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Capítulo 1. introduccIón, Extraccitin confluidos superoriticos.

1.1- FLUIDOS SUPERCRÍTICOS

1.1.1-Definicióndefluido supercrítico

Se puede definir fluido supercríticocomo aquel que está sometido a condicionesde

presióny temperaturapor encimadel puntocrítico, siendoéste el punto designadopor

unatemperaturacrítica (Te) y unapresióncrítica (P0), por encinadel cualno puedehaber

unaliquefacciónal elevarla presióno vaporizaciónal aumentarla temperatura.La figura

1.1. 1 respresentaun diagramade fases donde se destacala existencia de la región

supercríticasobreel puntocrítico.

El punto critico escaracterísticode cadasustancia.La tabla 1.1.1 recogela temperaturay

presióncríticasde variosde los solventesmásutilizados.La densidaden el punto crítico

sedenominadensidadcrítica (Pc).

Tabla1.1.1. Condicionescríticasdevariossolventes

Compuesto CCIF3 CO2 SE6 C51112 1120

T~ (
0C)

K (MPa)

Pc (gImL)

28,8 31,1 45,5 196 347,2

21,48 7,20 3,80 3,29 21,48

0,58 0,47 - 0,23 0,32

Las propiedades de los fluidos supercríticos son expresadas frecuentemente en términos

reducidosmásqueen absolutos.Un valor reducido se define como el cocienteentreel

valor absoluto consideradoy el valor correspondienteal punto crítico. Por tanto, si la

presióny temperaturareducidas(Pr y T~) son superioresa la unidad, la sustanciaen

cuestiónsehayasometidaacondicionessupercríticas.
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Capítulo i. introducción. Extracción confluidos supercrlticos.

‘o

0

Temperatura

Figura 1.1,1. Diagrama de fases sólido-líquido-gas-tl¡uido supererítico. PT =

punto triple, PC = í>unto crítico, Pc = presión crítica, Tc = temperatura
crítica.

\QX

sPc

PC

GAS
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Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercritlco&

1.1.2- Propiedadesde losfluidossupereriticos

La figura 1.1 .2a resume las propiedades básicas y de mayor utilidad de los fluidos

supercríticos. Los fluidos supercríticos poseen unas propiedades físico-químicas

intermedias entre las de los líquidosy los gases(tabla 1.1.2).

Tabla 1.1.2. Propiedades fisico-quimicas de los gases y los líquidosen

comparación con las del dióxido de carbono supercritico.

Densidad

(g/mL)

Viscosidad

(g/cms)

Coeficiente de Difusión

(cm2/s)

Gases (0,1-2) i03 (1-3) io4 0,1-0,4

CO
2 supererítico T0, P0 0,47 3 x io~ 7 x í0

4

TQ,6P
0 1,0 1x10

3 2>< l&

Líquidos 0,6-1,6 (0,2-3) i02 (0,2-2) io-~

La densidaddel fluido supercríticoes de 100 a 1000 vecesmayor que la de un gas, y

comparablea la de un liquido. En consecuencia,las interaccionesmolecularespuedenser

fuertespermitiendoacortarlas distanciasintennoleculares(Knowlesy col., 1988). Como

resultado,las propiedadesde solvataciónson similaresa las de los líquidos, pero con

viscosidadessignificativamentemásbajasy coeficientesde difusiónmásaltos.

Al ser de 10 a 100 vecesmásbajos los valoresde viscosidady de lO a 100 vecesmás

altos los coeficientesde difusión respectoa los de los líquidoshacenque la transferencia

de masade solutosen extraccionescon fluidos supercriticosseasignificativamentemás

altaque la de extraccionesconlíquidos(Schneider,1978).

ii-lay que resaltarque la variaciónde la densidadno es lineal respectoa la variación de

temperaturasy presionessobreel punto crítico. La figura 1. 1 .2b describeun diagramade

fases con las variables reducidas. En puntoscercanosal crítico pequeñasvariacionesde la
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poder solvente

densidad
variable

compresibilidad

alt a
difusividad

variable

buenascaracterísticas
dinámicas

41’

t½y4

) c baja viscosidad

muy baja
tensión superficial

propiedadesde
t r ansporte penetrabilidad

Figura 1.1.2a. Características principales de los fluidos supercríticos.
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Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercriticos.

presión a temperaturaconstanteproporcionangrandesvariacionesde la densidad.A

presionesdistantesde la críticael aumentode la densidadno estan acusado.

1.1.3-Principios de la atracciónsupercrftica

La extracción con fluidos supercríticoses una técnica que estudia las propiedades

solvatantesde un fluido por encimade supunto critico.

La habilidadde un fluido supercríticoparala solubilizaciónde sólidos fue ya señalada

por Hannayy Hogarth en 1879 al solubilizar salesmetálicasen etanol en condiones

supercríticas.Sin embargo, hasta los años cincuenta no aparecenestudios sobre

aplicacionesindustriales, concretamenteparaeliminar las fraccionesligerasdel residuo

de la destilacióndel crudo,A partir de los 70, La aplicaciónde los fluidos supercriticosa

la industriaagroalimentariaes uno de los másimportantescentrosde atenciónpor parte

de las investigaciones.

En comparacióncon otros tipos de extracción,las principalesventajasde la que utiliza

fluidos supercríticosson:

1. menorestiemposde extracción,

2. uso, generalmente,de un fluido no tóxico, no inflamableo no colTosívo.

3. extracciónatemperaturassinafectaciónde compuestostermolábiles,

4, fácil separaciónde los solutosdel fluido supercritico.Esto no esposible en las

extraccionesconvencionalesen muchos casos, lo que crea contaminaciones

indeseablesdel producto,

7
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5. altapurezadel solvente,

6. posibilidadde realizarfraccionamientos,

7. posibilidadde seleccionarel tipo de extaccióneligiendo la polaridad del fluido,

su densidady la utilización o no de modificadores,

8. bajocostedel solvente.

Las ventajasde la extracciónconfluidos supercríticosprovienende las propiedadesantes

comentadasy de la compresibilidad. SegúnMcHugh y Krukonis (1986) los grandes

cambiosde densidaddel fluido y, en consecuencia,el poderde solvatación,puedenser

realizados mediante pequeños cambios en la presión a temperaturaconstanteal haberuna

gran compresibilidadsi setrabajaa temperaturaspróximasa la crítica.

Al dependerla fuerzasolvatantede un fluido supercríticode su densidad,la posibilidad

de solvatación de un finido supercríticohacia una sustanciaen particularpuede ser

modificada fácilmente cambiando la presión de extracción y, en menor medida, la

temperatura.Estohacequela extracciónconfluidos supercríticosseaselectiva.

Además,con la propiedadde que la transferenciade masaestá mejorada,el uso de la

extraccióncon fluidos supercríticosproporcionatiemposde extracciónmásbrevesy una

eficienciade extracciónmejoradapor unamejor penetraciónen la matriz (Wright y col.,

1987).

Schneider(1978)descubrióqueel podersolventede un fluido supercríticono podíaser

explicado exclusivamentedesdeel aumento de densidad.El podersolvente de estos

fluidos dependede dos efectos:

8



- .1 .~ ~~~~trt’ ~.‘. .u~qy¿’ qrw ~ ~w,
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- efecto de estado, que dependeel estadofisico del fluido supercrítico y su

principalvariablees la densidad,

- efectoquímico,que definela intexTelaciónentreel fluido supercríticoy el soluto.

Es diferenteparacadasolutoy dependede su polaridad,propiedadesácido-básicas

y de la fomaciónde puentesde hidrógeno.

En general,un incrementode la presióna temperaturaconstanteproduceun incremento

en la solubilidaddel compuestopero disminuyela selectividad(Zadow, 1988). El efecto

de la temperaturasobre la solubilidad es máscomplejo, ya que ésta puede aumentar,

disíninuir o permanecerinvariable con el aumentode temperaturaa presiónconstante.

Estecomportamientovienedadopor un factor predominante,que puedeser la presiónde

vapor del solutoo la densidaddel solvente. A bajaspresiones,la solubilidaddisminuye

levementecon el aumentode temperatura;a altaspresiones,aumentamarcadamente.El

primer efecto sedebea la disminuciónde la densidad,el segundosedebea que hay un

importanteaumentode la presiónde vapor del soluto frente a la pequeñavariaciónde la

densidaddel solventeen estazonade altaspresiones.Con unadensidaddetenninada,la

solubilidadaumentacon la temperatura(Luque de Castroy col., 1994).

La estructuraquímica del soluto tambiénes un factor a teneren cuentaa la hora de

mejorar su selectividad, De modo esquemáticose puedencitar los siguientes grupos

funcionalesde los solutosy su efectobeneficiosoo adversosobresu solubilidadenCO2

supercrítico:

aumentan la so/itbu/dad:

- msaturaciones,

- ramificaciones,

- esterificaciones,

- eterificaciones,

9
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disminuyen la solubilidad:

- el aumentodel pesomolecular,

- aromaticidad,

- hidroxilos,

- carboxilos,

- halógenos,

- amínas,

- nitroderivados.

Sepuedeconcluir quela elecciónde un fluido supercríticodependede:

a.- la polaridaddel soluto,

b.- podersolventey selectividadrequeridos,

c.- estabilidadtérmicadel compuestoa extraera la temperaturade operación,

d.- limitaciones instrumentales,que se asociana la presión crítica de algunos

fluidos,

e.- toxicidaddel fluido superciltico.

Nonnalmente,el fluido supercríticoes utilizado a una temperaturapoco mayor a su

temperaturacrítica y a una presión significativamente mayor a su presión crítica

(Brignoley col., 1987).

Se ha estudiadouna gran variedadde fluidos supercríticospara la extracciónque cubre

un amplio rangode temperaturay presióncríticas,pesosmolecularesy polaridad(Hoyer,

10
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1985). El díóxido de carbonoes el másusadopor tenerunapresióncríticamoderada(7,2

MPa) y baja temperaturacrítica (3 1 0C), siendo de elección para la extracción de

compuestostermolábiles.Sin embargo,el CO
2 tambiéntiene suslimitaciones,sobretodo

para la extracción de compuestospolares. La tabla 1.1.3 lista una serie de fluidos

supercríticosusualescon sus ventajase inconvenientes,El aguano es usadapor las

dificultadestécnicasquesuponetrabajarapresionespor encimade supunto crítico.

Actualmente,un tema de gran interés es la correlacióny predicciónde equilibrios de

fasesa alta presión. Ya se han descrito un gran númerode diagramasde fasespara

mezclasbinarias (fluido supercríticoy compuestosólido o líquido) (Schneider,1978),

aunquela predicciónde los equilibriosno estátodavíasatisfactoriamenteresuelta.Y, por

supuesto,muchomáscomplejosson aquellossistemasparamezclasternarias.Aunque de

la mismaformaqueparalos equilibrios líquido-líquido y líquido-sólido,paralos sistemas

ternarioso más complejosse compruebaque los fluidos supercríticosson disolventes

específicosquepermitenrealizarunaextracciónselectivao un fraccionamiento.

Sin embargo,en 1982, Chrastil desarrollóuna ecuaciónpara predecir,en un sistema

binario, la solubilidad de un compuestoen un fluido supercrítico. Esta correlación

empírica es a la vez de simple, relativamentefiable. Chrastil comparó,asimismo, los

datos con los obtenidos experimentalmenteen su laboratorio y con datos de la

bibliografia en unaamplia variedadde compuestosy en un gran rango de presionesy

temperaturas,resultandohaberacuerdoentre los resultados.La ecuaciónes la que se

exponeacontinuación:

C = pke<~~~ (1,1)

dondeC = concentraciónde un soluto en el fluido supercrítico(gIL),

p = densidaddel fluido (g/L),

k = constante,

11
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Capítulo 1. Introducción. Extracción confluidos supercriticos.

a = AH/R, siendoAH el calorde reaccióntotal y R la constantede los gases,

b = Ifl(Ma + kMh) + q-kln<’Mb), siendoM~ y Mb los pesosmolecularesdel solutoy

del gasy q otraconstante.

Otros autores han utilizado la ecuación de estado de Peng-Robinsonpara predecir

equilibrios de fases de sistemas binarios con resultadossatisfactorios (Sigmund y

Trebble, 1992).

1.2- APLICACIÓN A LOS ALIMENTOS DEL DIÓXIDO DE CARBONO

SUPERCR[TICO

¡.2.1- Aplicación de la extraccióncon CO2 supercr¡rtico

A continuaciónse detallan los procedimientosde extracciónsupercríticaaplicadaen el

campode los alimentos.Algunosinvestigadoresrealizanexperienciasutilizando patrones

de compuestoso mezclasde éstos,sin embargo,Nilssony Hudson(1993) resaltanque

los datos obtenidosde estamaneraposeenun bajo valor predictivo para un posterior

estudiocon mezclascomplejas,siendoentoncesmuy necesariorealizarlas experiencias

con muestrasrealesdesdeun principio.

Exlracci¿n comp/cia

Requierecondicionesde presióny temperaturamáximas. La temperaturamáxima de

operación generalmentedependeráde las propiedadesfisicoquímicas del sustrato a

extraer, mientras la presión máxima de operaciónvendrá limitada por el diseño del

equipoextractor,
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Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercrltlcos~

Fraccionarnlenlo

Se lleva a cabo medianteuna serie de pasosbajo diferentescondicionesde presión y

temperatura.

Desodorizaclón

Las condicionespara la desodorizaciónson menos fuertes que las utilizadas para la

extraccióncompletao el fi’accionamientoya que el objetivo es la extracciónde aquellos

compuestosmássolubles.

Muchos ejemplosde este tipo de aplicaciónestánincrementándoseen el campode los

productosnaturales,especialmenteen el de la industriaalimentaria.Aquí, el CO2 tiene

más ventajas sobre otros solventes gaseosos o líquidos por las causas citadas

anteriormente.

El CO2 supercriticoes preferible al líquido ya que las sustanciasa ser extraídasson

muchomássolubles,la relación de extracciónseriade 2,5 vecesmásalta dadala mayor

difusividad en las condiciones supercríticas,y hay un mayor rango de posibles

temperaturasparaoperar.

1.2.1.1- Grasasvegetalesy animales

El áreamásinvestigadaa nivel de plantapiloto y escalasemipreparativaes la extracción

de aceitesde origen vegetal (Huberty Vitzthum, 1978; Stahl y col., 1980;Bulley y col.,

1984; Christiansony col., 1984;List y col., 1984; Taniguchíy col., 1985;Dakovic- y col.,

1989; Polaky col., 1989).

Friedrichy List (1982)y Zhaoy col. (1987)pusieronde manifiestoque el aceiteobtenido

con CO2 supercríticoa partir de la sojay del salvadode arroz temaunaserie de ventajas

en relaciónal obtenidocon un solventeorgánicocomo el hexano.Así, observaronqueel

14



Capitulo 1, introducción. Extracción con fluidos supercrlticos.

contenido en hierro y fósforo era más bajo, fundamentalmentedebido a la baja

solubilidadde los fosfolípidosen el CO2 supercríticofrentea los triglicéridos. Por otra

parte, el aceiteeramenoscoloreado,lo que conlíeva la no necesidadde refinamiento.

Esto tambiéneradebido a la baja solubilidadde los carotenosy otros pigmentos.Otros

estudiosse encaminana la purificaciónde lípidos polares,como el de Weidnery col.

(1993), que consiguen optimizar las condiciones en un sistema continuo en

contracorrientepara el desengrasadode soja, de estafonnaobtienenun extractooleoso

que no contiene lecitina, mientras que el residuo del aceite original está compuesto

prácticamentepor éste fosfolipido. Compuestosantioxidantes,como los tocoferoles

tambiénson objeto de estudiopara la extraccióncon fluidos supercríticos(Lee y col,,

1991, a partir de aceitesde semillas)y pigmentos,como los caroteniodesa partir de

zanahorias(Barthy col., 1995;Vegay col., 1995). Estosúltimos realizaronextracciones

utilizandoetanolcomomodificadorparafacilitar la extracciónde los carotenos,partiendo

de subproductosde industriasproductorasde zumo de zanahoria.

En los últimos años,el desarrollode nuevastecnologíasparaintentarextraerel colesterol

de la grasase justifica dado el papel que éstedesempeñaen la aparición de trastornos

cardiovasculares.Estos estudiosse han realizadoprincipalmenteen huevo (Froning y

col., 1990; Hung y Unger, 1995), estudiandotambién la afectación de las proteinas

(Amtfield y col., 1992) y grasaláctea,pero tambiénen otros alimentos,como en poíio

(Froning y col., 1994). Otros estudios se han encaminado hacia la obtención de grasa

modificada de origen lácteo o marino para conseguir extractos y fracciones de diferente

composicióny característicasfisicas (Kaufmanny col., 1982; Shishikuray col., 1986;

Yamaguchiy col,, 1986; Hardardottiry Kinsella, 1988). Algunos de los trabajosestudian

la obtenciónde grasalácteamodificadaa partir grasaanhidrarealizandodiferentestipos

de fraccionamiento, obteniendo resultados bastante similai’es, en los que las fracciones

obtenidasa bajas densidadesestabanenriquecidasen triglicéridos de cadenacorta y,

amenudo,media, mientrasque las fraccionesobtenidasa altas densidadeseran ricas en

triglicéridos de cadenalargapor estaragotadoel resto de triglicéridos en el residuo.La

extracción de colesterol alcanza su máximo rendimiento en las primeras fracciones (Arul
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y col., 1987 y 1988; Bradley, 1989; Kankarey col., 1989; Haminamy col., 1991; Cheny

col., 1992a).

La obtencióndeextractosricos en ácidosgrasospoliinsaturadosesencialesesotros de los

objetivos de los investigadores.Muchosde los trabajosrealizadosen estecampoestudian

la extracciónselectivade ácidosdocosahexanoicoy eicosapentanoicoa partir de aceites

depescado(Byeung, 1993;Jungro, 1993;Mishi’ay col., 1993; Temelli y col., 1995).

Otros nuevosestudiossobre la utilidad de la extracción con fluidos supercríticosse

encaminahaciael aprovechamientosde subproductosque seanricos en compuestosde

interés,comolo es el escualenoen la industria de los cosméticosy los esterolescomo

metabo]itosrelacionadosen la biosíntesisde hormonasesteroideas.Bondioli y col., 1992;

1993) estudiaronel destilado de la desodorizaciónde aceite de oliva (subproductocon

una fracciónmayor de materialinsaponificableque el aceitevirgen) comoposiblefuente

de estoscompuestostras la realizaciónde ensayosde extraccióncon dióxido de carbono

supercritico.

1 2.1.2-Procesadode cítricos

Eliminación de amargos’

Ki¡nball (1987)utilizó el dióxido de carbonosupercríticoparala extracciónde triterpenos

amargos,principalmentela limonina de zumode naranja.Utilizó temperaturasde30 a 60
0C y presionesde 21,4 a 42,8 MPa, Los resultadosconcluyeronque la temperaturano

teníaun efectosignificativo en la extracciónde limonina, pero si eraefectivo el aumento

de la presión.Tambiénseextraíalimonenoen bajascantidades,perono habíacambiosde

pH, ácido ascórbico,contenidoen pulpa, aminoácidosy porcentajede ácidos,

16
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Extraccióno concentraciónde aceitesesencialesde cítricos

Los aceitesesencialesde cítricos son mezclas de mono y sequiterpenos,compuestos

oxigenadosy un residuo no volátil (Temelli y col., 1988). Los aromasde limón fueron

extraídospor Kalra y col, en 1987; utilizaron presionesentre 9,31 y 10,69 MPa y

temperaturasde 50, 60 y 80 0C. Observaronque un aumento de temperaturahizo

aumentarla extracciónde limonenoy citral selectivamentesegúnlas condiciones,así, es

posibleextraerselectivamentelos componentesdel limón y fraccionarlos extractos.

Temelli en 1987 observóque, en general,los compuestosterpénicoseranmássolublesen

dióxido de carbonoquelos compuestosoxigenados.Estaconclusiónes razonable,ya que

los terpenosson compuestosapolares,tienenbajopesomoleculary altapresióndevapor,

siendo más solublesen dióxido de carbonosuperorítico;por tanto, la mayor parte del

extracto es limoneno. Las condicionespuedenajustarsea 70 0C y 8,3 MPa para

minimizar los compuestosdel aromaperdidospor la extracción.

Favati y col. en 1988 extrajeroncarotenosy luteínade concentradosde proteínasdehojas

por CO
2 supercritico.Se piensaque estosmétodossepuedenusarpara la extracciónde

carotenoidesde subproductosde naranjas.

