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IDENTIFICACION DE ACIDOS GRASOS TRANS PRESENTES EN
GALLETAS INDUSTRIALES Y ARTESANALES SIN RELLENO,
MEDIANTE ESPECTROMETRIA INFRARROJA

RESUMEN

Las grasas hidrogenadas contienen 4cidos grasos trans que afectan en forma negativa
la salud, elevan el colesterol malo(LDL) y reducen los niveles del colesterol bueno
(HDL); por ello en este trabajo se determiné la presencia de grasas trans en 20
muestras de galletas industriales y 10 de presentacion artesanal, que fueron tomadas
de tres supermercados de la ciudad de Cuenca, los mismos que se analizaron
mediante espectrometria infrarroja (FTIR), y con el fin de obtener un método de
validacion para acidos grasos trans, se realizd la medicion de una curva de
calibracion con 4cido elaidico, resultando que el 13.33 % de las 30 muestras

analizadas no cumplieron con los valores permitidos por la norma INEN 1334-2

Palabras Clave: Acidos grasos trans, espectrometria infrarroja FTIR, galletas, grasas

hidrogenadas, norma INEN 1334-2
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IDENTIFICATION OF TRANS-FATTY ACID IN PLAIN INDUSTRIAL AND
ARTISANAL COOKIES THROUGH INFRARED SPECTROSCOPY

ABSTRACT

Hydrogenated fats contain trans- fatty acids that affect health negatively. raise bad cholesterol

(LLDL) and reduce levels of good cholesterol (HDL). Therefore, through this this study it was

possible to determine the presence of trans-fats in 20 samples of industrial cookies and 10 of

artisanal type that were taken from three supermarkets in the city of Cuenca. The samples

were analyzed through infrared spectroscopy (FTIR), and the measuring of a calibration

curve of elaidic acid was performed in order to obtain a validation method for trans-fatty

acids.

permitted by the NTE INEN 1334-2 technical standard norm.

The results showed that 13.33% of the 30 samples tested did not meet the values

Keywords: Trans- Fatly Acids, Infrared Spectroscopy FTIR, Cookies, Hydrogenated Fats,

INEN 1334-2 Standard
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IDENTIFICACION DE ACIDOS GRASOS TRANS PRESENTES EN
GALLETAS INDUSTRIALES Y ARTESANALES SIN RELLENO,
MEDIANTE ESPECTROMETRIA INFRARROJA

INTRODUCCION

En Ecuador, cada afio mueren 12 700 personas por hipertension arterial, males
cerebrovasculares y cardiopatias. Se podrian evitar 10 muertes por dia si mejoramos
nuestros habitos alimenticios. Al 2030, la Organizacién Mundial de la Salud calcula
que moriran cerca de 23,3 millones de personas por enfermedades cronicas, en
especial cardiopatias. EI consumo de &cidos grasos trans (AGt), que se obtienen a
través de la hidrogenacion industrial de aceite, esta siendo objeto de importantes
estudios por parte de muchos autores, debido a que se ha demostrado que tiene una
implicacion negativa en la salud, incluso mayor al dafio producido por las grasas
saturadas, ya que sus isdbmeros incrementan los niveles de colesterol plasmatico total
y la fraccion LDL (lipoproteina de baja densidad)-colesterol, y disminucién de la
fraccion HDL(lipoproteina de alta densidad)-colesterol. Los consumidores son
atraidos por alimentos cuya textura y sabores derivan de las grasas, de ahi el
incremento del consumo de las mismas, otros factores que determinan el consumo de
las grasas en los paises es el entorno ambiental, los habitos alimentarios, nivel
educativo y la disponibilidad local de grasas y aceites. El proceso de hidrogenacién
permitio, por un lado, que los aceites tuvieran mayor estabilidad y fueran menos

susceptibles al enranciamiento oxidativo y por otro, obtener grasas con una textura
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solida o semisolida similar a las grasas de origen animal. Mediante el acuerdo
ministerial No 4439, el Ministerio de Salud regula una norma donde se establezca el
limite de grasas trans en alimentos procesados que los contengan. Dicho limite para
estos alimentos es de dos gramos de grasas trans por 100 gamos de materia grasa. Se
encuentran exentas las grasas animales provenientes de carnes de rumiantes y sus
derivados, asi como los productos lacteos. Con el fin de precautelar un consumo de
dichas grasas dafiinas, en el presente trabajo se determinara la presencia de acidos
grasos trans en diversas marcas de galletas industriales y artesanales sin relleno,

mediante espectrometria infrarroja.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

e Determinar la presencia y la cantidad de acidos grasos trans en galletas
industriales y artesanales, sin relleno, mediante el método de espectrometria

infrarroja.

Objetivos Especificos:

e Validar el método de medicién de acidos grasos trans.

e Realizar un muestreo al azar, con la adquisicion de muestras de galletas
industriales y artesanales expendidas en supermercados de la ciudad de
Cuenca.

e Obtener un modelo multivariante para el célculo del contenido de &cidos
grasos

e Estudiar estadisticamente los resultados de los acidos grasos trans en las
muestras.

e Elaborar un cuadro de resultados de comparacién entre el resultado obtenido

y la informacion de las etiquetas.
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CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 Acidos Grasos

“Son compuestos organicos formados por largas cadenas lineales hidrocarbonadas
que puede tener entre 4 y 24 4&tomos de carbono, con un grupo carboxilo terminal”,

como se muestra en la Tabla 1.1 (Toledano, 2006).

Tabla 1.1 Acidos grasos més frecuentes

Numero Numero
de  dedobles Nombre

carbonos  enlaces comumn Nombre sistematico Formula

4 0 Butirico Butanoico CHs(CHg)sCOOH
6 0 Caproico Hexanoico CHs(CHy)4COOH
8 0 Capriico Octanoico CHs(CHy)sCOOH
0 0 Céprico Decanoico (Hs(CHg)sCOOH
20 Liurico Dodecancico CHy(CHy) COOH
4 0 Miristico Tetradecanoico CHs(CHg);2COOH
2 6 0 Palmitico Hexadecanoico CHs(CHg)14COOH
18 0 Estedrico Octadecanoico CHg(CHg) 1sCOOH
0 0 Araquidico Eicosanoico CHg(CHg) 1sCOOH
2% 0 Behénico Docosanoico CHg(CHg)COOH
4 0 Lignocérico Tetracosanoico CHg(CHy)COOH
6 1 Palmitoleico 9cishexadecaenoico CHg(CHg)sCH=CH{CHg)7COOH
18 1 Oleico Ycis-octadecaenoico CHy(CHg)7CH=CH (CHg)7,COOH
3|1 1 Elaidico Strans octadecaenoico CH(CHa)yCH-CH(CHy)COOH
g r S 5 Gadoleico 9cisticosaenoico CHs(CHg)¢CH=CH{CHg),COOH
20 1 Gondoico 11ciseicosaenoico CHg(CHy)7CH=CH (CH2)gCOOH
2 1 Erticico 13-cisdocosaenoico CHy(CHy)7CH=CH(CHy) nCOOH
3 | 20 3 Mead 5c, 8¢, 11c-cicosatrienoico CHa(CHg)7CH=CHCHyCH=CHCH3CH=CH(CH3)3sCOOH
1 2 Linoleico 9¢is, 12as-octadecacnoico (Ha(CHg)sCH=CHCHyCH=CH(CHz)yCOOH
18 3 ‘linolénico fic, 9¢, 12c-octadecatrienoico CHs(CH3){CH=CHCHyCH=CHCHyCH=CH (CHg)4COOH
g 2 3  Dihomo-linolénico 8¢, 11¢, Iceicosatriencico CHs(CHy)4CH=CHCHyCH=CHCHsCH=CH (CH3)COOH
20 4 Araquiddnico 5c, Bc, 11¢,14c eicosatetracnoico CHs{CHa)4CH=CHCHyCH=CHCHoCH=CHCH3CH=CH(CHg)sCOOH
2 4 Adrénico Tc, 10c, 13¢, 16¢ docosatetraencico  CHs(CHg)4CH=CHCH;CH=CHCHyCH=CHCHyCH=CH (CHs)sCOOH
2 5 Osmond 4c, Tc, 10¢, 13¢, 16c docosapentaenoico CHs(CHs) {CH=CHCH;CH=CHCHyCH=CHCHgCH=CHCHgCH=CH(CHz) COOH
18 3 alinolénico 9c, 12¢, 15c-octadecatrienoico CH3CHsCH=CHCHyCH=CHCH;CH=CH (CHg);COOH
18 4 Estearidonico B, 9¢, 12¢, 15¢ octadecatetraencico  CHsCHoCH=CHCHyCH=CHCH3CH=CHCHyCH=CH3(CH3CH=CH) 4(CHy) (COOH
S| 5 Timnodénico  5¢, 8¢, 11¢,14¢, 17c eicosapentaencico  CHs(CHgCH=CH)5(CHa)sCOOH
2 5 Clupanodénico  7c, 10c, 13¢, 16¢c, 19¢ docosapentacnoico  CH(CHaCH=CH)s(CHs)5COOH
ced Clupadénico 4c, 7c, 10¢, 13¢, 16¢, 19¢ (CHs(CHsCH=CH)({CHg)sCOOH
0 cervomico docosahexaenoico

Fuente: (Mataix, 2008)
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1.1.1 Clasificacion

Los &cidos grasos de la dieta mas comunes han sido subdivididos en tres grupos
segun el grado de insaturacion: los acidos grasos saturados (SFA) no poseen dobles
enlaces, los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) poseen un doble enlace y los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) poseen dos 0 mas dobles enlaces ((FAO),
2012).

