que la valvula de “Split” este abierta o cerrada®.

Los inyectores de este tipo presentan dos inconvenientes; en primer lugar la division
de la muestra da lugar a que las cantidades de analito que son separadas y llegan al
detector sean muy pequefias, por los limites de deteccion aumentan bastante, lo que
es un gran inconveniente a la hora de realizar el analisis de trazas. Por otra parte, los
inyectores de “Split” pueden en algunos casos dar lugar a discriminacién entre los

componentes de la muestra.
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Figura 1.8 Formato de un inyector SPLIT#

Fuente: J,T. Gas Cromatography

1.452. INYECCION EN SPLITLESS

En esta técnica, la totalidad de la muestra inyectada es dirigida hacia la columna, que
se mantiene durante la inyeccién a una temperatura inferior al punto de ebullicion
del componente més volatil de la muestra. La totalidad de la muestra es inyectada, la
cual se condensa en la cabeza de la columna, actuando como disolvente condensando
en la columna a modo de trampa donde se concentran los componentes a analizar.
Transcurrido un tiempo adecuado, se abre en el inyector una valvula de purga con el
fin de barrer a la atmdsfera el solvente vaporizado que pudiera quedar en el inyector
(J.T, 2005)%, al mismo tiempo se comienza con el calentamiento de la columna para

realizar el analisis.

Las ventajas que supone es tipo de técnica son dos. En primer lugar, dado que no
existe division entre la muestra, permite el aumento notable de la sensibilidad, por
lo que es muy adecuada para el analisis de trazas. Por otra parte, la reconcentracion
de la muestra en la cabeza de la columna origina que las pérdidas de eficacia debidas
a una inyeccion inadecuada sean de mucha menos importancia que en otras técnicas

de inyeccion.
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1.4.6. TIPO DE DETECTORES

Los detectores usados en cromatografia de gases, pueden dividirse de forma genérica
en detectores universales y detectores especificos (Rodriguez, 2004 )% los primeros
ofrecen la ventaja de responder practicamente ante cualquier compuesto que pueda
eluir una columna, no obstante, esta misma propiedad puede convertirse en un
inconveniente cuando se procede al analisis de mezclas muy complejas; en este
Gltimo caso, la utilizacion de detectores especificos resulta muy ventajosa ya que, al
responder unicamente frente a un grupo de limitado de compuestos, los

cromatogramas que ofrecen, resultan ser muy simplificados.

14.6.1. DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA (FID)

Est4 basado en la relacion directa que existe entre la conductividad eléctrica de un
gas y la concentracion de particulas cargadas (iones positivos, iones negativos y
electrones) existentes en la muestra. Se utiliza una llama de hidrogeno como fuente

de ionizacidn de las moléculas organicas que fluyen a través del detector.

El detector dispone de un sistema de electrodos, situado el negativo en la base de la
Ilama'y el positivo en forma de cestilla o cilindro alrededor de la llama cargado con
+300V (Dabrio, 1971)%. La corriente gaseosa que sale de la columna se mezcla con
una corriente de hidrogeno (combustible) y entra en el detector donde produce la

combustién.

Para soportar la llama se introduce aire (puede usarse oxigeno) por la base del

detector.

Durante la combustion producida al llegar un compuesto organico a la llama, se
forman particulas cargadas que depende de la naturaleza y velocidad del flujo del
soluto y por tanto, directamente relacionada con la cantidad del mismo.

Este detector responde a casi todo tipo de sustancias a excepcion de: argon, agua,

monéxido de carbono, diéxido de carbono, helio, etc (Jennings, 1987)%.
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El funcionamiento correcto de este detector depende de la eleccién adecuada de los
tres flujos usados: gas portador, hidrogeno y aire.

voltaje de
polarizacion

Figura 1.9 Descripcion de detector FID*

Fuente: J,T. Gas Cromatography

1.46.2. DETECTOR DE MASAS

Su fundamento esta basado en la obtencion de iones a partir de moléculas organicas
en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa y

su carga, y finalmente son detectados?.

Un espectro de masas sera, un parametro relacionado con la abundancia de los

diferentes tipos de iones en funcion de la relacion masa/carga de cada uno de ellos.

Los iones determinados por esta técnica son identificables a partir de su masa.

Fragmentacion:
. Espectro de Masas
ABC+—> AB +C*
+BC* . aet
Abundancia o
AB* +C  (reordenamiento) Sefia Y
. SR
AC+ +B " (pérdida de un neutro) ‘ ‘
etc.
m/z

Figura 1.10 Representacion de un espectro de masas®

Fuente: J,T. Gas Cromatography
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1.5. MATRICES DE ESTUDIO

Las matrices de este estudio son de composicion diversa, ya que uno de los objetivos
de la investigacion es que la técnica validada sea aplicable para diferentes tipos de

muestras.

Las matrices analizadas fueron snacks salados de marcas comerciales, chocolate
para cobertura, cobertura de chocolate para helado, crema de leche, margarina para
untar, manteca hidrogenada y pasta de cacao.

1.5.1. DESCRIPCION GENERAL

Las muestras de estudios fueron escogidas en consideracion a su alto contenido en
grasas. Dentro de las matrices se trabajé muestras comerciales de reconocido
posicionamiento en el mercado (shacks, crema de leche, margarina, manteca
hidrogenada), como muestras de venta regional que no cuentan con tablas de valor
nutricional en su etiquetado (cobertura de chocolate solida para helado, pasta de

cacao Yy snacks).

1.5.2. SNACKS

Snack es una porcion de alimento a menudo méas pequefia que una comida regular,
generalmente ingerido entre las comidas. Ellos se comercializan en una variedad de
formas, son de composicion variada (envasados, procesados o hechos a partir de
ingredientes frescos) y se pueden consumir con facilidad.

Los bocadillos envasados son ahora un negocio significativo. Los snacks son
generalmente disefiados para ser portatiles, rapidos y de satisfactorio consumo. Los
bocadillos procesados estan disefiados para ser menos perecederos. A menudo
contienen grandes cantidades de edulcorantes, conservantes e ingredientes atractivos
como el chocolate, cacahuates, y sabores especialmente disefiados (por ejemplo, las

papas fritas con sabor)
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15.21. IMPORTANCIA EN EL MERCADO

Los mercados emergentes estan siendo cada vez mas importantes para estimular las
ventas de este tipo de alimentos, tanto en valor como en volumen. Siendo las
mejores perspectivas econdmicas, aquellas que posean consumidores con un estilo

de vida, dieta y preferencias mas occidentalizadas.

Los consumidores de todo el mundo tienen todavia un deseo por la “comida

chatarra” a pesar de las condiciones economicas globales.

Crecimiento de las ventas al detalle de
comida chatarra vs total de alimentos
empacados

3,5
3,0 \

2,5 /
2.0 %_

1.5 \/

%

1,0
0,5
0,0
2008-09 2009-10 2010-11 2011-12
=—Total =—Chocolate =——Snacks DyS Galletas dulces

Figura 1.11 Crecimiento estimado del mercado de snaks para el afio 2012

Fuente: Promotora PROCOMER-Costa Rica

Asia-Pacifico lidera el crecimiento en las ventas de snacks dulces y salados,
especialmente China, India y Japon. A pesar de la austeridad y la mayor consciencia
sobre la salud, las ventas en Europa Occidental siguen creciendo (460 millones de
USD en 2011). Las distintas categorias crecen tanto en valor como en volumen, con
excepcion de los snacks de frutas y las nueces, cuyo incremento se da sobre todo en

términos del valor.
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SWEET AND SAVOURY SNACKS

> 4%

Not lllustrated

CostaRica EiE
QUICK STATS © PERCENTILE RANKING @ CATEGORY YOY GROWTH COMPARISON &
ickstats vs. other countries USS mn, Constant 201 2007 -2017

ant 2012, Fixed 2012 Ex, Rates 2007
Market Size 97.6

. A
2012, USS mn v/ \

Per Capita 57 e
20.5 '

uss \ /

3.0% N\ %

selected courtry qui

Growth

CAGR

Figura 1.12 Mapa mundial del porcentaje de frecuencia de consumo de snacks

Fuente: Euromonitor Internacional

1.5.22. NORMATIVIDAD

Los Snacks comerciales se encuentran caracterizados por la norma técnica peruana:
NTP209.226°. Estos mismos entran dentro de la clasificacién de bocaditos extruidos
(son aquellos que se obtienen de una mezcla de materias primas previamente tratadas
y que sometidas a un proceso de extrusién). Los Snacks se encuentran clasificados

por su sabor.

En cuanto a su elaboracion, deben fabricarse a partir de sustancias exentas de toda
impureza, de sustancias nocivas a la salud y que estén en perfecto estado de

conservacion.

Dentro de sus caracteristicas organolépticas presentan olor, color, sabor y textura

caracteristicos al producto®.
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Los pardmetros fisicoquimicos basicos reglamentarios se encuentran detallados en

la siguiente tabla:

Tabla 1.2 Parametros fisicoquimicos para bocaditos

Caracteristica Fritos Extruidos
Humedad, maximo 3% %
Cenizas totales, mdximo 1% %
indice de peréxido, maximo 5 meq/kg 5 meq/kg
indice de acidez, expresado en acido

oleico, maximo 0.30% 0,30 %

Fuente: NTP209.226 Norma para bocaditos

1.5.3. PASTA DE CACAO Y CHOCOLATE

El chocolate es uno de los principales productos derivados del cacao, este se obtiene
mediante la mezcla homogenea de cantidades variables de pasta de cacao o0 en cacao
en polvo o descascarillado, manteca de cacao y azlcar en polvo (CODEX STAN 87,
2003)%.

La composicion de un chocolate puede ser variable, ya que segun los ingredientes
que se le agregue a la mezcla base varia en su composicion.

Las adiciones en combinacion se limitaran al 40% del peso total del producto
terminado, con sujecion a las disposiciones de etiquetado.

Se debe considerar que los acidos grasos trans presentes en este producto se forman
durante la fase de conchado del chocolate, siendo en este punto en el que se agrega
lecitina de soya y manteca de cacao (ambas ricas en grasas insaturadas) a la pasta de
cacao en polvo. La cual posteriormente es sometida a calor y presion.

En el caso de la pasta de cacao su composicion es 100% cacao crudo, es
comunmente utilizado para la elaboracion del chocolate para taza. Sin embargo se

debe considerar que los chocolates para taza que se venden en el mercado
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especifican el nombre “con sabor a chocolate”, siendo esto un indicativo que la
mayor parte de la composicion son aditivos.
153.1. CHOCOLATE PARA COBERTURA

Corresponde a las barras de chocolate para reposteria pre-cocido que contiene hasta
un 45% de cacao en su composicion. Dentro de esta categoria se encuentra el

denominado chocolate bitter y el chocolate de leche.

15.3.2. COBETURA DE CHOCOLATE

La cobertura de chocolate solido es empleada en reposteria como decoracion y

acompariante de helados, pasteles y tortas.

Es una la unién del chocolate para cobertura, con crema de leche y trozos de
mantequilla 0 margarina. Esto en cantidades variables segin cada receta, pero que

normalmente oscilan entre 100:50:25¢g respectivamente.