1.2.2- Aplicacionesde la atraccióna nivel industrial

1.2,2.1-Descafeinizacióndel café

Esteprocesoseestáutilizando de forma comercialen Alemaniadesde1978. El proceso,

segúnZosel (1978),consisteen unaextracciónapartir de caféverdeen remojo con CO2

a 16-22 MPa y 90
0C que se reciclacontinuamente.En unatorre de aguaseproducela

despresurización,donde se acumula la cafeína en una operaciónque dura 10 It La

cafeínase recuperapor destilación. El contenido de cafeínade los granosdesciende

desdeun 0,7-3% hastaun 0,02%. La cafeínase extrae selectivamente,no se extraen
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sustanciasque contribuyen al aroma del café. También se puede conseguir la

recuperacióndel solutopor adsorciónsobrecarbónactivo.

1.2.2.2-Extraccióndel lúnulo

El lúpulo es el ingredienteresponsablede las característicasaromáticasy el saboramargo

de la cerveza.Sus constituyentesprincipalesson las humulonasy lupulonas.Ambos son

ácidosgrasosinsaturadoscon alrededorde 25 átomosde carbonoy gruposcarbonilo e

hidroxilo, se extraenbien con CO2 supercrítico.Parala extracciónlas bolitas de lúpulo

comercialno se sometena ningún tipo de preparacióna parte de la pulverización.En

1983 se finalizó la construcción de una planta de extracción supercríticacon una

capacidadde 5000 toneladasen Alemania.

1.2.2.3-Extracción de especias

El uso de CO2 supercrítico se prefiere al de diclorometano,usado tradicionalmente.

Actualmentese llevan a cabo extraccionesde pimienta negra, chillies y nuezmoscada

para conseguir extractosque posean el aroma y las característicasardientesde las

especias(Fluberty Vitzthum, 1978).

La piperina es el constituyenteprincipal de la pimientanegra(98%) y responsabledel

ardor de ésta.Las extraccionesde pimientanegra,seguidasde la transferenciade la fase

supercríticaa una celda de separaciónen condicionesde presión y temperaturapor

debajodel puntocrítico producianun extractoqueconteníacasiel 98%de la piperina.

y
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¡.2.3. Aplicacionesno convencionalesdel dióxido de carbono supercrtticoal

procesadodecítricos

Una solución de dióxido de carbonoen aguacausala reduccióndel pH, afectandolos

enzimasy microorganismos.Entre los enzimas investigadospuedennombrasela cx-

amilasa,glucosaoxidasa,lipasa, catalasa(Taniguchi y col., 1987), polifenoloxidasay

pectienesterasa(Zemel, 1989; Arreola, 1990). La turbidezes un importanteatributo de

calidaddel zumode naranjay otros cítricosy seestabilizaal protegerlade la acciónde la

pectinesterasa.

El tratamientocon dióxido de carbonosupercríticose basaen la hipótesis de que éste

junto con el aguadel zumodan lugar a ácido carbónico,bajandoel pH temporalmentee

inactivando el enzima. Cuando la presión vuelve a ser la atmosférica,el dióxido de

carbonoseseparadel zumo, restaurándoseel pH original (Balabony Areola, 1991). De

esta forma podrían evitarse temperaturastan altas como en el tratamiento térmico

convenciOnal.

La calidad de un zumo también dependede los cambios de flavor causadospor

inicroorganisínosque puedendesaxTollarsea pH bajos (Merteus y Knorr, 1992). Sin

embargo,al conseguirpH menores debido a la formación de ácido carbónicopuede

limitarse de desarrollode estasbacteriasy hongos,pudiendoser beneficiososu uso,

Kamihira y col, en 1987 encontraron un efecto esterilizante del dióxido de carbono

supercríticoen Saccharomycescerev/siae,Eseherichiacoil, Staphylococcusaureus y

Aspergillusnígera 20,3 MPay 35 0C cuandoel contenidode aguafue de70 al 90%. Los

microorganismosen seco no eran esterilizadoscuando se tratabanen las mismas

condiciones. Molin (1983) estudió el efecto inhibitorio de CO
2 al 100% de varios

microorganismosincluyendo el géneroLaclohacil/us y encontró que se endentecíala

velocidadde crecimiento.

k
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La calidad de un zumo tambiéndependede otros atributoscomo el pH, estabilidadal

almacenamiento,sólidossolublestotales(0Brix), acideztotal, color, contenidode ácido

ascórbico,flavor, aromay apariencia.Estosatributosde calidadde un zumopuedenverse

afectadospor el tratamientopor dióxido de carbonosupercrítico.

1.2.4- Otrasaplicacionesdeldióxido de carbonosupercritico

Por último, algunasaplicacionesvan encaminadasa la inactivaciónde polifenoloxidasa

en crustáceos (langosta y gamba) y patata, para evitar el cambio hacia colores

desagradablesdurantela conservación(Cheny col., 1992b; 1993).

El desengrasadode alimentosparala obtenciónde derivadosricos enproteínases otrade

las aplicaciones de la extracción con CO
2 supercrítico. Maheshwari y col. (1995)

estudiaronvarios métodos para la eliminación de compuestosque provocan olores

desagradablesen concentradosde proteínas de soja, siendo el supercrítico el que

proporcionamejoresresultados,Wu y col. (1990, 1994) lo realizanen proteínasy fibra

alimentariade maíz, y Temelli y col. (1995) utilizan el dióxido de carbonosupercrítico

para desengrasarlas proteínasde músculo de caballa. El desengrasadotambiénse ha

aplicadoa alimentostransformadoscomopatatasfritas, salchichas,mantecade cacahute,

queso,galletasy hamburgesas(Suttery col., 1994; Hoppery col., 1995; Webster,1995).
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n el áreade la Tecnologíade los Alimentos, lasnovedosastécnicasde extracciónquese

asanen el empleo de dióxido de carbonosupercrftico poseenclaras ventajas sobre

quellas consideradascomo convencionales,tanto por su inocuidad debida a las

nopiedadesdel fluido como por las ampliasposibilidadesde realizaciónde extracciones

electivas de unos compuestosrespectoa otros en matricescomplejas.Con el fin de

~ontribuiral avancesobrela aplicaciónde estatécnicajunto con el desarrollode nuevos

i’oductos de mayor calidad y el aprovechamientode subproductos,se plantearonlos

•iguientesobjetivos:

- disminución del contenido en colesterol de la grasa de la natamediantela

extracciónconCO2 en condicionessupercríticas,

- fraccionamientode la grasaláctea de la nata, mediantela extraccióncon CO2

supercrítico,para la obtención de extractoslípídicos de diferente composición

ti’iglicérica quepuedenser utilizadosen la elaboraciónde distintosalimentos,

- aprovechamientode los destiladosde la desodorizaciónde aceitesde oliva y

girasol,subproductosdel refinadode éstos,parala obtención,de modoselectivo

mediante¡a extraccióncon CO2 supercrítico,de escualeno,productode gran uso

anivel industrial,

- mejorade la calidadde los zumosde naranjacomercialespor inactivaciónde la

pectinesterasamedianteel tratamientoconCO2 superorítico.

y
/
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PLAN DE TRABAJO

El desarrollodel trabajoha incluido las siguientesetapas:

- estimaciónde la composiciónen triglicéridosde la grasade lechede oveja, cabra

y vaca mediantecromatografialíquida de alta eficacia en combinacióncon la

aplicaciónde modelosmatemáticosy cromatografiade gases,

- aplicaciónde la extraccióncon CO2 en condicionessupercriticasa la extracción

decolesteroly modificaciónde la grasapresenteen la nata,

- estimaciónde las distintasfamilias de compuestoslipídicospor espectroscopiade

resonanciamagnéticanucleardel
13C.

- desarrolloy optimizaciónde métodosanáliticos, cromatografialíquida de alta

eficacia, para la determinaciónde los esterolesy escualeno,y su aplicaciónal

análisisde los destiladosde la desodorizaciónde aceitesde oliva y girasol,

- aplicaciónde la extraccióncon CO
2 en condicionessupercriticasa la extracción

de escualenode los destiladosde la desodoxizaciónde aceitesde oliva y girasol,

- tratamientocon CO2 en condicionessupercríticasdel zumo de naranjaparala

inactivaciónde la pectinesterasay estudiode la modificaciónde la turbídezy el

color.

fi
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Capitulo 2. Aplicación o la extracción de grasa láctea de nata.

2.1- INTRODUCCIÓN

21.1-Lípidos

No existeunadefinición satisfactoriauniversalmenteaceptadasobrela palabra“lípido

En general se describenlos lípidos como aquellos compuestosque son solubles en

disolventes orgánicos como cloroformo, éteres y alcoholes, lo que incluye a los

esteroides,carotenoides,terpenos y ácidos biliares junto a los ácidos grasos y los

acilgliceroles.Últimamentese consideraque este criterio de clasificación es bastante

vagoy sirve mejor paradistinguir entretípicos lípidos y los típicosglúcidos y proteínas,

dejandobastantescasosde clasificacióndudosa.

Hay autoresque definenlos lípidos comolos ácidosgrasosy susderivadoso sustancias

relacionadasbiosintéticao funcionalmente(Christie, 1989, Gunstoney Herslót 1992).

Esta definición incluye la mayoríade los compuestosconocidostradicionalmentecomo

lípidos, se incluyen los ésteresde esteroles,pero no los esteroleslibres. Si tenemosen

cuentaestasegundadefiniciónpodemosdividir los lípidos endos grupos:

lípidos simples aquellosque tras la saponificacióndan comoproductosdos compuestos

por mol como mucho (ácidos grasos, glicerol, etc), como son los triglicéridos o los

ésteresde colesterol,

lípidos complejos si producen tres o más compuestos por mol inicial tras la

saponificación,como los fosfolípidos y glicolípidos. Fosfolípidosy glicolípidos pueden

dividirse tambiénen glicero-y esfmgolípidos.

2.1.1.1-Ácidos 2rasos

Los ácidos grasos son lípidos presentesen plantas, animalesy microorganismosque

contienencadenasde átomosde carbonounidasa un grupo carboxílico en un extremo.
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Capitulo 2- Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Puedencontenerdoblesenlaces(cis o ¿srans),ramificaciones,otros gruposfuncionalesy

generalmenteson de cadenapar. Según el númerode insaturacionesse clasifican en

saturados,monoy poliinsaturados.

2.1,1.1.1-Ácidosgrasossaturados

Existen en la naturalezaácidosgrasossaturadosde 2 a 36 átomosde carbono,siendolos

másabundanteslos de 14, 16 y 18 carbonos.Los ácidos de cadenalineal siguen la

fórmula:

CH4CHzL1COOH

Los ácidosgrasossaturadosde 12 o más átomosde carbonoson sólidosa temperatura

ambiente,conmenosátomossepresentanenestadolíquido.

2.1.1.1.2-Ácidosgrasosmonoinsaturados

Estos ácidosgrasoscontienenun único dobleenlaceen su estructura.Estedoble enlace

puede estar en diferentes posiciones en la cadena carbonada y presentar las

configuracionescís o írans. La fórmula generalse correspondecon la siguiente:

CHs(CHztCH#ZH(CHz)nCOOH

Los ácidosc/s-monoenoicoscon 18 carbonoso menostienenpuntosde fusiónpor debajo

de la temperaturaambiente,los isómerostransposeenpuntosde fusión algo superiores.

La presenciade insaturacionesprovocaunamayor susceptibilidada la oxidaciónquelos

ácidossaturados.

it
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa lactea de nata.

2.1.1.1.3-Ácidosgrasospoliinsaturados

Estos ácidos grasosposeenmásde un doble enlaceen la cadenacarbonada.Pueden

subdividirseen variasfamilias de acuerdoa suprocedenciadesdeun precursorespecífico

de su biosíntesis.Cadauna de estasfamilias contienedesde2 hastaun máximo de 6

doblesenlacesseparadospor grupos metilénicosy unamismaestructuraterminal. Estas

familias son principalmentelas de los ácidos(n-9), (n-6) y (n-3), segúnla posiciónde la

última insaturaciónrespectoal final de la cadena.De especialimportanciason los ácidos

de la familia (n-3), como el ácido ct-linolénico, por ser esencialesen la dieta animal y

humana.Por otra parte, seha comprobadoque los ácidos de la familia (n-3) reducenel

desarrollode tumoracionescomoel cáncerde mama(Colí Hellín, 1988).

ácidocx-linolénico

En general,los ácidosgrasospoliinsaturadosson de bajo punto de fusión y son de más

fácil deterioropor oxidacióno autooxidación.

2.1.1.1.4-Ácidosgrasosramificados

Los ácidosgrasosramificadosse encuentranampliamentedistrubuidosen la naturaleza,
ti

pero comocomponentesminoritarios exceptoen bacterias.Generalmentela ramificación
‘ti’
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata,

consisteen un solo grupometilo en el penúltimo(1w) o antepenúltimo(ante¡so) átomode

carbono.

OH

o

ácido /so-pentadecanoico

o

ácidoante/so-margárico

2.1.1.1.5-Ácidosgrasoscon otros gruposfuncionales

De entrelos hidroxiácidosesparticularmenteimportanteel ácido araquidónicoy el grupo

de los eicosanoidespor ser intermediosen la síntesisde prostanoides.Tambiénexisten

ácidosgrasoscongruposfuranoides,ciclopropanos,ciclopentanosy ciclohexanos.

2.1.1.2-Lípidossimples

2.1,1.2.1-Trigilcéridosy compuestosrelacionados

Los triglicéridos (o triacilgliceroles)son compuestosformadosa partir de una molécula

de glice¡’ol en la que cadag¡’upo hidroxilo está esterificadopor un ácido graso. En la
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

naturalezason biosintetizadospor sistemasenzimáticos, lo que determinaque esté

presenteunode los isómeros,

(a-’l)cHoocR

R’ COO

(a’ 3) C H2000R”

triacil-sn-glicerol

La mayoríade grasasy aceitesde animalesy plantasconsistencasi exclusivamenteen

triglicéridos. En aceitesvegetalessuelehabertriglicéridoscompuestospor ácidosgrasos

insaturados,en grasasanimalescomo el tejido adiposopredominanácidos de cadena

larga (16 y 18 carbonos)y en la grasa láctea ácidos de cadenacorta. Las grasasde

pescadoy de mamíferosmarinoscontienenen su fraccióntriglicérica altasproporciones

de ácidosgrasospoliinsaturadosde 20 y 22 átomosde carbono,

Los mono y diglicéridoscontienenunoy dos moles de ácidosgrasospor mol de glicerol

respectivamente,y frente a los triglicéridos son minoritariosen la naturaleza.Aparecen

como intermedios en la biosíntesisde triglicéridos y otros lípidos, y también en la

hidrólisis de éstos.

2.1.1.2.2-Esteresde esteroles

Los esterolespuedenesterificarsecon los ácidos grasosdandolugar a los ésteresde

esteroles.En las plantasseencuentranésteresde f3-sitosterol, ergosterol,estigmasterol,

etc., y en animalespredominanlos ésteresde colesterol.

1
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Capitulo 2 Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata

2.1.1.2.3-Otroslípidos simples

Entre otros lípidos simples de menos interés en nuestro estudio podemoscitar los

alquildiacilglicerolesy plasmalógenosneutros,y los ésteresde ceras,

Los alquildiacilgliceroles están formados por sustitución de un ácido graso de un

triglicérido por unacadenaalquilicamedianteun enlaceéter,Los plasmalógenosneutros

contienenun enlace viniléter con la configuracióncis y se han detectadoen algunos

tejidosde origen animal enbajascantidades.

CH2OCH=CHR’
R”COOc!II

CII2OH

plasmalógenoneutro

Entre los ésteresde ceras más comunes se encuentran aquellos formados por la

esterificación de un ácido graso con alcoholes grasos de longitudes similares, Se

encuentrantanto en vegetalescomo en animalesy microorganismos,y con diferentes

funciones.

2.1.1.3-Lípidos complejos

2.1.1.3.1-Glicerofosfolípidos

Son compuestoscon la estructurade l,2-diacil-sn-glicerol-3-fOsfatOo ácido fosfatídico,

en los queal grupofosfato seuneun grupopolar. Seagrupanen familias dependiendode

la basea la queestáunido el resto de ácido fosfórico. La fosfatidilcolina, comunimente
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

llamada lecitina, es el lípido más abundanteen las membranasde tejidos animales,

tambiénapareceen membranasde vegetalesy, en algunoscasos,de microorganismos.

colina
CH 2000R _____________

R’COOCH o CH3

CH2 —O — P —O — CH2 — CH2— N — CH3
O CH3

diglicérido á. fosfórico

fosfatidilcolina

Entre otros glicerofosfolípidos pueden citarse el fosfatidilglicerol, encontrado en

cloroplastos,difosfatidilglicerol(o cardiolipina),en las mitocondriasdel tejido muscular,

fosfatidiletanolamina(o cefalina), fosfatidilserinay fosfatidilinositol. Cadaclasede las

nombradasanteriormentetiene una composicióndistintiva en ácidos grasossegúnel

tejido al que pertenezcan,aunquegeneralmentelos ácidos saturadosse encuentranen

posiciónsn-l y los insaturadosen sn-2.

2.1.1.3.2-Gliceroglicolipidos

Los tejidos vegetalesson especialmentericos en lípidos en los que los l,2-diacil-sn-

glicerolesestánunidosa un glúcido en la posiciónsn-3 medianteenlaceglicosídico.Los

principales son el mono y digalactosildiacilglicerOl,el primero de ellos también se

encuentraen pequeñascantidadesen el tejido nerviosode algunasespeciesanimalesy

ambosson importantesen la composiciónde los cloroplastos.

ti
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

¶1~II2OCOR’ L2OH

R”COO¶H

digalactosildiacilglicerol

2.1.1.3.3-Esfingolípidos

La característicafundamentalde estos lípidos es que estánformadospor una base de

cadenalarga(12 a 22 carbonos)hidroxilada,conun dobleenlacetransen la posición4 y

unida a un ácido graso, siendola esfingosinala basemásabundante.Se encuentranen

animales,plantasy microorganisinos.

Las cerarnidascontienenun ácido grasounido al grupo amino de la basemedianteun

enlace amida y se encuentranen los tejidos como intermedios en la síntesis de

esfingolipidoscomplejoso de su degradación.La esfmgomielinaes una ceraniidaque ¡

incorporafosforilcolina en sumoléculay esuno de los lípidos másimportantesdel tejido

nerviosode los animales,Los cerebrósidossonglicoesfmgolípidosya queincorporana la

estructurade la ceramidaglucosao galactosay seencuentranprincipalmenteentre los
ti
1

lípidos del cerebro. Los gangliósidos son oligoglicosilceramidas muy complejas, it
conteniendoácido siálico, glucosa,galactosay galactosaminay aparecenprincipalmente

en célulasganglionaresdel sistemanei’vioso central. A

31
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CapItulo 2 Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

OH

esfin gosin a

o

01’1 o OH
CHON

12 0 2

NHt

O

galactosa

á. graso

galactosilceramida

2. 1 . 1 .4- Composiciónde la fi’acción insaponificable

En estegrupo se incluye unaseriede compuestosqueno seconsideranlípidos, peroque

se caracterizanpor serhidrocarburoso derivadosoxigenadosde éstos,son liposolublesy

presentanafinidadesmarcadasconlos lípidos.

De una parte, aparecenhidrocarburossaturadosacíclicos en pequeñaproporción en la

fracción insaponificable;sin embargo,la mayor partede los compuestospertenecen,por

su forma de originarse,a unaseriede productosnaturalesque alcanzauna extraordinaria

diversificación estructural y en la cual se encuentranrepresentantesde destacada

significación biológica. Es el grupo de los isoprenoideso poliprenos, que se pueden

considerarresultantesde la polimerizaciónde un hidrocarburobásico de 5 átomosde

carbono,el isopreno.

Isopreno

1
p/

/t

Él
it2

~Ii~
A
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

La agregaciónde gruposisoprénicosoriginasustanciasquerecibennombresrelacionados

con la denominaciónterpenos.

2.1.1.4.1-Monoterpenos,sesquiterpenosy diterpenos

Son sustanciasque abundanespecialmenteen vegetales,sobretodo en esencias,ya que

suelenser de elevadavolatilidad, y en resinasy bálsamos.El fitol es un diterpenoque

forma partede la estructurade la clorofila, esconstituyentede las vitaminas liposolubles

E (tocoferoles)y K, y estámuy relacionadoen suestructuraconla de la vitaminaA.

HO.

c¿-tocoferol

2.1.1.4.2-Triterpenos

Estánconstituidospor 6 unidadesisoprenoidesy seencuentranen aceitesde pescadoy

vegetales,resinasy saponinas.

Un triterpenono cíclico muy importantees el escualeno,que se aíslafundamentalmente

del insaponificablede aceitesde hígado de pecesóseoso cartilaginosos.Su importancia

reside en su papel de producto intermedioen la síntesisde los restantestriterpenos

cíclicosy de los esteroides.