1.1.1.1 Acidos grasos saturados

Son cadenas lineales de carbono e hidrogeno (-CH2 -) unidos en enlaces simples (ver
Figura 1). Son solidos a temperatura ambiente debido a que tienen una estructura
lineal muy compacta lo que hace que tengan un punto de fusion muy elevado. Las
grasas de origen animal son generalmente ricas en &cidos grasos saturados
(Ballesteros, 2012).

(0]
HgC/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Acido Palmitico C16:0

Figura 1: Ejemplo de &cido graso saturado
Fuente: (Pariona, 2009)

1.1.1.2 Acidos grasos insaturados

“Sus dobles enlaces estan carbon-carbén (-CH = CH-) (ver Figura 2) en su cadena y
sus moléculas presentan codos, con cambios de direccion en los lugares donde
aparece un doble enlace” (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A,
2012).

Acido oleico (C18:%)

Figura 2: Estructura de un acido graso insaturado
Fuente: (Pariona, 2009)
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Estas grasas insaturadas con dobles enlaces implica la existencia de isdmeros
geométricos y dependiendo de la orientacion en el espacio de estos dobles enlaces
pueden existir dos configuraciones: cis y trans. La mayoria de los acidos grasos
insaturados que existen en la naturaleza presentan configuracion cis, es decir son
liquidos a temperatura ambiente y son susceptibles al enranciamiento (Toledano,
2006).

Acidos grasos cis: “Los &tomos de hidrégeno unidos a los dobles enlaces se

encuentran en el mismo plano” (Figura 3) ((FAO), 2012).

Acidos grasos trans: “Los atomos de hidrogeno se encuentran en los planos

opuestos” como se muestra en la Figura 3 ((FAO), 2012).

H i H s
AN f‘:‘ﬁ

Configuracion Cis  Configuracion Trans

Figura 3: Isdmeros cis y trans
Fuente: (Valenzuela, 2008)

1.1.2 Nomenclatura

La Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), establece que la
nomenclatura de los acidos grasos debe indicar: el namero de carbonos, la cantidad y
la posicién de los dobles enlaces, si existen, y el tipo de isomeria geométrica de los
dobles enlaces. Por ejemplo, C18 indica un &cido graso de 18 carbonos. Si es
saturado (sin dobles enlaces), se designa como C18:0, y si es insaturado,
dependiendo del numero de dobles enlaces, sera C18:1, C18:2, o C18:3, cuando es
mono, di o triinsaturado, respectivamente. Para los acidos grasos insaturados, se
indica la posicion del doble enlace mediante la letra griega A. Por ejemplo, C18:1
A9c si el doble enlace se encuentra entre el carbono 9 y 10, contabilizando desde el

grupo acido funcional (grupo carboxilo). Si es un isémero cis, se indica como C18:1
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A9c, se trata del acido oleico, C18:2 A6c, se trata del acido linoleico. Si la isomeria
es trans, serd C18:1 A9t. En este caso, se trata del acido A9-octadecenoico-t, o acido
elaidico, el isémero trans del &cido oleico. La nomenclatura que se utiliza en
nutricion y en medicina, con frecuencia obvia la letra A. Asi, el acido oleico seria
C18:1 9c y el elaidico C18:1 9t.en la Figura 4 y 5 se muestran los ejemplos
(Valenzuela, 2008).

H{C CHy CH; CH; CH = CH CH; CH; CH; COOH

CH; CH, CH: CH, CH, CH; CH, CH;

Figura 4(a): Nomenclatura del &cido oleico

CH = CH CH= CH COOH

AN I VA TN/

HyC
Figura 5(b): Nomenclatura del cido linoleico

Fuente: (Mataix, 2008)

1.1.3 Mecanismo de riesgo de los AGt para enfermedad cardiovascular

En Ecuador, cada afio mueren 12 700 personas por hipertension arterial, males
cerebrovasculares y cardiopatias, segin el Ministerio de Salud. La ministra Carina
Vance asegura que se podrian evitar 10 muertes por dia si mejoramos nuestros
habitos alimenticios. Al 2030, la Organizacion Mundial de la Salud calcula que
moriran cerca de 23,3 millones de personas por enfermedades crdnicas, en especial

cardiopatias (EI Comercio, 2013).

Los consumidores son atraidos por alimentos cuya textura y sabores derivan de las
grasas, de ahi el incremento del consumo de las mismas, otros factores que
determinan el consumo de las grasas en los paises es el entorno ambiental, los
habitos alimentarios, nivel educativo y la disponibilidad local de grasas y aceites. La

poblacién que podria consumir mayor cantidad de grasas saturadas serian los nifios y
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jévenes ya que tienen mayor acceso a productos pre envasados muchos de los cuales
son ricos en grasas saturadas y trans por los ingredientes que componen a los

mismos, como snacks, papas fritas, galletas, entre otros (Guzman, 2011).

Estudios realizados hace 40 afios proporcionaron evidencia de que los niveles
elevados de colesterol sérico estaban asociados con enfermedades cardiovasculares.
Se sefialaba, que el origen del problema eran los consumos elevados de colesterol y
de grasa saturada. Ante esta situacion, la industria de alimentos respondié con un
aumento en la produccién de aceites vegetales parcial o totalmente hidrogenados,
para paliar el problema. El proceso de hidrogenacién permitio, por un lado, que los
aceites tuvieran mayor estabilidad y fueran menos susceptibles al enranciamiento
oxidativo y por otro, obtener grasas con una textura solida o semisélida similar a las
grasas de origen animal. De esta manera se pudo sostener el gusto del consumidor al
sustituir las mantequillas por productos como las margarinas y se generaliz6 su uso
incluyéndolas en un sin nimero de alimentos preparados. Sin embargo, a partir de los
afios noventa empezé a surgir evidencia epidemioldgica y clinica de que los acidos
grasos trans (AGt) de la dieta aumentaban el riesgo de cardiopatia coronaria
(Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A., 2012).

Una ingestion elevada de grasas trans contribuye al aumento del riesgo de

enfermedad cardiovascular a través de varios mecanismos:

a) Los AGT incrementan los niveles de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
disminuyen las de alta densidad (HDL), aumentando el riesgo cardiovascular en

forma dual.

b) Elevan los niveles de triglicéridos en sangre y la hipertrigliceridemia esta asociada

independientemente con el riesgo de enfermedad cardiovascular.

c) Pueden afectar el metabolismo de los acidos grasos esenciales y el balance de
prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima delta-6-desaturasa y como

resultado pueden provocar trombogénesis.
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d) La ingestion elevada de grasas trans puede ocasionar resistencia a la insulina
(Castro, 2010).

1.1.4 Estabilidad y propiedades de &cidos grasos trans
La estabilidad de la estructura de los &cidos grasos depende de la configuracion
espacial que tenga. Si los dobles enlaces estan en posicion trans, aumentan la

estabilidad termodinamica y oxidativa (Toledano, 2006).

Las grasas insaturadas de manera natural se encuentran en una forma menos
empaquetada debido a que ellas generalmente estan en configuracion cis, estas grasas
tienden a ser susceptibles al enranciamiento. Por su parte, los dobles enlaces trans
producen una configuracion mas rigida que requiere mucho menos espacio que el
doble enlace cis resultando en un punto de fusion alrededor de la temperatura
ambiente (punto intermedio entre las grasas saturadas y las insaturadas en
configuracion cis). Este punto de fusion es altamente deseable en la manufactura de
alimentos debido a que provee caracteristicas organolépticas favorables tales como

textura y sabor (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A., 2012) .