1.5.3.3. NORMATIVIDAD

En la tabla que se muestra en la siguiente pagina, se encuentran los parametros

necesarios para cada tipo de chocolate segun la norma del Codex Alimentarius.
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Tabla 1.3 Tipos de chocolate y sus componentes

PRODUCTOS COMPONENTES (%)
2. Tipos de chocolate Manteca de | Extracto | Total |Materia| Total | Almidon /| Avellana
cacao seco de grasa de Harina S
magro de | extract | dela | extract
cacao oseco | leche 0 seco
de magro
cacao dela
leche

2.1 TIPOS DE CHOCOLATE

(COMPOSICION)

2.1.1 Chocolate >18 >14 >35

2.1.1.1 Chocolate a la taza >18 >14 >35 <8
2.1.2 Chocolate dulce/familiar >[118 >12 >30

2.1.2.1 Chocolate familiar a la >18 >12 >30 <18
taza

2.1.3 Chocolate de cobertura >31 ‘ >2.5 | >35 ‘ ‘ ‘ |
2.1.5 Chocolate con leche >2.5 >20 >5 >20

familiar

2.1.6 Chocolate de cobertura >2.5 >25 >3.5 >14

con leche

2.1.7 Otros productos de

chocolate

2.1.7.1. Chocolate blanco >20 2,5-3,5 >14

2.1.7.2 Chocolate Gianduja >8 >32 =20
<40

2.1.7.3 Chocolate Gianduyja >2,5 >25 2,5-3,5 >10 >15

con leche <10

2.1.7.4 Chocolate para mesa

2.1.7.4.1 Chocolate para mesa >11 >9 >20

Fuente: Codex STAN87-1981-Rev2003

1.5.4. CREMA DE LECHE

La nata o crema de leche es el producto lacteo fluido comparativamente rico en
grasas, en forma de una emulsion de grasa en leche desnatada (descremada), que es
obtenida por la separacion fisica de la leche. (Codex Alimentarius)?.
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1.54.1. NORMATIVIDAD

Se encuentran bajo la norma CODEX A.-FAO, 2006%°, todas las natas (cremas), o

productos que se hallen bajo lo siguiente:

e Leche, que puede haber sido sometida a tratamientos mecénicos o fisicos
antes del procesamiento de la nata (crema).

e Las natas (cremas) elaboradas por reconstitucion o recombinacion:
mantequilla, productos de grasa lactea, leche en polvo, nata (crema) en polvo

y agua potable.

1.5.5. MANTECA HIDROGENADA

Las mantecas hidrogenadas se componen principalmente de aceites insaturados de
origen animal (aceite de pescado principalmente) y vegetal de distintas fuentes que
han sido hidrogenados por el proceso de hidrogenacion.

155.1. NORMATIVIDAD

La siguiente tabla muestra el limite permisible de acidos grasos en una manteca de
cerdo, puesto que el Codex Alimentarius no presenta una norma especifica para

manteca hidrogenada.

Agrupa dentro de su norma CODEX STAN 211 (1999)* a las mantecas animales y

a las mantecas hidrogenadas animales o vegetales.
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Tabla 1.4 Limites permisibles de acidos grasos para mantecas®*

MANTECA DE CERDO PRIMEROS
GRASA DE CERDO FUNDIDA JUGOS, SEBO

C6:0 ) )

C 80 } ]

C 10:0 )< 0,5 en total )< 0.5 en total

C 12:0 ) )

C 14:0 1,0-2,5 2-6

C 14:150 no detectado < 0,1 <03

C 141 =02 0,5-1,5

C 15:0 <02 0,2-1,0

C 15:180 <0,1 )< 1,5 en total

C 15:ANTI ISO <0,1 )

C 16:0 20-30 20-30

C 161 2,0-4,0 1-5

C 16:1S0 <0,1 <05

C 1622 <0,1 <10

C17:0 <1 0,5-2,0

C17:1 <1 <1,0

C 17:180 <0,1 )< 1,5 en total

C 1T-ANTI ISO <0,1 )

C 18:0 8-22 15-30

C18:1 35-55 30-45

C 1822 4-12 1-6

C 183 <15 <15

C 20:0 <1,0 <05

C20:1 <15 <05

C20:2 <10 <01

C 20:4 <1,0 <05

C22:0 <0,1 <01

C221 <05 no detectado

Fuente: CODEX STAN 211 (1999)

1.5.6. MARGARINA

Segun la legislacion vigente del Codex Alimentarius (CODEX STAN 32, 1989)%,
s6lo se puede denominar margarina aquel producto que contenga entre un 80% y un
90% de grasa animal o vegetal y una pequefia cantidad de lacteos. Si no tienen este

contenido en grasa se denominan de distintas formas:

e Margarina % (si tiene entre un 60 y un 62% de grasa).

e Materia grasa para untar (si tiene entre un 42 y un 55% de grasa).

e Margarina grasa para untar enriquecida con vitaminas (A, D, E, B2),
minerales (calcio), fibra o fitoesteroles. Para este estudio se utiliz6 margarina

para untar.
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1.5.6.1. NORMATIVIDAD

En la siguiente tabla se muestran los factores esenciales para la composicion de las
margarinas de consumo, se debe reparar en que esta norma no menciona el limite

permisible de grasas trans.

Sin embargo la FAO sugiere como limite permisible un maximo de 1% y la FDA de
0,5%.

Tabla 1.5 Factores esenciales de composicién y calidad de la margarina®

Factores esenciales de composicion y calidad

Materia prima Grasas y/o aceites comestibles, o sus mezclas,
que hayan sido sometidos 0 no a un proceso de
modificacion.

Contenido min de 80 % m/m del producto

grasa

Contenido min de 16 % m/m del producto

agua

Aditivos Vitamina A y sus ésteres
Vitamina D
Vitamina E y sus ésteres
Otras vitaminas

Fuente: CODEX STAN 32-1981 (Rev1-1989)

1.6. PROCESOS INDUSTRIALES DE FORMACION DE GRASAS TRANS

La formacién de acidos grasos trans en alimentos se relaciona principalmente con

dos procesos industriales, el freido y la hidrogenacion.
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En el caso del freido la formacién de estas grasas se relaciona de manera directa con
la temperatura de fritura y con el tiempo de uso del aceite.

Estudios experimentales llevados a cabo desde el Departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Quimica de la Universidad de Valencia®® confirman tras
evaluar los efectos de la temperatura en la formacion de grasas trans en aceites de
girasol, que el desarrollo de este tipo de acidos grasos comenzo a partir de 150°C y
fue mucho més importante a partir de 250°C. Tras calentar el aceite durante 20
minutos a 200°C, 250°C y 300°C, la concentracion de isdmeros trans se incrementd
en 356,5%, 773,9% y 3.026,1%, respectivamente. A partir de éstas y otras
comprobaciones similares, se ha determinado que la temperatura del aceite de fritura
no debe exceder de 180°C.

Para el caso de la hidrogenacion se debe entender que es el proceso por el cual se
pasa de un aceite a una grasa solida y en transcurso de este proceso se da la
formacion de los isdbmeros trans. Este proceso quimico se describira a detalle a

continuacion.

1.6.1. HIDROGENACION

La hidrogenacion consiste en la adicién quimica de hidrégeno a un hidrocarburo en
presencia de un catalizador. La hidrogenacién puede ser destructiva o no destructiva.
En el primer caso, las cadenas de hidrocarburo se rompen (desagrupan) y se afiade
hidrégeno en los puntos de ruptura. En el segundo, se afiade hidrogeno a una
molécula no saturada en relacion al hidrégeno. En ambos casos, las moléculas

resultantes son extremadamente estables.
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H H
H, H,C=CH,
——= H,C—CH, +
NcH, 99%

pu—e

X

Figura 1.13 Formacion de grasas trans en la hidrogenacion.

Fuente: Quimica culinaria®

Con la hidrogenacion, o adicion directa de hidrégeno a los dobles enlaces de los
acidos grasos insaturados, se pretende modificar el comportamiento fisico de los
aceites y grasas. El objetivo de la hidrogenacion es aumentar la estabilidad oxidativa
y/o alterar las propiedades de fusion de los aceites mediante la reduccion del grado

de insaturacion.

La hidrogenacion es una reaccion catalitica, que requiere el uso de un agente que
actué de esta manera, siendo normalmente los usados el platino o niquel. Como
consecuencia de este proceso, los acidos grasos pueden ser transformados en sus
isomeros trans. Los habitualmente encontrados, son el &cido trans-octadecanoico
(elaidico) (18:1 trans 9), los isomeros trans del &cido linoleico (18:2 trans 9, 12; 18:2
cis9, transl2 y 18:2 trans 9, cisl2) y ocasionalmente, pueden aparecer otros

isdbmeros trans.

1.7. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS: DERIVATIZACION

La derivatizacion es la adecuacion de un analito para su deteccion por medio de una
técnica analitica, en este caso por cromatografia de gases. Para ello se modifica la

funcionalidad del analitico con el fin de permitir la separacion cromatografica.

Un analito modificado en este caso sera el producto, que se conoce como el
derivado. EIl derivado puede tener similares o estar estrechamente relacionadas con
la estructura inicial, pero no posee la misma composicion quimica (Brata, 2012)*°
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La finalidad de la derivatizacion en cromatografia de gases es mejorar la volatilidad,
la estabilidad térmica y la deteccion del analito.

1.7.1. APLICACIONES GENERALES

Las aplicaciones usuales para las cuales se emplea la derivatizacion quimica en

cromatografia de gases son:

e Transformacion de compuestos no volatiles en volatiles

e Conversion de compuestos no detectables en productos apropiados

e Andlisis de compuestos reactivos que presentan interaccion con la fase
estacionaria de la columna

e Incremento de la especificidad de la fragmentacion del ion molecular para la

estimacion de estructuras

1.7.2. TIPOS DE DERIVATIZACION

e Silacion

Reemplazo de un hidrogeno acido con un grupo alquilsililo.

CH3 CI;H3
sample —O + H3C—Sj—X—> sample—O—Si—CH3; +* H—X
| S | 3
H CHs CHs

Figura 1.14 Reaccidn de Silacion.

Fuente: Gracida, U., Derivatizacion de analitos®®
e Acilacion

Conversion de compuestos con hidrégenos activos como —OH, -SH y -NH en

esteres, tioesteres y aminas respectivamente.
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0
)J\ + AlCl, CHz + HCl
—_—
H,C™ ~ClI

Figura 1.15 Reaccion de Acilacion.
Fuente: Gracida, U., Derivatizacién de analitos®®

e Alquilacion

Reemplazo de un hidrogeno activo en R-COOH, R-OH, R-SH, R-NH, con un grupo

alquilo o arilo.

CHs CH, s

:——-/< (i-BuCO),0
) BF4,EL0, 0°C [ gHs

(@)

Figura 1.16 Reaccion de alquilacion

Fuente: Gracida, U., Derivatizacion de analitos*®

1.7.3. TRIFLORURO DE BORO

El trifluoruro de boro BF3 es un gas incoloro toxico pungente, que forma humos
blancos en el aire himedo. Normalmente se comercializa formando un complejo con
un solvente, comunmente metanol. El usado en este caso, es una solucion trifluoruro

de boro-metanol al 20%.

La molécula de trifluoruro de boro tiene una geometria trigonal plana, es decir que
los enlaces entre el boro y el flior se encuentran al mismo plano formando entre
ellos angulos de 120°. Los tres enlaces que se forman entre boro y flior son de
caracter covalente, esto se debe a la hibridacién sp® que se da durante la excitacion
del atomo de boro ya que durante esta etapa se produce un salto electronico del

orbital 2s y pasa al orbital 2p dejando de esta manera tres orbitales incompletos, los
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cuales se combinan entre ellos y dan lugar a la hibridacion sp® (Atkins et All,
2006)%.

Estado fundamental del boro

T

Estado excitado del boro

LR EIREIETE
Llr  §

1s sp? sp?2 sp2 P,

Estado excitado del boro con los
orbitales 2s y los 2 orbitales px y
pz hibridados paradar 3
hibridos sp2

Figura 1.17 Proceso de formacion del orbital sp?

Fuente: Atkins et All. Quimica Inorganica '.