33
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

2.1.1,4.3-Carotenoides

Los carotenoidesson compuestosprofusamenterepartidosentre los vegetales,tambiénse

encuentranen animalesy microorganismos.Los carotenos(a, ~3y ‘y~ poseenuno o dos

ciclos en los extremosde la moléculay suescisiónpor el dobleenlacecentralda lugar a

la formacióndevitaminaA.

Existen muchos derivados oxigenadosde los carotenoides,como la xantofila y el

licoxanteno,tambiénsehandescritoderivadoscetónicos,ácidos,aldehídosy epóxidos.

2.1.1.4.4-Esteroides

El grupo de los esteroidescomprendelas sustanciasnaturalesderivadasestructuralmente

del ciclopentanoperhidrofenantrenO.Estassustanciasenglobana compuestoscomo los

escualeno

~-caroteno

34
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Capitulo 2 Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

esteroles,ácidosbiliares, estrógenos,andrógenos,gestágenos,corticoides,vitaminasdel

grupoD, etc.

Los esterolesposeenuna cadenalateral en el carbono17 y

frecuentemente se encuentran esterificados con ácidos

minoritariospero seencuentranen casi todos los organismos.

en casi todaslas grasasde origenanimal.

HO

un hidroxilo en 3, y muy

grasos, Son compuestos

El colesterolse encuentra

colesterol

Los esteroles presentes en organismosvegetales reciben el nombre genérico de

fitosteroles,comolo sonel estigmasterol,campesterol,j3-sitosterol,etc.

21.2- Composiciónde la leche

La leche esun sistemacoloidal constituidopor unasoluciónacuosade lactosa,salesy

otrosmuchoselementosen estadode disolución,en dondese encuentranlasproteínasen

estadode suspensióny la materiagrasaen estadode emulsión.En la tabla siguientese

muestranlos valoresaproximadosen quese encuentranlos componentesde la lechede

vaca (Riel, 1991); la composiciónexactade unamuestrade leche varía en función de

múltiples factoresy únicamentese puedeconocermediantesuanálisis.

35
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Componentes

mayoritarios:

Agua 86,9%

Materiasgrasas 3,9%

Proteínasy sustanciasnitrogenadasno proteicas 3,2%

Glúcidos 5,1%

Sales 0,9%

Componentes

minoritarios:

Enzimas 4
Vitaminas

Pigmentos(carotenos,xantofilas,riboflavina)

Células diversas (células epiteliales, leucocitos,

bacterias,levaduras,mohos)

Otros elementos (dióxido de carbono, oxígeno,

nitrógenoy otrosgases)

Sustanciasextrañas

2.1,2.1-Composiciónde la grasaláctea
2>34

La composiciónde la grasalácteaesmuy complejay muy variable.Lasvariacionesen su

composición se deben fundamentalmentea la especiede animal que se trate, raza,
322
ti>Jtindividuo, alimentación,estacióndel año, edady periodode lactación.

La materiagrasaseencuentraen la lecheformandoglóbulos esféricossuspendidosen la

faseacuosadel suero. El diámetrode éstosvaria entre2 y 10 I.un. Un glóbulo grasoes

unamasade triglicéridosenvueltaen unamembranalipoproteica,membranaqueposee
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

un espesorde cercade 0,005 xm en el caso de un glóbulo graso de 5 gm (Veisseyre,

1980). SegúnVeisseyre(1980)y Riel (1991) los triglicéridosmásinsaturadosy los que

tienen un peso molecular más bajo, están situados en el centro del glóbulo,

probablementeporque son líquidosy así quedanretenidospor los glicéridossólidos que

se localizanen la periferia. Los fosfolípidos, al ser anfifilos, estabilizanlos glóbulosy

estánen cantidadsuficientecomoparaformarunacapamono-molecularen la superficie

de todos los glóbulosgrasos.La partepolarseorientahacia la faseacuosay el segmento

apolarhacia la faselipídica. Las globulinasquetambiénexistenen las membranasy la 4~

cargatotal del glóbulo graso,quees negativa,contribuyena mantenerla estabilidaddel

glóbulo en emulsión.Además, la membranacontienepequeñascantidadesde mono y
¿JI

diglicéridos, carotenoides,colesterol, metales (hierro, cobre, magnesioy zinc), agua

ligaday enzimas(fosfatasaalcalinay xantina oxidasa)La figura 2.1.2.1 representa,de
it

forma esquemática,la composicióndel glóbulograso.

1’
,2¿

6/ti
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

5

Figura2.1.2.1. Estructurade un glóbulograso

1: triglicéridos insaturadosy de bajo peso molecular; 2: triglicéridos sólidos’ 3:

fosfolípidos;4: lipoproteinas,enzimas,aglutininas;5: cargaseléctricas.
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Capítulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

SegúnGunstoney col. (1986),la composicióndel glóbulo grasode la lechede vacaes la

siguiente:

ComponenteLipídico

Carotenoides

Escualeno

Ésteres de Colesterol

Triglicéridos

Ácidos Grasos Libres

Colesterol

Diglicéridos

Monoglicéridos

Fosfoipidos

Lípidos de Membrana Total en el Glóbulo Graso

(%) (%

)

0,45

0,61

0,79

53,4

6,3

5,2

8,1

4,7

20,4

ti.

ti.

tr

97-98

0,10-0,44

0,22-0,41

0,28-0,59

0,016-0,038

0,2-1,0

U
>4

y.

22~

La composición en ácidos grasosde la grasa láctea (tanto los que constituyen los

triglicéridos, queson la mayoría,como los que seencuentranlibres) es máscomplejaque

la de los aceitesvegetales.Este complejidadsedebea varios factores(Walstray Jennes,

1984),que incluyen:

a) ácidos grasosprocedentesde la grasade la dieta y que llegan a la glándula

mamaria a través de la sangrey la linfa. En su mayoria son de 16 o másátomosde

carbono,

b) ácidosgrasossintetizadosen la glándulamamaria.Son ácidosdecadenacortay

inedia, mirísitcoy partede palmítico. Además,las célulasmamariasde rumiantesposeen

unaalta actividaddesaturasaqueinsaturalos ácidosesteáricoy palmítico.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

c) microorganismosen el rumen, que hidrogenantotal o parcialmenteácidos

grasos de 18 carbonosde los alimentos consumidos,por lo que introducenisómeros

posicionalesy geométricosde ácidos grasosmonoinsaturadosy tambiénácidos grasos

ramificadosen el total de la composiciónde ácidosgrasos. 4>

22>

SegúnGunstoney col. (1986) la grasaláctea es la mezclagrasade origen naturalmás

complejadebido a su composiciónen ácidosgrasosy, por tanto, en triglicéridos. Se han
U

caracterizadoalrededorde 500 ácidos grasos, siendo unos 15 mayoritariosy existen

numerososisómerosmonoy poliinsaturadosy ramificados. ¿2

itÉ
41

Los estudiosde Breckenbridgey col. (1969),Marai y col. (1969)y Parodi(1982), sobre

la distribución posicionalen los triglicéridosde los ácidos grasosmayoritarios indican

que los ácidos butírico y caproico se encuentran siempre en la posición sn-3 del

triglicérido. Los ácidos caprilicoy cápricoy los insaturadosde 18 átomosdecarbonose

unenpreferentementeen la mismaposiciónque los anteriores,pero no exclusivamente.

Otros ácidosgrasostambiéntienenposicionespreferentesparala esterificación,como los

ácidosláurico y mirístico en la posiciónsn-2y palmítico y esteáricoen la posiciónsn-l.

Coincidiendocon los datosapodadosconAnifantakis(1986), estetipo de distribuciónes

comúna casi todaslas lechesde mamíferos,incluyendolas de ovejay cabra,

it4
La grasa láctea también contiene lecitinas, cefalinas, esfingomielinasy trazas de
cerebrósidos.El contenidototal de estoscompuestosen la lechees de alrededorde un

0,03%, esdecir, aproximadamenteun 1% de los lípidos totalesen leche. La contribución

de las lecitinas es del 60%, la de las cefalinasdel 30% y la de las esfmgomielinasdel Ii
10%. El contenidode la lecheen cerebrósidosno superael 0,002%(Riel, 1991).

itt’
>21
$2

Los componentesinsaponificablessuponenun 0,4% de la masa de materia grasa.

Cuantitativamente,los esterolesson los compuestosmás importantes,principalmenteel

colesteroly susprecursores,el ergosteroly el 7-dehidrocolesterol.Laexposiciónde estos

1>2
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

últimos a los rayos ultravioleta los transformaen vitaminas del grupo D. Tambiénse

encuentraen la lechelanosteroly escualeno.

Ademásdel colesterolde la fracción lipídica, tambiénhay colesterolen la faseacuosade

la leche en forma de proteino-colesteroly formandocomplejosen la membranade los

glóbulosgrasos.Tienepapelemulsionantey sele atribuyenpropiedadesantilipolíticasde
ji

la leche, jI>

Los tocoferolesson sinónimos de vitamina E, siendoel mayoritario de la leche el a-

tocoferol. Desdeel punto de vista tecnológico,sonantioxidantesnaturalesespecialmente

útiles paraprevenirla oxidaciónde los fosfolípidos.

21.3-(‘omposicióndelas lechesde vaca,ovejay cabra

La producción de leche de oveja y cabra es de gran importancia en algunos paises donde

las condicionesclimáticasno son favorablesparael mantenimientodel ganadovacuno.

La producciónmundial de lechede estasespeciesse sitúaen tercery cuarto lugar tras la

leche de vacay la de búfala. Sin embargo,en algunospaisesdel áreamediterráneala
1

producciónde leche de estasespeciesha revalorizadosu importanciaeconómicacomo

resultadode unamayor aceptacióna nivel mundial de los productosderivadosde éstas.

Estecrecienteinterésha sido evidentesi tenemosen cuentaque los estudiosrealizados

sobre leche de oveja y cabra se handuplicado en la última década,Aún así, los datos

disponiblessobre la composiciónde estasleches son pocos si los comparamoscon los

que seposeende leche de vaca, de mayor interéscomercial y considerandotambiénla

limitación geográficade la producciónde lechede ovejay cabray sucontextotradicional

al que sehanasociado.

41
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

A pesarde la bajaproducciónde leche de oveja y cabraa nivel mundial, son de gran

importanciaen las regionesdel Mediterráneo(Le Jaoueny Toussaint, 1993), Oriente
it
ti?,Próximo, India y Europa del Este. La producción de leche de estas especiesestá 3

encaminadafundamentalmentea la elaboraciónde quesos,pero en algunospaisesse

utiliza tambiénpa;aproduciryogures,mantequillay lechefennentada,y la leche decabra 4~ii

Ittambiénse consumedirectamentecomotal, Otrosproductosque vanaquiriendocadavez 3

másimportanciason aquellosencaminadosasustituirla lechede vacapor lechede cabra

en los casosde apariciónde alergiasa sus proteínaso de malnutrición (Desjeux, 1993,

Hachelafy col, 1993; Razafindrakotoy col, 1993). 1
2)

Este aumentodel estudiode la lechede oveja y cabraha dado comofruto trabajos que

reúnenlos últimos datosaportados,comolos de Ramosy Juárez(1981, 1982, 1986ay b, y=1
ti’>

y 1993), Juárezy Ramos (1984, 1986), Anifantakis (1986), Boyazoglu (1989), Yener

(1989)y Mann (1994).En ellos se comparala composiciónde la lechede estasespecies

conla de vacay la aplicaciónparala obtenciónde productosderivados.

Tal como señalaHaenlein (1995), la composiciónde la leche de oveja y cabTa varía

dentro de un rangomuy amplio debidoa las diferenciasgenéticasentre especies,entie

razasde unamisma especiee incluso entre individuos de unamisma raza,ademásde
tifiotros factores ya citados anteriormente,como oculTe en el caso de la leche de vaca.
y
3,

Remeuf(1993)descubrióquevariantesgenéticasde cabraconducíantambiéna diferente
cantidadde grasaen la leche,Sin embargo,se coincideen indicar el mayorvalor nutritivo

U

.21

de la leche de oveja por tenermayor cantidadde grasa,proteínas,mineralesy sólidos <1
»341

totalesque la lechede vacay cabra,siendoel mismoel contenidode lactosa.La lechede
22

cabra tiene, por lo general, una composiciónmás semejantea la de vaca. Según la

bibliografia consultadapor Juárezy Ramos(1984),la composiciónde la lechede ovejay

cabraes la siguiente:

42
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Capitulo 2. Aplicación a laextracción de grasa láctea de nata.

Oveja Cabra

Sólidos totales 15,8-23,4 11,33-18,68

Lípidos 4,54-12,60 2,84-7,78

Proteínas 4,3-6,77 2,64-5,30

Lactosa 4, 19-5,25 3,91-6,30

Cenizas 0,79-0,95 0,77-0,95

Según los estudiosde Anifantakis (1986) y Ramos y Juárez(1993), al compararlas

lechesde vaca, oveja y cabra, se vio que destacaun mayor contenido de los ácidos

caproico,caprílico, cápricoy láurico en las de cabray oveja(20-25%frente a 10-12%de

la lechede vaca)y de palmítico, esteáricoy oleicoen la de vaca.

21.4. La grasa lácteay los trastornoscardiovasculares

2,1.4.1-Valor nutrutivode la leche

La leche es un alimento nutricionalmentemuy completo, sobre todo en la edad de

crecimiento,ya que aportaproteínasde alto valor biológicoy calcio,y tambiénes rico en

vitaminasA y B. Se puededecirqueesun alimentode muy alto valor nutricional y de un

bajo costeeconómico(Juansolo,1992).

Sin embargo,tras el estudiode Vázquez-Martínez(1992), respectoa la evolución del

consumode ¡echey derivadosen Españahay quedecir queexperimentóun espectacular

aumentoentre 1964 y 1980, descendiendoa partir de entonces.En 1987 el consumode

leche en Españafue de 125,5 kg/año/perSonay continuó descendiendohasta 109,3

kgaño/personaen 1990. Una de las causasde este descensoen el consumoes que se

consideraque la lecheenteray susderivadosson alimentoscon alto contenidoen grasas

ti’

Él
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

saturadasy colesterol,tipo de grasasque se recomiendanlimitar en su consumopor su

relacióncon la apariciónde trastornoscardiovasculares(CosBlanco, 1992).

2. 1.4.2-La grasalácteay los trastornoscardiovasculares

La leche de vaca es popularmenteconocidacomo un alimento con una importante 4
cantidadde colesterol,si bien, no setiene en cuentaque normalmentela lechede mujer 3ji

2’

tiene unacantidadmayor (Pauly Southgate,1978)y queestoúltimo sepuederelacionar

con que el organismodel lactantepuedametabolizarel colesterolde modo másefectivo

(Mott, 1986).

Además de lo dicho anteriormenteacercadel colesterol, la grasa láctease considera

también una grasa saturada,lo que incurre en un uso abusivo de este término. El ¡

porcentajeen que se encuentranlos ácidos grasossaturadosen la grasa de vaca está
g

alrededorde un 60%del total, lo que significaquemás de un tercio de los ácidos grasos

soninsaturados.Se puedeañadirque es muy importanteconocerla diversidadde ácidos

grasossaturadosquepresentala grasaláctea,encontrándoselongitudesde cadenadesde2
21

a 20 carbonos.Los ácidosgrasosde cadenacortay media(2 a 12 átomosde carbono)se

digierenmás rápidamenteque los de cadenalarga y se absorbenpor un mecanismo

diferente, pasandodirectamentea la sangre,evitándoseel pasopor el hígadoy siendo
tu

ademásfuentede energíade éste(Sickinger, 1975). Por tanto, no contribuyenal aumento
it?

de la concentraciónde lípidos en la sangre. ¿
$1

Los efectosadversosde los ácidos grasossaturadosse debenfundamentalmentea que
favorecen la elevación de la concentraciónde colesterol en la sangre. En esta

í>34]

consideracióntambiénsesueledescuidarel hechode que solamentedos de estosácidos

grasosproducen este efecto de forma significativa (mirístico y palmítico). Recientes

estudioshandemostradoque el ácido esteáricono produceestos efectos(Bonanomey
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Grundy, 1988). En resumensepuedeconcluir quesolamenteel 34%de los ácidosgrasos

de la grasalácteatienenactividadhipercolesterolemiante.

Los ácidos grasosmonoinsaturadosseencuentranaproximadamenteen un 32% del total,

siendoel ácido oleico el mayoritario. En un principio se pensó que estos ácidos no

elevabanlos niveles sanguíneosde colesterol,pero que tampococontribuíana hacerlos

disminuir. Recientesestudioshan reevaluadoel efecto sobreel colesterolen sangrede

ellos (Mattsony Grundy, 1985; Orundy, 1986; Mensink y Katan, 1987; Baggio y col.,

1988; Grundyy col., 1988). Estosestudioshan podido concluir que las dietasricas en

ácidosgrasosmonoinsaturadosinducenmenoresnivelesplasmáticosde colesteroly LDL

que dietasaltamentesaturadas,yno producenvariacionesen la trigliceridemiay en los

nivelesde las HDL. En comparacióncon dietas pobresen grasasy ricas en glúcidos se

observó que producíanmenoresvalores de colesterolemiay mayores de HDL. En

conclusión, los beneficios que aportan dietas que contienen ácidos grasos

monoinsaturadosparecenser: en primer lugar disminuyenlos niveles plasmáticosde

colesteroly LDL, incluso cuandola dieta es altamenteenergética.No disminuyenlos

nivelesde HDL, lo quepuedeser ventajoso,ni elevanlos de triglicéridos totales, lo que

sí ocurrecon dietasricas en glúcidos. Finalmente,se oxidancon másdificultad que los

ácidosgrasospoliinsaturados(Gua, 1989).

En lo referido a los ácidos grasospoliinsaturados,hay que decir que la grasa lácteaes

algopobredebidoa la hidrogenaciónque sufrenen el ruinenpor los micíTorganismos.No

se puededecir que la leche seaunade las fuentesmás importantesde ácidos grasos

esenciales.Sin embargo,no se puedepor ello negarque la leche en sí es uno de los

alimentosmásimportantesde la dieta.

Se dice normalmenteque la lechees un alimento con alta concentraciónde colesterol,

aunquecontribuyemodestamenteal colesteroltotal ingerido en la dieta (sólo 55 mg/día

de un total de 500 a 1000 mg/día). Junto a esto hay que considerarque el colesterol

ingerido con los alimentos es solamenteuno de los factores que influyen en la

vi~
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata

concentraciónde colesterolplasmático(Beyneny col., 1987).Sin embargo,estoestáen

entredichoy hay diversidad de opinionessobre la incidenciadel colesterolde la dieta

sobrelos nivelesplasmáticos.

2.1.5-Lasposibilidadesdel usode la grasalácteamod~flcada

Históricamente,la grasa láctea ha sido muy utilizada, ya como leche en sí, nata o

mantequilla.Sin embargo,ha habidounagran disminuciónen suconsumo,sobre todo en

los paisesoccidentales,y es por esto que se están tomando medidas para que los

consumidoresno rechacenlos productoslácteosque contengantoda su grasa.Todoslos

productosde caráctergrasoqueseofrecenen el mercadoestánsiendomenosconsumidos

y coincide,además,que la mantequillaes el máscarode ellos.

La causafundamentalpor la que se rechazala mantequillay la grasalácteaengenerales

por el contenido en ácidos grasos saturadosconsideradoshipercolesterolemiantesy

tambiénpor su contenidoen colesterol.Estos dos factoreshanhecho que este alimento

seatambiénapartadode las dietasque aconsejanlos médicos.

El flavor y la texturade la mantequillason considerablementemejoresque los de otras

grasas,comolas margarinas,queseusancomo sustitutos;pero suspropiedadesfisicas y

reológicas,especialmentela pocacapacidadparauntarsea la temperaturadel frigorífico,

hacen,también,quela mantequillaseapocoatractivaparalos consumidores.

Paraaquellosquedemandanproductosde buenacalidad,de origennaturaly buen sabor,

la mantequilla seguiría siendoesencialen la dieta, pero otras veces el consumidorse

decantapor productos de mezcla de mantequilla con aceitesvegetalesparcialmente

hidrogenadospara procurar una mayor untabilidad. Sin embargo, estas mezclas,

realizadassegúnla tecnologíade las margarinas,presentanalgunos problemas en el

sentidotecnológicoy tambiéncientífico. Los productosbajos en grasapresentanmás

46



CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa lactea de nata.

problemas y se relacionan con la inestabilidad de la emulsión y el consiguiente

favorecimientodel crecimientode microorganismos.

Es muy dificil queun único mercadode grasalácteapuedacompensarel descesnsodel

consumode susderivados.Al contrario,pareceque la solución seencuentraenaumentar

el espectrode productos,en la diversificación. Paraqueestose pueda llevar a caboes

necesarioconocera fondo la estructurade la grasalácteay establecerlas propiedadesde

los componentesque la forman. Esteprocesohasido ya llevado conéxito en la fracción

proteicade la lechey seríadeseableque se consiguiesenlos mismosresultadoscon la

grasaláctea.