1.1.5 Fuente de 4cidos grasos trans
En la Tabla 1.2 se muestra algunos &cidos grasos y sus principales fuentes. Existen
dos fuentes generadoras principales de grasas trans: natural e industrial. En la Figura

5 se resume el origen de los AGt aportados por la dieta.
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Tabla 1.2: Acidos grasos mas comunes en la dieta diaria

Acido graso Nombre comin Fuente dietética

Saturados

C4:0 Acido butirico Crema de leche

C5:0 Acido valérico Rais de valeriana

C6:0 Acido caproico Grasas y aceites animales

C8:0 Acido caprilico Aceite de palmiste

C10:0 Acido céprico Aceite de coco

C12:0 Acido laurico Aceite de coco

C14:0 Acido miristico Crema de leche y aceite de coco

C16:0 Acido palmitico Mayoria de grasas y aceites

C18:0 Acido estearico Mayoria de grasas y aceites
) Manteca de cerdo, aceite de

C20:0 Acido araquidico cacahuate

C22:0 Acido behénico Aceite de mostaza

C24:0 Acido lignocérico Aceite de oliva

Monoinsaturados
C16:1 omega-9
C18:1 omega-9 (cis)

C18:1 omega -9 trans

Poliinsaturados
C18:2 omega-6 (cis)
C18:3 omega-6
C18:3 omega-3 (cis)

C20:3 omega-6
C20:4 omega-6 (cis)

C20:5 omega-3 (cis)
C22:5 omega-6

C22:6 omega-3 (cis)

Acido palmitoleico
Acido oleico

Acido elaidico

Acido linoleico
Acido-g-linolénico
Acido-a-linilénico
Acido dihomo-Y*-
linolénico

Acido araquidénico
Acido
eicosapentaenoico
Acido
docosapentaenoico
Acido
docosahexaenoico

Mayoria de grasas y aceites

Mayoria de grasas y aceites
Aceites vegetales hidrogenados,
crema de leche, grasa de carne de
vaca

Mayoria de los aceites vegetales
Aceite de borraja y de onagra
Aceites de soya y canola

Aceites de pescado
Grasa de cerdo, grasa de aves

Aceites de pescado
Algunos tipos de algas

Aceite de pescado

Fuente: (Castro, 2010)

El &cido elaidico se va usar para realizar la curva de calibracion, este es un acido
graso monoinsaturado, cuya insaturacion esta en posicién trans, se le denomina

C18:1 n-9 (trans), es el isomero trans del acido oleico.
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sLeche y sus derivados Puede constituir del
+ Carnes de rumiantes 1-5% de la ingesta
+*Grasas de rumiantes de isomeros trans

Origen biologico

» Hidrogenacidn de aceites vegetales y/o marinos (90%) Puede constituir
Ol’igen » Desodorizacién de aceites vegetales y/o marinos (8%) del 95-99% de la

{(=[01010) [o]o [0}  Tratamientos térmicos(frituras (2%) ingesta de isomeros
trans

Figura 6: Origen de los isbmeros trans
Fuente: (Valenzuela, 2008)

El 95-99% de los AGT de nuestra ingesta son de origen tecnoldgico.

1.1.5.1 Fuente natural: biohidrogenacion

Las grasas trans son formadas en el rumen de animales poligastricos tales como
vacas, ovejas y cabras mediante un proceso de biohidrogenacion parcial de los acidos
grasos insaturados. La hidrogenacion ocurre por accion de bacterias isomerasas
gastricas presentes en el rumen (Butyrivibrio fibrisolvens y Propionibacterium acnes)
las cuales cambian los dobles enlaces cis de las grasas insaturadas a la posicion trans.
El &cido oleico, linoleico y linolénico contenidos en los granos, hojas, tallos, raices y
piensos se isomerizan transformandose en derivados di y monoinsaturados con
isomeria trans. Los AGT resultantes son absorbidos por el sistema gastrointestinal e
incorporados a los masculos y a la leche producida por estos animales, por ello,
podemos encontrarlos en pequefias cantidades en la carne, leche y derivados y
consecuentemente es imposible eliminarlos completamente de una dieta balanceada.
Los principales AGT que contiene la leche, la mantequilla y la carne del ganado
vacuno son el acido vaccenico (18:1, 11t) un isomero del acido linoleico y el acido
linoleico conjugado (CLA) (18:2, 9c 11t). Se estima que de la dieta,
aproximadamente el 5% del consumo total de AGT proviene de las grasas de origen
natural (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A., 2012). En la tabla

1.3 se muestran algunos alimentos de origen natural.
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Tabla 1.3: Alimentos con alto contenido de &cidos grasos y trans

Alimento Agt(g/100g alimento)  Origen

Burritos 0.9 Industrial
Caldo de pollo en cubos ~ 1.95 (0.05-3.85) Industrial
Carne 1.0 Natural

Crema de 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 11 Industrial
Galletas 3.5(0.3-8.1) Industrial
Hamburguesa 3.0 (0.8-7.5) Industrial
Leche entera 0.09 (0.07-0.1) Natural

Mantequilla 3.9 (2.0-7.0) Natural

Margarina dura 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, 2010)

1.1.5.2 Fuente industrial: hidrogenacion

La hidrogenacion es un proceso quimico que mediante el uso de un catalizador,
normalmente un metal pesado (niquel), e hidrégeno convierte los &cidos grasos
insaturados en saturado, se realiza bajo presion y temperatura, burbujeando gas de
hidrégeno en el aceite. En estas condiciones, los dobles enlaces de los acidos grasos
insaturados experimentan varias modificaciones estructurales: El doble enlace puede
ser hidrogenado y transformado en un enlace simple (saturado); la localizacién del
doble enlace puede ser modificada (formacion de isébmeros posicionales) y; el doble
enlace puede cambiar su configuracion espacial, dando origen a isomeros trans
(formacion de isomeros geomeétricos). (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y
Robles, A., 2012).

La principal materia prima para el proceso industrial de hidrogenacion son los aceites
vegetales y marinos, dando como resultado productos solidos o semi-solidos,
estables y de facil manejo, muy apropiados como sustitutos de las mantecas o sebos
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animales, y en particular de la mantequilla (Valenzuela, 2008). En la Tabla 3 se
muestra, hay algunos ejemplos de alimentos de origen industrial.

Adicionalmente, los procesos de refinacion a que se someten los aceites para mejorar
sus caracteristicas organolépticas, es la desodorizacién, donde esencialmente se usa
un proceso de destilacién con vapor que remueve los compuestos volatiles de las
grasas que contribuyen a olores y sabores no deseados a alta temperatura (200-
230°C) y vacio, son también una fuente de formacion de AGT. Por lo cual,
practicamente todos los aceites de consumo domeéstico contienen pequefas
cantidades de AGT (0,1-1%).

La fritura, tanto industrial como doméstica, que involucra temperaturas de hasta
180°C por tiempos prolongados, constituye otra fuente de formacién de AGT,
cuando los aceites que se utilizan son relativamente poliinsaturados (Valenzuela,
2008) , (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A., 2012).

1.1.6 Legislacion de &cidos grasos trans

Mediante el acuerdo ministerial No 4439, el Ministerio de Salud regula una norma
donde se establece un limite para grasas trans en alimentos procesados que los
contengan. Dicho limite para estos alimentos es de dos gramos de grasas trans por
100 gamos de materia grasa. Se encuentran exentas las grasas animales provenientes
de carnes de rumiantes y sus derivados, asi como los productos lacteos. El objetivo
del acuerdo es limitar la cantidad de grasas trans que pueden tener los aceites
comestibles, margarinas y productos de pasteleria, ya sean para los que se venden
directamente al consumidor o para los utilizados como materia prima e insumos en la
industria de alimentos: panaderias, restaurantes, o servicios de comida (catering)
(Ministra de Salud Publica, 2013)

En otros paises estas legislaciones ya se vienen dando, tal es el caso de Dinamarca

que en el afio 2006 aprobo leyes que limitan el uso de AGT a menos del 2% del total
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de grasa en todos los alimentos del mercado, incluidos los importados y los que se
expenden en restaurantes. Por otra parte en los paises nordicos la regulacion se limitd
a un 5% de AGT del total de grasa en comidas rapidas y menos de 2 g/100 g en las

margarinas (Ballesteros, M., Valenzuela, L., Artalejo, E. y Robles, A., 2012).

1.1.7 Etiquetado de grasas trans

La norma técnica ecuatoriana NTE INEN 1334-2 se establecid para el rotulado de
etiquetas, con el fin de facilitar al consumidor informacion sobre los alimentos para
que pueda elegir con discernimiento y tendra por objeto suministrar a los
consumidores un perfil adecuado de los nutrientes contenidos en el alimento y que se
considera son de importancia nutricional. Dicha informacion no debe hacer creer al
consumidor que se conoce exactamente la cantidad que cada persona debe comer
para mantener la salud, sino més bien debe dar a conocer las cantidades de nutrientes
que contiene el producto (INEN, 2011).