Los compuestos trivalentes de boro (BF3) y aluminio constituyen, por sus
aplicaciones una de las familias mas importantes de los acidos de Lewis. EIl orden
experimental de acidez es opuesto a la electronegatividad de los sustituyentes:
BF;<BCL3<BBr; Una explicacion al orden inverso de acidez encontrada en los
trihaluros de boro se encuentra en la consideracién de que el atono central de boro es
un centro acido mientras que los atomos halégenos terminales son centros basicos.
Por tanto se puede asumir la existencia de una interaccion parcial acido-base & entre
el atono de boro y el fltor (Principios de la Quimica, 1994)'°. A continuacién se

muestra graficamente esta reaccion:
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Figura 1.18 Explicacién de la acidez de Lewis del BF3

Fuente: Principios de la quimica *°

El trifluoruro de boro como ya se habia mencionado tiene configuracién trigonal
plana, la cual gracias a su enlace 7 entre los atomos de boro y flaor favorece la
estructura piramidal al reaccionar con otro compuesto. EIl uso industrial de esta
molécula es como catalizador. Su papel consiste en remover las bases unidas al

carbono para generar carbocationes.

F

F
| R Ny s
B + X_C\"R —_— F\\-'IB_X + C

<4 <«
FF X < R R

Figura 1.19 Reaccion del BF; como catalizador
Fuente: Atkins et All. Quimica Inorganica .

La reaccion del trifluoruro de boro en la derivatizacion de acidos grasos, se describe

en forma general a continuacion:

R—COOH +Hy,C—OH ——= R——COOCHj + H,0

(menos volatil) FSB (mas volatil)

1.8. VALIDACION

La validacion de una técnica analitica es un paso fundamental para asegurar que los
resultados entregados por dicha técnica son confiables. Cuando se realiza la
validacién de un técnica por parte del laboratorio, lo que se busca es poder
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determinar con fundamento estadistico que la técnica es adecuado para los fines
previstos (Validacién de técnicas analiticas, 2010).

En este sentido, es importante que para el proceso de validacién se asigne a un
responsable de realizar dicha tarea. De manera que, la validacion se efectué en forma
metodica, ordenada, trazable y confiable. Es importante que el laboratorio tenga
claridad antes de iniciar la validacion de cuales son los requerimientos de la técnica
para establecer el alcance de la validacion. Es esencial, conocer la técnica a validar,
su aplicabilidad, es decir, el analito, su concentracion y la matriz (o matrices) en las

cuales se desea utilizar.

1.8.1. DEFINICION

Segln la 1S0-15189% propone como definicion de validacion la siguiente:

“Confirmacion mediante el examen y la obtencion de evidencias objetivas que
aseguren el cumplimiento de una serie de requerimientos particularmente definidos

para aplicaciones concretas”

Dentro de los parametros de calidad que se desarrollaran en esta tesis, seran:
linealidad, sensibilidad, precision y exactitud.

1.8.2. LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad de una técnica de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean proporcionales a

la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra de laboratorio.

Para la determinacion de la linealidad sera necesario realizar una grafica de
calibracion, la determinacién del coeficiente de correlacion r’y el analisis estadistico

de varianza.
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1.8.2.1. RANGO LINEAL

La determinacién del rango va permitir encontrar el rango de los puntos de trabajo
para la curva de calibracion. Este se puede realizar mediante un grafico de

concentracion versus respuesta.

Se recomienda abarcar valores desde cercanos al cero y valores superiores al valor

de interés.

1.8.3. SENSIBILIDAD

Se dice, que una técnica es sensible cuando una pequefia variacion de concentracion
determina una gran variacion de respuesta. La sensibilidad permite observar la
capacidad de respuesta instrumental frente a una determinada cantidad de analito. En

el tiempo, visualiza cdémo se comporta el instrumento.

. . &
Analisis Cuantitativo

Pl

}L///

Respuesta del instrumento

LC LL = L. de linealidad
LC = L. de Cuantificacion
LD = L. de Deteccion
LD
Intervalo
// ‘ lineal
Concentracion

Figura 1.20 Representacion de la sensibilidad

Fuente: Validacion de técnicas analiticos™
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1.8.3.1. LIMITE DE DETECCION

Es la menor concentracion o cantidad de analito detectable con razonable certeza por
un procedimiento analitico dado. Concentracion que proporciona una sefial en el

instrumento significativamente diferente a un blanco.

1.8.3.2. LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y
exactitud razonables, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de

concentracion.

1.8.4. PRECISION

Es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones obtenidas de una
serie repetida de analisis, sobre una muestra homogénea, bajo condiciones
establecidas (Norma ISO 3534).

1.8.4.1. REPETIBILIDAD

Es la medida de la precision de una técnica efectuada en las mismas condiciones,
sobre el mismo analito, con la misma técnica, mismo analista, haciendo uso del
mismo instrumento de medida y durante un intervalo corto de tiempo (ejemplo: el

mismo dia).

1.8.4.2. PRECISION INTERMEDIA

Es la medida de la precisién de una técnica efectuada en las mismas condiciones,
sobre el mismo analito, con el mismo técnica, mismo analista, haciendo uso del
mismo instrumento de medida y durante un intervalo prolongado de tiempo

(ejemplo: diferentes dias de analisis).
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1.8.5. EXACTITUD

Grado de concordancia entre el resultado de una medicion y el valor aceptado o

verdadero.

Los valores de la exactitud resultan de la suma de la precision y la veracidad.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTRAS DE ESTUDIO

e 10 muestras por cada variedad de Snack salados, de las variedades chisitos y
papas fritas en hojuelas naturales de dos marcas comerciales diferentes ( Ay
B).

e 5 muestras de por cada variedad de Cobertura de chocolate solido de dos
marcas comerciales de helados (C y D).

e 5 muestras por cada variedad de Chocolate para cobertura de dos marcas
comerciales (EyF).

e 5 muestras de pasta de cacao

e 5 muestras de manteca hidrogenada comercial

e 5 muestras de crema de leche comercial al 50% de materia grasa

e 5 muestras de margarina vegetal comercial

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

2.2.MATERIALES

e Jeringa 1 pL para GC (SGE)

e Micropipetas adaptables 20 - 200 uL DRAGONIab Top Pipette
e Micropipeta de 100-1000ul DRAGONIab Top Pipette

e Tubos tapa rosca 10 mL

e Matraces aforados 25 mL

e Viales &mbar para cromatografia de gases

2.3.REACTIVOS

e Acido pirogalico Seelse Hannover grado analitico
e Etanol comercial grado analitico

e Acido clorhidrico Merck grado analitico

e Dietil éter Merck grado analitico

e Eter de petroleo Merck grado analitico

e Cloroformo Merck grado analitico

e Trifloruro de boro-metanol complejo (20% de solucion-metanol) Merck
e Tolueno Merck grado analitico

e Agua destilada

e Hexano Macron para cromatografia de gases

e Reactivo estdndar RESTEK #35077

2.4.EQUIPOS

Equipo para cromatografia de gases GC/MS-QP2010 ULTRA SHIMATSU con
detector FID (software GC Solution) con columna capilar de silice fundido de 100m
de largo y 0.25mm de diametro interior cubierto con una fase estacionaria de RT-
2560, Bicianopropil polisiloxano 100% con un espesor 0.20um.

La imagen del equipo se muestra a continuacion (Ver figura. 2.1.).
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Figura 2.1 Cromatografo de gases GC/MS-QP2010

Fuente: Laboratorio control de calidad

Balanza analitica no automatica de cinco digitos OHAUS-Discovery DV215CD
de 1-400mg (Ver figura 2.2).

La fecha de calibracién de la balanza fue el 14-04-2014, esto se documenta con el
certificado de calibracion (Anexo 9)
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Figura 2.2 Balanza analitica OHAUS-Discovery DV215-CD

Fuente: Laboratorio control de calidad

Bomba de vacio Millipore, para la volatilizacion de solventes:

Figura 2.3 Bomba de vacio millipore

Fuente: Laboratorio control de calidad
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2.5.METODO

2.5.1. EXTRACCION DE MUESTRA

La técnica empleada para la extraccion de las matrices de estudio (exceptuando los
lacteos) pertenece a la AOAC 996.06** para grasas en productos no lacteos, y no

quesos.
Para la extraccion de la muestra se procedio de la siguiente manera:

e Pesar entre 100-200 mg de muestra homogenizada y agregar 100mg de &cido
pirogalico, 2ml de etanol y mezclar

e Afiadir 10ml de éacido clorhidrico 8.3M. y proceder a incubar la muestra,
entre 70-80°C durante 40 minutos a bafio maria. En la figura 2.4 se muestra

dos tubos con muestra después de la digestion en bafio maria.

Figura 2.4 Muestras después de la digestion en caliente

e Terminada la digestion, proceder a enfriar a temperatura ambiente y agregar
25ml de dietileter, centrifugar 5minutos a 250 RPM, luego agregar 25ml de
éter de petréleo y centrifugar 5minutos a 250RPM. Repetir la centrifugacion

en caso la solucion continte turbia.
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e Decantar el sobrenadante y proceder a la evaporacion a sequedad usando el

aire comprimido

Figura 2.5 Evaporacion de solvente con aire comprimido

e Disolver la grasa extraida en 2ml de cloroformo y 2ml de dietil éter
e Evaporar a sequedad con aire comprimido y continuar hasta que se deje de

percibir el olor a solvente.

En el caso de la muestra de crema de leche, el procedimiento empleado para la
extraccion pertenece a la AOAC 996.06 para productos lacteos. Y se procedid de la

siguiente manera:

e Pesar entre 100 y 200mg de muestra y se agregar 100mg de &cido pirogalico,
2ml de etanol al 96°, 4ml de agua y 2ml hidroxido de amonio concentrado.

e Incubar en bafio maria entre 70-80°C durante 40minutos.

e Retirar los tubos de incubacion y dejar enfriar al medio ambiente. Pasado este
tiempo agregar gotas de fenolftaleina y observar si la solucién vira un color
rosaceo, de lo contrario agregar gotas de hidroxido de amonio.

e Mezclar con suavidad y continuar con la extraccion como el método anterior.
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2.5.2. DERIVATIZACION DE MUESTRA

Para la derivatizacion de las matrices de estudio se procedio de la siguiente manera:

e Al extracto seco obtenido, se agregé 2ml de trifloruro de boro y 1ml de
tolueno grado GC.

e Incubar a 100°C durante 45minutos.

e Enfriar a temperatura ambiente y agregar 5ml de agua destilada, 1ml de
hexano.

e Agregar 1g de sulfato de sodio anhidro y esperar que la fase hexanica esté
completamente limpida

e Colocar el sobrenadante en un vial para cromatografia de gases y proceder al

analisis.

2.5.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

El extracto de FAMES (Fatty Acid Methyl Ester) obtenido mediante la técnica de la
AOAC, se coloca en un vial y se cuantifica mediante detector FID, haciendo uso de
una columna de 100m de largo y 0.25mm de diametro interior cubierto con una fase

estacionaria de RT-2560, Bicianopropil polisiloxano 100% con un espesor 0.20pum.

Los parametros empleados en el equipo para la deteccion y cuantificacion de los

FAMES fueron los siguientes:

e Volumen de inyeccion: 8ul

e Temperatura de inyeccion : 250 °C
e Modo: Split

e Splitratio: 100

e Presion: 279,3

e Flujo total: 137,4

e Flujo de la columna: 1,33

e Temperatura inicial de la columna: 100°C
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e Temperatura de estabilizacion: 240°C

2.6.VALIDACION

Para realizar la validacion de la técnica de cuantificacion de &cidos grasos trans
presentes en el estandar mix de FAMES #35077 de la marca RESTEK (Trans-
octadecanoico (elaidico) C 18:1 trans-9 y Trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12) se

evalud los parametros que se detallan a continuacion.

2.6.1. LINEALIDAD

Para la determinacion del rango lineal se tom6 en cuenta, los antecedentes

|43

bibliogréaficos de los autores Omar Talal*® vy Pierluigui del Monte**; ambos con

investigaciones en determinacion de grasas por cromatografia de gases.