Unas de las propiedadesmás valoradasde la grasa láctea son sus características

organolépticas,muchomásapreciadasque las de otrasgrasasy aceitescomestiblespara

la elaboración de productos de confitería, bollería y para untar. Sin embargo, en contra de

estasventajasencontramosinconvenientesquehacenquesemodifique estagrasaparasu

consumoy se estudien nuevos métodos de modificación. Entre los inconvenientes

podemoscitar los anteriormentedichos y el precio, que encareceaún máslas formas

procesadasde la grasaláctea.

La complejidad de la composición de la grasa láctea hace posible que pueda ser

modificaday fraccionadapara obtenernuevosderivadoscon característicasfisicas y

organolépticasdiferentesy de gran interés.Los métodosde modificaciónson los citados

a continuación.

2.1.5.1-Adición de otrasgrasas

La mezcla de dos o más grasasestá ampliamentedifúndida en la producción de

margarinasy otrasgrasascomestibles.Estaprácticaesbaratay puederealizarseen las
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industrias lácteas. El mayor inconveniente es la modificación de los caracteres

organolépticos,que no sonpreferidos frente a los de la grasa lácteaoriginal.

2,1.5.2-Fraccionamiento

El fraccionamientopor cristalizaciónseusaampliamentey puedesepararla grasaláctea

en fraccionesmáso menossólidas(Deffense,1993). Existentres métodosque seutilizan

a gran escala:

1. El fraccionamientomediantedisolventesconsisteen la cristalización de la grasaa

partir de disolucionesen disolventescomo hexanoo acetona.Se obtienenbuenas

separaciones,pero el procesoes costosoy sólo se ha demostradorentableen el

fraccionamientodemantecade cacao.Tambiéntiene el inconvenientede la completa

eliminaciónde los disolventes,con la consecuentepérdidade los aromasnaturales.

2. El fraccionamientomediante detergentesse realiza por cristalización de la grasa

fundida al adicionar solucionesdetergentesacuosas.Una centrifugación separala

faseacuosajunto con los cristalesde la faseoleosa.El gran inconvenientede este

métodoes la total eliminaciónde los residuosde detergente.

3. En el fraccionamientoen secola grasasecristalizapor enfriamientoprogresivoy se

separapor filtración a vacio a partir de la grasafundida. Este método no emplea

reactivosquímicos,siendouno de los másadecuados,aunqueespoco selectivo. El

métodoTirtiaux es utilizado a escalaindustrial. Estemétodo esmuy utilizado y es

capazde producir desde 1 hasta5 fraccinesen la grasaláctea anhidra, pero su

principal inconvenientees el tiempo de esperaparaquese completela nucleacióny

crecimientode los cristales,queestáentre8 y 12 h (Tirtiaux, 1976).
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2.1.5.3-Hidrogenación

La hidrogenaciónes particularmenteútil para elaborar grasassemisólidasa partir de

aceites vegetales.La hidrogenaciónse ha usado en la grasaláctea para mejorar el

mantenimientode su calidad, si bien, presentael inconvenientede la formación de

isómerosirans.

2.1.5,4-Interesterificación

La interesterificaciónes el resultadode un reordenamientoal azarde los ácidosgrasosde

una grasa,produciéndoseunanuevamezclade triglicéridos, y variandosuspropiedades

fisicas. Aplicada sobre la grasa láctea, la interesterificaciónproporcionauna mayor

dureza,punto de fusión y contenidoen grasa sólida, Esta técnicaposeepoco interés

porqueserealizaal azar,

2.1.5.5-Biomodificación

La adición de enzimas para la modificación de las grasasconstituye un método de

recienteuso. Normalmenteseutilizan lipasaspara la modificación de aceitesvegetales,

ya que los costessonaltosparasu aplicacióna la grasaláctea.Kemppineny KaIo (1993)

utilizan lipasa de Pseudornonasfluorescenspara la modificación de la grasa láctea y

posteriormenterealizanun fraccionamiento.La interesterificaciónenzimáticatiene tajos

rendimientos.Últimamenteseestudiael empleo del dióxido de carbonosupercríticopara

la obtenciónde triglicéridosestructurados.

2]¶1
2>~
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2.1.5.6-Anlicación de la grasalácteamodificada

Conseguirmantequillasmás fácilesde untar cuandose encuentrana la temperaturadel

frigorífico ha sido una de las primerasaplicaciones.Las mezclascon aceitesvegetales

hansido las solucionesmásampliamenteutilizadas; si a esto añadimosque los aceites

vegetales pueden sometersea diferentes grado de hidrogenación obtenemosuna

diversidad de productos según sus propiedadesfisicas. Para obtener productos

enteramentede origen lácteose 0pta por fraccionarla grasaen tres fraccionesy utilizar

lasde mayory menorpuntode fusión, Tambiénsepuedeusarla mantequillahidrogenada

totalmentepara mezclarla con aceite de girasol y así obtenerun producto bastante

consistenterico en ácidosgrasospoliinsaturados.

Las fracciones de alto punto de fusión se suelen utilizar en productos de bollería,

beneficiándosede la consistenciade esta grasay de su aromay sabor. Las fracciones

liquidas a temperaturaambientepuedenutilizarse paradar consistenciamássuavea la

mantequillay paramejorarla reconstituciónde la lecheenpolvo.

Las fraccionesprovenientesde la grasalácteapuedenutilizarse también en confitería.

Unaaplicación importantees la sustituciónpor grasalácteade la mantecade cacao(más

cara)en la fabricacióndel chocolate.La grasalácteahidrogenadao las fraccionessólidas

puedenser utilizadasparaevitar que los chocolatescon lechesufran unaseparaciónen

dos fasespor rompersela emulsión.Se ha observadoque hastaun 25% de la grasade

algunoschocolateses de origenlácteo.

Sin embargo,el alto precio de la grasalácteaes un obstáculoparael uso de susprocesos

de modificación.Esteproblemasepodríasuperarsi puedenobtenerseproductosdemejor

calidad,
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2.1.6- Tecnologíaspara la obtencióndeproductosbajosen colesterol

2.1.6.1-Métodosmicrobiológicos

Algunos microorganismoscomo los génerosArthrobacter, Bacillus, Brevibacierium,

Corynebacicriurn, ]vlycobacteriurn, Nocardia,Serrat/ay Slrepton2ycespueden convertir

el colesterolen productosinocuoscomoson el dióxido de carbonoy el agua(Aihara y

col., 1988). Estos métodosaún no estántotalmentedesan’olladospara su uso. En las

condiciones estudiadas,la oxidación del colesterol no es completa y se producen

elevadoscontenidosde óxidos de colesterol,que se consideranmásaterogénicosque el

propio colesterol. Existen otros microorganismos,como Eubacter¡um,que reducenel

colesterola coprostanol,metabolitoinocuo, pero la aplicación de éstosmétodos a los

alimentosno essatisfactoria(Beitz y col., 1990).

2.1.6.2-Adsorción

El colesterolpuedeseradsorbidoa partir de grasalácteaanhidrautilizando carbónactivo,

pudiéndoseeliminar hastaun 95%del colesterol.

Otra técnica, propuesta también en 1989 (anónimo), consiste en la formación de

complejosinsolublesconsaponinas.

La 13-ciclodextrmnaesun oligosacáridocíclico de sieteunidadesde glucosa.Su afinidad

por moléculasapolares o de polaridad media permite la formación de fuertes complejos

de inclusión con el colesterol.Bayol y col. (1988), Cully y col. (1990) y Roderbourgy

col. (1990) han conseguidoextraer el colesterol de lípidos o aceites,nata y yema de

huevo mediante B-ciclodextrinas con éxito. Oakenfiill y Sidhu (1992) describenun

método utilizado en Australiaque discurrea bajastemperaturas,habiendouna mínima

afectaciónde los compuestosy pérdidade compuestosvolátiles. Cuandoesteprocesose
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levaa caboen huevoso productoslácteos(lecheo nata)se llegaa eliminarhastaun 80-

0%del colesteroltotal.

ji
2.1.6.3-Manipulaciónde la alimentaciónanimal

¡2]

la habidointentosde alterarlos niveles de colesterolen huevosy sangrede gallina por

aedio de la manipulaciónde la dieta o de aditivos de la alimentaciónanimal. Esto it
ncluye el aumentode las cantidadesde proteína,adición de salvadode avena,pectinas, ¡

ornas,escleroglucanos,ácidonicotínico,grandescantidadesde vitaminasA, C, etc.. En

~mayoríade los casos los resultadosno han sido los esperados.Sim y Bragg (1977)

bservaronque la adición de fitosterolesen la dietade las gallinascontribuíaa rebajarel

olesterol sanguíneo,pero elevabael contenidoen el huevo, debido a que su efecto

nticolesterolemianteera causadopor una inhibición de la absorcióndel colesterolde la ji
.ieta, pero no tenía efectossobre el metabolismodel colesterol.El colesterolno puede

>12

educirseen másde un 15%únicamentemediantela dieta, lo que hacenecesarioemplear
trasmétodos(Saijpauly col., 1994). 1~

2.1.7- Análisisde los ácidosgrasosde los alimentospor cromatografíadegases

a croinatografia of.rece unas grandes posibilidades de separación y posterior

dentificaciónde los ácidosgrasos;másconcretamente,la cromatografíade gasesha sido

~técnicacromatográficaque más ha avanzadoen los últimos añosen el análisis de los

cidosgrasos.

:1 análisis de los ácidos grasospuede dividirse en dos pasos sucesivos,que son la

reparaciónde la muestray la posteriorseparacióncromatográfica.

22>

it

52



Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

2. 1.7.1. Preparaciónde la muestra

La preparaciónde la muestraestáencaminadahaciala formaciónde derivadosvolátiles a

la temperaturadel métodocromatográfico,puestoque la mayoríade los ácidosgrasosno

son volátiles, sería imposible llevar a cabola separación.También,la muestraha de ser

preparadapara conseguirla hidrólisis de los ácidosgrasosde los compuestosa los que

esténesterificados,principalmenteel glicerol. Los derivadosvolátiles más comunmente

utilizadosson los ésteresmetílicos,por sugran sencillezy rapidezde la preparación.Sin

embargo,presentaninconvenientespara el análisis cuantitativo cuandolos compuestos

fonnadosson extremadamentevolátiles, tal es el caso de los ésteresmetílicos de los

ácidos grasos de cadena corta como el butírico, caproico, caprílico, etc.. Otro

inconveniente del uso de ésteres metílicos se refiere al análisis cuantitativo de los ácidos

grasosinsaturados(especialmentelos poliinsaturados),ya que éstosseoxidan fácilmente

en el manejode la muestray sedestruyenen el inyectorpor la altatemperaturanecesaria

mencionado,los ésteresmetílicos de los ácidos grasosson los derivadosmás útiles ypara una rápida volatilización (Shanthay Napolitano, 1992). Pesea todo lo antes ~~111

tambiénmásutilizadoscuandolos inconvenientesse superan(por ejemplo,con un patrón 4 ti1?

interno).

Existenotros métodospara la volatilizaciónde los ácidosgrasosquepuedenproporcionar

mejoresresultadoscuandoéstos se requieren.Puedencitarselos ésteresde butilo para

reducir la volatilidad de los ésteresde los ácidos grasosde cadenacorta, que pueden

mejorarlos factoresde respuestaen un valor de 0,3 (Iverson, 1986). Otros métodosse

utilizan para el análisis de ácidos grasoslibres y esterificadospor separado(Martínez-

Castroy col., 1986; de la Fuentey col., 1993).

El análisis cromatográficoen sí de los ésteresmetílicospuedehacervariar los resultados

de un análisis cuantitativo, que estánen función de que la esterificación haya sido

cuantitativaantesde inyectarla muestraen el cromatógrafode gases.Los factoresa tener

en cuentaparaunareaccióncuantitativason principalmentelos reactivosutilizadosy el
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tiempo necesarioque ha de transcurrirparala esterificacióncompleta.A estohay que

añadirque el método utilizadopuedehacervariar la composiciónde los ácidosoriginales

durantela reacción,aparecernuevosisómerosgeométricosy posicionales,y artefactos

que lleven a confusión en el análisis cualitativo de los ácidos. Algunos estudios

realizados (Sheppard e Iverson, 1975, Bannon y col, 1982a y b) concluyen que no hay un

método ideal entre todos los propuestos,pero que a la vez son todos igualmente

apropiadossi serealizancorrectamente.

Varios investigadoreshanindicadoquelos reactivosquesefundamentanen la utilización

de basesde alcalinosson los más indicadosparaun mejor análisis de ácidosgrasospor

cromatografíade gases(Bannony col,, 1982a;1982b; Craskey Bannon, 1987;Craskey

col., 1988). El método de la potasa metanólica es muy empleado para la

transesterificaciónde los acilglicerolesen ésteresmetílicos. El empleo de estereactivo A1~ 1>
tiene la ventaja de la rapidez y sencillez y de que la reacción puede transcurrir a

•1temperaturaambiente,en talescondicionesla reaccióntranscurrecuantitativamenteen20

mm, siempre que no haya una gran cantidad de ácidos (Utrilla y col., 1976) y sin fi
4 .k

problemasde isomerización.El colesteroly los esfingolípidosnecesitancondicionesmás

drásticaspara la isomerización(Christie, 1982). La reacciónha de llevarse en medio
anhidro, normalmente heptano, para evitar la hidrólisis de los metilésteresy la

3??
consecuente liberación de los ácidos grasos, ya que esto resultada en una cuantifiación [>2?>

por defecto y a temperatura ambiente para que no haya conjugación de las insaturaciones.

En cualquiercaso,el métodoestablecidoha de seguirseestrictamenteparaconseguiruna

reproducibilidady repetividad de éste. Se tendrá en cuenta la temperaturade los

disolventesde extracción,la agitaciónmanualo con instrumentoscomo un generadorde

ultrasonidoso un voríexy cualquierpasoen el métodoque supongaunavariaciónen la

solubilidad o volatilización de los compuestos.La adecuacióndel método deberá

probarseprimero conpatronesde ácidosgrasosde cadenacortao insaturada,queson los

queofrecenresultadosmásvariablesy másdifíciles de reproducir.
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2.1.7.2.Sistemacromatográfico It

La elección de la polaridad de la faseestacionariade una columna capilar de sílice

fundidaesun factor importantede caraa obtenerunabuenaresoluciónde los picosy una

fácil y rápidaidentificaciónde éstosen análisisde rutina. Sin embargo,no constituyeéste

un factor decisivo,como ocurreen las columnasde relleno, ya que, independientemente

de la polaridad de la faselos resultadossuelenserbastantesatisfactorioscuandoel resto

de condicionesdel análisissehanoptimado.El númerode las diversasfasesestacionarias

es bajo silo comparamoscon la mayor diversidadde fasespara las columnasrellenas,

estehechose debea que cubre todaslas necesidadesde los análisisde los ácidosgrasos

(Sidisky y Ridley, 1991). Se debe considerarque, silos resultadoslo permiten, son

preferibles las fasesde menorpolaridad, ya que suelen ser de más larga vida y más

resistentesquelas demayorpolaridad,comopuedenser las metilsiliconas.

La elución de los ésteresmetílicosen las columnasconfasesapolaressigue un ordende

acuerdocon el puntode ebullición, eluyendoen primer lugar los ésteresde menor punto

de ebullición y por último los que lo poseenmayor. Los derivadosinsaturadoseluyen

justo antesde los saturadosde mismalongitud.

La gran desventajade las fasesapolareses la malaresoluciónen la separaciónde ácidos

insaturados;por ejemplo, la elución de los ácidos oleico, linoleico y linolénico puede

versesolapadaentresí, lo mismo puedeocurrir con ácidos de 20 y 22 carbonosen la

cadena.Esto hace preferible utilizar fasesde mayor polaridad, sobre todo teniendoen

cuentala gran importanciaque tienenestos ácidosen la composiciónde los alimentosy

de la lecheentreellos. Las fasesestacionariasque actualmentecuentancon más interés

sonlasde polaridadintermedia,comolos polietilenglicoles.Su aplicacióndestacaparael

análisis de alimentos de origen marino, dada la gran resolución que ofrecen en la

separaciónde los distintosisómerosde ácidosgrasosinsaturados(Ackman, 1986).
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En lasfasespolareso de polaridadmediael orden de eluciónespor puntode ebullición

cuandose trata de ácidos grasosde cadenasaturadalineal, posteriormenteeluyen los

ácidosinsaturadosde igual longitud por ordenascendentede númerode insaturaciones.

Los ácidos con dobles enlacesconjugadoseluyen despuésde sus correspondientesno

conjugados. Los ácidos ramificados eluyen a tiempos más cortos que sus

correspondienteslineales, tanto más cuanto más cerca del carbono col esté la

ramificación,y pararamificacionesiguales(Ackman, 1986).

El sistemade detecciónmásampliamenteutilizadoes el FID (flame ionizationdetector)o

de ionización de llama. Existen otros tipos de detectoresmás completos,perolos datos

queseaportanpuedenser innecesariose insuficientes;tal es el casode la espectrometría

de masas,quesólo con gran experienciapermitediferenciarisómerosinsatu.radosen lo

que serefierea la posicióny configuracióndel dobleenlacey ademásposeeunamenor

sensibilidadqueel detectorde ionizaciónde llama.

Respectoa la grasaláctea y susderivadoshayqueresaltarque,quizás,sonlasgrasasque

más variedadde compuestospresentan;siendolas que suponenun mayor reto para el

análisisde los lípidos que contienen.Los ácidosgrasosvan desde2 hasta26 átomosde

carbono,saturados,monoy poliinsaturados,con isómeroscis y (ram conjugadoso no, y

ácidos lineales y ramificados. Para muestras en las que solamente sea nesesario

identificary cuantificarlos ácidosgrasosesterificados,comotriglicéridos ensu mayoría,

se prefiereutilizar columnasde polaridadintennedia,dandomuy buenosresultados(De

Jongy Badings, 1990). Christie (1989) resaltaque la importanciaeconómicade la grasa

lácteaha sido en parte importantecausantedel avanceproducidoen el análisis de sus

componentes.Así, ha sido posible la identificación de 437 ácidos grasos diferentes,

siendounospocosde ellos de interésnutricionaly únicamenteentre20 y 30 de ellos son

de mayor interésparalos analistas.Tambiénseñalaquepuedenpresentarseproblemasde

caraa la buenaseparaciónde los compuestos,pero las mayoresdificultadesaparecenen

la cuantificación.Losproblemassonun conjuntode los mencionadosanteriormentey son
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principalmente: una transesterificacióncompleta sin pérdidas de compuestos, la

introducciónde la muestraen la columnaevitandodiscriminacionesen las pérdidasde

compuestosen la división de flujo y recomiendaquela programaciónde temperaturasea

tal quelos componentesde la muestraemerjana intervalosde tiempo aproximadamente

iguales.

2.1.8-Análisisde los trigilcéridospor cromatografíalíquida de alta eficacia

La ténicade HPLC en faseinversano acuosatieneunaseriede ventajasen el análisis de

triglicéridos sobreotras técnicascromatográficas.Estasventajashacencadavez másdel

HPLC la técnica de elección en el análisis de los triglicéridos y son las siguientes

(Hamilton, 1986):

(a) existe la posibilidad de separarlos triglicéildos sin necesidadde

formar derivadosni de que se descomponganpor causade altas temperaturas,

comoocurreen los análisispor cromatografíade gases;

(b) se cuantificande modo mássencillo que en cromatografíaen capa

fina;

(c) unavez separados,los componentesde la mezclapuedenrecogerse

paracontrnuarconanálisisposteriores.

El análisis de los triglicéridosde la grasalácteasuponeel mayorreto en lo queserefiere

al análisisde triglicéridos ya que es la muestrade origennaturalmáscompleja.Pattony

Jensen(1975)ya señalaronquedebidoa la complejacomposiciónde los ácidos&asos de

la grasa láctea, prodrían existir 64 x 106 especiesdistintas de triglicéridos. Si

consideramossolamentealrededorde 20 de los ácidos grasos másabundantespodría

1
1~

Kl
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haber8000 especiesmolecularesde triglicéridos , incluyendolos isómerosposicionales.

Es por esto por lo que una muy buena separaciónpor HPLC no consiga a veces ~

separacionesde especiesúnicas,sino, másbien, de moléculasde triglicéridossemejantes

(Christie, 1987).

•1

Los primerosestudiosque establecieronlas basesde la investigacióntal comoselleva a

caboactualmenteenlo referido a separaciónde triglicéridospor HPLC en faseinversano

acuosafueron realizadaspor Wada y col. (1977, 1978). En estosestudiosse pueden

destacardos contribuciones:

(a) la caracterizaciónindividual de cadaespeciemolecularde triglicérido por

mediode lo que sedenominónúmerode partición(NP), siendo,

NP=NC-2XND (2.1)

dondeNC númerode carbonosdel triglicérido, exceptuandolos del glicerol,

ND númerode doblesenlaces,

(b) el establecimientode una relaciónentre el NP de cada triglicérido y el

factorde capacidadk’ de cadauno de los picosdel cromatograma.

