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Tecnolog ias para el enriquecimiento de
aceites de pescado en EPA y DHA

TECNOLOGIADE ALIMENTOS
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| DHA (22:6n-3)
EPA DHA N
GW
EPA (20:5n-3)

José Luis Guil Guerrero

Area de Tecnologia de Alimentos
Universidad de Almeria
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ACEITE

CONCENTRADO

PURIFICADO

EPA+DHA%

=40-90

= 100%
EPA 6 DHA

Ventajas

- Estructura de triglicérido
- Menor alteracion

- Mas barato

- ¢ Presencia de
insaponificable/colesterol?

- Menos calorias

- Ausencia de metales
pesados

- Eliminacién de saturados

Inconvenientes

- Mas calorias/dosis

- Sensorialmente pobre

- ¢, Metales pesados?

- ¢ Presencia de
insaponificable/colesterol?

- Mayor coste

- Posibilidad de alteracion
oxidativa

- No suele estar en forma de
triglicéridos

Se trata de un producto para ensayos farmacologicos,
tratamientos de algunos casos de cancer, o de uso como

reactivo de laboratorio



Un poco de historia ...

Uno de los primeros procedimientos para
concentrar EPA y /o DHA fue el método de
formacién de cristales con urea

\%ﬁ‘“ -

5 anenioan Ol Chomisd Focivly

. Highly Unsaturated Fatty Acids. Il. Fractionation b
ACIDO GRASO /_’,,,,4 CRISTAL DE y

UREA Urea Inclusion Compounds’

AHMED M. ABU-MASR,** WILLIAM M. POTTS, and RALPH T. HOLMAMN,* Agricultural and
Mechanical College of Texas, College Station, Texas, and
The Hormel Institute, Austin, Minnesota
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Concentration of omega 3-polyunsaturated fatty acids of seal
blubber oil by urea complexation: optimization of reaction
conditions )
Food Chemistry 65 (1999) 41-49
Udaya N. Wanasundara, Fereidoon Shahidi* .

Response Surface Methodology

Total ®3 content (%)
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Canas Bl, Yurawecz MP (1999) Ethyl carbamate formation Proceso toxico debido ala
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ANEXO

Disolventes de extraccién cuya utilizacidn esta autorizada para el tratamiento de
materias primas, de productos alimenticios o de componentes de productos
alimenticios o de sus ingredientes

PARTE |

Disolventes de extraccion que pueden utilizarse respetando las buenas practicas

de fabricacion para todos los usos (1)
Nombre:

Propano.
Butano.

mEE!"Il etilo.
Aniridricdo-earhonico.

Protoxido de nitrégeno.
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Disolventes de extraccion cuyas condiciones de utilizacion se especifican

Nombre

Condiciones de utilizacion (descripcion sucinta
de la extraccion)

Residuos maximos en los productos
alimenticios o en los ingredientes extraidos

Observaciones

\
Hexano.

DProduccion o fraccionamiento de grasas y de
aceites y produccion de manteca de cacao.

1 mg/kg en la grasa, en el aceite
0 en la manteca de cacao.

Preparacion de productos a base de proteinas
desgrasadas y harinas desgrasadas.

10 mg/kg en los productos
alimenticios que contengan el
producto a base de proteinas
desgrasadas y en las harinas
desgrasadas.

30 mg/kg en los productos
desgrasados de soja tal como
se venden al consumidor final.

Producto comercial
compuesto esencialmente
de hidrocarburos aciclicos
saturados que contiene 6
atomos de carbono y se
destilaentre 64 °Cy 70 °C.

Se prohibe el empleo conjunto
de hexano y metiletilcetona.

Preparacion de semillas de cereales
desgrasados.

5 mg/kg en las semillas de
cereales desgrasados.

Acetato de metilo

Descafeinado o supresion de los elementos
irritantes y amargos del cafe y del te.

20 mg/kg en el café o en el té.

Produccion de azucar a partir de melazas.

1 mg/kg en el azucar.

Metiletilcetona

Fraccionamiento de grasas y aceites.

5 mg/kg en la grasa o en el aceite.

Descafeinado o supresion de los elementos
irritantes y amargos del café y del te.

20 mg/kg en el café o en el té.

El nivel de hexano en este
disolvente no debera
exceder 50 mg/kg.