Cuando el alimento contenga méas de 3 g de grasa total o se declaren la cantidad y/o
el tipo de &cidos grasos, esta declaracion debe seguir inmediatamente a la declaracion

del contenido total de grasas y debe usarse el formato siguiente de la tabla 1.4

Tabla 1.4: Formato de declaracion del contenido de &cidos grasos

contenido total de grasa

acidos grasos saturados

de las cuales acidos grasos - trans
acidos grasos mono insaturados
acidos grasos poli insaturados

O Q @ «

Fuente: (INEN, 2011)

Y la manera de reportar los datos son los que a continuacion se indican en la tabla
1.5
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Mutriente Valores Deben reportarse:
Energia Total (Calorias totales) = 20,95 kJ (=5 Cal) pusde expresarse como “cena”
Energia de grasa (Caloriss de grass) 20,85 — 208.5 k(5 - 50 Cal) en incrementos de 20,95 kJ (5 calorias)
(declaracitn woluntaria) = 2085 kd (=50 Cal) en incrementos de 41,8 kJ (10 calorizs)
Energia de grasas saturadas (Calorias = 2085 k) (< 5Cal ) pusde expresarse como “cer”
de grasas saturadas)
(declaraciin woluntaria) 20,895 — 208.5 kd (5 - 50 Cal) &n incrementos de 20,95 kJ (5 calorias)
= 209,5 k) (= 50 Cal) en incrementos de 41,9 (10 calorias)
Grasa tofal. y =05qg pusde expresanse como *cen”
Grasa saturada =3g &n incrementos de 0,5 g
=30 nimen de gramos mas cencano 8 la wnidad
Grasa monoinsaturada, y =05g pusde expresanse como “ceno”
Grasa polinsaturada =3g =n incrementos de 0.5 g
(] =30 nimen de gramos mas cencano 8 la wunidad
Grasa Trans () = 0.5 puede expresarse como “ceno”
=3g &n incrementos de 0,5 g
=3g mimeno de gramos mas cercanc 8 la wnidad
Colesterol = 2 mg pusde expresanse como *cenn”
2-5mg pusde expresarse como *menos de 5 mg”
=5 mg nimeno de mg mas cencano a la unidad
Sodio = 5 mg puede expresarse como “cera”
5 - 140 mg &n incrementos de 5 mg
= 140 mg =n incrementos de 10 mg
Potasio = 5 mg pusde expresanse como *cenn”
(declaracion woluntaria) 5 - 140 mg en incrementos de 5 mg
=140 mg &n incrementos de 10 mg
Carbohidraios iotales =05g pusde expresanse como “ceno”
=1g pusde expresanse “menos de un gramao”™
=1q nimen de gramos mas cencano 8 la wnidad
Fibra dietética =05g pusde expresanse como *cenn”
(declaraciin woluntaria) =1g pusde expresanse “menos de un gramao”
1g nimeno de gramos mas cercano a la undad
Fibra solubds =05g pusde expresanse como *cenn”
(declaracion woluntarnia) =10 pusde expresarse “menos de un grama”
=10 nimen de gramos mas cencano 8 la wnidad
Fivra insoiuble =05g pusde expresarse como “ceno”
(declaraciin woluntaria) 1g pusde expresanse “menos de un gramao”
=1g mimeno de gramos mas cercano 8 la unidad
Azlicares =05g pusde expresanse como *cenn”
(declaracion woluntaria) =1g pusde expresarse “menos de un grama”
=10 nimen de gramos mas cencano 8 la wnidad
Otros carbohidratos =05g pusde expresarse como “cero”
(declaraciin woluntaria) 1g pusde expresanse “menos de un gramao”
=1g mimeno de gramos mas cercano 8 la wnidad
Proteina =05g pusde expresanse como *cenn”
1g pusde expresarse “mencs de un gramao”
=10 nimen de gramos mas cencano 8 la wnidad
Vitamina & % VDR
Vitamina C % VDR
Calcio % VDR
Hierro % VDR
Vitaminas y mineralss voluntanios &3 -10%: VDR &n incrementos de 29
1% - 50% VDR an incrementos de 5 %
= 50 VDR an incrementos de 10%
NOTA 1: 4,19 kJ = 1 Cal = 1 kcal

Fuente: (INEN, 2011)

Como se aprecia en la Tabla 1.5 los valores para grasas trans, si se tiene un valor <
0.5g se puede expresar como 0, pero no necesariamente quiere decir q no las
contenga, sino que son valores minimos que no afectaria la salud del consumidor.

La informacion debe expresarse en g por 100 g o por 100 cm3 (ml) o por porcion, y

esta debe aparecer inmediatamente después del titulo “Informacién Nutricional.
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“Pocidn es la cantidad de alimento consumido por costumbre y por ocasion, la cual
puede ser expresada en una medida comun casera apropiada de acuerdo al alimento,
ejemplo: taza, trozo, cuchara, etc.” (INEN, 2011). En la tabla 1.6 se puede considerar
algunas de las porciones de los alimentos que estan dentro del tema de estudio como

son las galletas.

Tabla 1.6: Porciones recomendadas por la horma

Panaderia

Productos de panaderia, bizcochos de diferente tipo, pan de maiz 55 g piezals) {__q)

Pan (excluyendo pan de dulce) 50 g __piezais) (__qg)de
pan en rebanadas o
piezas

Pan, palitos 15 g __pieza(s) (__qg)

Pastelilos de chocolate 48 g __piezals) {__a);
rebanadas (__ g) o
granel

Pasteles, compactos (pasteles de queso, pifia, frutas, nuez, verduras, 126 g __piezais) (__g)para

con 35% o mas del peso final de frutas, nuez, verduras)’ unidades discretas
(rebanadas o productos
empacados an forma
individual; __ g para
unidades discretas
grandes

Pastelas, semicompactos (pasteles guimicamente esponjados, con o BOg __piezais) (__g)para

=in relleno, excepto los clasificados como ligeros: pasieles con menos unidades discretas;

de 35% del peso final de fruta, nuez o verdura)® __ g para unidades
discretas grandes

Pastelas, ligeros (estile angel, esponjado, sin rellano)® BB g __piezais) (__g)para

Pastelilo para café, budin, rosgquillas, danés, rollos dulces, pan de unidades discretas;

dulce __ g para unidades
discretas grandes

Gallatas 30g —pezais) (__a)

Galletas no consumidas como bocado, conos de helado (barguillo) 15 g __pieza(s) {__qg)

Cubitos de pan 7o __cucharadai(s) (__g) &
—ftaza(s) (g & __
piezais) (__g) para
unidades grandes

Rebanadas de pan tostado (estilo francés) 110 g de rebanadas de | __piezals) (__qg)

pan tostado
preparadas

Barras de cereal con o gin relleno o cubierta, por ejemplo, barras de 40 g __piezaiz) (__q)

desayuno, barras de granola, bamras de cereal de armoz

Conos de helado” 15q __piezais) (__a)

Pie, pasieles de frutas, frutas tostadas, tartas, lorias, oiros posires 1269 __pieza(s) (__g)para
unidades discretas;

__ g para unidades
discratas grandes

Corileza para pie, pasteles 1/6 de corlesa de 20 1/8 de corlesa de 20 cm

cm, 1/8 da corteza da (—a)
23 cm 1/8 de coreza de 23 cm
_a

Corieza de pizza 55 g __ fraccion de rebanada
a

Tortilla tostada para taco 30g __piezaiz) (_q)

Waffles B5 g piezals) (g

Fuente: (INEN, 2011)

Para las galletas la porcion recomendada segun la tabla 6 es de 30g.
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1.2 Espectrometria infrarroja

“La Espectrometria infrarroja es una representacion grafica de la intensidad de
radiacion infrarroja medida en funcion del nimero de ondas” (Faraldos, 2011), como

se muestra en la Figura 6

0.5 4

Absaorbancia

0.0 :
4.000 3.{)|00 2.60(} 1.0|00
Numero de ondas (cm™)
Figura 7: Espectro infrarrojo de PVC en unidades de absorbancia
Fuente: (Faraldos, 2011)

Normalmente se representa intensidad, frente a su posicion. Es decir la informacion
que suministra en el eje de las abscisas, representa nimeros de ondas o longitud de
onda (como se muestra en la tabla 1.7), en sentido decreciente, es de gran utilidad
desde el punto de vista cualitativo, mientras que en el eje de las ordenadas, se
representa absorbancia o transmitancia y se sitla la intensidad de las bandas de

absorcion y representa una informacién de caracter cuantitativo (Faraldos, 2011).