De estemodo dedujeronque los triglicéridoseluyenen ordenascendentede NP y que

paratriglicéridoscon un mismoNP eluyenprimero los de mayorND.

El númeroequivalentede carbonos(NEC) fue defmidopor Herslófy col. (1979) segúnla

siguienteecuación:

NEC=NC-a’XND (2.2)

siendoa’ un valorpróximo a 2 dependientedel sistemacromatográfico.
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Aún así, aparecenpares criticos de triglicéridos que poseenlos mismosNEC y ND,

constituyendoun problemaen la identificaciónde lasespecies.Las mezclascomplejasde

triglicéridos, cuyo intervalo de NEC es amplio, son difíciles de analizarpor métodos

isocráticos, por lo que generalmente se realizan mediante gradiente de polaridad

(Robinsony Macrae,1984; Barróny col., 1990).

2.1.8.1. Sistemacromatográfico

El detectordemasao de luz difundidaha sido introducidorecientementeen el análisisde

triglicéridos. Se basaen la evaporaciónde la fasemóvil y la medidade la luz reflejaday

refractadapor las partículassólidas de solutoque seforman,La ventajaprincipal de este

detectores que sepuedeutilizar con gradientesde polaridad,hechoque no era posible

con el detectorde índice de refracción y complicado con el ultravioleta, si bien, la

sensibilidadesmenorquela del detectorUV (Christie, 1991).

La composiciónde la fasemóvil puedevariar segúnel tipo de triglicéridos quesevayana

analizary segúnotrascondicionescromatográficas,comopuedeser el tipo de detectora

emplear.Generalmentese utilizan disolventesno acuosos(Barróny Santa-María,1987).

En lo que se refiere a la faseestacionariainfluye la polaridad de la fase, tamañode

partículay longitud de columna. De las columnasestudiadas,las de octadecilsíliceson

las de mejoresresultados(Goiffon y col., 1981; Podhalay Tóregard, 1982; Deffense,

1984; Barróny col., 1987).

2.1.8.2.Análisiscuali-cantitativo

Unadificultada la horadel análisiscualitativode la muestrasedebea queexistenpocos

triglicéridos mixtos en estado puro que puedan ser utilizados como patrones para la
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identificación. Para realizar esta identificación de las especies moleculares de

triglicéridosseparadospor HPLC sehanestudiadorelacionesentreel tiempo deretención

y el númerode partición (Waday col., 1977; 1978),el númeroequivalentede carbonos

(Herslófy col., 1979, Frede, 1986),y la longitud de cadenaequivalente(Goiffon y col.,

1981), según la cual existe una relación lineal entre el logk’ y las longitudes e

insaturacionesdecadaácidograsointegrantede cadatriglicérido, cumpliéndoseque:

logk’=K+CMIA —c<¿~ d~ + C15l8 — cdfldB + Cicle — CdCdc (2.3)

siendoK la ordenadaen el origen,

A, B y C los ácidosgrasoscomponentesdel triglicérido,

/ía longitudde cadenade cadaácidograso,

del númerode doblesenlacesde cadaácido graso,

ci,, los coeficientesde cadavariableindependiente,

El métodode EI-Hadmyy Perkins(1981) sebasaen el cálculo del TCN (número teórico

de carbonos). Éste puede ser determinadopara cualquier triglicérido a partir de la

regresiónlineal del logk frente al NC de su correspondientetriglicérido saturadopor

interpolaciónde su logk’. De este modo cualquiertriglicérido saturadoposeeun TCN

coincidentecon su NC y con su NEC. El factor U¡ se utiliza para calcular el TCN de
*

triglicéridosinsaturadosy secalculaexperimentalmenteapartir de la diferenciaenel NP

de patronesinsaturadosy suscorrespondientessaturadostras la interpolaciónde su logk’.

El procesose lleva a cabocon el cálculode las siguientesecuaciones:

log k’ = a + bNPt~, (2.4)

log k’ = a + bNPt~~, (2.5)

3

~Uj NP;, -NIj~0~, (2.6)
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3

TCN= NPJ, Xu,. (2.7)

*

siendoNP = NC paratriglicéridossaturados;en el casode insaturadosseobtiene

experimentalmenteporinterpolación.

Otros trabajos,como el de Takahashiy col. (1988),proponenlas siguientesecuaciones

parala estimaciónde los triglicéridos:

logk ‘MB = 2/3 logk ‘u.,~, + 1/3 logk 8DB (2.8)

logk ‘ABC = 1/3 logk ‘t~AA + 1/3 logk 888 + 1/3 logk ‘~c~ (2.9)

siendoA, B y C los ácidosgrasosquecomponenun triglicérido.

La complejidad de la composiciónen triglicéridos de la grasa láctea hace que la

resolución cromatográfica y eJ análisis cualitativo sean más difícilesque enotrasgrasasy

aceites. Por ello se realizan acoplamientos entre dos o más técnicas analíticas como son

HPLC y OC (BalTón y col, 1990, Maniongui y col., 1991).

En este trabajo se ha conseguido una mejor estimación de la composición en

tríglícéridos de la grasa láctea por combinación de HPLC y OC, y de modelos

matemáticos basados en el cálculo del NEC (a partir de NC y ND,y de NC y ND

de cada ácido graso integrante de cada triglicérido), y del propuestopor Takahashi

y col. (1988).

4
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21.9-Espectroscopiade resonanciamagnéticanuclearde ‘3C de alta resolución

en lípidos

La resonanciamagnéticanuclearha tenido un usomuy Iñnitadoen el análisisde grasasy

aceitesnaturaleshastarecientemente,probablementedebidoa la carenciade información

básicade la materiay al elevadocostede los equipos.

El uso de la RMN de protón(‘H) ha sido muy limitado por aportarun númeropequeño

de señales,dando poca información, aunqueexisten trabajos que utilizan su mayor

sensibilidad para la determinación de compuestos minoritarios, como los diglicéridos en

aceites vegetales y la combinación con la ‘3C-RMN para realizar correlaciones

heteronuclearesbidimensionales{Sacchi y col., 1991). Otros trabajosse basanen la

mejor y rápida cuantificación de la ~I-l-RMNpara cuantificar los mono-, di- y

triglicéridospor separadoa pesarde que puedehabersolapamientode señaleso en una

tápida caracterizaciónde extractos lipídicos (Sparling y col., 1989; Szey Jardetzky,

1990; Polleselloy col, 1991). Sin embargo,la ‘3C-RMN estáadquiriendoimportancia,

los equiposactualesllegan a ser de 300 MHz o mejoresy, a pesarde su coste,son más

asequibles, y su mayor resolución es una herramienta más útil para la caracterización de

mezclasde triglicéridos(1-lendersony col., 1994).

En la tabla 2,1.9 sepresentanlos desplazamientosquímicos de los gruposfuncionales

máscomunesen lípidos (Pretschy col,, 1976;Levy y col,, 1980).

Tabla2.1.9.Desplazamientosquímicosmáscomunesen lípidos.

GrupoFuncional 8(ppm)

H
3C-C 0-30

C-C~C 0-30

C-C=C 10-40

C-CI-12-C 10-70

20-100
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tabla2.1.9(contuniación

)

C-0H2-COX (X:C,O,N> 30-60

C-CH2-O 58-92

CH2-O-P-O 60-80

80-160

C-COX (X:C,O,N) 165-180

C-COOH 175-185

(continuación)

Se poseeeactualmentecadavez más información sobre los desplazamientosquímicos

usandoespecies moleculares individuales, como el linolenatode metilo representadoen

la figura 2.1.9, Esto se puede aplicar a espectros más complejos de muestras naturales

(Gunstone, 1993a; 1993c; 1994), aunque la optimización de los parámetros de

adquisicióny procesadode los espectrosparareduciret tiempo de las experiencias,y la

comparaciónde los resultadoscon los obtenidospor los métodosde rutina aúnestánen

lasprimerasfases(Sacchiy col., 1992).

2.1.9.1-Estudiodelagrasaláctea

La grasalácteatiene comocaracterísticael contenerácidosgrasosde cadenacorta, que

producenseñalesde RMN muy característicasy diferentesa las de los ácidosde cadena

mediay larga, ademásde que su solapamientosueleser menor, Utilizando los datosde

las intensidadespuedesabersela composiciónmolar porcentualde los ácidos butírico,

caproico, caprílico, monoinsaturados,poliinsaturados,y diferenciar la presencia de

isómerosté y tt’ans, Existen tablasqueaportandatosde desplazamientoquímicode los

carbonosCl-C3 y wl-w3 (que son los másdefinitoriosa la hora de distinguir los ácidos

grasosde cadenacorta) y de otros carbonosde interés en grasa láctea como son los

olefinicos y alílicos (Gunstone, 1993b). Este mismo trabajo realiza un análisis de

diferentesgrasasanimales, vegetalesy fórmulas infantiles para detectaradiciones de
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Figura 2.1.9. Espectro de ‘3C.RMN del linolenato de metilo en CDCI
3 con TMS como

patrón interno (Cliristie, 1990). DespazilmidlitOS químicos: C”1, 174,16; C-16, 131,92;
C-9, 130,24; C-12/13, 128,29; C.10, 127,8; C.15,127,18; -O-CH3, 51,36; C-2, 34,11;

20,60; C-18, 14,29.
C-7,29,63; C-415/6, 29,21 a 29,18 C-s, 27,25; C-11, 25,68; C-t4, 25,58; C-3, 24,99; C-17,

TMS

CDCI3
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Caplí’u/o 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata,

grasaláctea,aceites lánricos, grasaparcialmentehidrogenaday ácidospoliinsaturados,

sin embargopresentalos resultadosde manerasemicuantitativa.

2.1,9.2-Estudiode aceitesvegetales

Los compuestosde mayor interésy sencillez de identificación y cuantificaciónson los

ácidos grasos insaturadostras la asignaciónde los carbonosolefinicos, alilícos y

divinilmetilénicos.Tambíensepuedencuantificarlos ácidosgrasoslibres separadamente

de los esterificadosy los compuestosde la fracción insaponificable.La mayorfa de los

estudios se han realizado para detectar mezclas de aceites de oliva vírgenes y refinados

(Sacchíy col., 1990), determinaciónde diglicéridos (Sacchiy col., 1991), distribución

posicionalde los ácidos grasos de los triglicéridos de aceite de oliva (Saechíy col.,

1992),quepretendeutilizar la RMN paradetectarmezclasde aceitesde oliva virgen con

aceitesesterificadossintéticamenteevitandoprocedimientosquímicosparala preparación

de la muestra.El trabajo de Zamoray ccl, (1994) consistió en la caracterizaciónde la

fracción insaponificablede aceitesde oliva y orujo de ojiva, aportandodatos sobre los

desplazamientosquímicosdel escualeno,esterolesy alcoholestriterpénicos.Los métodos

de resonanciapueden ser muy útiles para usarlos como referencia en métodos

enzimáticosde rutina, pero no como métodos de rutina debido a la duración de las

experienciasy, sobretodo, al costerequeridode los equipos.

Otrosestudiosse encaminana la caracterizaciónde aceitesricos en ácidosgrasosde uso

en fabricación de pinturas,plásticos,síntesisquímica o estudiosmetabólicos,como el

trabajode Neff y col. (1993) para la caracterizaciónde áceitesde semillasde Vernonia

galarnensisy Crepisalpina, ricos enácidosvernólicoy crepénicorespectivamente.
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2.1.9.3-Estudiode aceitesde pescado

Los aceitesde pescadosmásestudiadoshansido los de salmón(Aursandy col., 1993) y

atún (Sacchi y col., 1993), ya que son ricos en ácidos eicosapentaenoicoy

docosahexaenoico,ácidosgrasospoliinsaturadosde la familia (n-3). Estosácidosgrasos

presentanseñalescon desplazamientosquímicoscaracterísticosen las regionesolefinicas

y carbonílicas,y al presentarseen altacantidadpuedenser cuantificadosy comparados

satisfactoriamentecon métodosconvencionalesde análisis como la OC. Sacchi y col.

(1993) ademásrealizan unacaracterizacióndel aceite del atún y cuantificanlos ácidos

grasos libres, la distribución posicional ct-~ de los ácidos grasos poliinsaturados

esterificadosa glicerol y la concentraciónde fosfolípidos.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de traía

ESTIMACIÓN DE LA COMPOSICIÓN EN TRIGLICÉRIUOS DE LA GRASA

LÁCTEA

2.2- MATERIALES Y METODOS

221- Preparaciónde la muestra

La leche cruda de oveja fue proporcionadapor el Complejo Agropecuario de la

Zomunidadde Madridsituadoen Aranjuez.

a extracciónde la natase lleva a cabocalentandola lecheen un bailo de aguaa 3 5-40

>C darante 20-30 mm. Posterionnente,la nata se separapor centrifugacióna 20 0C

lurante 30 mm a 3000r.p.m..Los tubos que contienenla lechecentrifugadaseponenen

ma baño de hielo hastaque la nataseha solidificado, recogiéndosey guardándoseen

..ongeladora -20 0C hastasuposterioranálisis.

~a extracciónde los triglicéridos se llevó a cabo según un trabajo de Barrón y col.

1990). Un gramo de nata se depositaen un matraz al que se añadeel disolventede

~xtracciónii-hexano (Panreac),conteniendoBHT (Fluka) como antioxidanteen urna

~oncentraciónde 0.1 mg/mL, en unarelaciónde 10/1 (mL/g). La mezclase homogeniza

rn un bañode ultrasonidosy seintroduceen un embudode decantación,al que seañade

sanol(Panreac)-aguadestilada(80:20, vol/vol) en unarelación3/2 respectoal volumen

Le ii-hexano utilizado. La mezcla se agita enérgicamentey se deja reposarhasta la

.ompletaseparaciónde las fases.La inferior, hidroalcohólica,se lava dos vecescon ti-

iexano.Los lavadosconhexanose añadena la faseorgánicainicial.

4a fracción orgánica se filtra con papel Wathman LPS y se concentraa sequedaden

orrientede nitrógeno.El residuotriglicérico (alrededorde 0,50g) seredisuelveen 2 ml

.e hexanoy sefiltra a travésde membranade tamañodeporo 0,2 Í.mm. Seinyectan 10 j.it
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de la disolución para el análisis por cromatograflalíquida de alta eficacia. Para la

recogidadefraccionesa la salidade la columnaseinyectaronvolúmenesde 20 gL,

2.22- Análisisde triglicéridos de grasalácteapor cromatografíalíquida de alta

eficacia

El método de cromatografialíquida de alta eficacia utilizado para el análisis de los

triglicéridosse basóen uno previamentedesarrolladopor Hierro y col. (1992) y Hierro

(1994). El sistema cromatográficoutilizado consistió en dos bombas modelo 125

(Beckman), un inyector Rheodynemodelo 7125 con un bucle de carga de l0¡.tL, se

utilizaron dos columnasde aceroinoxidable de 25 cm y 15 cm x 4,6 nun de di. rellenas

con SpherisorbODS-2 de 3 hm de diámetro (PhaseSeparations,Synita) conectadasen

serie y termostatizadasen un bañode aguaa una temperaturade 30 0C. Se utilizó un

detectorde masa(ACS 750/14,The Arsenal)conunatemperaturaen el evaporadorde 45

0C y 138 kPa de presión de aire. El aire a presiónera proporcionadopor un compresor

(Mr Control) y posteriormentesecadopor dos trampasde agua.Los vaporesformadosen

el detectoreraneliminadosmedianteun extractor.La detecciónde patrón de tributirina

para el estudio del NEC se realizó bajando la temperaturadel evaporadordel detector

hasta20 0C.

La fase móvil consistió en una elución en gradiente desdeO a 70% (vol/vol) deacetonaen

acetonitrilo(ambosde gradoHPLC) en dosetapas:un inicial aumentolineal de 0,70/o/min

en acetonadurante50 mm seguidode elución isocráticadurantelos siguientes20 mlii, y

un segundoaumentolineal de 0,7%/mm de acetonaen acetonitrilo seguidotambién de

unaelución isocráticade 42 mm hastael final del análisis. El flujo empleado>fue de 0,9

mL/mm y la presiónde 17,2 MPa. El gradientey la adquisiciónde datosprovenientesdel

detectorsecontrolaroncon el programaSystemGoId (Beckman)a travésde unainterfase

modelo406 (Beckman).
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~

1223-Recogidadefracciones

La recolecciónde fraccionesa la salida del sistemacromatográficofue necesariapara

realizarun posterioranálisisde ácidosgrasostras la separaciónpor HPLC, con el fm de

identificar las especiesmolecularesmayoritariasde triglicéridos. El carácterdestructivo

del detectorde masahizo necesariola tomade fraccionesen un punto anterior a éstey su

cronometraciónbasándoseen inyecciones previas, puesto que no es posible [a

adquisicióndedatos.

Lasfraccionesserecogieroncada40 s ala salidade la columnaa partir delminuto 14 (ya

queanteriormenteaestetiempo no haytodavíaeluciónde compuestos),de tal forma que

no hubo recogidade más de un pico cromatográficoestrechopor fracción y que picos

anchospudieronserrecogidosen fraccionessucesivas.

En total se recogieron227 fraccionesde I-IPLC conteniendotriglicéridos disueltosen la

fase móvil. Estas fracciones se guardaron en congelador hasta su análisis por

cromatografiade gases.

2.2.4- Análisis de los ácidosgrasosde triglicéridos defracciones F-IPLC por

cromatografíadegases

2.2.4.1-Preparaciónde la muestra

Los triglicéridos separadosmedianteHPLC y recogidosen fraccionesse hidrolizaron

paraanalizarsusácidosgrasosconstituyentescomoésteresmetílicos(FAME).
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Los triglicéridoscontenidosen lasdiferentesfraccionessedepositaronenviales de fondo

cónícode 1 mL de capacidadparafavorecerla concentraciónde la muestray sellevaron

a sequedadpor evaporaciónde la acetonay acetonitriilo medianteuna corriente de

nitrógeno.

La preparaciónde la muestrafue unamodificaciónde los métodosdescritospor Utrilla y

col. (1976)y Barróny col. (1990>.El métodosebasaen la formaciónde ésteresmetílicos

de los ácidos grasos, derivados volátiles en las condiciones de análisis. Las

modificacionesrealizadastuvieroncomo fines unamayorconcentraciónde la muestraen

el disolventede inyeccióny alargar el tiempo de inyección hasta100 mm. En el vial

cónicoconteniendolos txiglicéridos seadicionaron20 hL den-heptano(MerlO y 10 uL

de KOI-1 2N enmetanol.La mezclase agitó en ultrasonidosdurante1 mm. Se inyectó 0,1

pL de la faseheptánicaconteniendoFAME tras 20 niin.

La tripelargoninaseutilizó como patróinternoyaque éstanoeradetectadaen los análisis

de las muestras.

2.2.4.2-Sistemacromatográfico

El análisisde los ácidos grasosde los triglicéridosde las fraccionesrecogidasse realizó

en un crornatógrafode gasesHRGC 5160 Mega Series(Carlo Erba) equipadocon un

detectorde ionización de llama(FID) y un inyectorcon posibilidadde división de flujo

(sp/ii/spliI/ess).

Se utilizó unacolumnade sílice fundida de 24 m x 0,23 mm de di. recubiertacon SP-

1000 (Supelco),cuyo espesorde faseerade 0,25 p.m. Comogasportadorse utilizó N2 a

40 kPa de presión.Las condicionesfueron las siguientes:inyectora 275
0C, detector a

250 0C, temperaturainicial de la columna40 0C mantenidosdurante4 mm, seguidade
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

una rampade temperaturade 10 0C/min hastaalcanzarlos 150 0C, y otra de 2 0C/min

hasta200 “C y estatemperaturasemantuvodurante60 niin hastael final del análisis.Los

cromatogramasy los resultadosse procesaronmedianteun integrador Spectra-Physics

modeloDataJet.

La duracióndel análisispermitió la buenaseparaciónde los ácidosgrasosde la muestra

ya quela mayor sensibilidaddel equipo utilizado permitió la detecciónde ácidosgrasos

minoritarios como los ramificados, los de cadenaimpar y los isómerosde linoleico y

linolénico.

La pequeñacantidaden la quese encontrabanlos triglicéridosa la salidade la colunma

del HPLC hizo necesariala inyecciónsin división de flujo (splñless)y sumantenimiento

durante20 s parapermitir la entradade la totalidadde la muestraen la columna.Tras este

tiempo el flujo de split fue de 40 mL/mm.