Los graficos de ambos investigadores se muestran en las siguientes paginas:
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Fig. 5 Plot of peak width at half peak height and at peak base versus
concentration of cis 9-18:1 FAME. Chromatographic conditions are
the same as for chromatograms shown n Fig. 2

Figura 2.6 Aumento del tiempo de retencion

Fuente: Del Monte P. Evaluation of gas chromatographic methods for the determination of Trans fat,**
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Fig. 1. The calibration plots for the five schected standasd FAs.

Figura 2.7 Respuesta lineal

Fuente: Talal O. Validation and application of a gas chromatographic method for determining fatty acids

and trans fats in some bakery products. 43
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Por esta razon se decididé tomar los puntos 1, 5, 10,15 y 20ppm. Para lo cual se
elabor6 una solucion madre a partir del estdndar de 200ppm, los volimenes
correspondientes para cada concentracion de la grafica de calibracion se indican en
la tabla 3.1.

Posteriormente a la obtencién de los datos para la grafica de linealidad, se procedio

al tratamiento estadistico.

Tabla 2.1 Intervalos en la curva de calibracion

Intervalos en la curva de calibracion

Unidad ml Aforo
1ppm 0,025 5mi
Sppm 0,125 5mi
10ppm 0,250 5ml
15ppm 0,375 5mi
20ppm 0,500 5ml

Figura 2.8 Intervalos para la grafica de calibracion
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2.6.2. SENSIBILIDAD

La sensibilidad fue determinada mediante una gréfica de calibracion, a partir de la

cual se obtuvo los valores del limite de deteccion y el limite de cuantificacion.

Para la formacion de la grafica de calibracion se sigui6 el mismo proceso que para la

linealidad y se tomaron las mismas concentraciones.

2.6.2.1.LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de deteccion corresponde a la concentracibn minima que puede ser
detectada por el instrumento usado en el analisis, y que arroja una sefial cualitativa,
mientas que el limite de cuantificacion corresponde a la concentracién minima en

que el instrumento puede producir una sefial cuantificable.

El limite de deteccion y cuantificacion de la técnica, se calculd para las sefiales
correspondientes a los acidos Trans-octadecanoico (elaidico) C 18:1 trans-9 y
Trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12. El célculo se realiz6 mediante la aplicacion de

formulas matematicas de los resultados obtenidos de las curvas de calibracion.

Las ecuaciones utilizadas para la determinacion del limite de deteccion y de

cuantificacion son las siguientes:

Figura 2.9 Ecuacion para determinar el limite deteccion

Fuente: Bravo Y. Validacion de técnicas analiticas “°.

100. b

LC = S

Figura 2.10 Ecuacion para determinar el limite de cuantificacion

Fuente: Bravo Y. Validacion de técnicas analiticas “°.
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e LD= Concentracion del limite de deteccion (mg/mL)

e LC= Concentracion del limite de cuantificacion (mg/mL)
e o = Desviacion estandar de la regresion (area).

e b =intercepto de la curva de calibracion (&rea)

e S=pendiente de la curva de calibracion (area* mL/mg).

2.6.3. PRECISION

Para la determinacion de la precision se realizaron las pruebas de repetibilidad y de
precision intermedia, ambos anélisis se realizaron con la muestra matriz de estudio

(cobertura de chocolate para helado).

La aceptabilidad de los resultados fue determinada mediante los valores obtenidos de
la desviacion estandar, el coeficiente de variacion y la ecuacion de Horwits
modificada o ecuacion de HoRrAT. En la cual para que el valor obtenido sea
aceptado, debe ser menor o igual a dos (< 2) para este caso, puesto que valor es

determinado en base a tablas.

RSD experimental Sx
<2

orra RSD ecuacion de Howits oH —

Figura 2.11 Ecuacion de HORAT

Fuente: Bravo Y. Validacion de técnicas analiticas 40.

Donde:

e Sx: desviacién estandar relativa expresada en porcentaje

e ogH: coeficiente de variacion de Horwits
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Concentracion de analito CV de Horwitz
10 % 28 %
1 % 40 %
01 % 56 %
0.01 % B0 %
1 Ppm 16 %
1 Ppb 45 %

Figura 2.12 Tabla de coeficiente de variacion de Horwits

Fuente: Bravo Y. Validacion de técnicas analiticas 40.

2.6.3.1.REPETIBILIDAD

La repetibilidad se determind mediante el analisis de diez muestras, bajo el mismo
tratamiento de analisis y derivatizacion, mismo equipo, mismos parametros mismo

analista y durante el mismo dia.

2.6.3.2.PRECISION INTERMEDIA

La precision intermedia se determind mediante el analisis de diez muestras, bajo el
mismo tratamiento de analisis y derivatizacion, mismo equipo, mismos parametros

mismo analista pero durante diferentes dias (analizando una muestra por dia)

2.6.4. EXACTITUD

El termino exactitud indica la proximidad de la media de una serie de datos al valor
que se acepta como verdadero. Por tanto para la determinacion de la exactitud se
tomd el promedio de los resultados analizados de 10 corridas del estdndar a la
misma concentracion y se contrasto versus el valor indicado por el fabricante del

estandar (Ver anexo 5).

Los datos se analizaron mediante la ecuacion del porcentaje de error determinado, en
la cual se estima la diferencia entre el valor aproximado y el valor verdadero. Sefiala
la cercania del resultado al valor real.
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lJXIOO

porcentaje de Edet =

Figura 2.13 Ecuacion de porcentaje de error determinado

Fuente: Técnicas Numericos-estadistica45

Donde:

e X :promedio

e : valor aceptado
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 LINEALIDAD RESULTADOS

La linealidad fue determinada para los acidos grasos trans acidos grasos Trans-
linoleaidico y Trans-octadecanoico (elaidico), los cuales fueron analizados por
detector GC/FID vy extraidos de la grafica de calibracion preparada a partir de las
diluciones del mix de FAMES #35077.

Para la elaboracion de la grafica de calibracion, se realizo la previa determinacion
del rango lineal. EI mismo que se definié en base a bibliografia reciente de autores
que trabajaron con la matriz de &cidos grasos (Omar Talal*® y Pierluigui del
Monte**). El primero de ellos Talal O. obtuvo resultados adecuados para la respuesta
lineal, con valores entre 0-30ppm, mientras que en la investigacion de Del Monte P.
se hallé que el tiempo de retencién en el cromatograma aumenta de forma

proporcional a la concentracion.
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Tomando como base estos estudios, se adopto6 los puntos 1, 5, 10, 15 y 20ppm para
la realizacion de las graficas de calibracion.

Cada gréafica de calibracion se realizo por duplicado, y se prepard una grafica para
cada &cido graso trans presente en el estandar (&cidos grasos Trans-linoleaidico y

Trans-octadecanoico (elaidico)

La grafica de calibracion para el 4cido graso trans-linoleaidico obtuvo un coeficiente
de correlacion promedio de 0,9977, el cual se obtuvo de la siguiente tabla, la cual

contiene los resultados obtenidos por cada grafica de calibracion.

Tabla 3.1 Valores expresados en area de acido-linoleaidico

Areas obtenidas para el acido

trans-linoleaidico

1 201,1 268,6
5 503,2 570,7
10 878,0 954,7
15 1319,4 1322,0
20 1638,7 1595,8
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Figura 3.1 Curva de calibracion para el acido trans-linoleaidico como metil ester

Tabla 3.2 ANOVA &cido graso trans linoleaidico

ANALISIS DE VARIANZA

oV SC GL PC F P VF
Entre grupos 3900,625 1,000 3900,625 0,015 0,905 5,318
Dentro de los 2075627,144 8,000 259453,393

grupos

Total 2079527,769 9,000

Como se muestra en la tabla 3.2 la tabla ANOVA descompone la varianza del &cido
trans linoleico en dos componentes: Un componente entre grupos y componente
dentro de grupos. La razén F que en este caso es igual a 0,015 es el cociente
estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos. Puesto que el valor P de la
prueba F es mayor que 0,05 no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las dos graficas de calibracién del &cido trans linoleaidico. Esto con un nivel de
confianza del 95%.

La curva de calibracion para el &cido graso trans-octadecanoico (elaidico) obtuvo un

coeficiente de correlacion promedio de 0,9980, siendo este valor aceptado por
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sobrepasar el minimo admisible de 0,995 por la ICH y la Norma de validaciones
Chilena®.

Curva de calibracion
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Figura 3.2 Curva de calibracién para el &cido trans-octadecanoico (elaidico)
como metil éster

Para confirmar que no existe diferencia significativa entre los datos se realizo el

analisis estadistico ANOVA, mediante el cual se obtuvo los siguientes resultados:

Tabla 3.3 Analisis de varianza acido trans-octadecanoico (elaidico)

ANALISIS DE VARIANZA ‘

oV scC GL PC F P VF
Entre grupos 2937,796 1,000 2937,796 0,009 0,926 5,318
Dentro de los grupos 2530989,400 8,000 316373,675

Total 2533927,196 9,000

Se muestra en la tabla 3.3 de ANOVA la razdn F en este caso es igual a 0,009 , es
el cociente estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos. Puesto que el
valor P es mayor a 0,05 no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las medias de ambas graficas de calibracion para el &cido trans-octadecanoico
(elaidico). Esto con un nivel de 95,0% de confianza.
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3.2 SENSIBILIDAD RESULTADOS

La sensibilidad se determind por la técnica de las graficas de calibracion, las cuales
fueron tomadas de las graficas de calibracion utilizadas para la determinacion de la

linealidad.

De estas gréaficas, se realizé el andlisis matematico correspondiente al calculo del
limite de deteccion y de cuantificacion. Para lo cual se elabor6 graficas de dispersion
de datos usando los coeficientes de variacion, a partir de este paso se determindé la
ecuacion de la recta y se procedié al reemplazo de los datos para el limite de

deteccidn y cuantificacion.

e Limite de deteccion:

__ 30xb
LD = )
Reemplazando:
LD = 1,656 ppm
e Limite de cuantificacion
__100xb
LC = g

Reemplazando:
LC = 3,842ppm

Con los resultados obtenidos, se observa que el limite de cuantificacion es mayor
que limite de deteccion para el caso del acido trans-linoleaidico. Por tanto se puede
asumir que va influir en los valores de sensibilidad del equipo la programacién de

integracién que se le dé al software.
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Para el caso del &cido trans-octadecanoico (elaidico) se realizdé el mismo

procedimiento que en el caso anterior y se obtuvieron los siguientes valores:

e Limite de deteccion

LD = 3onb
Reemplazando:
LD =1,063ppm
e Limite de cuantificacion
IC = 1005 xb
Reemplazando:
LC =1,343ppm

Para el limite de deteccion del acido graso trans octadecanoico (elaidico) se obtuvo
el valor de 1,063mg/ml y para el limite de cuantificacion el valor de 1,343mg/ml. De
manera semejante que en el caso anterior se puede afirmar que el limite de

cuantificacion para este acido graso es levemente mayor que su limite de deteccion.

Sin embargo se debe comentar que los valores de limite de cuantificacion y
deteccion de los &cidos grasos expresados como metil ester son distintos a pesar que

ambos proceden del mismo estandar mix.

Ademas en ambos casos el limite de cuantificacion es mayor que el de deteccion,
por tanto, para el trabajo de esta técnica se debe tener especial consideracién en la
obtencion de las concentraciones, eliminacién de interferentes y uso correcto de

software.
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3.3. PRECISION RESULTADOS

La precision indica la reproducibilidad de los resultados y se puede definir como la
concordancia de dos 0 méas medidas obtenidas de la misma manera y para la misma

muestra. Esta se puede expresar en términos de la desviacion estandar.