1.2.1 Regiones del espectro infrarrojo

“El intervalo que abarca la espectroscopia infrarroja puede dividirse en tres regiones:
infrarrojo cercano (NIR), medio (MIR) y lejano FAR), con sus respectivas siglas en
inglés” (Faraldos, 2011).
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Tabla 1.7: Regiones del espectro infrarrojo

Intervalo de longitud Intervalo de nimeros Intervalo de frecuencias (v),

Regidn de onda(A), pm de onda (v), cm1 Hz

Cercano(NIR) 0.7a25 4000 a 14300 3.8x10714 a 11.2x107M14
Medio(MIR) 25a25 400 a 4000 1.2x10"14 a 6.0x10"M12
Lejano(FIR) 25 a 1000 10 a 400 6.0x10"12 a 3.0x10"M11

Fuente: (Faraldos, 2011)

El IR cercano requiere una minima o nula preparacion de la muestra y ofrece un
andlisis cuantitativo sin consumir o destruir la muestra. Con frecuencia se combina
con un espectrofotdmetro Visible-Ultravioleta y dispositivos de fibra Optica para
analisis remoto, encontrando especial interés en control de procesos. Por su parte el
IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales opticos especiales. Es utilizado para
el analisis de compuestos organicos e inorganicos y proporciona informacion util en
estudios estructurales. Por lo que respecta al IR medio, existen espectrofotometros
comerciales desde 1940, aunque los avances mas significativos en la técnica se
produjeron con el desarrollo de instrumentos que incorporan el método de
transformada de Fourier (FTIR), que ha mejorado la calidad de los espectros y

minimizado el tiempo requerido para la obtencién de datos (Serrano).

1.2.2 Principios tedricos en que se basa la técnica

El espectro infrarrojo se origina por absorcion de la radiacion IR por las moléculas
en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja cuando
dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicion
vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una
determinada manera gracias a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja
(Faraldos, 2011).

1.2.3 Modos normales de vibracion
Los atomos que constituyen a una molécula estan unidos entre si por fuerzas de

origen electrostatico, que semejan uniones elasticas y, en consecuencia, Sus
movimientos son periddicos o cuasiperiodicos. Todos los movimientos relativos de

los &tomos en una molécula son en realidad la superposicion de los llamados modos
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normales de vibracion, en los cuales todos los &tomos se encuentran vibrando con la
misma fase y frecuencia normal, ver figura 8. EI nimero de modos normales de
vibracion define el espectro vibracional de cada molécula. Estos espectros también
dependen de las masas de los atomos involucrados, su arreglo geométrico dentro de
la molécula, y la “elasticidad” de los enlaces quimicos. Consideremos una molécula
formada por N atomos. Si asignamos coordenadas X, y, z para describir la posicion
de cada atomo en el espacio, tendremos que toda la molécula queda descrita por 3N
coordenadas. Debido a que la molécula puede presentar movimiento traslacional,
rotacional y vibracional las 3N coordenadas para describir al sistema pueden

asociarse a cada tipo de movimiento de la siguiente manera en la taba 1.8 (Gomez).

p— —
. O . modo simétrico de tension
B — -
. O . modo asimétrico de tension
. O . modo de flexion
+ +
. O . modo de flexion

Figura 8: Modos normales de vibracién. El signo + indica movimiento desde la pagina hacia el lector
y el signo — que el atomo permanece en el plano de la pagina
Fuente: (Sogorb, 2006)

Tabla 1.8: Grados de libertad requeridos para describir el movimiento en una molécula

Grados de libertad requeridos para
Movimiento describir el movimiento

Traslacién (centro de masas) 3
2 (para moléculas lineales)
Rotacion (en torno al centro de masas) 3 (para moléculas no lineales)
3N-5 (para moléculas lineales)

Vibracion 3N-6 (para para moléculas no lineales)

Fuente: (Gomez)
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1.2.4 Espectrémetro infrarrojo por transformada de Fourier

Existen dos tipos de espectrometros infrarrojos, los dispersivos y los de transformada
de Fourier. Un espectrometro por transformada de Fourier consta de tres elementos
basicos: una fuente luminosa, un interferometro de Michelson y un detector”.
(Gémez). En la Figura 9 se representa un Espectrometro por Tansformada de
Fourier.

 — Espejo fijo

Divisor de haz

Fuente H X2

e Muestra

X (em) h(em™)

Detector Interferograma Computadora Espectrograma

Figura 9: Diagrama simplificado de un espectrémetro por Transformada de Fourier
Fuente: (GOmez)

1.2.4.1 Mecanismo de accion
Su funcionamiento es el siguiente: un haz colimado, proveniente de una fuente que

emite en toda la region infrarroja, incide sobre un divisor de haz. El haz incidente se
divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno de los cuales incide sobre
el espejo movil y el otro sobre el espejo fijo. Los haces son reflejados por ambos
espejos y se recombinan al llegar al divisor de haz. Esto da lugar a una interferencia,
la cual puede ser constructiva o destructiva dependiendo de la posicion relativa del
espejo mavil con respecto del espejo fijo. El haz resultante pasa a través de la
muestra, en donde sucede una absorcion selectiva de longitudes de onda v,
finalmente, llega al detector. Inicialmente el espejo mdvil se encontrard en la

posicion en la que la diferencia de camino Optico de los dos haces es cero. Si el
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espejo se desplaza una distancia x/2, entonces la intensidad registrada por el detector
forma el espectro de la muestra y puede ser calculada a partir del interferograma

como la transformada coseno de Fourier.

La informacidn recabada por el detector se utiliza para obtener el interferograma, el
cual es digitalizado. Una computadora desarrolla el célculo aproximado de la
transformada de Fourier del interferograma, debido a que después de digitalizar la
informacion ya no se puede trabajar con variables continuas. Es decir, la distancia y

la frecuencia pasan a ser variables discretas (Gomez).

1.2.4.2 Ventajas
Los espectrémetros por transformada de Fourier poseen ciertas ventajas con respecto

a los espectrometros dispersivos:

e EI tiempo requerido para obtener un espectrograma es muy corto comparado
con los espectrometros dispersivos. La sefial del interferograma se conoce
como sefial “multiplex” porque el detector hace una lectura de todas las
frecuencias de manera simultanea. Como resultado de esto se pueden lograr
espectrogramas, de una resolucion aceptable, en tiempos del orden de
segundos; mientras que los espectrometros dispersivos requieren de diez a
quince minutos.

e No se necesitan rendijas que limitan la cantidad de energia que llega al
detector. En los espectrometros dispersivos éstas son necesarias para dar
mayor resolucion. Asi que, en los espectrometros por transformada de
Fourier, llega al detector una cantidad mayor de radiacion, lo cual resulta en
una mayor sensibilidad del mismo.

e La muestra no se encuentra inmediatamente después de la fuente, por lo cual
se calienta mucho menos que en los espectrometros de dispersion.

e En el espectrograma no aparecen las contribuciones por emision de la
muestra. En un espectrometro por transformada de Fourier, el detector
responde a las frecuencias que son moduladas al pasar por el interferometro.

La muestra, casi siempre, se encuentra después del interferdmetro y antes del
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detector. Por lo tanto la radiacion que podria ser emitida por la muestra no es
modulada y, en consecuencia, no es detectada. Como resultado, no aparecen
bandas de emision en el espectrograma. Tampoco se detecta luz parasita, de
tal forma que no es necesario trabajar con condiciones de iluminacion

especiales (Gomez).

1.2.5 Aplicaciones del IR en analisis cualitativo

La identificacion de grupos funcionales especificos, especialmente en moléculas
organicas, es la aplicacion principal de la espectroscopia IR, en tanto que permite la
caracterizacion de sustancias desconocidas y el seguimiento de especies concretas. A
continuacién se presentan las principales familias de compuestos en los que esta

técnica ha encontrado aplicacion cualitativa.

e Compuestos organicos: Una de las principales aplicaciones de la
Espectroscopia IR.

e Compuestos inorganicos: Reciben especial atencién los compuestos de boro,
silicio y fosforo.

e Polimeros: Esta técnica es un método habitual para la caracterizacion de
polimeros, ofreciendo informacion sobre la estructura y composicion del
material. Asi, se obtienen datos de isomeria conformacional y
configuracional, enlaces por puente de hidrégeno, orden en la cadena y
cristalinidad.

e Sistemas biologicos La comprension de las relaciones entre la estructura y la
funcién de los materiales biologicos es uno de los retos en la biologia actual.
La Espectroscopia IR ha demostrado ser una herramienta poderosa en el
estudio de moléculas bioldgicas, especialmente las proteinas y los lipidos

(Serrano).
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Industria alimentaria:

Tanto el IR-medio como el cercano (NIR) se han utilizado para obtener informacion
cualitativa y cuantitativa de muestras de alimentos. Estos son mezclas complejas que
contienen agua, proteinas, grasas y carbohidratos como componentes mayoritarios.
Un método importante es el empleado para determinar isomeros trans- en grasas y
aceites (principalmente triglicéridos). Aunque la configuracion cis- aparece de forma
predominante en la naturaleza, durante el procesado industrial puede ocurrir la
isomerizacién en un grado importante que es necesario conocer. Ambos isdémeros
tienen en comun una banda intensa a 1163 cm-1 del grupo éster (C-O, que puede
servir de banda de referencia en estudios cuantitativos) y se diferencian por el
bending fuera del plano del grupo C=C-H que aparece en la region 840-700 cm-1
para el cis-, y como un pico muy caracteristico a 966 cm-1 para el trans-. La
determinacion del contenido en trans- se puede obtener relacionando la
concentracion de éste con el cociente de absorbancias entre las bandas al163 y 966
cm-1. Por su parte el NIR se ha empleado en el control de la leche, con un importante
desplazamiento de las bandas a menores longitudes de onda conforme disminuye la
concentracion de grasa y proteinas- La concentracion de alcohol en vinos y bebidas
de mayor graduacion también se ha realizado con éxito mediante el NIR., asi como el

estudio de muestras adulteradas con metanol o etilénglicol (Serrano).