2.2.4.3-Análisis cualitativo

La identificación de los ácidos grasosque constituían los triglicéridos de las distintas

fraccionesde HPLC sellevó acabomediantela comparaciónde los tiemposde retención

con los obtenidosen el análisis de una mezcla de patrones de ácidos grasos. La

identificación de ácidos grasos ramificados, de cadena impar y los insaturados

minoritariosno fue posibleconpatronesy se recurrióa la bibliografía existente(Antila y

Kankare, 1983; De Jongsy Badings,1990).

Los paflones utilizados teníanunapureza de aproximadamentedel 99% y fueron los

siguientes:

- esteresmetílicos de los ácidos butírico, caproico, caprílico, cáprico, láurico,

mirístico, palmítico,esteárico,oleico, linoleico y araquidico(PolyScienceCorporation),

1v >1
¡ >3
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Cap(tu/o 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

- ésteres metílicos de los ácidos lrans-vaccénico y a-linolénico(SigmaChemical).

2.2.4.4- Análisis por cromatografiade 2asesacopladaa esuectrometriade masas

(OC/MS’

)

Parael análisis por OC/MS se inyectaronmuestrasde triglicéridosde grasade lechede

oveja conel fin deconfirmarla identificaciónde ácidosgrasosdeasignacióndudosa.Sin

embargo,algunos estudios,como el de Christie (1989) indican que no siempre los

derivadosmetílicosson indicadospara la identificaciónmediantela MS, ademásinsiste

en que ésta sea la técnica espectroscópicamás dependientede la experienciadel

investigadorparala identificaciónde estructurasmolecularesy queno hayreglasestrictas

en la roturade las moléculas.Christie tambiénseñalaque, en el casode la elucidaciónde

ácidos grasos insaturados, no se forman iones que sirvan de indicación para la

localización o estereoquímicade los dobles enlaces en los isómeros de posición,

debiéndosea unaposiblemigración de éstoscuandose forma el ion moleculary dando

numerosos productos intermedios y consiguientementeionesmuy diversos.En el casode

los ácidospoliinsaturados,susespectrosofreceniones con varias intensidades,pero no

puede decirseque sirvan para la interpretaciónde la posición de los doblesenlaces.

Nonnalmente,se consideraque la ventajade la CC/MSse debea que aportadatossobre

los pesosmolecularesde los compuestosjunto a los de los tiemposde retención,lo que se

puede considerarbastantesatisfactorio. La dificultad en la identifiación se extiende

tambiéna los ácidosgrasosde cadenaramificada,y sobre todo a la hora de discernir

entreisómeros¡SO y anletw.

La preparaciónde la muestraconsistió en la extracciónde triglicéridos por el método

descritoen el apartado2.2.1 y posteriorformaciónde los ésteresmetílicosde los ácidos

grasossegúnel apartado2.2.4.1.

1’
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El equipo utilizado fue un cromatógrafo de gases 5890 Series II acoplado a un

espectrómetrode masas5971A, ambosHewlett-Packard.Las condicionesdel métodode

inyecciónfUeron lasmismasutilizadasen el apartado2.2.4.2exceptoque el gasportador

utilizadofue helio.

2.24.5-Análisis cuantitativo

La cuantificaciónde los ácidosgrasosserealizó siguendola técnicadel patróninterno. Se

utilizó tripelargoninacomo patrón debido a que ésta no se encontrabaen cantidades

detectablesen las muestrasinyectadasy a que era el compuestode estructuramás

semejantea los ácidosgrasosde cadenacorta, y por tanto más volátiles, presentesen la

¡eche (butírico, caproico y caprílico).

Asimismo,tambiénseobservóque seproducíanmenoresrespuestasde los ácidosgrasos

insaturados,por lo que sedecicióutilizar otro patrón internoparasu cuantificación.Se

tomó el propio ácidopalmítico de la muestracomo padróninternode estos compuestos

ya que en la zona de elución próxima no era posible utilizar ningún compuesto

inexistenteen la muestra sin que coeluyesecon los ya presentes.Además,el ácido

palmítico es el másabundanteen la leche,por lo que quedabaaseguradasu presenciaen

la mayoría de fracciones de HPLC y prácticamente no sufría modifiacionesdurantela

preparaciónde la muestrao inyección, por lo que se consideróque tenía un factor de

respuesta(Fr) de 1 respectoal ácidopelargónico.

Del mismomodo, seasigné al patrón interno y restode ácidosgrasospresentesen la

muestra (ácidos grasos de cadena media y larga saturados lineales y ramificados) un Fr =

1.
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Para el cálculo del factor de respuesta de los ácidosgrasosde cadenacorta o insaturada

se prepararon soluciones patrones de los siguientes compuestosen las siguientes

cantidades:

- 150 ig/mL de tripelargoninay tripalmitina,

- 10, 15, 50, 75, 100, 150, 225y 300 ng/mL de tributirina, tricaproina,tricaprilina,

trioleina, trilinoleina y trilinolenina.

Las solucionesse inyectaron5 vecesy seprocedióal cálculo del factor de respuestay la

desviaciónestándarrelativa. El factor de respuestase defmió como:

F~ (2.10)

siendo:

F~ el factorde respuestadel compuestoi,

Q la concentracióndel compuesto/,

Gp, la concentracióndel patrón interno,

A1 el áreadel compuesto/,

A~, el áreadel patróninterno.

2.2.5-Desarrollode modelosmatemáticos

Se inyectaronen el HPLC y por quintuplicadosolucionesde los siguientespatrones:

tributirina, ticaproina,tricaprilina, tripelargonina,tricaprina,trilinolenina, trimiristoleina,

trilaurina, 1 ,2-dilauroil-3-miristina,tritridecanoina, 1 ,2-dinúristoil-3-laurina, trilinoleina,

dimiristoíl-3 -palmitina, tripentadecanoina, 1 ,2-dipalmitoíl-3 -miristina, trioleina, 1,2-

dioleoil-3 -palmitina, 1 ,2~dipalmitoíl-3-Oleína~ tripalmitina, 1,2-dioleoíl-3-estearina, 1-
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estearoíl-2-oleoíl-3-palmitina,1 ,2-diestearoíl-3-miristina,trimargarina, 1,2-diestearoil-3-

oleína, 1 ,2-diestearoíl-3-palmitinay triestearina.

La inyecciónde estospatronespermitió el cálculodel factor de capacidad(k’) a partir de

sustiemposde retención(tr) y el tiempomuerto(to).

A partir de estosdatosy del númerode carbonos,NC. y númerode doblesenlaces,ND,

de cada triglicérido arriba indicado se realizó un análisis de regresiónlineal múltiple

(ecuación 12) mediante el programa IR de BMDP (Statistical Software Inc.).

Posterionnentese calculó el NEC de los triglicéridos puros utilizados como patrón

(ecuación14) y por último se realizó otro análisisderegresiónlineal de logk’ en función

delNEC (ecuación15) (iR BMDP). Los cálculosa seguirfueronlos siguientes:

13 (2.11)

logk’=a+bNC+CNII¾

‘o
a—

(2.12)

<2.13)

NEC=NC+a>ND (2.14)

logk%d+eNEC±EJt (2.15)

siendoEE el errorestándarde la regresión.

Sepuedeestimarel k’ de un triglicérido dado y viceversa,el NEC que correspondea un

pico.
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Debido a que al realizarun análisis de regresiónsiemprese produceun error (EE) se

decidió calcularun NEC máximoy un NEC mínimoque delimitaranun intervalo paraun

valorde k’:

NEQ~ Iogk’~~d~EE; (2.16)
e

NECniat = íogk d+EE; (2.17)
e

Se aplicaron también los modelos desarrolladospor Takahashiy col. (1988), lo que

obligó a la inyección de patrones de triglicéridos heterogéneosy homogéneos.Se

utilizaron los tiemposde retenciónde los patronesen el análisispor regresiónlineal (IR

BMDP) para conseguir el cumplimiento de las siguientes ecuaciones:

logk A.AB = 2/3 logk ‘~j~ + 1/3 logk BBB, (2.18)

logk ABC = 1/3 logk MA + 1/3 logk BBB + 1/3 logk ~ (2.19)

Los patronesutilizadosfueronlos recogidosen la tabla2.2,4.5.
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Tabla 2.2.4.5. Triglicéridos

desarrollode los modelosde

purosutilizados comopatronespara el

Takahashiy col. (1988).

_____ AAA BBB CCC

LaLaM LaLaLa MMM

MMLa MMM LaLaLa

LL0 LLL 000

MMO MMM 000

MMP MMM PPP

AAB PPM PPP MMM

OOP 000 PPP

PPO PPP 000

008 000 Sss
SSM SSS MMM

SSO SSS 000

sSP SSS PPP

ABC OPS 000 PPP SSS

Los triglicéridos del aceite de sojaestánperfectamentecaracterizados(Barrón, 1989),ya

queposeeúnicamente14 especiesmolecularesdetectablesmedianteel métodode HPLC

utilizado. De los 12 triglicéridos heterogéneos,4 poseenlos tresácidosgrasosdistintos.

Por tanto,se realizaroninyeccionesde aceitede soja, del mismo modoque la inyección

depatrones,paraobtenermásdatosqueproporcionaranmejoresresultados.

Tambiénsedesarrollóel métodode Goiffon y col. (1981)para el cálculode la longitud

de cadenaequivalente.De estemodo se pretendióobtenerel mayor númerode modelos

posiblesque apoyaseny facilitasenla estimaciónde los triglicéridos.

Se inyectaronmezclasde patronesde FAMEs (PolyScienceCorporation)en el HPLC con

el fin de establecerunarelaciónentrelos tiemposde retenciónde estosésteresy de los

triglicéridosy susconstantesmolecularesmedianteel programalR (BMDP) de regresión
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lineal múltiple, Los patronessedisolvieronen acetonay se inyectaronpci triplicado cada

unade lasdisolucionessiguientes:

- FAMEs deC4:0, C6:0,C7:0,C8:0, C9:0, CLO:0, C1l:0, C12:0y C14:0,

- FAMEs de C16:0, C1S:O, CíE:! (O), C18:2 (L), C18:3 (Ln), C20:0 y C22:O

disueltosal 10%en etilbenceno,

- mezclasde ambasdisoluciones,

Se intercalóun detectorUV (LDC Analytical) a 210un entrela columnade HPLC y el

detectordemasaparamejorarla detecciónde los FAMEs másvolátiles.Sin embargo,fue

necesarioel uso del detectorde masapara la detecciónde los FAMEs de mayor peso

molecularporqueel gradientede acetonaproducíauna fuertederivade la líneabaseen el

detectorUy.

2.26- Estimación de ¡a composición en triglicéridos de la guiso de leche de

oveja

La composiciónen triglicéridos se estimósegúnuna modificación del método descrito

por Barrón y col. (1990), basadoen el cálculo del NEC a partir de los kW de los picos

cromatográficosde HPLC y en la composiciónmolar en ácidosgrasosen cadafracción

recogidaa la salidade la columnay analizadapor OC y teniendoen cuentaquelas tres

posicionesde los ácidos grasosen el glicerol son equivalentes,hecho que se justifica

porque el análisis por HPLC no separaisómerosde posición (Bailey, 1951; Hersldfy

Kindmark, 1985; Perriny Prévot, 1986).

Parael tratamientode los datosen la estimaciónde la composiciónlos triglicéridos se

creóun programainformáticoen lenguajeQuickBasic(Anexos 1 y II), en el quea partir

de los datos de áreas de los ácidos grasos presentesen cada fracción y los NEC
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1~

correspondientesa cada tiempo se obtuvieron los triglicéridos posibles en mayor

proporciónen cadafracción.

22.7- Comparaciónde la composición en triglicéridos de la grasade leche de

oveja,cabray vaca.

La leche cruda de vaca (1 muestrade 250 mt) para el estudio de comparaciónfue

proporcionadapor la granja diplomada La Chirigota, en Villanueva del Pardillo

(Comunidadde Madrid); la lechecrudade cabra(1 muestrade 250 mt) seobtuvo de la

granja QueseríasIbéricas, en Fuenlabrada(Comunidadde Madrid). La leche oveja se

obtuvosegúnseexplicaen el apartado2.2.1.

La fracción triglicérica de la leche de las tres especiesanimalesse extrajo del modo

indicadoen el apartado2,2.1 y posteriormenteserealizó un análisispor HPLC segúnse

ha indicadopreviamenteen el apartado2.2.2.

La aplicación del programade desconvoluciónde picos permitió que éstos fueran

agrupados de acuerdo con sus constantes moleculares. Las especies moleculares se

agruparon según su NECen NEC=34; 34 <NEC=40y NEC> 40.

7.9



Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

2.3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.3.1-Análisis de los ácidosgrasosde triglicéridos defraccionesdeHPLC por

cromatografíadegases

2.3.1.1-Análisis cualitativo

El análisisde los ácidosgrasosde la grasalácteapor cromatografiade gasespermitió la

separacióne identificaciónde 43 especiesmolecularesdistintas (figura 2.3.1.1). Con

estosresultadossedestacael grannúmerode distintosácidosgrasosconstituyentesde los

triglicéridesde la grasade la leche,hechoquedificulta la identificaciónde estosúltimos.

Los ácidos grasosmayoritarios son los de cadena saturadapar junto con oleico y

linoleico, pero tambiénse detectaronácidos grasos de cadena impar, tanto saturados

como insaturados,ramificados,e isómerosde los ácidosoleico, linoleico y linolénico.

Suponiendoque los ácidosgrasosseesterificaranal azar a la molécula de glicerol, las

especiesposiblessedan433 79.507.

2.3.1.2-Análisisyor GC/MS

Los resultadosobtenidosinedienteel análisisde los ácidos grasospor CC/MS sirvieron

para confirmar la identificación de algunos ácidos grasos de asignacióndudosa, en

especiallos ácidos de 19 y 20 carbonosy los insaturadosde 18. El ion moleculardel

espectrode masasnos aportó información sobrelos pesosmolecularesde los diferentes

compuestos,de estemodose pudo averiguarsin ningunadudael númerode carbonosy

de insaturacionesde los ácidos antes mencionados.Sin embargo, no fue posible

determinarla posiciónde los doblesenlacesen la cadenahidrocarbonadani su isomeria

cis-lrans.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata,

La utilización de helio como gas podador en el método desarrollado,que utiliza

nitrógeno, produjounadisminuciónde los tiemposde retencióny por ello la resolución

empeoró;no obstante,el númerode picosy suordende eluciónno varió.

En la figura 2.3.1.2a se presentaun cromatogramade la corrientetotal de iones (TIC)

obtenidomedianteel análisis OC/MS, en él aparecenlos ésteresmetílicosde los ácidos

grasos. En la mayoría de los casos fue posible la completa caracterizaciónde los

compuestos,graciasa la comparacióncon patrones,sin embargo,en el resto solamente

pudo obtenerseinfonnación de sus números de carbonosy de doblesenlaces.En las

figuras2.3.1.2by 2.3.1.2cseofreceunaampliaciónde la TIC entrelos 30 y 50 mm del

análisis GC/MS y las corrientes de los iones 268, 284, 292, 312, 310 y 294,

correspondientesrespectivamentea los ionesmolecularesde los ésteresmetílicos de los

ácidosC16:1 (el segundode elloscorrespondeal ácidopalmitoleico),C17:0(ramificados

y lineal, respectivamente),linolénico, nonadecanoico,nonadecenoico,y C18:2 (el

segundocolTespondeal ácido linoleico). Esto nos ha permitido asignarlos tiempos de

retenciónde compuestoscondistinto pesomolecular.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

2.3.1.3-Análisis cuantitativo

En todos los casosse inyectaronlos patronespor quintuplicado.Los resultadosde los

cálculosdel factor de respuestasegúnse indicó en el apartado2.2.4.5y sus desviaciones

estándarrelativas,quehacenreferenciaa la precisióndel métodode análisis,fueron los

siguientes:

Ácido Graso F CV(%

)

Butírico 4,20 5,38

Caproico 2,10 3,34

Caprílico 1,61 1,93

Oleico 1,09 4,00

Linoleico 1,15 4,05

Linolénico 1,15 4,28

En la tabla 2.3.1.3se ofrecenlos porcentajesen que se encuentranlos ácidosgrasosde

los triglicéridos mayoritarios estimados en la grasa total de la leche de oveja. Los

resultadosdelanálisisde la grasade ovejademostraronquelos ácidosmayoritariosson el

palmitico, mirísticoy oleicopor esteorden,pero tambiénes importantela cantidaden la

que se encuentranlos ácidos de cadenacorta y media (4 a 12 carbonos). El ácido

vaccénicoseencuentraen unaconcentraciónmayora la de otrosácidosinsaturadoscomo

el miristoleico,palmitoleicoy linolélico, siendoel tercerácido insaturadoen importancia

por su proporción.Tambiénes de destacarla altaconcentraciónen queseencuentranlos

ácidos grasos de cadena impar (sobre todo lineal, pero también ramificada) en

comparaciónconotros tradicionalmenteconsideradosen la estimaciónde la composición

de la grasaláctea,comoes el ácido linolénico.

86



Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Tabla 2.3.1.3.Porcentajesde los ácidosgrasosmayoritarios.

Ác. Graso

Bu

Co

CI
Ca

La

M

MI

aiPd

Pd

P

7,36

6,50

4,07

8,55

7,82

16,05

1,08

0,23

1,29

24,62

Ác. Graso

PS
alMa

¡Ma

Ma
5

o
y

L
Lii

o/o

1,03

0,18

0,31

0,34

6,75

10,52

1,36

1,82

0,14

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ramos y Juárez (1986b).

Posteriormenteseprocedióa la inyecciónde las 227fraccionesrecogidasala salidade la

columna de HPLC para la cuantificación de los ácidos grasos. Los datos que se

obtuvieron se procesaronel programa de estimación segúnel apartado 2.3.3 para obtener

las posiblesmoléculasde triglicérídospresentesen cadafracción.

2.3.2-Análisiscualitativode/ostriglicéridosde/agrasade lechedeoveja

2.3.2.1-Aplicación de modelosmatemáticos

El tiempo muertodel análisisHPLC se calculó a partir del volumen muertoestimadoa

partir de la ecuación(20), ya que las sustanciasque apenassufren retención en las

columnasno son detectablesdebido a su volatilizacióna las temperaturasde análisisdel

evaporador:

y’
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= ~kteta>oi — ~>Ag¡w — 11%
PMetano) — PAgita

(2.20)

Yo el volumenmuerto,

to el tiempomuerto,

~»el flujo,

El volumenmuertote de 2,54mL, que conel

dieron un tiempo muerto dc 2,82 mm.

ni la masade la columna con metanol o

agua,

p la densidad.

flujo de 0,9 mt/mm del métodode HPLC

Los resultados obtenidos para la ecuación(2.12) tomando datos de todos los patrones de

triglicéridosproporcionaronvaloresbajosdel coeficientede determinación(r2):

log/c’ = -0,34074+ 0,04176NC- 0,0699ND, ?=0,9390; (2.21)

y una no adecuadadistribución de los residuos (figura 2.3.2.la), por lo que no se pudo

asumir que la regresiónfueselineal.

La aplicación del modelo de Takahashiy col, (1988)ofreciólos siguientesresultados:

logk ~ 0,15451+ 0,6287logk%~+0,2770logk’BBB, ¿=0,9961; (2.22)

logk’,«nc=0,17554+ 0,6002logk~+0,0342logk’BEB+O,2629logk’~cc,

= 0,9992.(2.23)

En la primerade las regresiones(2.22) los resultadosde los ceoficientesson semejantesa

los esperados (2/3 para el primero y 1/3 para el segundo) y el coeficiente de

determinaciónes próximo a la unidad. Sin embargo,hay que teneren cuentaque los

Siendo:
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+

+ +,
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

patronesde triglicéridoshomogéneosquepudieronutilizarsefueron tan sólo 6 para 12

triglicéridosheterogéneosy queno pudieronconseguirsedatosparatiemposanterioresal

minuto 75 (t, del LaLaM). Los resultadostras la aplicación de los datos a la segunda

ecuación(2.23) no fueronlos deseados,los coeficientesdeberíanser todos semejantesa

1/3; el hecho de tener un coeficiente de determinacióntan elevado es sólo una

consecuenciadehaberutilizadoun únicopatrónheterogéneo(OPS).

La figura 2.3. l.2b muestraun cromatogramade aceite de soja. Al ampliar los datos

disponiblesconla utilización del aceitede soja,los resultadosfueron:

IogkÁAn 0,12801+ 0,6257logk’~~ + 0,2962 logk’88n, ~2 = 0,9971; (2.24)

logk’ABC = 0,01969+ 0,1393logk&v, + 0,3931 logk’BBB ±0,4433logk’ccc,

r
2=zO,9961. (2.25)

Estosresultadosno mejoraronlos anteriores.De estemodo se demostróque el modelode

Takaihashiy col. no se adecuabaal métodocromatograficoutilizado en esteestudioy se

vio imposibilitadosu usoparala estimaciónde los triglicéridosde la grasaláctea.