Como ya se mencion6 anteriormente la presion fue determinada por dos técnicas el

de repetibilidad y la precisién intermedia.

Para la determinacion de la repetibilidad se procedio al tratamiento de diez muestras
de cobertura solida de chocolate para helado, segin lo estipulado en el
procedimiento y estas se inyectaron en el cromatégrafo de gases GC/FID en el

mismo dia, por el mismo técnica, mismos parametros y mismo analista.

En la siguiente tabla se expresan el promedio de los resultados obtenidos tras realizar

la evaluacion; El total de resultados se aprecian en el anexo 3:

Tabla 3.4 Promedio de los resultados - repetibilidad

COBERTURA DE CHOCOLATE PARA HELADO

Ac. Graso % ppm S CVv
Ac. Trans-linoleaidico 42,94 42943 0,007 0,017
Ac. Trans-octadecanoico 10,14 10140 0,001 0,013
(elaidico)

Los &cidos grasos Trans-linoleaidico y trans-octadecanoico (elaidico) presentaron
una desviacion estandar menor al 1%, siendo este valor aceptado por la ICH, ya que
el valor maximo permitido es de 2%. Por otro lado el coeficiente de variacion
presenta un valor menor 1%, encontrandose también este valor dentro de lo esperado

ya que el valor maximo permitido por la AOAC es <8%.

En el caso de la determinacion de la precision intermedia esta se realizé a través del
tratamiento de diez muestras de cobertura de chocolate solida para helado, y una vez
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listas las muestras para inyeccion estas se procesaron en el cromatdgrafo de gases
GC/FID, mediante el mismo técnica, mismos parametros, mismo analista pero en

diferentes dias (se procesd una muestra por dia).

El total de resultados se muestra en el anexo 4, y a continuacion se muestra el

promedio de ellos:

Tabla 3.5 Promedio de resultados- precision intermedia

COBERTURA DE CHOCOLATE PARA HELADO

Ac. Graso % ppm S CVv
Ac. Trans-linoleaidico 42,90 42897 0,147 0,343
Ac. trans-octadecanoico 10,13 10129 0,008 0,078
(elaidico)

Los &cidos grasos Trans-linoleaidico y trans-octadecanoico (elaidico) presentaron
una desviacion estandar menor al 1%, siendo este valor aceptado por la ICH ya que
el valor maximo permitido es de 2%. Por otro lado el coeficiente de variacion
presenta un valor menor 1%, encontrandose también este valor dentro de lo esperado
ya que el valor maximo permitido por la AOAC correspondiente al rango de
concentracion del analito es <8%.

La AOAC (Association of Official Analytical Chemists) indica que para los analitos
que se encuentran entre un 0,1 - 1,0%, 1,0 - 10,0% y sobre 10%, el CV méaximo

permitido es de un 8%, 4% y 2%, respectivamente.

Para determinar la aceptabilidad de los resultados se aplicé la ecuacion de HoRat, y
se obtuvo como resultado en promedio para la repetibilidad 0,07 y para la precision
intermedia un promedio de 0,95. Siendo ambos valores por debajo de 2%. Se puede

afirmar que le técnica tiene una precision satisfactoria.

Los valores obtenidos de CV para la repetibilidad fueron superiores a los de la

precision intermedia, lo que se puede explicar por el cambio de dia, ya que las otras
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condiciones (analista e instrumento) no fueron variadas durante el estudio. De esta
forma se puede concluir que el cambio de dia de analisis de una muestra de
cobertura solida para helado afecta los parametros que se esta midiendo, sin afectar a

que los resultados que se obtengan sean certeros.

3.4. EXACTITUD

La exactitud indica la proximidad de la medida de una serie de datos, al valor que se
acepta como verdadero.

Para la determinacién de este parametro se emple6 diez muestras de estandar
diluidas a 1ppm y se inyectaron en el cromatégrafo de gases GC/FID, bajo los

mismos parametros, mismo técnica y por el mismo analista.

Los resultados obtenidos se compararon versus la concentracion indicada por el
fabricante. En el anexo 5 se detallan los resultados obtenidos. Mientras que en la
siguiente tabla se muestra el promedio de los resultados obtenidos expresados en
porcentaje para los dos acidos grasos expresados como metil éster:

Tabla 3.6 Promedio de resultados — exactitud

PROMEDIO-EXACTITUD ‘

% ppm S CVv % ppm
fabricante  fabricante

Ac. Trans- 1,99 19900 0,014 0,722 2 20000
octadecanoico

Ac. Trans- 1,98 19840 0,031 1,543 2 20000
linoleaidico

De la tabla de datos obtenida, se sustrajeron los valores necesarios para la
determinacion de la exactitud del &cido trans-octadecanoico (elaidico) por medio de

la siguiente ecuacion:
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porcentaje de Edet = X% 100

Reemplazando:
porcentaje de Edet = 0.5%

El valor de la exactitud obtenido para el &cido graso trans octadecanoico fue de 0,5%
esto indica, que este es el valor del error existente entre el valor real y el valor

obtenido.
En el caso de &cido graso trans linoleaidico se realizo el mismo proceso:

. X—u
porcentaje de Edet = T .100

Reemplazando
porcentaje de Edet = 0,8%

Para el caso del acido graso trans linoleaidico se obtuvo 0,8% de error determinado,
lo que nos indicaria que esta es la diferencia entre el valor obtenido y el valor

esperado.

3.5. PRESENTACION DE LAS MATRICES ANALIZADAS

La determinacion de acidos grasos trans octadecanoico (elaidico) y &cido trans-
linoleaidico fue aplicada en las matrices de snacks salados de dos marcas
comerciales, cobertura de chocolate para helado y en sus posibles componentes
(margarina para untar, manteca hidrogenada, pasta de cacao, crema de leche y

cobertura de chocolate).

El detalle de los resultados de cada una de las matrices analizadas sera presentado en

los parrafos siguientes.
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3.5.2 RESULTADOS SNACK SALADOS

Se realizaron los andlisis a la matriz de bocaditos snack salados de dos marcas
comerciales. Tomando de sus lineas de venta dos productos coincidentes en ambas

marcas (chisitos y papas en hojuelas naturales).

El estudio de esta matriz se efectu6 se debido a la abundante informacion
bibliografica que sefiala a estos alimentos (snack) como fuentes de &cidos grasos
trans, y en segundo lugar para comprobar los datos registrados en la tabla de valores

nutricionales.

Se analizé el perfil de acidos grasos de 10 muestras por cada variedad de producto,
haciendo distincion entre las marcas en el dia de tratamiento, para evitar una posible

contaminacién cruzada.

En la siguiente tabla se muestran el promedio de los resultados obtenidos para cada

una de las muestras analizadas:

Tabla 3.7 Promedio- Snack analizados

SNACKS COMERCIALES ANALIZADOS ‘

Ac. graso/ Marca % MARCA A MARCA B
Chisitos Papas H Chisitos Papas H
Ac. palmitico (C16:0) 41,80 47,05 45,70 49,09
Ac. estearico (C18:0) 5,89 4,65 6,70 3,94
Ac. oleico (C18:1) 41,85 47,02 32,80 48,34

Tal como se observa en la tabla 3.7 las muestras analizadas pertenecientes a los
bocaditos snack de las marcas comerciales analizadas, no presentaron dentro de su

composicion &cidos grasos trans.

Tras la evaluacion de los resultados de la matriz, se pudo concluir que no se puede

afirmar la presencia grasas trans en estos productos. Se cree que una de las razones
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por las que no se detectan grasas trans, es por el énfasis que ha dado la FDA en la
disminucion de grasas trans en los alimentos, ademas de obligar al registro del valor

de grasas trans en la tabla nutricional de cualquier alimento.

Por otra parte, actualmente en nuestro pais la norma NTP209.655 (Norma para los

acidos grasos trans), también exige el registro del valor grasas trans en el etiquetado.

3.5.3 RESULTADOS EN COBERTURA DE CHOCOLATE PARA HELADO

Como segunda matriz de estudio se examind cobertura de chocolate para helado.
Para determinar la importancia del estudio de esta matriz se realiz6 una encuesta de

frecuencia de consumo a los puntos expendedores de helado (Ver anexo 8).

Los resultados obtenidos en esta matriz fueron de caracter positivo, siendo estos
contrarios a los encontrados en las muestras de snacks salados. Sin embargo no se

encontré bibliografia especifica sobre la matriz para poder contrastar los hallazgos.

En las siguientes tablas se muestra el promedio del perfil de acidos grasos de las
muestras analizadas de cobertura de chocolate solido para helado de las dos marcas

analizadas:

Tabla 3.8 Perfil de &cidos grasos muestra C

COBERTURA DE CHOCOLATE PARA HELADO MARCA C

Ac. Graso % S CcVv

Ac.Cis-Palmitoleico 33,79 0,072 0,212
Ac. Trans-linoleaidico 42,94 0,201 0,468
Ac. Trans-octadecanoico (elaidico) 10,14 0,101 0,996
Ac. Araquidonico 9,55 0,004 0,037
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En el perfil de &cidos grasos de la muestra C se encontré 42,94% en promedio de
acido graso trans linoleaidico y 10,14% de é&cido graso trans octadecanoico

(elaidico).

Tabla 3.9 Perfil de acidos grasos muestra D

COBERTURA DE CHOCOLATE PARA HELADO MARCA D

Ac. Graso % S CVv

Ac. Pentadecanoico 6,51 0,006 0,087
Ac.Cis-Palmitoleico 46, 80 0,450 0,961
Ac. Trans-linoleaidico 30,66 0,050 0,163
Ac. trans-octadecanoico (elaidico) 8,33 0,053 0,636
Ac. Araquidonico 6,91 0,003 0,041

En el perfil de acidos grasos de las muestra D se encontro 30,66% de acido graso
trans linoleaidico y 8,33% de &cido trans octadecanoico (elaidico), siendo que el

valor maximo permitido por la FAQ® es de 1% y el de la FDA'® de 05%.

Tal como se observa en las tablas 3.8 y 3.9 ambas muestras comerciales presentan
en su composicion altas concentraciones de los dos acidos grasos trans de estudio.
Con este resultado se puede afirmar la presencia de grasas trans en la matriz y
también hace necesaria la investigacion de los probables componentes que sean la

fuente de estos acidos grasos.

Para ello se analizaron los posibles componentes de esta cobertura, usando como
base la receta de cobertura de chocolate sélida tradicional-cacera e implementando
algunos posibles ingredientes industriales.

Las matrices analizadas fueron:

e Chocolate para cobertura.

e Pasta de cacao.
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e Manteca hidrogenada comercial.
e Crema de leche comercial al 50% de materia grasa

e Margarina para untar

3.54 RESULTADOS COBERTURA DE CHOCOLATE

Se analizaron dos muestras de cobertura de chocolate comerciales, cada una de las
muestras fue analizada por quintuplicado y en las siguientes tablas se muestra el

promedio del perfil de los &cidos grasos obtenidos.

Tabla 3.10 Perfil acidos grasos marca E

CHOCOLATE PARA COBERTURA MARCA E

Ac. Graso % S Ccv

Cis-Palmitoleico 17,43 0,324 1,860
Ac. Cis-Octadecanoico 35, 68 0,739 2,070
Ac. trans-linoleaidico 7,72 0,054 0,699
Ac. Behenoico FAME 7,72 0,019 0,243
Ac. cis-Eicosatrienoico 10,01 0,086 0,854
Ac. cis-Erucico 4,93 0,052 1,060
Ac.Tricosanoico 4,85 0,051 1,055

Tabla 3.11 Perfil de acidos grasos muestra F

CHOCOLATE PARA COBERTURA MARCA F

Ac. Graso % S CcVv
Cis-Palmitoleico 31,08 0,224 0,722
Ac. Cis-Octadecanoico 29,25 0,192 0,657
Ac. trans-linoleaidico 5,66 0,072 1,269
Ac. cis-Nervonico 8,87 0,029 0,328
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Como se observa en las Tablas 3.10 y 3.11 el perfil de &cidos grasos solo se
evidencia la presencia del &cido graso trans linoleaidico C18:2 trans-9,12. Hallando

en promedio 7,72% y 5,66% correspondientemente.