1.2.6 Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras suele ser la parte méas tediosa y larga de un
experimento de espectroscopia infrarroja. La calidad del espectro dependera
generalmente del grado de perfeccidn que se haya alcanzado en la preparacién de la
muestra. Los distintos métodos de preparacion de muestras y los problemas que

pueden presentarse van a depender del estado fisico de la misma (Faraldos, 2011).

1.2.6.1 Muestras liquidas
Las muestras mas sencillas son las liquidas ya que solo es necesario introducirlas en
una celdilla con ventanas de un material transparente al infrarrojo (KBr, NaCl, CaF2,

etc.). El vidrio no es un buen material ya que absorbe en la region espectral
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infrarroja. Para los liquidos puros se emplean celdas de transmision en una longitud
de paso Optico muy pequefia (0.01lnm o menor), para evitar que la transmitancia de la
medida se haga cero en un amplio intervalo de frecuencias, mientras que para
disoluciones se suelen usar celdas de 0.1 a 10nm de espesor. En el caso de
disoluciones hay que tener en cuenta en qué region del espectro infrarrojo absorbe
del disolvente a la hora de elegirlo, ya que puede inferir en la medida de la muestra
que se va a disolver en él. El agua absorbe fuertemente en amplios intervalos del
infrarrojo medio, por lo tanto no es un disolvente adecuado en la mayoria de los
casos. Sin embargo, no hay mas remedio que usarlo cuando se trata de medir
espectros de proteinas, ya que se desnaturalizan en disolventes organicos. En estos
casos hay que intentar eliminar lo méas posible las bandas del agua substrayendo un
espectro blanco (es decir solo con el disolvente) al de la muestra, o restringir la
medida a un intervalo de frecuencias en el que no absorba el agua. Otro problema del
agua es que disuelve las ventanas de NaCl, KBr y Csl por lo que hay que utilizar
ventanas de CaF2 o BaF2 en este caso. Los alcoholes dan problemas similares a los

del agua.

Las celdas de transmision para liquidos pueden ser desmontables, utilizandose piezas
de teflon de distinto espesor para regular la longitud de paso Optico. En este caso la
muestra se coloca sobre una de las ventanas antes de montar la celdilla. Otra
posibilidad es usar celdillas de longitud de paso Optico fija en las que la muestra se
introduce con una jeringa a través de unas aberturas. En este Gltimo caso hay que
tener la precaucion de asegurarse de que el disolvente no ataque el polimero adhesivo
que une las dos piezas de la celdilla. Para liquidos viscosos son mas adecuados las
celdillas desmontables que las fijas, ya que estas Ultimas pueden obturarse con la
muestra. En cambio, las celdillas fijas son mas adecuadas que las desmontables para
medir muestras volatiles, ya que se puede evaporar la muestra antes de finalizar el

montaje de la celdilla.

La longitud de camino 6ptico de una celdilla de transmision de liquidos fija se puede
medir registrando el espectro infrarrojo de la celdilla vacia. La interferencia

producida entre la radiacion reflejada en las dos superficies interna y la transmitida
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da lugar a un patron de tipo seno (Figura 9). Midiendo el nimero de ondas completas
(An) entre dos frecuencias dadas se puede calcular la longitud de paso 6ptico de la

celdilla de acuerdo con la formula siguiente: (Faraldos, 2011)

0,00 - vi An=4 v2

=
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-0,03

-0,04
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Numero de ondas (cm')

Figura 10: Medida de la longitud de paso 6ptico de una celdilla de transmision
Fuente: (Faraldos, 2011)

1.2.6.2 Muestras solidas

Las muestras s6lidas son las mas complicadas de preparar porque las particulas
reflejan y dispersan la radiacion incidente, y por tanto la transmitancia es baja. La
dispersion se minimiza si se reduce el tamafio de las particulas a una magnitud
inferior a la longitud de onda de la radiacion, es decir, en el caso de radiacion
infrarroja las particulas deben tener un tamafio méximo del orden de micras. La
mezcla de las con una matriz de indice de reflacion similar ayuda a reducir la

dispersion de la radiacién infrarroja.

Un método de preparacién de muestras sélidas consiste en disgregar estas y
suspenderlas en aceite de parafina (najol). Esta suspension puede medirse como si
fuera una muestra disuelta. Si los indices de refraccion de la fase liquida y la sélida
no son muy distintos, la dispersion de radiacion no serd grande. Al ser el ndjol un
hidrocarburo, las bandas de los enlaces C-H interferiran en el espectro. Si se quiere
estudiar esa region del epectro, se puede usar en su lugar Flourolube, que es la

preparacion de una pastilla de la muestra disgregada y mezclada con KBr o KCI



Maurad Salinas 26

aplicandole presion. Se puede aplicar vacio para secar la pastilla ya que ambas sales
son higroscopicas y el agua absorbe fuertemente en el espectro infrarrojo, como ya se
ha indicado anteriormente. Esta pastilla se coloca en el compartimiento de muestras
utilizando un soporte adecuado. Este ultimo método tiene el inconveniente de que no

es muy reproducible.

En el caso de los solidos que son dificiles de disgregar o tienen un tamafio de
particula superior al necesario para los métodos anteriormente descritos, se pueden

aplicar los métodos de reflectancia difusa o fotoacustica (Faraldos, 2011).

1.2.7 Interpretacion y tratamiento de los resultados

Los avances de la tecnologia de los computadores asociados a la espectroscopia ha
permitido la expansion del IR cuantitativo. La aplicacién de métodos estadisticos al
analisis de datos experimentales se conoce como quimiometria, y hoy en dia se
considera el Gltimo paso en la determinacion de la composicion de una muestra: el
calculo y la evaluacién de los resultados analiticos. Los métodos mas frecuentes en la
espectroscopia infrarroja son los minimos cuadrados clasicos (CLS), inverso (ILS) o
parcial (PLS) o la regresion de componentes principales (PCR). Cuando no es
necesario conocer la concentracion especifica de las especies, sino conocer cuales de
ellas estan presentes en una mezcla compleja, se usan otros métodos de
reconocimiento de patrones multivariable como el analisis lineal discriminante
(LDA) o redes neurales artificiales (ANNSs). Estos métodos pueden comparar muchas
variables dentro de un juego de datos, como intensidad, frecuencia y anchura de
banda (Serrano).

1.2.7.1 Anadlisis bidimensional de los datos: Método de los minimos cuadrados

Muchos métodos analiticos se basan en una curva de calibracion en la que una
cantidad medida y, se relaciona en proporcidn directa con la concentracion conocida
x de una serie de patrones. Es comun que el grafico tiende a una linea recta. Sin
embargo, no todos los datos caen exactamente en la recta, lo cual se debe a errores

aleatorios en el proceso de medicion. Por tanto, se debe trazar la “mejor” linea recta a
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través de los puntos. La técnica estadistica conocida como andlisis de regresion
proporciona los medios para las elaboracion objetiva de una ecuacion para esta recta,

ademas de precisar la incertidumbre asociada con su uso. (Skoog, 2003)

1.2.7.1.1 Suposiciones bésicas del método de los minimos cuadrados

Cuando se emplea este método para generar una curva de calibracion. Se debe partir
de dos suposiciones. La primera es que existe una relacion lineal entre la variable
medida (y) y la concentracion del analito (x). La relacion matematica que describe

esta suposicion se denomina modelo de regresion, que se representa con la ecuacion:
y = mx+b

Donde:
b= interseccién eny

m= pendiente de la recta

También se da por sentado que cualquier desviacién de los puntos individuales
respecto de la recta, es consecuencia del error en la medicion; esto es, se da por
hecho que no existe error en los en los valores de x. para el ejemplo de una curva de
calibracién, se supone que las concentraciones de los patrones se conocen
exactamente. Estas dos suposiciones son aplicables a muchos métodos analiticos,
pero recuérdese que siempre existe un grado de incertidumbre asociado a los datos en
X, el andlisis general lineal por minimos cuadrados puede no dar la mejor recta para
un conjunto de datos. De ser asi, serd necesario efectuar un analisis de regresion mas
complejo para los datos en cuestion. (Skoog, 2003)

1.2.7.1.2 Calculo de los coeficientes de regresién por minimos cuadrados para

obtener la linea de regresion

La linea generada por el método de minimos cuadrados es aquella que reduce al
minimo la suma de los cuadrados de los residuales para todos los puntos. Ademas de
proporcionar la linea que mejor se ajusta a los puntos experimentales, el método

también da la desviacion estandar para my b (Skoog, 2003).
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CAPITULO Il

2 MATERIALESY METODOS

2.1 Materiales, reactivos, equipos y muestras

Las muestras fueron galletas industriales y galletas declaradas artesanales.