La figura 2.3.2.lc muestraun cromatogramade FAMEs por HPLC con sus tiemposde

retencióny con los registrosparalos dosdetectoresutilizados.Se puedeobservarqueel

ordende eluciónes idénticoal de los triglicéridosa pesarde quela retenciónseamenor.

En primer lugar se obtuvo unaecuaciónlineal que relacionó la retencióncroinatográfica

de los FAMEs con susconstantesmoleculares,dandobuenosresultados:

logk’ = -0,47750+ 0,07356NC- 0,1558ND,?= 0,9934. (2.26)

90



o

E
-Ú—

oo>
N

C
fl

E4
-

—
o

o
—

—
N

o.’
C

o

o
—

o—
1,

P
CSa

4
-4>4>

4.>
P

C
o

~
oo

E1~a
L

oEo5-

o
—

‘o
¿a5-.

o
—

Ú

—
oN

—
o

Capítula
2,Aplicación

a
la

extracción
de

grasa
lactea

de
nota.

—

-~
0~-4

_
0

~p.j’~
~

0
0

.<
0

0
0

0

91





• u r ~ ‘~‘ &f~9U~fm¡

CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Posterionnentese realizaronregresionesentrelos factoresde capacidadde los FAMES y

lostriglicéridos segúnla siguienteecuación:

logk ‘<i~o = alogk FAMEI + hlogk FAME2 + clogk FAME3, (2.27),

procediendodel siguientemodo:

logk’FAME = -0,468+ 0,0732NCpAMp- 0,1S8NDFAME; (2.28)

logk’Tci = l,l6l3logk’FAMEI + l,ll4Slogk’FAME2 + Ologk’Fa,4E3; (2.29)

pero los resultadosno fueron satisfactoriosdebidoa que los FAMEs ehifan duranteel

primergradiente,y los triglicéridos lo hacíandurantetodo el método(parael estearatode

metilo t. = 24,24 mm, eluyendoduranteel primer gradiente,para la SSS t. = 160,90,

eluyendoen el segundoisocrático).Además,ya queexistíaunarepetiónde datosparael

caso de triglicéridos homogéneosy heterogéneos(del tipo AAB) se producía una

desestimaciónde unasvariablespor otras debidoa las fuertescorrelacionesentreestas

variables,consideradascornoindependientes.

La aplicacióndelmétodode Ooiffon y col. (1981)dio comoresultadoel siguiente:

Iogk’ 0,71627+ 0,0191/~~ - 0,0428dÁ+ 0.0224/n-0,051id» + 0,0164/c- 0,0272d
0,

r
20,9722. (2.30)

El mayor inconvenienteque presentanestosresultadoses semejantea los obtenidosde

los FAMEs, se trata de que muchasveces seproducenfuertes correlacionesentre las

variables coincidentesdependiendode las constantesmolecularesde los triglicéridos

utilizadosen la regresión.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa lactea de nata.

Por el contrario,si losvaloresdel logk’ de los patronesutilizadosserelacionancon el NC

y ND poi separadoen dos grupos, se obtienen valores altos del coeficiente de

determinacióny el análisisde los residuos(figuras2.3.2.id y e) permite asegurarque la

regresiónes lineal, del tipo de la representadaen la ecuación(2.12). El primero de estos

gruposcolTespondea los triglicéridos que eluyenduranteel primer gradientey primer

isocrático (antes del minuto 70), y que son tributirina, tricaproina, tricaprilina,

tripelargonina,tricaprina, trilinolenina, triiniristoleína y trilaurina. El segundogrupo de

triglicéridoscon’espondenal restode los patonesutilizados.La figura 2.3.2.lf representa

un cromatogramade HPLC de los triglicéridos utilizados como patrones, con sus

correspondientestiemposde retencióny el métodode gradienteutilizado.

Los cálculos realizadospara el NEC de triglicéridos que eluian antesde los 70 niin

fueronlos siguientes:

logk’ z—0,81 130+0,06025NC—O,1280ND (2.31)

a’ = —0,1280=—2,12; (2.32)
0,06025

NEc=Nc—2,I2ND; (2.33)

Iog k’ = —0,81143+ 0,06025NEC±0,0289;r2 = 0,9967 (2.34)

— togk + 0,81143—0,0289 (2.35)
0,06025

NECflJQX — Iogk + 0,81143+0,0289; (2.36)
0,06025
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

siendo: k ‘~ el factor de capacidaden el tiempo en que comienzaa tomarse

fracción(t¡),

~ ‘~ el factor de capacidaden el tiempo en que se termina de tomar

fracción(t2 t] + 40 s).

Los resultadosparael segundogrupo de triglicéridosfueron:

Iogk’ =0,72097+0,01919NC—0,04121ND;

—0,04121
a = =—2,15;

0,01919

NEC=NC-2,15ND;

ur -

una

1¡

una

(2.37)

(2.38)

(2.39)

logk’ = 0,72093±0,O19l9NEC±0,0151;r
2 = 0,9699 (2.40)

NEC»,,,— !ogk+0,72093—0,0151
0,01919

NEC»,~ Iogk +0,72093+0,0151
0,01919

(2.41)

(2.42)

Estosúltimos resultadosfueron los únicosválidos de entre los propuestospor otros

autoresen la bibliografia. La inadecuaciónde los modelosinvalidadosse debea quese

propusieronpara sistemasisocrácticosde separación,condicionesen las que sepodría

haberobtenidobuenosresultadosen lo que se refierea la adecuaciónde los modelos;sin

embargo(tal como ocurre en los estudiosllevados a cabo por otros investigadoresen

sistemasisocráticosde elución), los resultadosen la separacióncromatográficade los

triglicéridos no son tan buenos como los conseguidosen el sistema de gradientes

utilizado en el presenteestudio,con la consecuenteestimaciónde un númerobajo de
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Capitulo 2. Aplicación o la extracción de grasa láctea de nata,

especiesmoleculares.Al realizar la modelizacióntras dividir el cromatograinaen dos

tramos se consiguió que estos modelos fueran válidos y perfectamenteaplicables, y

sumadoal sistemacromatográficoquepernútióla obtenciónde un grannúmerode picos,

se logró la estimaciónde un gran númerode especiesmolecularesde triglicéridos con

grangarantíaLa aplicaciónde los análisispor OC de las fraccionesde I-IPLC mejorólos

resultadosal obtenersela composiciónen ácidosgrasosde cadafraccióny, de estemodo,

realizarla estimacióntambiénen funciónde lascantidadesen queseencuentrancadauno

de los triglicóridosen cadafracción, no sóloen funciónde supresencia.

2.3.2.2-Estimaciónde la composiciónentriglicéridosde grasalácteaovina

.

La aplicaciónde las ecuacionesanteriores(2.35, 2.36, 2.41 y 2.42) redujo el númerode

triglicéridos posiblesen cada una de las 227 fraccionesrecogidasa la salida de la

columnade I-IPLC a aquelloscon adecuadosparámetrosmoleculares(NEC) para cada

pico en su tiempode retencióncorrespondiente.

Además,el análisis por OC de los ácidos grasos presentesen cadafracción también

redujo drásticamenteel númerode especiesmolecularesestimadaspara cadapico, y en

algunoscasos¡imitó la posibilidad inclusoa un único triglicérido. La composiciónen

triglicéridos de cadafracción secalculó a partir del porcentajemolar de los principales

ácidosgrasosencadafracción,teniendoen cuentaque lasespeciesmásprobablesquese

consideraronfueron aquellas que se encontraronen porcentajesaltos (normalmente

mayores a 0,01%, dependiendodel número de ácidos grasos encontradosen cada

fracción) y que sus NEC se incluyeron entre los limites de NEC de cadafracción

teniendoen cuentael error estándarde las regresionescomo los valores de NECrní» y

NECmáx(ecuaciones2.35,2.36, 2.41y 2.42).

El los anexos 1 y II se muestranlos programasdesarrolladosen QuickiBasic para la

estimaciónde la composiciónen triglicéridosque eluyenantesy despuésde los 70 mm

9,7
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Cap~ulo 2. Aplicación a la extracción de grasa ldctea de nata.

respectivamente.Estos programasrealizanuna selecciónde los triglicéridos adecuados

parala estimacióndeentretodoslos posibles.Paraello aplicalas ecuaciones2,33 y 2.39

parael cálculo del NEC de cadatriglicérido, posteriormentecalcula el NEC»<,, y NECO,áX

de cadafraccióny seleccionalos triglicéridosde NEC comprendidoen el intervalo.Tras

estapulmeraselección,el programacalculalos procentajesmolaresen que seencuentra

cadatriglicérido a partir de los datos del análisis de GC y reduce el número de

triglicéridosa los queseencuentranen%mol>0,01.

A continuaciónse detallan,pasoa paso,los procesosseguidosparala estimaciónde la

composiciónen triglicéridosde la grasalácteaen trestramosdel cromatogramade HPLC,

mostrandocadauno de ellos una dificultad creciente. La figura 2.3.2.2amuestrael

cromatogramade los triglicéridosindicandolas zonasquesedescribencomo ejemplosde

demostración:

A) en primer lugar, cuando fre posible, se utilizaron ¡os tiempos de retención de

triglicéridospurosparala identificación.Este es el casomássencillo,y pudo realizarse

parala estimaciónde la trioleina (000). El tiempo de retenciónde la trioleina usada

como patrón (123,9 mm) pudo hacersecorrespondercon el tiempo de retención de un

pico que aparecíadurantelos minutos 122 y 123, óptimamenteresueltorespectode los

anteriory posterior.No obstante,tras realizarselos análisisde las fraccionespor OC y el

cálculo del NEC adecuadoal tiempo de retención, la asignaciónquedóconfirmada.El

análisis de ácidosgrasoscorrespondióal de las fracciones164 - 165. La tabla 2.3.2.2a

reúne los resultadosobtenidos en cada paso para la asignaciónde la trioleina:

primeramenteseexponenlos resultadosobtenidosen el análisispor GC en cadafracción,

seguidamentese calcula el númerode triglicéridos posibles (si se consideraque los

ácidosgrasossedistribuyenal azare independientementedeque tenganNEC adecuadoo

no al tiempo colTespondiente),por último se ofrecenlos triglicéridosresultantestras las

limitaciones que los reducen únicamente a aquellos con NECapropiado y en porcentajes

molaressuperioresa 0,01% (resultadosofrecidospor el programadel anexoII).
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Tabla 2.3.2.2a.Ácidos grasosmayoritariosy triglicéridos estimadosen las fracciones

correspondientesala elución de la trioleina.

N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios(ng Estimados

inyectados)

164 Ca(1,1); La (0,8); M 512 000
(2,0); P (28,6); 8 (2,1); 00V

0(36,4);V (1,1); L SOL
(2,1)

165 Ca(1,3); La (1,2); M 729 000
(4,2);Pd(2,9);P 00V
(40,5); 5 (4,8); 0 SOL

(49,2); V (4,3); L (1,5)

Tabla 2.3.2.2b.Ácidos grasosmayoritariosy triglicéridos estimadosen las fracciones

correspondientesa la eluciónde NP = 52.

N0 Fracción ÁcidosGrasos TriglicéridosPosibles Triglicéridos
Mayoritarios(ng Estimados

inyectados)

Ca(0,6); La (0,4); M
(1,2); Pd(0,5); P (3,2);

5 (1,4); 0 (0,6)

Bu (17,6);Co (23,7); Cl
(12,0);Ca(25,7); La
(17,7);M (36,5); Pd
(3,4); P (53,5); Ma
(1,0); 8 (12,9); 0

(29,7); L (2,6)

nd *

nd *

~AMk~A,ot4flnld4eePont~wd4É*tflo4we*1hz?.

192 343 PdSS

SSO

1728193

194

195

PSs

PsS

o

o
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Tabla 2.3.2.2b (continuación).

N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados

inyectados)

196 Crn:i (8,8); La(0,6); 512 SSO
C

13:o (2,9); C13;i (1,3); Pss
M (1,4);P (2,6); 5

(0,6); 0 (0,9)

197 Bu (1,1); Co (1,6); Cl 1000 PdSS
(2,0); Ca (5,8); La sso

(3,3); M (8,0); Pd (0,7);
P (16,1); 5 (7,0);0 Pss

(1,0)

198 Bu (3,1); Co (4,0); Cl 5832
(4,0); Ca(8,9); Cmi
(2,1); La (5,4); Cuo
(8,4); M (10,5); Pd

(1,1); P (16,6); 5 (5,0);
0 (13,0); V (1,0); L
(2,1); Ci9:o (0,7); Ln
(0,9); o/cC182 (0,5);

C20:o (0,2)

199 Bu (1,0); Co (2,3); Cl 1728
(12,3); Ca(2,0); La

(2,0); M (3,4); P (5,7);
5 (2,0); 0 (3,4); L

(0,7); C190 (0,2); Ln
(0,1)

200 Bu (1,0); Co (3,5); Cl 2197 SSO
(10,1);Ca(2,9); La PSS

(5,3); M (7,8); 5 (4,6);
O (3,9); Y (0,2); L

(1,0); Cig:o(0,2); Lxi
(0,1); doCíg:2 (0,1)

201 Ca (0,3); La (0,3); M 216 SSO
(0,8); P (3,3); 5 (2,7); 0

(0,9)

202 M (1,1); P (4,0); 5 64 SSO
(2,3); 0 (1,2)

101



c~fiflllmO2.2AAfiRe&*tw1JqC$E2YaeL45ht’#er~&flAtfld1SeqaS.

Tabla 2.3.2.2b (continuación).

N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados

inyectados)

203 Co (0,4); Cl (0,2); Ca 512 Sso
(1,0); La (0,4); M (0,9); Pss
P (2,6); 5 (1,7); 0(0,8)

no detectados.

Tabla 2.3.2.2c. Ácidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones

correspondientesa la eluciánde NP 46.

N” Fracción Ácidos Grasos
Mayoritarios (ng

inyectados)

Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Estimados

Co (0,8); Ca(1,4); La
(2,0); M (5,3); ¡Pd

(1,0); a¡Pd(1,2); Pd
(1,8); P (5,1); Pa(1,6);
¡Ma (0,6); alMa (0,6);
Ma (0,5); 5(1,4);O

(8,3); V (0,2); L (1,7);
o/cC

182(0,5)

Ca(1,2); La (1,0); M
(3,6); ¡Pd (0,3); WPd

(0,3); Pd(1,0); P (9,4);
Pa(1,6); 5 (1,2);0

(10,8); L (3,7); o/cC182
(1,4)

4913

1728

153 Co (0,6); Cl (1,2); Ca 2197
(1,3); La (1,8); M
(21,1); Pd(1,5); P

(15,1); Pa(2,6); 5 (1,0);
0 (22,4); Y (0,5);L
(4,6); doC¡g;2(1,3)

151

152

73

53

43
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Tabla 2.3.2.2c (continuación).

Ácidos GrasosN0 Fracción Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng

inyectados)
Estimados

154 Ca(1,8); La (2,1); C
130 4913 75

(0,5); ¡M (1,2); M
(26,9); iPd (0,4); wPd

(0,5); Pd (3,7); P
(22,5); Pa(6,2); Ma

(1,4); 5 (3,9); 0 (36,3);
Y (2,7); L (3,1); Lxi
(1,3); etcCís;2(0,9)

155 Cl (6,8); Ca(1,2); Cíoi 729 10
(1,7);La (1,2); M (6,3);

Pd (1,2); P (4,1); 5
(0,3); 0(2,1)

156 Co (2,5); CI (0,8); Ca 6859 48
(1,5); La (11,7); M

(58,4); ¡Pd (0,6); a¡Pd
(1,3); Pd(0,9); P

(62,5); Pa(2,2); ¡Ma
(0,3); a/Ma(0,6); Ma

(0,1); 5(10,1);0
(45,1); Y (3,4); L (6,0);
Ln (0,4); e/cC182(2,0)

157 Cl (5,4); Ca(1,0); La 343 6
(6,9); M (29,2); P

(18,3); 5 (1,5); 0(8,8)

158 Ca(0,8); La (3,0); M 512 18
(11,8); P (10,1); Pa

(1,0); 5 (1,3); 0 (1,3);
Y (0,6)

159 Cl (2,4); Ca(0,7); La 343 6
(2,0); M (4,9); P (7,8);

5 (0,4); 0 (0,7)
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Tabla 2.3.2.2c (continuación).

N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng

inyectados)
Estimados

160 Bu (1,8); Co (1,8); Cl 9261 66
(1,1); Ca (7,2);La

(14,5); M (46,7); ¡Pd
(3,2); aiPd(5,4);Pd

(4,8); P (75,6); Pa(1,1);
¡Ma (2,0); alMa (1,7);
Ma (1,1); 5 (22,0); 0

(21,4); Y (0,5);L (1,5);
Ln (0,2); o/cC

182 (0,3);
C2o:o (0,7)

161 Ca(6,6); La (5,7); M 3375 70
(19,2); ¡Pd (1,4); WPd

(1,5); Pd(1,9); P
(32,8); Pa(0,4); ¡Ma
(0,7); alMa (0,7); Ma

(0,4); 5 (12,1);0(5,2);
Y (0,8); Lxi (0,9)

162 Co (0,7); Cl (0,6); Ca 4096 82
(2,1); La (1,1); M (4,5);
iPd (0,5); a¡Pd(0,8); Pd

(2,4); P (7,8); ¡Ma
(0,3); alMa (0,4); Ma

(0,7); 5 (2,9); 0 (16,8);
Y (1,2); L (0,8)

163 Ca(0,9); La (1,4); M 2744 86
(8,4); ¡Pd (1,3); a¡Pd

(2,6); Pd (6,8); P
(17,2); ¡Ma (1,3); alMa
(1,6); Ma (1,8); 5 (3,8);

O (47,6); Y (2,2); L
<1,0)
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa /4oteo de nata.

La trioleinaesel triglicérido quese presentaen mayor porcentajemolar, siendoel 00V

minoritario y eluyendoen la cola del anterior (el enlace trans prolonga el tiempo de

retención). Posteriormenteeluye el SOL porque la acumulaciónde dobles enlacesen

unosácidos(como el linoleico) y la presenciade ácidos saturados(como el pahuitico)

provocaun aumentoen el tiempo de retenciónrespectoa otros triglicéridos con igual

NEC pero con igual ND en cadaácido graso (000). La mejora de la eficaciade las

columnasde HPLC (n0 platos/m 160.369en la columnade 15 cm, columnade 25 cm:

161.364)confinnó los resultadosanteriores al aparecertres picos dondeantes existía

únicamente uno. La figura 2.3.2.2b muestra el segmento de cromatograma

correspondientea estostriglicéridosdondesesepararanlos trestriglicéridos trasmejorar

la eficaciade la separación.

B) en segundolugar se describeel desarrollode la estimaciónllevadaa cabo para los

triglicéridosdeNP = 52. Estostriglicéridoseluyenen el cromatogramade HPLC durante

los minutos 143 a 151, tal comosemuestraen la figura 2.3.2.2a,y se recogieronen las

fracciones192 a 203. Enprimer lugar seanalizaronlos FAMEs de cadafracciónpor GC

y se obtuvieronlas áreasresultantestrasla integración.La figura 2.3.2.2ccorrespondeal

cromatogramaobtenidopor OC de los FAMEs de la fracción201, recogidadesdelos 147

mm 20 s hastael minuto 148. La tabla2.3.2.2bincluye los resultadosde los ácidosgrasos

mayoritariospara cadafracción, el número de triglicéridos posiblesy los triglicéridos

finales, resultantesde la selecciónllevada a cabo en función de que tengan el NEC

apropiadoy quea la vez poseanun %mol >0,01 (aplicacióndel programadelanexoII).

El análisis de la fracciones194 y 195 no dio cantidadescuantificablesde FAMEs; las

fracciones198 y 199 sí las dieron,perolos tiiglicéridos posiblesno estuvierondentro del

intervalodeNEC adecuadoparael tiempo de elución. Las primerasfraccionesresultaron

contenerun triglicérido de NP 51, el PdSS, que apareció como un pequeñopico

anterioral SSO. Se estimóqueel 55V eraun pequeñopico que elula posteriormenteal

SSO,ya seha citado anteriormenteque los dobles enlacesrrans retardanel tiempo de

retenciónrespectoa los cis (El-Hadmyy Perkins, 1981; Laaksoy Kallio, 1993), si bien,
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estono se pudo comtemplara la hora del cálculodel NEC por no disponerde patrones

con estetipo de insaturación.De los picosmayoritariosdeNP = 52 en el crornatograma

de HPLC, el SSOeluye antesque el PSSpor poseermenorNEC. La estimación de los

cuatro triglicéridos se adecuó perfectamentea los picos que aparecieron en el

cromatograina,tal comoseve en la figura 2.3.2.2a.