Los valores encontrados fueron contrastados con investigaciones ya existentes,
como la de Cakmak Y.S et all®. Quien realizé un estudio en 35muestras de chocolate
y 27 muestras de galletas wafer nacionales de Turquia, donde determiné que los
valores de &cidos grasos trans en estas muestras oscilaban entre los 0,00-6,23%,
mientras que Aftab* A.K et al realizo un analisis semejante en chocolates de distintas
marcas comerciales y obtuvo valores hasta de 8% de &cidos grasos trans en estas
muestras. Por lo cual se puede aceptar el valor obtenido para las muestras de
chocolate para cobertura como parametro experimental, sin embargo excede el limite
dado por la FAO

3.5.5 PASTA DE CACAO

Se analiz6 una muestra de pasta de cacao por quintuplicado, y el promedio de los

resultados se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3.12 Perfil de acidos grasos- pasta de cacao

PASTA DE CACAO

Ac. Graso % S CcVv

Ac. Heptadecanoico 30,64 0,770 2,512
Ac. trans-linoleaidico 20,94 0,276 1,318
Ac. cis- linoleaidico 39,94 0430 1,076
Ac.Butirico 2,59 0,014 0,541

Tal como se evidencia en la tabla 3.12 la composicion de &cidos grasos trans
presenta:
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La ausencia del acido graso trans octadecanoico (elaidico) C18:1 trans-9, en
comparacion con la presencia de este acido graso en la cobertura de chocolate para
helado. Sin embargo se aprecia que la concentracion promedio de acido graso trans

linoleaidico C18:2 trans-9,12 es correspondiente a 20.94%.

La presencia de acidos grasos trans en las muestras de pasta de cacao y de chocolate
para cobertura, se debe a la existencia de aditivos usados en la industria y a las
condiciones que se somete al chocolate durante la etapa del conchado.

3.5.6 CREMA DE LECHE

Se analiz6 por quintuplicado una muestra de crema de leche al 50% de materia grasa
de una marca comercial. EI promedio de los resultados encontrados se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 3.13 Perfil de &cidos grasos muestra crema de leche

CREMA DE LECHE

Ac. Graso % S CcVv
Ac.butirico 8,38 0,025 0,304
Ac caproico 70,93 0,078 0,086
Ac.palmitoleico 3,15 0,001 1,704
Ac.trans-linoleaidico 0,02 0,000 2,667
Ac.cis-linoleaidico 1,41 0,001 1,003
Ac.hecicosanoico 1,73 0,003 1,635
Ac.euricico 5,70 0,001 2,481
Ac.docosadienoico 3,85 0,007 1,837
Ac.lignoserico 4,05 0,001 0,503
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Como se muestra en la Tabla 3.13 se evidencia la ausencia del acido graso trans
octadecanoico (elaidico) C18:1 trans-9, en comparacion con la presencia de este

acido graso en la cobertura de chocolate solida para helado.

Ademas se muestra que el porcentaje promedio presente de acido graso trans
linoleaidico en la muestra es de 0,02%, indicando que este porcentaje es mucho
menor frente al hallado en la muestra de cobertura sélida para chocolate, lo cual
descarta que esta matriz sea la fuente principal de &cidos grasos trans.

La pequefia cantidad de grasas trans presentes en la crema de leche se debe a la
hidrogenacion biologia propia de los rumiantes, que hace que formen pequefias
cantidades de grasas trans en parte de las grasas animales. Esto se menciona en la
investigacion sobre las implicaciones de los acidos grasos trans en la dieta por Maria

Castro-Martinez et al*?.

3.5.7 MANTECA HIDROGENADA RESULTADOS

Se analiz6 por quintuplicado una muestra comercial de manteca hidrogenada y se

obtuvo el siguiente perfil de &cidos grasos:

Tabla 3.14 Perfil de acidos grasos manteca hidrogenada

MANTECA HIDROGENADA

Ac. Graso % S Cv
Ac. Cis-Palmitoleico 17,6 0,002 1,0
Ac. Trans-linoleaidico 0,25 0,002 0,8
Ac. Cis- linoleaidico 11,51 0,002 0,0
Ac. Araquidonico 23,0 0,001 2,6
Ac. Cis-Eicosanoico 0,09 0,000 0,3
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En la tabla se aprecia que la concentracion promedio de &cido graso trans
linoleaidico C18:2 trans-9,12 es correspondiente a 0,25% del total de la muestra

analizada.

No se puede descartar la presencia de este producto en la elaboracién de cobertura
de chocolate para helado, sin embargo no aporta grandes concentraciones de grasas

trans.

3.5.8 MARGARINA RESULTADOS

La matriz de margarina utilizada fue de origen comercial por tanto se emple6 de la
variedad para untar. Fue analizada por quintuplicado y el promedio del perfil de

acidos grasos se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 3.15 Perfil de acidos grasos muestra margarina

MARGARINA

Ac. Graso % S Cv
Ac. Cis-Palmitoleico 88,55 0,02 0,02
Ac. Trans octadecanoico 2,09 0,005 1,91
Ac. cis- linoleaidico 5,99 0,08 1,34
Ac. heptadecanoico 5,256 0,19 1,90

El perfil de &cidos grasos de la matriz, muestra presencia de acido graso trans

octadecanoico (elaidico) C18:1 en una concentracion promedio de 2,09%.

Tanto para la margarina como para la manteca hidrogenada, la cantidad de acidos
grasos trans en su composicion, se debe al proceso de hidrogenacion propio de su
elaboracion.
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Ademaés debido a la normatividad impuesta por la FDA e INDECOPI las industrias
productoras de estos articulos son cada vez mas exigentes con la calidad del

producto final.
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359 COMPARACION ESTADISTICA ENTRE LAS MUESTRAS

La siguiente evaluacion estadistica realizO una comparacion entre matrices que
presentan el mismo acido graso trans dentro de su composicion. Para poder

determinar si existe diferencia significativa entre cada una de ellas.

Las primeras matrices en ser evaluadas fueron aquellas que contienen &cido trans

linoleaidico, y los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 3.16 Matrices que presentan &cido trans linoleaidico

Concentraciones de Acido Trans. linoleaidico en %

Repeti Cobertura Cobertura Chocolate Chocolate  Pasta Crema  Manteca
ClONeés  Helado C  Helado D E F De cacao  De leche H
1 43,1984 30,60839 7,72408 5,662 21,13756 0,01428 0,24503
2 42,9610  30,71300  7,71130 5,6631  21,14399  0,01502  0,24619
3 42,6331  30,70301  7,79133 56601  20,62014  0,01516  0,24952
4 42,9603  30,61305  7,82454 56601  21,13440  0,01516  0,24469
5 42,9621  30,68303  7,72314 56612  20,65014  0,01451  0,24639

En la siguiente tabla se muestran las matrices que presentan acido trans-linoleaidico

en su composicion.

Tabla 3.17 ANOVA para Trans linoleaidico por muestra

e Guete, G Cjecial® Ranr VAP
Entre grupos 8,209 6 1368, 78664,11  0,0000
Intra grupos 0,487 28 0,01739
Total (Corr.) 8,210 34

La tabla ANOVA descompone la varianza del acido Trans linoleaidico en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 7,866, es el cociente entre el estimado entre-

grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es
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menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media
de 4cido Trans linoleaidico entre un nivel de muestra y otro, con un nivel del 95,0%

de confianza.

Acido Trans Linoleaidico
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Figura 3.3 Gréfico de caja y bigotes

Esta gréafica despliega 7 diagramas de caja y bigote, una para cada nivel de muestra.
La parte rectangular de la gréafica se extiende desde el cuartil inferior hasta el cuartil
superior, cubriendo la mitad central de cada muestra. Los bigotes se extienden desde
la caja hasta los valores minimo y méaximo de cada muestra, excepto para cualquier

punto alejado 6 muy alejado, los cuales se grafican en forma individual.

En la siguiente pagina se exponen los resultados hallados para el &cido trans

octadecanoico (elaidico):
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Tabla 3.18 Matrices que presentan &cido trans octadecanoico (elaidico)

Concentraciones de Acido Trans-octadecanoico en %

Repeticiones  Cobertura helado C Cobertura helado D Margarina
1 10,15208 8,29968 2,0901
2 9,96275 8,39206 2,0888
3 10,19514 8,29202 2,0989
4 10,19514 8,30216 2,0957
5 10,19514 8,39701 2,0903

En la taba se muestran las matrices que presentan &cido trans-octadecanoico

(elaidico) en su composicion.

Tabla 3.19 ANOVA para Trans octadecanoico (elaidico) por muestra

Fuente CSulfalrg?a?j?)s €] Clﬁgg%do Razon-F
Entre grupos 178,3 2 89,16 20567,73 0,0000
Intra grupos 0,05202 12 0,004335
Total (Corr.) 178,4 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de Trans octadecanoico en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 2,057, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es
menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media

de Trans octadecanoico entre un nivel y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Acido Trans Octadecanoico (elaidico)
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Figura 3.4 Gréfico de caja y bigotes

Esta grafica despliega tres diagramas de caja y bigotes, en los cuales se ratifica la

diferencia estadistica entre las muestras.
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CONCLUSIONES

1. Se desarroll6 satisfactoriamente la técnica analitica para la determinacion de
acidos grasos trans. Tomando como base la técnica de la AOAC 996.06.

2. Se comprob6 el cumplimiento de la linealidad de la técnica para la
determinacion de &cidos grasos trans linoleaidico y trans octadecanoico
(elaidico), en el intervalo de concentraciones que se estudiaron por su
elevado valor de los coeficientes de correlacion ambos cercanos a 1. Se
determind también que la técnica es sensible, precisa y exacta.

3. Se determino el perfil de &cidos grasos para cada una de las matrices, y se
encontr6 principalmente la presencia de &cido trans-linoleaidico en
proporciones que van de 0,01-50% segun cada una de ellas.

4. Las matrices analizadas de cobertura de chocolate para helado, chocolate
para cobertura y pasta de cacao expusieron niveles de grasas trans(50% , 15%
y 20%) por encima de lo sugerido por la FAO <1% y lo permitido por la
FDA <0.5%.

5. Se realiz6 una comparacion estadistica entre las matrices que presentaban el
mismo &cido graso trans en su composicion y se determind que existe

diferencia significativa entre la cantidad grasa trans presente en cada matriz.
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RECOMENDACIONES

Al publico consumidor se le recomienda:

e Se recomienda al publico consumidor el revisar el etiquetado nutricional de
los alimentos que adquiera para su consumo.

e Evitar la cobertura de chocolate como alternativa de aditivo para el helado.

En el sector industrial se recomienda:

e Buscar alternativas de grasas industriales diferentes a las hidrogenadas ya
que estas son en gran parte la fuente de acidos grasos trans (grasas técnicas)

e Seguir las recomendaciones en cuanto limite permisible de acidos grasos
trans dada por la FAO

Para el analisis de muestras por esta técnica se sugiere:

e Asegurarse de realizar la técnica bajo un ambiente de temperatura contralada
y considerando solo la cantidad de iluminacion necesaria
e El tratamiento de las muestras debera ser durante el dia de proceso para evitar

la degradacion de la grasa.
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ANEXOS

ANEXO 1

Determinacion de la linealidad y sensibilidad

La determinacion de la linealidad y la sensibilidad se realizé a través de una curva de calibracion de los acidos grasos trans
presentes en el estandar mix de FAMES #35077.