Materiales Reactivos Equipos

Vasos de precipitacion Eter de petrdleo Estufa

Mortero de porcelana Acido elaidico Balanza analitica

Papel aluminio Aceite de vaselina Desecador
Soxhlet
Espectrofotometro
infrarrojo  NICOLET IR
100 FTIR

2.2 Métodos

2.2.1 Toma de la muestra

Se acudi6 a todos los supermercados de la ciudad de Cuenca y se observé que marcas
de galletas existian, posteriormente se hizo una lista para saber que marcas se
frecuentaban mas en los estantes, se escogieron 30 muestras de galletas, las mismas
que se encontraban en tres principales supermercados como son: Coral
hipermercados, Supermaxi y Tia . 20 marcas fueron de galletas industriales (Tabla
9), y 10 marcas de galletas declaradas artesanales (tabla 10). De cada marca se
tomara muestras por duplicado (dos lotes diferentes); y a cada una se le realizara la
extraccion de la grasa por triplicado, dando un total de 180 muestras que seran

analizadas posteriormente.
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Las muestras se caracterizaron por no tener ningun relleno, o recubrimiento, para que

no influya la composicion de éste en el resultado de las muestras.

Tabla 2.1: Marcas de galletas industriales

Nestlé Pepsico Grupo superior Noel
Sal Ricas Ritz Salticas Ducales
Zoologia Mini Ritz Aniventuras Noel sodas
Vainilla sal Club social original Apetitas sal

Club social integral

Quaker
Dulce Coco classic
Maria
Daysi
Vainilla dulce
Nestlé limén

Belvita con miel

Apetitas vainilla

Fuente: Autora

Tabla 2.2: Marcas de galletas declaradas artesanales

GALLETAS
SAL DULCE

Biscochos de sal "La baguetteria”
Biscochos de sal "La canasta"
Biscochos "De Alicia"

Biscochos "Delipan"

Biscocho "EIl Gallet6n de Edgar"

Maxipan pasas y avena

Melba "EIl Galleton de Edgar"
Melba "Coralcentro”

Galleta sabor a vainilla "Maxipan"
Galleta de avena™ Elimps"

Fuente: Autora

2.2.2 Extraccion del material graso con soxhlet

La extraccion Soxhlet es un proceso de extraccion de analitos desde una matriz

solida a una matriz liquida.

La figura 11 muestra el dispositivo experimental utilizado en las extracciones

Soxhlet. EI matraz inferior se calienta y evapora el disolvente, que pasa a través de la

derivacion exterior al condensador. Cuando el disolvente se condensa, cae gota a

gota en el depdsito interior, donde se encuentra el sélido sobre el que se ha de
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realizar la extraccion. El disolvente caliente contacta con el sélido y empieza a
producirse la transferencia de masa hasta el liquido. El disolvente condensado se
acumula en el receptaculo interior del extractor y, cuando el nivel alcanza el de la
valvula interior, el liquido es succionado y devuelto al matraz inferior. EI matraz
inferior contintia calentdndose y el disolvente es destilado de nuevo, repitiéndose asi
el proceso durante el tiempo necesario, lo que da lugar a varios ciclos de extraccion

con el mismo disolvente.

13— Entrada
-~ refrigerante

Condensador

——— Salida
refrigerante

Circuito de subida
del discolvente
evaporado

Valvula
sifon
Lugar para
el deposito
del solido
a extraer

disolvente

Figura 11 Extractor Soxhlet
Fuente: (Sogorb, 2006)

Dado que el punto de ebullicion del analito siempre sera superior al del disolvente
empleado, el disolvente destilado no contiene cantidades importantes de este, con lo
que nunca se alcanzara el limite de solubilidad del analito en el deposito interior vy,
por lo tanto, la transferencia de masa desde el sélido hasta el disolvente se estara

produciendo hasta que practicamente desaparezca de la matriz.

La extraccién soxhlet es un proceso muy eficaz de extraccion solido-liquido. la
principal desventaja de este sistema de extraccion es que requiere grandes voliumenes
de disolvente y es un procso muy lento. Para obtener una extraccion cuantitativa

suele ser necesario extender el proceso a varias horas. (Sogorb, 2006)
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Se procedi6 a moler la muestra en un mortero de porcelana, posteriormente se secd la
muestra a 105° C, durante 4 horas, el método de extraccion del material graso
seleccionado fue el método Soxhlet utilizando entre 5 y 10 gramos de muestra. Ver

Figura 11

[ Secado 105 °C, ‘

‘ MUESTRA ‘ — ‘ peso constante,

| pesado

é S | Extraccion grasa en l
‘ Evaporacion

Soxlet con Ether de
o~ |Jmm | SOXiet con Ether MUESTRA SECA
solvente 70 °C - petroleo | p.eb,70 —‘ ‘

| poruna noche || emaa

°C) 10 reflujos

I Pesado del . —
extracto

Espectro FTIR-ATR,

calculosfinales

Figura 12: Diagrama de extraccion de la fuente lipidica
Fuente: Autora

2.2.3 Validacion del modelo:
La base de datos obtenidos en las lecturas de las muestras de galletas en el espectro

infrarrojo se divide en dos fases para realizar la validacion del método.

Esta base de datos se divide el 60 % es para construir el modelo y el 0 % para
evaluacion del modelo, se usa dos partes como minimo y sustancialmente el R?

deben coincidir o ser muy cercanos, y el modelo es bueno.

2.2.4 Preparacion de la curva de Calibracién
Para la preparacion de la curva de calibracion se utilizo el &cido elaidico, que es el
isdbmero trans del acido 9-octadecenoico. Como agente de dilucion se utilizo aceite

de vaselina.
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Se prepararon 7 patrones con concentracion de &cido elaidico entre 0.1 y 10.2%.

2.2.5 Medicién de la curva de calibracion y las muestras

La curva de calibracion y el material graso extraido de las muestras se midio en un
espectrofotometro infrarrojo NICOLET IR 100 FTIR, haciendo un barrido entre 800
y 3000 cm™. Siendo el pico de absorcion de interés el que se encuentra entre 950 y
990 cm™. Para poder realizar los célculos y poder establecer las relaciones entre
concentracion y sefial, se calculé el area del pico en el rango indicado anteriormente
con el programa OMNIC ~-THERMO

[ETEIE |
U.DB%
U.DB%
DD?—i
DDE—S

0054

Absorbance

004
003

002

001 ?\,

1 /i

i . . . T . . . t . . . T - - - t - . - t - . - t - . . t

1000 980 960 940 220 200 880 860
Wavenurmbers (cm-1)

'Figura 13: Banda de absorcién Trans 950-990 del &cido elaidico
Fuente: Autora
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Las tres extracciones de las muestras de galletas industriales y artesanales que se

realizé por duplicado se promediaron y se muestran en la Tabla 11.

Tabla 3.1: Porcentual de material graso de las muestras

Promedio Grasa
Total

Muestras Tipo en la muestra (%)

Ricas indus 18,93
Ritz indus 18,08
Salticas indus 16,85
Nestlé sal indus 9,09
Coco Nestlé indus 12,77
Maria Nestlé indus 9,52
Ducales indus 18,18
Mini Ritz indus 19,75
Daisy Nestlé indus 12,63
Club social integral indus 17,86
Nestlé vainilla indus 6,92
Zoologia indus 7,13
Aniventuras indus 8,91
Club social original indus 15,66
Noel sodas indus 6,45
Apetitas vainilla indus 7,74
Apetitas sal indus 9,41
Saltin Noel integral indus 14,36
Belvita con miel indus 13,19
Quaker granola indus 14,58
G. E. Melba larga Artesanales 18,31
G. E. biscocho sal Artesanales 14,80
Biscocho de Alicia Artesanales 34,75
Biscocho la canasta Artesanales 27,20
Biscocho la bagueteria Artesanales 26,50
Biscocho delipan Artesanales 30,51
Melba Coral hipermercado Artesanales 31,15
Elimps Artesanales 19,36
Maxipan vainilla Artesanales 28,04
Maxipan pasas y avena Artesanales 22,32

Fuente: Autora
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3.2 Curvade Calibracion
Con el 60% de los datos obtenidos de las mediciones de los patrones de la curva de
calibracion, se construyd el modelo para calcular los acidos grasos trans de las

muestras. En la figura 12 se muestra la respectiva curva de calibracion.