Se prohibe el empleo conjunto
de hexano y metiletilcetona.

Diclorometano

Descafeinado o supresion de los elementos
imtantes y amargos del cafe y del te.

2 mg/kg en el café torrefacto y 5
mg/kg en el te.

Metanol

Todos los usos.

10 mg/kg.

Propan-2-ol

Todos los usos.

10 mg/kg.

Eter dimetilico

Preparacion de productos a base de

proteinas animales desgrasadas.

0,009 mg/kg en el producto a
base de proteinas desgrasadas.




Obtencion de EPA / DHA
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Obtencion de EFAs

p— Biomasa
Extraccion / | L "o
S_apom,ﬁcamon < Extraccion: /presion/ disolventes/
Simultanea ¢ ESC
| Extracto lipidico _‘
{ Saponificacion-HCI / Enzimas
—> I 1 Acidos grasos SRt "
“Winterization” ————> i i <—— Cristalizacion con urea
Esteres Sales
etilicos NaK |« Diferencias
de solubilidad
v v v
e [ Concentrados de EFAs
Destilacion molecular
, HPLC
Cromatografia <—— Cromatografia liquida columna
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) - abierta
abierta/ > > A Purificacion {" f‘:“
Purificacion EPA 6 DHA enzimatica By iy
enzimatica/ “’» . ¥
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Procesado de pescado para obtener concentrados de DHA y EPA

Bentonite-Earth
naturally occurring clay -
decolorizing and clarification agent

REMOVAL OF POTENTIAL
IMPURITIES

Nitrogen| o HOT
Water Water

Nitrogen ]

including Heavy Metals, Dioxins,
PCBs, and Flat PCBs

PROPRIETARY

;  Storage
anl
2-15°C

iltrofion Non-Concentrates i
Polish \

Concentrates

Flash

SATURATED FAT Distillation

Particles fall to

the bottom STEARICACID -
REMOVED REMOVED
Components HYDRATABLE COMPOUNDS o
Gums, Phospholipids, Ptoteins, WATER & GAS oxidation

Transition Metals (Cu,Fe, etc.)

I

Fdorizuﬁ 1

I

oxygen, nitrogen, etc.

NO OXYGEN Nitrogen Environment

Molecular

PROPRIETARY Distllation Product
Tank
Drums Nitrogen o i idag Stipyg PROPRIETARY
Converting fatty ]

l u_cid molecules
Product
Tank

. Bottles

- Drums LB
¥ Soft Gel
& | SoftGels
LOW MOLECULAR WEIGHT REMOVAL OF POTENTIAL . Bottes ,
COMPOUNDS IMPURITIES
— conce uied Flavor & Odor, O, including Heavy Metals, Dioxins, Non-co n(e nl'ru'l'ed

Free Fatty Acids, Per: : PCBs, and Flat PCBs

Pydduct Product



Concentraci 6n de EPA/DHA: “Winterization "

* Acetona
e Hexano

‘l\‘\{ \ Aceite pescado + Solvente {
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Centrifugacion

10 min, 6.000 Xg

Time (min)

Cristalizacion (-70 a 4° C)




I |sopropanol Acidos grasos libres
g0 - E=J Hexane

=S Acelone

|

20 - = =

Triglicéridos

Total w3 fatty acids { %)

40

30

10

a0 40

Crystallization temperature ( "C)

Enriguecimiento de acidos grasos w3 totales de aceite de grasa de foca mediante cristalizacién a baja temperatura.
A, forma de triglicéridos, B, forma de acidos grasos libres



Procesado de pescado para obtener DHA y EPA

Bentonite-Earth

o naturally occurring cla
Water Y S

decolorizing and clanﬁcaﬂon agent

interizafi
0-5°C

Bleiking

gummin

SATURATED FAT
Particles fall to

the bottom STEARICACID
REMOVED

HYDRATABLE COMPOUNDS
Gums, Phospholipids, Ptoteins,
Transition Metals (Cu,Fe, etc.)

REMOVED
Components

WATER & GAS

oxygen, nitrogen, etc.