Para contrastar las corridas hechas para los diferentes puntos de la validacion se hizo una corrida madre de estandar puro.
1.1.Preparacion de la solucion madre

Se prepard una solucion madre del estandar mix de Fames a 200ppm, la cual se llevd a volumen de 25ml en fiola.

Posteriormente esta se conservo en frio en tubo con tapa cerrado.
Para realizar esta solucion madre se tomo 170ul del estandar con micropipeta de 100-1000ul graduable.
1.2.Construccidn de las curvas de calibracion

Se prepararon 5 diluciones des de la solucién madre y se inyectaron en el cromatografia de gases. Con los datos obtenidos de
cada area se procedid a la construccién de la curva de calibracién. En la Tabla 1y2 se muestras las concentraciones y sus

areas respectivas.
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Tabla 28 Concentracion y area obtenida para la curva de calibracion del &cido trans-octadecanoico C18:1 trans-9 (elaidico)

ppm 1 medida 2 medida promedio S

1 193,8 165,2 179,5 20,22
5 499,5 474.,8 487,15 17,47
10 862,2 804,5 833,35 40,80
15 1126,5 1172,1 1149,3 32,24
20 1521,7 1389,6 1455,65 93,41

En la tabla 1 se muestras las areas obtenidas, el promedio y la desviacion estandar para cada punto de la linealidad del acido

trans-octadecanoico C18:1 trans-9 (elaidico).

Tabla 29 Concentracion y area obtenida para la curva de calibracion del acido trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12

1 medida 2 medida promedio S
1 2011 268,6 234,85 47,73
5) 503,2 570,7 536,95 47,73
10 878 954,7 916,35 54,24
15 1319,4 1322 1320,7 1,84
20 1638,7 1595,8 1617,25 30,33
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En la tabla 2 se muestras las &reas obtenidas, el promedio y la desviacion estandar para cada punto de la linealidad del &cido
trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12.

Tabla 30 Prueba T de Student para &cido trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12.

Media 908,08 942,36
Varianza 341910,767 290836,583
Observaciones 5 )
Coeficiente de correlacion de 0,99892645

Pearson

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 4
Estadistico t -1,46390375
P(T<=t) una cola 0,10853274
Valor critico de t (una cola) 2,13184679
P(T<=t) dos colas 0,21706549
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511
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Tabla 31 Prueba T de Student para el &cido trans-octadecanoico C18:1 trans-9 (elaidico)

Media 840,74 801,24
Varianza 270200,483 248706,303
Observaciones 5 b
Coeficiente de correlacion de 0,99290958

Pearson

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 1,37580312

P(T<=t) una cola 0,12044655

Valor critico de t (una cola) 2,13184679

P(T<=t) dos colas 0,24089311

Valor critico de t (dos colas) 2,77644511

Las tablas 3 y 4 muestran los resultados obtenidos por la prueba estadistica T de Student, aplicada para los acidos grasos

trans trans-linoleaidico C18:2 trans-9,12 y trans-octadecanoico C18:1 trans-9 (elaidico).
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ANEXO 2

Determinacion del limite de deteccion y de cuantificacion.

La determinacion de los limites de deteccidn y de cuantificacion se realizé por la técnica de las curvas de calibracion y para

ello se utilizd los puntos realizados para la determinacion de la sensibilidad.

1.3.Preparacion de la solucion madre.

Se prepar6 5 soluciones las cuales se llevaron a 5ml en medio hexanico. En la siguiente tabla se muestra la cantidad tomada

de la solucién madre de 200ppm.

Tabla 32 Cantidad en pl usada para cada punto

ppm ul
1 25
5 125
10 250
15 500
20 600
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ANEXO 3
Repetibilidad

En la tabla 6 se muestran los datos de porcentajes obtenidos en cada analisis de las 10 muestras de cobertura de chocolate
solida para helado, analizadas en el mismo dia, por el mismo analista y en el mismo equipo, en la misma tabla se muestra el
porcentaje (éster metilico), promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada acido graso, parametros con los

cuales se evaluo la repetibilidad para ellos.

Tabla 33 Muestras de cobertura de chocolate para determinar la repetibilidad

% M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 Prom DE CcVv

Ac.  Trans- 42,9431 429424 42,9567 42,9475 42,95262 42,94008 42,9339 42,9355 42,9389 42,9399 42,943 0,007 0,017
linoleaidico

Ac.  Trans- 10,1401 10,1399 10,1402 10,1389 10,1411 10,1405 10,1387 10,1397 10,1412 10,1432 10,140 0,001 0,013
octadecanoico
(elaidico)
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ANEXO 4

Precision Intermedia

En la tabla 7 se muestran los datos de porcentajes obtenidos en cada anélisis de las 10 muestras de cobertura de chocolate
solida para helado, analizadas en diferentes dias, por el mismo analista y en el mismo equipo, en la misma tabla se muestra el
porcentaje, promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada acido graso, parametros con los cuales se evalu6

la precision intermedia para ellos.

Tabla 34 Muestras de cobertura de chocolate para determinar la precisién intermedia

% M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 Prom DE CcVv ‘

Ac.  Trans- 42,8996 43,0212 42,8587 42,8865 42,7989 43,2106 42,9565 42,8794 42,6598 42,7982 42,897 0,147 0,343
linoleaidico

Ac. trans- 10,1401 10,1099 10,1299 10,1317 10,1275 10,1278 10,1315 10,1258 10,1347 10,1318 10,129 0008 0,078
octadecanoico
(elaidico)
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ANEXO 5

Exactitud

En la tabla 8 se muestran los valores obtenidos para el trabajo de la exactitud:

Tabla 35 Muestras los valores obtenidos para el trabajo de la exactitud

Ac. Trans 1984 2002 1987 1998 198 1,988 1,997 1,956 2,007 1,999 1990 0,014 0,722
Ac. Trans 1,998 198 1979 1899 1997 1,999 2001 1,992 1,988 1,999 1,984 0,031 1543
linoleaidico
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ANEXO 6

Muestras

Se analizaron 10 muestras de snack salados comerciales, 5 muestras de cobertura de
chocolate solida para helado, 5 muestras de chocolate para cobertura, 5 muestras de
pasta pura de caco, 5 muestras de manteca hidrogenada y 5 muestras de margarina

para untar.

En las siguientes tablas se mostrara el resumen estadistico de las muestras con
respecto a su contenido de &cidos grasos trans, el grafico de distribucion normal y
cromatograma ejemplo.

1.4.Snacks Salados

Para el caso de los snacks salados como ya se mencioné no se ha encontrado
presencia de &cidos grasos trans por tanto solo se observara en la pagina siguiente el

cromatograma de la muestra.
1.5.Cobertura de chocolate sélida para helado

En la siguiente pagina se muestra un cromatograma de la muestra. A continuacion se

muestra a estadistica aplicada.

Tabla 36 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-octadecanoico C18:1
trans-9 (elaidico) en cobertura de chocolate

Promedio 10,14
Desviacion Estandar 0,1009
Coeficiente de Variacién 0,9946%
Minimo 9963
Maximo 10,2
Rango 0,2324
Sesgo Estandarizado -1,88
Curtosis Estandarizada 1951
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4 11768 33762080 11263543 0,000 5

501110 508003 1l0BR2 41537 %W W 12 Acido Pelmifico

6

7

i

43008 80572 20870 6,382 % 16 Acido Estearico

45433 511760 100430 41182 %V 18 Acido Cis-Oleico

47562 133408 35033 10887 % 20 Acido cis- lingleico
Total 03607552 36015614
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Asalysis Date & Time 03062014 050038 pm.

User Name Adnun
Vials 2
Sample Nama : domotnio B
Sample D donofrio B
Sample Type Uzknown
Iajection Vohene 8,00
ISTD Amount
Data Name . C.\GCsolntion Data Project | 'tesis trans'doafnio b god
Mehod Name : C'GCrodation' Dam Project | 'papas tans Famae3 Tcpeos sesis 17-12-2013 gom
Intessity
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=0
Peaks  Ret Time Arma Height Conc. Umt Muk IDs Czpd Name
1 10483 2542017 973876 0,000
2 10599 624150 233532 0,000 Vv
3 12,719 20864073 6802337 0,000
4 18,360 §7787 13854 0.000 v
5 23728 165290 43005 0,000 Vv
6 10,665 3888333 STN®T 0,000
? 30535 53128 8126 1003 % SV 7 Acdo Tndecanoico
3 34576 126041 27738 3352 % S B Acsdo Mirtstico
9 3sa8 1634150 236176 0.000 v
10 #0333 180173 1BR B Ww OV 13 Acdo Cls-Palautoleico
i1 +4.968 455068 13554 7998 % WV 17 Acsdo Trans- Octadecan
12 45438 1907273 302484 BN OV 19 Acxdo rams-linolemdace
13 48463 476827 111670 8200 % SV 21 Acdo Araquidouico
14 49 £80 111902 14604 006 % V 24 Acdo as9, 12,14 lnole
15 55,633 116419 11721 00% V 33 Acdo cis-Docosadienot
1d 37993 320086 20! $554% V 37 Acdoas 4.7,10.13,16J
17 S8.627 64020 4241 1003 % V 37 Acsdocls 4.7,10,13,16
~ Yol 13300448 9354147
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Analysiz Date & Time 290052014 02:01:18 pm.

User Hame - Admin
Vial# 21
Sampls Mame - helado
Sample ID - helado
Sample Type : Unknown
Injection Volume - 8,00
ISTDy Amount :
Data Mame : TG soluton' Dat'\ Project] ' tesis mans'helado god
Method Mame : CGECsolution'Dhata' Project]'papas trans'\Fame3 Toptos tesis 17-12-2013 gom
Intensity
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1] 10 20 30 40 50 ]
min
Peak#  Fet Time Area Height Conc.  Umit Mark ID# Cmpd Hame
1 10,532 102533006 37947107 0,000
2 10,653 20E35024  TTI4441 0,000 5V
3 10,752 77261 38623 0,000 T
4 12,804 240031452 58632710 0,000 5V
5 18414 224227 G1194 0,000
1] 23,752 195638 50041 0,000
7 20612 1811267 334577 0000
H 34,561 G1945 14002 0,701 % 5 8 Mirstico
9 35,117 675035 1446268 0,000
10 38,745 3154468 30070 3531 % 11 Cis-Pentadecanoico
11 38,804 265534 35072 1873 % v 11 Cis-Pentadecanoico
12 40308 4189471 447333 46,478 % 13 Cis-Palmitolsica
13 4044 773176 113975 E300 % 5V 17 Trans- Octadecanoico
14 46,458 1797465 363601 30,608 % 19 mans-linolesidate
15 446,560 45838 12035 0,502 %a v 19 mans-linolesidate
14 48472 657803 1440746 G908 % 5 21 Araquidonico
Total 385390700 106135027
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Figura 21 Grafico de probabilidad normal para acido trans-octadecanoico C18:1
trans-9 (elaidico) en cobertura de chocolate

Tabla 37 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-linoleaidico C18:2
trans-9,12 en cobertura de chocolate

Promedio 42,94
Desviacién Estandar 0,2014
Coeficiente de Variacion 0,469%
Minimo 42,63
Maximo 43,2
Rango 0,5653
Sesgo Estandarizado -0,6087
Curtosis Estandarizada 1022
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Figura 22 Gréfico de probabilidad normal para &cido trans-linoleaidico C18:1 trans-
9,12 en cobertura de chocolate.

1.6.Chocolate para cobertura

En la siguiente pagina se muestra el cromatograma de la muestra, y a continuacion el

tratamiento estadistico

Tabla 38 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-linoleaidico C18:2
trans-9,12 Chocolate para cobertura

Promedio 7755
Desviacion Estandar 0,05009
Coeficiente de Variacion 0,6459%
Minimo 7711
Maximo 7825
Rango 0,1132
Sesgo Estandarizado 0,7341
Curtosis Estandarizada -0,8569
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Analysii Dane & Time 10062004 07:51 02 pm.