Regresion de area corr por conc% (R?=0.986)

area corr

12

conc%

® Activas ® Validacion

Modelo Interv. de conf. (Media 95%)

Interv. de conf. (Obs. 95%)

Figura 14: Modelo de regresion
Fuente: Autora

La férmula que se obtuvo de la curva de calibracion para el calculo de grasas trans

en las muestras es la siguiente:

Area bajo la curva = 0.061+0.6708*(concentracion % grasas trans)

El modelo se ha validado con el remanente 40 % de los patrones, en la tabla 13 se
puede apreciar que el R2 que deberia ser cercano a la unidad y en nuestro caso es

muy bueno con un valor de 0,986.



Tabla 3.2: Estadistico de bondad de ajuste

Estadistico Valor
Observaciones 4
Suma de los pesos 4
GL 2

Rz 0.986

E* ajustado 0.979

Press RMSE 0.177

Fuente: Autora
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Para comprobar la existencia del modelo se hizo el ANOVA obteniendo los

siguientes resultados

Tabla 3.3: ANOVA del modelo

Fuente de Variacion | Grados e Libertad| Suma de Cuadrados | Cuadrados promedios|  Fisher | Probabilidad
Mocelo 1 0.679 0.679 137.584 0.007
Error 2 001 0.005

Total corregido 3 0.688

Fuente: Autora

Con este modelo debidamente validado y controlado, procedi6 a calcular el

contenido de &cidos grasos trans en las muestras seleccionadas para el trabajo, en la

tabla 15 se puede observar los resultados.

3.3 Lecturay cuantificacion de las muestras

La grasa extraida de las muestras fue leida en un espectrofotometro infrarrojo y nos

proporciond espectros, que con ayuda del programa ONMIC y la formula

proporcionada por la curva de calibracion, ayudd a determinar los porcentajes de

grasa trans que en la tabla 12 se presentan.




Tabla 3.4: Porcentaje de acidos grasos trans en las muestras

Promedio Trans

Muestras Tipo en 100g de grasa
Ricas Indus 2,40
Ritz indus 1,57
Salticas indus 2,01
Nestlé sal indus 1,13
Coco Nestlé indus 1,16
Maria Nestlé indus 1,13
Ducales indus 1,33
Mini Ritz indus 0,88
Daisy Nestlé indus 0,88
Club social integral indus 1,03
Nestlé vainilla indus 1,31
Zoologia indus 0,79
Aniventuras indus 1,57
Club social original indus 1,28
Noel sodas indus 1,63
Apetitas vainilla indus 0,80
Apetitas sal indus 1,36
Saltin noel integral indus 2,17
Belvita con miel indus 1,00
Quaker granola indus 1,21
G. E. Melba larga Artesanales 1,09
G. E. biscocho sal Artesanales 1,73
Biscocho de Alicia Artesanales 1,67
Biscocho la canasta Artesanales 1,32
Biscocho la bagueteria Artesanales 0,78
Biscocho delipan Artesanales 1,34
melba Coralhipermercado Artesanales 2,22
Elimps Artesanales 0,73
Maxipan vainilla Artesanales 1,24
Maxipan pasas y avena Artesanales 0,80

Fuente: Autora
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Estos porcentajes son calculados en 100g de grasa para poder relacionarlos con la

norma que tiene las grasas trans, que es de 2g de grasas trans /100g de grasa.

Los que estdn dentro de la norma son conformes y los que sobrepasan se les

denomind no conformes, como se muestra a continuacion:
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Tabla 3.5: Resultados de conformidad y no conformidad de las muestras estudiadas

Industrial 1,57

Ritz 1,26 0,083 1,49 1,66 | Conforme
Industrial 1,13

Nestlé sal 0,37 0,025 1,10 1,15 | Conforme
Industrial 1,16

Coco Nestlé 0,23 0,015 1,15 1,18 | Conforme
Industrial 1,13

Maria Nestlé 0,13 0,009 1,12 1,14 | Conforme
Industrial 1,33

Ducales 0,10 0,006 1,32 1,33 | Conforme
Industrial 0,88

Mini Ritz 0,10 0,007 0,88 0,89 | Conforme
Industrial 0,88

Daisy Nestlé 0,14 0,009 0,87 0,88 | Conforme
Industrial 1,03

Club social integral 0,17 0,011 1,02 1,04 | Conforme
Industrial 1,31

Nestlé vainilla 0,13 0,008 1,30 1,32 | Conforme
Industrial 0,79

Zoologia 0,23 0,015 0,77 0,80 | Conforme
Industrial 1,57

Aniventuras 0,07 0,005 1,56 1,57 | Conforme
Industrial 1,28

Club social original 0,50 0,033 1,25 1,32 | Conforme
Industrial 1,63

Noel sodas 0,82 0,054 1,57 1,68 | Conforme
Industrial 0,80

Apetitas vainilla 0,20 0,013 0,78 0,81 | Conforme
Industrial 1,36

Apetitas sal 0,55 0,036 1,32 1,39 | Conforme
Industrial 1,00

Belvita con miel 1,50 0,099 0,90 1,09 | Conforme
Industrial 1,21

Quaker granola 0,49 0,032 1,17 1,24 | Conforme
1,09

G. E. Melba larga Artesanales 0,04 0,003 1,08 1,09 | Conforme
1,73

G. E. biscocho sal Artesanales 0,60 0,040 1,69 1,77 | Conforme
1,67

Biscocho de Alicia Artesanales 0,73 0,048 1,62 1,72 | Conforme
1,32

Biscocho la canasta Artesanales 0,08 0,005 1,32 1,33 | Conforme
0,78

Biscocho la bagueteria Artesanales 0,07 0,005 0,77 0,78 | Conforme
1,34

Biscocho deliian Artesanales 0,03 0,002 1,34 1,34 | Conforme
0,73

Elimps Artesanales 0,14 0,009 0,72 0,74 | Conforme
1,24

Maxipan vainilla Artesanales 0,43 0,028 121 1,26 | Conforme
0,80

Maxipan pasas y avena Artesanales 0,02 0,002 0,80 0,80 | Conforme

Fuente: Autora
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

e La aplicacion de la espectroscopia FT-IR, a material graso, permite la
identificacion y la cuantificacion de grasas trans, siendo esto de gran utilidad
ya que permitira realizar analisis de grasas de forma rapida y més econémica

debido a que no utiliza reactivos quimicos para la determinacion.

e El modelo obtenido permite calcular rapidamente el contenido de grasas trans
en productos industriales secos, previa extraccién del material graso. Los
costos son menores que el método Gas Cromatografico, pues se evita el

proceso de metilacion, ademas que el equipo es de menor costo.

e La calidad del modelo fue evaluada utilizando diferentes parametros, siendo
los valores obtenidos satisfactorios para poder garantizar el funcionamiento

del modelo.

e EI 13.33 % de las 30 muestras analizadas resultd6 no conforme a las
recomendaciones de la norma 1 334-2, y el 87% esta dentro de esta, que es de

29 por cada 100g de materia grasa.

e Al analizar por categoria se encuentra que de las 20 muestras de productos
industriales 3 no cumplen, lo que representa el 15 % de los no conformes,
mientras que en lo concerniente a las declaradas artesanales de 10, una no

cumple y equivale al 10 %.

e En latabla 15, se demuestra que todas las muestras contienen grasas trans, y
las etiquetas de la mayoria de las muestras que las poseen, se pudo ver que
todas declaran 0% de grasas trans, por lo tanto no se pudo hacer un tabla
debido a que ninguna de alguna manera expresa datos verdaderos, ya que al
poner cero se puede considerar que alguno contiene un valor menor a 0.5g de

grasas trans, pero no fue el caso ya que superan dicho valor
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Recomendaciones:

Se recomienda realizar un andlisis de mas productos que contienen grasas
industriales hidrogenadas para poder controlar los valores con normas

vigentes y asi evitar que los consumidores sean los afectados.

Para realizar la extraccion de la grasa de las muestras sélidas, se recomienda
usar el equipo que tiene la universidad que se puede realizar tres extracciones

a la vez con el método Randall, ahorrando tiempo y costos.
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