NO OXYGEN Nitrogen Environment

PROPRIETARY

Antioxidants

Strippin
& Vitamins el

Nitrogen
Steam

. Bottles
y
l‘ Soft Gels

" Concenjfated

LOW MOLECULAR WEIGHT
COMPOUNDS
Flavor & Odor, O.
Free Fatty Acids, Perox

~—

duct

PROPRIETARY

Molecular
Distillation

PROPRIETAR
Converting fatty
acid molecules
into natural
Triglyceride form

REMOVAL OF POTENTIAL
IMPURITIES

including Heavy Metals, Dioxins,
PCBs, and Flat PCBs

iltration :
Polish
Concentrates

BENTONITE-EAR" H

REMOVAL OF POTENTIAL
IMPURITIES

including Heavy Metals, Dioxins,
PCBs, and Flat PCBs

Non-Concentrates- \

Flash
Distillation

F

I

Product
Tank

Drums: o
Soft Gel
Bottles
Non-Concentrated

Product



Transesterificaci on de aceite de pescado

AG, _
Q, 60 min o
—AG, + CH,-COCI + EtOH » AG-COOEt Destilacion
molecular
AG, Esteres etilicos
Cloruro de Etanol
Gliceridos, aceite  gcetilo
de pescado

Reacilaci 6n enzim atica

Las lipasas pueden catalizar la esterificacion, hid  rolisis o intercambio de ésteres de acidos

grasos.
La reaccién es reversible y, en condiciones de baja actividad de agua, las enzimas
funcionan “al revés”, sintetizan un enlace éster en lugar de su hidrdlisis.

—QOH Lipasa —AGl
__OH + AG-COOEt inespecifica > —AGZ + EtOH

—OH Esteres etilicos —AG,

Glicerina e
Triglicéridos



Destilaci 6n molecular:
concentraci 6n de ésteres de
EPA y DHA

Equipado con un condensador

gl m interno.

e

T heating hath

From heating hath
Presmure
Sensor
Tobeating bath
Distillation |
body

TDiffasion _r .

Sk Es util para aislar componentes de
liquidos sensibles al calor o para
separar sustancias con un punto de
ebullicion muy alto.

eLa mezcla es destilada a presion

i L re_duc_:lda, dela 0001_ n_1’bar, por lo que

pammp disminuye T2 de ebullicion.

*El tiempo es disminuido exponiendo las
sustancias al calor.
*El proceso de enfriamiento es acelerado.

I .. LS ]
En la destilacion molecular, el material se destila bajo alto vacio;
la distancia recorrida por las moléculas entre la evaporacion y la
condensacion es corto



Fractionation of Squid Visceral Oil Ethyl Esters
by Short-Path Distillation

Jer-Hour Liang? and Lucy Sun Hwang JAOCS, Vol. 77, no. 7 (2000)

TABLE 1
The Fractionation Results of SVOEE-A During Short-Path Distillation Under A20 Conditions
Initial feed Distillate obtained at temperature (*C)
Run A20 SVOEE-A? 50 70 90 110 130 150 Residue
Yield (%) 1.7 7.7 21.2 29.1 21.8 7.4 6.0
Cholesterol (mg/100 g) 1,121 921 33 16 57 99 496 14334
Fatty acid (wt%)
14:0 3.4 59 23.4 7.2 0.3 0 0
16:0 15.4 29.4 34.4 14.1 1.0 0.1
13.0 9.4 17.8 23.7 7.4 0.6
5.8 1.1 2.3 7.6 9.9
9.0 2.4 5.1 13.8 45
: 2.7 0.2 0.5 1.6 =nw -
22:6 (DHA 14.7 1.4 2.7 10.6 34.7 431
MI oil ethyl esters of lflex a ' OEE-A); 250 g were used in this experiment. EPA, eicosapentaenoic acithexaenoic acid.