User Name Admin
Viale .1
Sample Name 2
Sample ID :2
Sample Type Usimown
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I 10519 1018356 37880 0,000

2 10638 0204 a3 0,000 Y

3 12760 14700753 46658 0,000

4+ N8 66941 14538 0,000 $

5 W05 IM000 67626 30917 W 13 Acsdo Cls-Palmuolaico

6 4530 VIO THIS  MHESTN OV 18 Acido Cis-Oleico

1T #6655 0357 2044 TS 19 Acdo raas-lmolenidae

8 2 00930 57 P3S0% V 17 Acsdo Belmoico FAMT

9 28N 63419 b4} 6955 % V 28 Acdo av-Eiconarienou

10 5350 46303 1599 4880 % WV 39 Ackdo ci-Enucico 13

11 54436 48570 M) 550N W 32 Acdo Tricosanoico
Toal 17060173  333&08)
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Figura 23 Grafico de probabilidad normal para acido trans-linoleaidico C18:1 trans-
9,12 en Chocolate para cobertura

1.7.Pasta de cacao

En la siguiente pagina se muestran en primer lugar el tratamiento estadistico de la

muestra y seguido de ello el cromatograma correspondiente.

Tabla 39 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-linoleaidico C18:2
trans-9,12 en pasta pura de cacao

Promedio 20,94
Desviacion Estandar 0,276
Coeficiente de Variacion 13.18
Minimo 20,62
Maximo 21,14
Rango 0,5238
Sesgo Estandarizado -0,561
Curtosis Estandarizada -1503
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User Hame - Admin
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min
Pesk=  Fet Time Areg Height Comc.  Unit Mark D= Copd Name
1 0134 121600 7347 0,000
2 10,792 321716878 110144432 0,000
3 10,924 56038967 192218460 0,000 5V
4 11,031 174330 B4404 1507 % T 1 Acido Butirico
3 13,112 107204712 28797895 0,000 5
] 35,006 T 13645 0,000
7 41,154 3733568 420054 32182 W 8 14 Acido Heptadecanoico
g 44,083 2407780 283845 21138 % 19 Acido wans-linolesidate
9 47317 4341007 479302 I|ET W B 20 Acido ciz- linoleico
13 40107 408840 TEOTE 3638 % B8 12 Acido cis-linoleico
11 50,228 PR ] 20081 0E08 % W 15 Acido Hensicosangico
Tiotal 406355555 159563445
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Figura 24 Gréfico de probabilidad normal para acido trans-linoleaidico C18:1 trans-
9,12 en pasta pura cacao

1.8.Manteca hidrogenada

Se muestra el tratamiento estadisitico de la muestra y el cromatograma

correspondiente, en la siguiente pagina

Tabla 40 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-linoleaidico C18:2
trans-9,12 en manteca hidrogenada

Promedio 0,2464
Desviacién Estandar 0,001909
Coeficiente de Variacion 0,7748%
Minimo 0,2447
Méaximo 0,2495
Rango 0,00483
Sesgo Estandarizado 1333
Curtosis Estandarizada 1087
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i 41060 058917 184946  0118% V13 Acdo Cis-Palmitolexo
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6§ 4720 22807 10031 0351 % V20 Acido cis- Linoleico
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Figura 25 Grafico de probabilidad normal para acido trans-linoleaidico C18:1 trans-
9,12 en manteca hidrogenada

1.9.Crema de leche

Se muestra el tratamiento estadistico de la muestra y el cromatograma

correspondiente esta en la siguiente pagina.

Tabla 41 Resumen estadistico de los porcentajes de acido trans-linoleaidico C18:2
trans-9,12 en crema de leche

Promedio 0,01483
Desviacion Estandar 0,0004058
Coeficiente de Variacién 27.37
Minimo 0,01428
Maximo 0,01516
Rango 0,00088
Sesgo Estandarizado -0,6403
Curtosis Estandarizada -1019
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Figura 26 Gréafico de probabilidad normal para acido trans-linoleaidico C18:1 trans-
9,12 en crema de leche.
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ANEXO 7

Estandar mix de Fames #35077

1.10. Lista de componentesy ficha técnica del estandar mix de Fames
Chain % by Weight C20:1 (cis-11) 2.0
C4:0 4.0 C20:2 (all-cis-11,14)) 2.0
C6:0 4.0 C20:3 (all-cis-8,11,14) 2.0
C8:0 4.0 C20:3 (all-cis-11,14,17) 2.0
C10:0 4.0 C20:4 (all-cis-5,8,11,14) 2.0
C11:0 2.0 C20:5 (all-cis-5,8,11,14,17) 2.0
C12:0 4.0 C21:0 2.0
C13:0 2.0 C22:0 4.0
C14:0 4.0 Cc22:1 (cis-13) 2.0
Cl4:1 (cis-9) 2.0 C22:2 (all-cis-13,16) 2.0
C15:0 2.0 22:6 (all-cis-4,7,10,13,16,19) 2.0
C15:1 (cis-10) 2.0 C23:0 2.0
C16:0 6.0 C24:0 4.0
Cl6:1 (cis-9) 2.0 C24:1 (cis-15) 2.0
C17:0 2.0

Cl7:1 (cis-10) 2.0

C18:0 4.0

C18:1 (trans-9) 2.0

Ci1s8:1 (cis-9) 4.0

C18:2 (all-trans-9,12) 2.0
Chain % by Weight
C18:2 (all-cis-9,12) 2.0
C18:3 (all-cis-6,9,12) 2.0
C18:3 (all-cis-9,12,15) 2.0
C20:0 4.0
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1.11. Cromatograma en FID Y Masas del estdndar mix de Fames

En la siguiente pagina se muestras en primer lugar el cromatograma de la corrida
del estandar por el detector FID y en segundo lugar el estandar por el detector de

masas.
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Analysis Date & Time - 29112012 03:50:38 pm.

User Mame - Admin
Vial# 21
Sample MName : STDFames37
Sample ID : STDFames37
Sample Type : Standard
Injection Volume 2 1,00
I5TD Amount :
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min
Pesk=  FetTime Arsa Height Conc.  Unit Mark D= Cmpd Names
1 10470 34564810 8233351 0,000 v
2 11,202 126880 304 4.000 % 1 Butrico
3 13,404 154431 48347 4000 % W 2 Caproico
4 17,251 174318 40140 4000 % W 3 Caprlico
3 12,548 189019 51101 4.000 % 4 Caprico
] 15436 95430 25712 2000 % 3 Undecanoico
7 18,345 199663 53120 4.000 % 4 Laurico
8 31,175 101885 27530 2000 % 7 Trdecancico
9 33834 208146 53553 4000 % W 8 Miristico
10 36,150 102371 27189 2000 % 9 Miristoleico
11 36,557 105871 28612 2000 % 10 Pentzdecanoico
12 38,726 105202 27976 2000 % 11 Cis-Pentadecanoico
13 39,110 323870 763946 6,000 % 12 Palmitico
14 40,855 106156 284453 2000 % 13 Cis-Palmiteleico
15 41,400 109423 20072 2000 % 14 Heptadecanoico
14 43,211 106752 28520 2000 % 15 Cis-Heptadecanoico
17 43,819 122712 52258 4.000 % 16 Estearico
18 44835 109710 28232 2000 % 17 Trans- Octadecanoico
18 45203 219380 55451 4000 % 18 Cis-Oleico
20 46,456 107635 28740 2000 % 19 mans-linolesidate
1 47,440 108254 28625 2000 % 20 cis- inoleico
22 48,161 124200 40021 4.000 % 21 Araquidonice
23 40,051 106205 27602 2000 % I3 dis-linolsico
24 40519 106208 27674 2000 % 13 cis-Eicosanoico
25 40,200 107617 17644 2000 % 14 cis-9.12,15 linolsico
26 50,192 112885 27705 2000 % v 15 Heneicosanoico
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Pesk# RetTime  Ares Heisht  Conc.  Unmit Mak ID¥  Cmpd Name

77 51588 10105 27957 2,000 % 26 cis-Eicosadisnoicoll,]
¥ 52230 228820 45193 4000 % 27 Behenpico FAME
W 53170 107264 26266 2,000 % 28 cis-Eicosatrienoice 8,1/
3 5350 111410 26587 2,000 % 29 cis-Erucico 13
31 54017 106356 25707 2,000 % 10 cis-Encosatrinoico
32 M3 14401 25223 2000 % V31 cis-Araquidonico 587
3 441 103511 24555 2,000 % 32 Tricosamoico
34 55708 109023 25006 2,000 % 13 cis-Docosadiensico 13,
35 56,004 12378 21118 4000 % 34 Ligmoserico
3 36327 229086 38342 2000 % V35 cis-5,8,11,14,17-Ficoss
37 57,006 99263 12317 2000 % 16 cis-Nervomico 15
33 57768 14560 24128 2000 % 37 cis4.7.10.13.16-Daces
Total 30856500 9522019
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ANEXO 8

Encuesta

Para determinar la frecuencia de consumo de los helados con cobertura de
chocolate y de esta manera observar el impacto de la investigacion, se realizo una
encuesta a los puntos expendedores de helados en los principales centros

comerciales (Real plaza, Mall aventura plaza y Parque Lambramani).

La encuesta se realizé de forma andnima, frente a la negativa del personal que
laboraba en estos puntos de venta de dar sus nombres. Esta se aplico a los 11
puntos de ventas de helados (no tiendas) de los centros comerciales ya

mencionados.

El muestreo se realizé entre los dias 05 y 07 de mayo ya que al ser dias
laborables, el personal de estos centros tendria mas disposicion para responder

las preguntas.
1.12. Encuesta realizada:
Margque con sinceridad las siguientes respuestas

1. Numere de mayor a menor segun la frecuencia de venta (Siendo 1 el mayor y
4 el menor).
o Solo de crema
o Con cobertura de chocolate
o Jalea de sabor
o Confites (lentejas, chispitas, otros)
2. Marque la cantidad aproximada de venta de helados cubiertos de chocolate en

un dia normal (durante su horario).

Mas de

Unidades 5-10 15-20 25-30 30

Cobertura de chocolate
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1.13. Resultados obtenidos de la encuesta
1. Numere de mayor a menor segun la frecuencia de venta (Siendo 1 el mayor y

4 el menor).
% Mall Aventura Parque _ Real

Plaza Lambramani Plaza

Solo crema 61 50 70

Cobertura de chocolate 33 45 20

Jalea con sabor 4 2 5

Confites 2 2.5 5

Tabla 6 Resultados de la frecuencia de venta de helados clasificados segun sus

aditivos

Como se aprecia en el cuadro el segundo tipo de aditivo para el helado, escogido
por los consumidores es la cobertura de chocolate, seguidos por las jaleas y los

confites.

2. Marque la cantidad aproximada de venta del helados durante un dia normal

(no feriado)

Unidades 42134 15-20 25-30 Mgsode
Mall Aventura Plaza 10% 90%
Parque Lambramani 70% 30%

Real Plaza 30% 50% 20%

Tabla 42 Resultados de la cantidad aproximada de venta de helados con cobertura
de chocolate solida

En la tabla 16 se aprecia que la frecuencia aproximada de venta de los helados
con cobertura de chocolate solido es de hasta 20 unidades aproximadamente

durante un turno normal de 8horas de trabajo y en un dia no feriado.

Los resultados de la encuesta son aproximados ya que se esta tomando como base

la honestidad del trabajador.

Pero resulta ser una herramienta Gtil como referente en cuanto a la frecuencia de

venta de este tipo de helado.
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