La degradacion térmica de etil-EPA comienza a 159 °C
y alcanza un maximo a 206 °C; etil-DHA comienza a
166 °C y es maxima a 217 °C



Meétodos enzim aticos concentraci Ony
purificaci 6n de EPA y/o DHA

Hidrodlisis selectiva de los TAGs

AG Lipasa —OH
1 sn-1,3 especifica

DHA + 2H,0 > __DHA + AG; +AG,

AG, —OH

2-MAGs

El efecto de torsion de EPA y DHA, debido a la
presencia de los dobles enlaces, aumenta el efecto
de impedimento estérico, por lo tanto, las lipasas no
pueden actuar en la unién éster entre estos acidos

grasos y glicerol.
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Separacion de 2-MAGs

~—
=

Extraccion liquido-

=

Winterizacion en

Cromatografia en §

solventes, grado liquido columna de gel de
alimentario 9 silice
N N ~ %’
OH
EDHA
OH
Lipasa
—OH _ — CA
5 sn-1,3 especifica
—DHA  + CA g L DHA + H0
—OH — CA

Posibilidad de obtencion de triglicéridos estructurados



Lipase-Assisted Concentration of n-3 Polyunsaturated Fatty
Acids in Acylglycerols from Marine Oils

Udaya N. Wanasundara and Fereidoon Shahidi*

RBD-menhaden or seal blubber oil

Buffer Wanasundara, U.N. and Shabhidi, F.
Enzyme (1997) ‘Lipase Assisted Concentration
l v of (.xl)?]—Ponlesl,:atura;ed F&tty_ACidOs_lin
. Acylglycerols Form from Marine Oils’
Mixing (under N in J. Am. Oil Chem. Soc. 75, 945-951
95% Ethanol hidrélisis
0.5N KOH
Y V
Mixing
Hexane | ‘g .,
Water ! \1, Saponificacion suave
Liquid-liquid
extraction
I—*Aqueous layer (enzyme,
Hexane layer soap and other polar

' _ ' | compounds)
Fraccion enriquecidaen w3



Lipase-Assisted Concentration of n-3 Polyunsaturated Fatty
Acids in Acylglycerols from Marine Oils

Udaya N. Wanasundara and Fereidoon Shahidi*

increasing the n-3 PUFA
content of the remaining
Candlda cyllndracea Rhizopus oryzae acylglycerols...

B Toial ol faty acids
Grasa de foca == DHA i ‘
40+ EEE EPA 2a”
@
ag L —— a7
=
20 | = S
& = _ E
E o} = = =l =
i s = e = E
2 = = Lk =M=
'.5 Aceite de lacha,
= 40
=
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B = = = | hms — N —k “ H H H
=l = =M s = v= .. all lipases were effective in
SR

T

Enriquecimiento de w3 total, EPA y DHA de grasa de foca y aceite de lac ha
después de 75 h de hidrélisis mediante diferentes|  ipasas microbianas

A
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Extracci on-saponificaci dn-concentraci 6n
simult aneas

Procesos de maxima seguridad se
desarrollan con la ayuda de Na
biocompatible etanol -

Filtracion

| EtOH
I NaOH EtOH + _EFAs>
(sales sodicas)
Biomasa

(deshidratada )

Reactor, 60 °C

Guil-Guerrero, Jose Luis; Campra-Madrid, Pablo; Lopez-Martinez, Juan Carlos. METODO RAPIDO Y
BIOCOMPATIBLE DE EXTRACCION, SAPONIFICACION Y CONCENTRACION DE ACIDOS
GRASOS POLIINSATURADOS (PUFAS) POR DIFERENCIAS DE SOLUBILIDAD A PARTIR DE
BIOMASA.. Fecha de publicacion 28/12/2007
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One-Step Extraction and Concentration of Polyunsaturated

Fatty Acids from Fish Liver
J Amer Oil Chem Soc (2007) 84:357-361

J. L. Guil-Guerrero - J. C. Lopez-Martinez - DOI 10.1007/s11746-007-1041-9
M. A. Rincon-Cervera - P. Campra-Madrid

40 ¢ - 110 Fig. 2 FA purities and yields
obtained in the simultancous
+ 90 FAs purities Se superan las oil extraction/saponification/
30 1 @ i mmmmm Fishlver  concentraciones PULEA Ganees ablan process
\70 B 0% alcanzadas por ollowed by winterization ™\—
= i . EEEY0.5% 0. ° ' '
S 2 la destilacion JO7% srom- fist-Hver oL
£ 27f s molecular i TR A
z ol e R saponification: 12 °C. Water
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0L B - 0% 0%. Winterization
G e, temperature: 70 °C
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- |, —x--3%
) — 40 +
Fig. 1 InfluggeT of differ
. ’ FAs Puritias
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in the saponieation mixtert 3-; T S T
on the fish liver PUFA £ R —coRna
i i 3 = A Winterization
extraction—concentration & 30+ >
process. Cooling temperature EAs Yiclds
after saponification: +12 °C | B — = Saponification
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Fraccionamiento de eésteres et ilicos mediante cromatograf

Fractionation of Shortfin Mako (

Esteres etilicos

A 4

ia en columna

Isurus oxyrinchus) Liver Oil

__________________________

. Cromatografia |

i Fase estacionaria: (SiO,-AgNQO,)

Fracciones

90C%

" " v 95% 90A% 90B%
b4
) A
¢
EPA
Pureza (%) 89 -
Rendimiento (%) 60 -
DHA
Pureza (%) 8 25

Rendimiento (%) 3

Isolation of some PUFA from edIb
By J.L. Guil-Guerrero*, P. Campra-Madrid
116 Vol. 54. (2003), 116-121.

e oils by argentat

Eluyentes
% Hex:Acet (v/v)

Variables a optimizar

* Polaridad de eluyentes
» Carga de la columna
* Tipo de éster

ed silica gel chromatography

and R. Navarro-Juarez. Grasas y Aceites



Concentraci 6n mediante FSC

Columnas de Extraccion

Valvula reductora

o,
Supercritical

region

Liquid

\

Critical point

Pressure, p

Solid

X B 7 _31.1°C |
Triple point Pc=73.8 bar

X

Cambiadores
de calor

i

Refrigerante

.
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Temperature, T

Separadores

Extracto Extracto

(
L

Tanque de CO, }— CO,
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VIVA LABS

FishOil

corm

Fish Oil + COz Spun

= =
‘—._______________.-’
-
? .-H l_—"_ & .‘:.-\.--—f""-l 4.———’/
E = — |
°——> =4 B = ’.
60°C 1 b
90% Pure
140°F Omea 1—\°

Saturated Fat and

Cholesterol Left Behind

Liquid ;
ey Extraction cell HAGk. pISss L
co, regulator

= /

Heater Trap

ON
Extract Volume
gauge
Cooler
Raffinate

Product Overview
Package Description:

60 Softgels

Serving Size:

2 Softgels

Number of Servings:

30 (30 day supply)
Potency per Serving:
1,000 mg of Super Critical Fish Oil
Recommended Dosage:
Take 2 Softgels daily
Country of Manufacturer:
United States of America
Customer Ratings:

Read Reviews

Omega Select Fish Ol
Each Serving Provides:
View Supplement Facts



Capsule Size Comparison

VS

Viva Labs Fish Oil Ordinary Fish Oil



Purification of Polyunsaturated Fatty Acid Esters from
Tuna Oil with Supercritical Fluid Chromatography

M. Alkio?, C. Gonzalez® M. Jantti?, and O. Aaltonen®*

ETT Chemical Technology, Supercritical Technology, FIN-02044 WTT, Finland
and "Centro Technologico Gaiker, Parque Tecnolagico, 48170 Zaimudio, Spain

IADCS, Vol. 77, no. 3 (2000)
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FIG. 1. Supercritical fluid chromatograms from preparative fish oil ethyl
ester injections at different column load ratios. Fraction collection inter-
vals for docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA)
concentrates are indicated. Kromasil 10-C18, 10 x 250 mm column.
Pressure, 145 bar. Temperature 65°C. Mobile-phase linear velocity 1.9
mm/s. AU refers to absorbance units from the ultraviolet detector.
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South African fish oil
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Aislamiento de
fracciones funcionales
de aceite rico en acido
araquidonico

II

Solvent

Mixture of
compounds
(a+b+c)
Adsorbent
(stationary

Araquidonico

puro en forma de phase)
triglicérido e
Plug
F2 F3
s
2
AAA

B
800
700
600
500
400
100
200
100

0

N
(4] L w 15 0 2% 30 3I5 40 45 50
Fraccion funcional
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Tridocosahexaenoll glycerol purification
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Importante: escalamiento eficaz

Factor de escalamiento (f) mediante la expresion:

f= (D)L, / (Dy)Ly

Donde D, y L, son, respectivamente, el diametro y la longitud del reactor de menor
tamafioy D , y L, el diametro y la longitud del reactor de mayor tama  fio.



Importante: control de calidad
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