C) en último lugar existíael problemade que en la identificaciónde algunospicos se

mostraba de fonna clara que ciertas especies podían corresponder a más de una fracción.

Teniendoen cuentael ordende eluciónjunto a unarepresentaciónde la probabilidadde

encontrar un triglicérido especifico en una fracción específicafue posible tambiénla

asignaciónde los picos. Es el caso de la asignación de los triglicéridos con NP 46, cuyo

procesosedetallaa continuación.La figura 2.3.2.2amuestrala secciónde cromatograma

correspondientea los triglicéridos con NP = 46. Este es el más complejo de los casos

presentados,ya que las fraccionesson de composiciónmuy variadaen ácidosgrasos,lo

que aumentael número de especiesposibles de triglicéridos. El número de especies

molecularesde triglicéridostambiénes mayor porque,con los ácidos grasosdescritos,

son mayoreslas combinacionesposiblesque posean45 < NEC=46. Los tiempos de

retencióndeestostriglicéridos sesitúanentrelos 116 y 122 mlii, quecorrespondecon las

fracciones 151 a 163. El cromatogramade la figura 2.3.2.2d se corresponde con la

composición en ácidos grasos de la fracción 154, en él aparece un mayor número de

ácidos grasos diferentes y en mayor cantidad que en el cromatograma de la fracción 201

(figura 2.3.2.2c).La tabla 2.3.2.2c,tal comolas tablas anteriores,muestralos resultados

obtenidos en ácidos grasos mayoritarios, triglicéridos totales posiblesy triglicéridos

finales resultantesde la estimación en cada una de las fracciones.El número de

triglicéridos resultantestrasunaprimeraestimaciónfue muy elevado,por lo quehubo

que reducir este número por medio de aumentar e] %mol mínimo permitido 0,1%. La

tabla 2.3.2.2d reúne los triglicéridosque, fmalmente,seconsideraronen la estimación.
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Tabla2.3.2.2d.Triglicéridos finales con NP = 46 en cadafracciónparala estimacióny

su NECcorrespondiente.

N0 Fracción Triglicérido (NEC)

151 LOO (45,41),POL (45,56),MOO (45,71),PPaO(45,71), MOV (45,71),
PPL (45,71),MSL(45,71),MPO (45,85),MPY (45,85), LaSO (45,85),
MPP(46),MMS(46), LaPS (46)

152 LOO, SLL (45,41),POL, MOO, PPaO,PPL, MSL, MPO, LaSO,MPP,
MMS, LaPS

153 LOO, POL, MOO, PPaO,MOY, PPL, MSL, MPO, MPY, LaSO,MPP,
MMS

154 LOO, POL, PSLn (45,56),MOO, PPaO,MOV, PPL, MSL, MPO, MPV,
LaSO,MPP, MMS, LaPS

155 MOO, MPO, MPP

156 LOO, POL, MOO, PPaO,MOY, PPL, MSL, MPO, MPV, LaSO,MPP,
MMS, LaPS

157 MOO, MPO, LaSO,MPP, MMS, LaPS

158 MOO, PPaO,MOY, MPO, MPY, LaSO, MPP, MMS, LaPS

159 MOO, MPO, MPP, MMS, LaPS

160 POL, MOO, PPaO,MOY, PPL, MPO, MPY, LaSO,MPP, MMS, LaPS

161 PSLn, MOO, MPO, MPY, LaSO,MPP, MMS, LaPS, CaSS(46)

162 LOO, POL,MOO, MOY, PPL, MSL, MPO, MPY, LaSO,MPP,MMS,
LaPS, CaSS

163 LOO, POL, MOO, MOY, PPL, MPO, MPV, LaSO,MPP, MMS, LaPS

La figura 2.3.2.2 (e y 1) muestranunarepresentaciónde la probabilidad de encontrar los

16 triglicéridos de NP = 46 resultantes,realizadaa partir de los %mol obtenidospara

cadauna de las especiesmolecularesen cadafracción. Esta figura muestraque puede

existir más de un máximo para cada triglicérido. La asignación se realizó siguiendo un

orden crecientede NEC. Sin embargo,existenespeciescon igual NEC, por lo que la

asignaciónrealizó en base a los porcentajesmolares y a criterios de elución que no

pudieronvalersede un desarrollomatemático.Un segundoanálisisrealizadoencolumnas

con la eficacia mejorada demostró que el número de triglicéridos estimadosse adecuaba

al númerode picos en estenuevoanálisis,además,el ordenasignadofue conecto porque

2
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

se correspondióel valor de área de cada pico con el %mol aproximado de cada

triglicérido. El tratamiento de desconvoluciónde los picos (mediante el programa

PeakFit, Jandel Scientific) contribuyó a la confirmación de la existencia de los

triglicéridos estimadosy a proporcionamoslas áreascorregidas. El resultadoobtenido

trasla ordenaciónde los triglicéridossegúnsu tiempo de retención,la asignaciónde cada

uno de ellosa un pico del cromatogramay la representacióndel trazadode las gaussianas

por la desconvoluciónde los picos semuestraen la figura 2.3.2.2g.Se observóqueen el

primer análisis por HP.LC el número de especies(16) no se correspondíacon el número

de picos debido a la baja eficacia,pero tras la mejora de éstase obtuvo un número de

picos mayor y se observótambiénque algunos triglicéridos aparecíancomo hombros

visiblesde otros picos y sepudo realizarla desconvoluciónde un modo mássatisfactorio

y sencillo. El triglicérido que primero eluye esel LOO, su NEC es el menor(45,41)y

todossusácidosgrasosson insaturados,por lo que adelantansu elución respectoa otros

triglicéridoscon igual NEC pero conun ácido saturado(SLL). El POL eluye antesqueel

PSLnpor la mismarazón,y sonel terceroy cuartoen eluir, respectivamente,porteneren

NEC mayor a los anteriores(45,56). En tercer lugar eluyenlos triglicéridos de NEC =

45,71: MOO, PPaO,MOY, PPL y MSL por este orden,segúnlas razonesantesdichas.

Se asignéla elucióndel PPaOantesqueel MOV portenerel máximo%mol enun tiempo

anterior. El MOV eluye posteriormenteal MOO por la retenciónque provocael enlace

írans, ademásde quelo corroborala distribuciónde los porcentajesmolaresde cadauno.

Estasmismasexplicacionesson las queordenanla elución de los triglicérdosde NEC =

45,85 y que es, respectivamente:MPO, MPY y LaSO; además,el LaSO poseeel mayor

tiempo de retencióndebidoa que los ácidosgrasossaturadosde mayorNC contribuyen

en modo más marcado a aumentarlos tiempos de retenciónque los ácidos grasos

saturadosde menorNC contribuyena reducirlo. El orden asignadoa los triglicéridos

saturados(NEC = 46) es el siguiente: MPP, MMS, LaPS y CaSS. Indudablemente,el

MPP es el triglicérido mayoritarioy estoserefleja claramenteen los resultadosde los %

molares.El últimopico eneluir es el CaSS,susdos restosde ácido esteáricoprovocanun

aumentoen la retenciónmuy importante;este efecto es menospatentecadavez en el

LaPS, MMSy MPP, siendo el MPPel triglicérido saturado de más pronta elución.

.21~
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea

Se identificaron 181 especies moleculares de triglicéridos; 79 de ellas fueron saturadas,

44 monoinsaturadasy 58 poliinsaturadas.La mayoría de las especiesinsaturadas

contuvieronun soloácidograsoinsaturado(61), 41 contuvierondos, y 5 tuvieron los tres

ácidos grasos insaturados. Además, se identificaron 10 tiiglicéridos de NC impar, bien

lineales, bien ramificados. Las especies estimadas quedan recogidas en la tabla2.3.2.2e.

De las 181 especiesmoleculares,151 se habíanpreviamentecitado en la bibliografía

sobre componentesde la grasalácteapor Barrón y col. (1990), Bornazy col,, (1992)y

Myher y col. (1993). Las otrastreinta especiesrestanteshan sido descritaspor primera

vez en este análisis.

Debido al hecho de que la identificación de triglicéridos se basé no solamente en la

estimación del NECsino también en el análisis por OCde fracciones obtenidas tras una

separaciónpor HPLC, algunasde lasespeciesdescritaspreviamentepor otrosautoresno

se encontraronen esteestudio.Estees el casodel estudio llevado a cabopor Bornazy

col. (1992), que describió la identifiación de 26 especies moleculares que contenían ácido

¡inolénico. Sin embargo,nuestro estudiosolamenteha permitido poner de manifiesto

nueve de ellas, ya que contenían otros ácidos grasos que se encontraron en mayores

cantidades.El restode especiesno sehamostradoen los resultadospor encontrarseenun

porcentajemenoral 0,01%del total de triglicéridosencadafracción.

Nuestrosresultadoscoincidencon los de Myher y col. (1993) en la identificación de

triglicéridos con ácidos grasos de cadenaimpar (NC = 15 y 17), tanto lineales como

ramificados; esto se debe principalmentea la mejora de los análisis de los ésteres

metilicos de ácidos grasos por OC. Inclusive, en este estudio ha sido posible la

diferenciación entre isómeros isa y an/ciso,no sólo en el análisis OC de los ácidos

grasos, sino también en la estimación de las especies moleculares de los triglicéridos. Los

ácidos tridecanoico y nonadecanoico fueron analizados por OC, pero no se incluyeron en
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Tabla 2.3.2.2. Triglicéridosestimadosengrasalácteade oveja,

15,658
16,602

17,592
19,017
21,282

6 22,614
7 23,045
8 23,927
9 26,805

10 27,632
11 28,112
12 29,017
13 29,329
14 29,908
15 31,033
16 33,300
17 34,008
18 34,258
19 34,782

20 35,393

21 36,213
22 37,427

23 38,242
24 41,992
25 42,344

N’PIco
1Bssflssp

2 CoCoM
BuCIM

3 EluCoP
4 I3uBiuS
5 BuCaL

BLICIO
I3uCaM
BmuCIP
RuCoS
CoCIO
Bu CaO
CoCIP
I3uUM
BuCal’
¡3uCIS
IluUPd
CoMiL
BuML

CoCaO
BuLoO
BuMIP
CICaM
CoLaM
CoCal’
BuMM
fluLal’
RuCaS
CaLa La
CoOLu,
BísOL

CIM[1’a
26 42,922 CaCaL

CIL4L
27 44,349 CoML

I3uPL
CICaO
CoLnO
BuMO
IlssPI’a
IluMiS

NI.
CaLaLa
CaCaM
CILaM
CICIS
CICaP
Coto1’
CoMM
CoCaS
Bs¡MP
BuLaS

41 57,425 I3uciPdI’
I3uPdl’
CoCaN
CIOLí,
CoOL

CaML
BuOO
BuOV
CoPL

CoMO

28 45,006
29 45,983
30 46,495

31 48,725
32 49,650
33 51,119
34 51,962
35 52,596
36 53,191
37 54,027
38 54,619

39 55,908
40 55,421

42 59,550

43 59,746
44 60,449
45 60,817
46 62,248

N’ lico
63,140

48 64,758

49 65,084

50 66,858

I3uPO
BuPV
CoMP
CaCa?
BuPP
BuMS
CoPdO

BuaIMaO
Bu¡MaO
Hs,MaO

51 67,890 LaLaLí
CaLaM
CILaP
CoLaS

52 71,308 OnOto
53 71,958 CíO!.
54 72,470 CcOO
55 73,279 CoSL

CaMI,
CI?!.

56 75,253 CoPO
RuSO

57 76,827 OlMO
OlLaS

CaMPa
58 77,800 LaLaM

OaMM
59 79,345 CIMP

CoPP
BssI’S

OaLaP
60 81,592 CaPaO
61 83,021 0100
62 84,705 UML

CaPL
63 85,931 LaLaO
64 87,193 CaMO

OaMV
65 88,462 CIPO

CoSO
66 90,191 LoLaP

LaMM
CoMP
CaLaS
dM5
CII”,

67 91,679 CoPS
RuSS
CaPd

68 93,723 OaOO
LOL

69 95,348 LaPL
MML
CaSL

LaMO
CaPO
0180

MMII’
MMM
LaMP

74 101,043 Cal’P
LataS

70 96,852
71 97,712
72 98,925

73 99,827

N’Pko TG

CaMS
76 CoSS
77 OLL

OOLn
SLLn
PaOL.
PLL

POLo,
78 ¡06,976 MOL
79 108,222 MPaO

LaOO
MIPO
MPL

80 109,040 MMO
LaPO

81 110,317 MMI’
taP?

82 ¡¡1,485 LsMS
83 112,727 CoPS
84 ¡14,098 0185
85 ¡15,205 LOO

SLL
PO!.

86 116,833 l’SL,
87 117,232 MOO
88 118,050 PPaO

MOV
89 119,204 ¡‘PL

MSL
MPO
MP’,?

90 ¡20,220 USO
91 121,571 MPP

MMS
LaPS
CaSS
000
LOS
roo
SL?
“PO
MSO
PPv
¡‘pl,
MPS
LaSS
800
soy
¡‘So
PS’,
N.I.
¡‘PS
MSS
PLISE
SSO
Ssv
“SS
SSS

= triglie¿rido;Nl. = no idenlilicado.

Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

Ir

102,663

103,922
105,654

92 [23,374
93 123,883
94 125,013
95 125,831
96 127,079
97 ¡27,975

98 ¡29,358

99 ¡31,123
100 ¡32,587
101 ¡33,421
102 ¡34,924
103 135,978
104 137.041
105 138,014
106 139,829
107 143,005
108 144,391
109 145,142
110 148,111
111 ¡60,683
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CapIndo 2. Aplfroetdn chi tutUn & ¡nata Mc$ea de nata.

la estimaciónde triglicéridos debidoa las bojascant¡dsdesen que se encontraronen el

contenidototal de la grasaláctea.

Igualmenteal estudiode Barróny col (1990).se tuvo en cuentacl ácido trans-vacc¿nico

por encontrarse en un 1,36% en cl análisis de ácidos grasas en la fi-acción triglicérica

total. Sin embargo,hay que resaltarque en el estudio antes mencionada solamente se

describen 116 especiesmolecularesde triglicé¡idos, en lugar dc las 185 de nuestro

estudio,debido a que tan solo consideraron14 ácidos rasaspara la realización de los

cálculosde los triglícéndosacausade la menorsensibilidadde su análisispor OC.

2..?. 4- ComparacIón de la composición en olgllcdrldn de la grasa de leche de

oveja, cabra y vaco.

La figura 2.3.4areúne los cromatogramasde uiglicéridosdc lechede yuca,oveja y cabra

y como se puede observar, las diferenciasson solamentecuantitativas Expresadosen

porcentajesde área,los resultadosson los recogidosen la tabla 2.3.4. La figura 2.3.4b

mt,íestras los resultadosreFerentesal NEC y también al grado de saturación de los

triglicéridos.

de yuca, oveja yTabla 2.3.4. Áreas(%) de los triglicáridos de la grasade leche

cabraen función de su NEC.

NEC S34 Total

Yuca 10,83 lOO

Oveja 18,23 loo

Cabra 15,21 100

34 < NEC S 40

25.16

32,84

La leche de vacaes la que paseela mayor proporción de triglicéndos de NEC > 40,

seguidode la leche de cabray la de oveja respectivftffiflltC Sin embargo,la leche de

NEC 40

64,01

48,93

33,96
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Capitulo 2 Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata

ovejaes la másenriquecidaen triglicéridos de NEC =40, delantede la de cabray la de

vaca, por este orden. En cualquierade las tres especies,la grasa láctea poseemayor

proporción de triglicéridos de NEC > 40 que del resto de triglicéridos, la menor

proporciónde triglicéridos estácuandoéstos son de NEC =34, tambiénparalas tres

especies animales. Estas diferencias entre las proporciones de triglicéridos según su NEC

son máspatentespara la leche de vacay menores para la leche de cabra y oveja

respectivamente; en esta última existe una mayor equiparación de las proporciones de

triglicéridos en funciónde susNEC.

Los triglicéridos saturadosson los mayoritariosen la grasa lácteade las tres especies

animales.Entre las lechesde las tres especies,es la de vaca la que poseeuna menor

proporción respectoa la de cabray oveja,siendoentreestasdos últimas la proporción

muy semejante. Los triglicéridos monoinsaturados se encuentran en mayor proporción en

la leche de vaca, teniendo la leche de oveja valores menores pero cercanos; la leche de

cabra posee la menor proporción de estos triglicéridos. Los triglicéridos poliinsaturados

están en la leche de cabra en la mayor proporción (siendo incluso mayor a la de

triglicéridos monoinsaturados), con un porcentaje ligeramente menor en la leche de vaca;

la leche de oveja es la que menos proporción de triglicéridos poliinsaturados posee. En

las leche de vaca y oveja, existenmás cantidadde triglicéridos monoinsaturadosque

pollinsaturados, al contrario de lo que ocurre en la leche de cabra.

Estos resultados pueden explicarse basándose en la composición en ácidos grasos de la

grasalácteade estasespecies(Ramosy Juárez,1986). La leche de oveja es más rica en

ácidos grasos de cadena corta (NC =8) y poliinsaturados,y la leche de vaca lo es en

ácidos grasossaturadosde cadenalarga (NC =16). Se confirmó que la leche de vaca

poseía la mayor cantidad de triglicéridos insaturados, debido a la mayor cantidad de ácido

oleico; mientras que las cantidades fueron inferiores en leche de oveja y cabra, aunque

semejantes entre ellas (55,31, 51,12 y 5 1,13%, respectivamente).
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

En la figura 2.3,4cse muestranlos porcentajesde triglicéridos en función de su NEC,

según seande leche de vaca, ovejay cabra,y de acuerdoa su grado de saturación.La

lechede vacaposeeel mayorporcentajede triglicéridosde NEC> 40 poliinsaturada,sin

embargo, la leche de cabra es la más rica en triglicéridos de 34 < NEC =40

poliinsaturada. Estos resultados están en concordancia con las cantidadesrelativas de

ácidos grasos de cadena corta, media (8 < NC =12) y larga y sus diferentes

combinaciones para dar lugar a triglicéridos en las tres especies animales.
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Capitulo .2. 4adá¡ o le ntmcdás de ¡msa Ida de >u&

APLICACIÓN DE LA EXTRACCIÓN CON DIÓX[DO DE CARBONO

SUPERCRITICO A LA MODIFICACIÓN DE GRASA LÁCTEA EN NATA

2.4- MATERIALES Y MÉTODOS

24.1- PreparacIón de la muestra

Se utilizó lechecrudade ovejaproporcionadapor QueseríasCampoReal en CampoReal,

(Madrid).

La obtención de la nata a partir de la lechese realizó según los métodos detallados en el

apartado 2.2.1

2.4.2- ¡1)escrlpción del equipo de extracción

Las extraccionesse llevaron a cabo utilizando un extractor de fluidos supereriticos

semípreparativoLDC Analytical que fue modificado previamenteen el laboratorio

(Hierro, 1994). La figura 2.4.2 muestra un díagrama de este equipo de extracción.

El dióxido de carbono liquido es impulsado por medio de una bomba de velocidad

variable cuya cabeza se encuentra enfriada a ‘11 0C mediante un baño criogtnico para

mantener el CO
2 en estado líquido. El CC)2 a la salida de la bomba se calienta

previamente a la entrada al interior de la celda de extracción (55 mLde capacidad). Esta

celda de extracción posee una camisa calefactora controlada mediante una sonda

termopar.

El CO2 supercrítico.que contieneel extractolipídico, esdespresurizadotras la salida de

la celda a su pasopor un restrictorvariable, la despresurizacióncausael cambio a CO2

en estadogaseoso.separándoseel extractoy recogiéndoseen un erlenmeycra presión

j
k!1

4
7,

Ji

4
1

~1

1*

12.2



Capitulo
2.A

p#arM
n

o
¡o

exlm
ccft$n

de
<m

sa
¡Jata

de
nOW

o1•0

z-Q

ji
b.

ti

/1
30~

>
9

~
12<si.M

ilo

¡
t.i

~
i~

1
J

:11u
o

ira
za

U
O

G
V

IuvwauJ.NI

6tiEaiuo‘a&u.t6-oti4>a3.EeL

¡23



Capliulo 2. AplIcación a la exftwcch$n de *nta láctea de nola.

atmosférica.Se evitabala formación de nieve carbónicaen el restrictorcalentándolocon

tina resistencia.

Las extraccionesse realizanen mododinámico,controlándoseel volumendeCO2 y flujo

paraque semantenganconstantes.Lasextraccionesserealizaronporduplicado.

Se utilizaron 10 g de nata por extracción.La cantidadde grasaextraida seobtuvo por

pesadadel extracto. La cantidadde nataresidualseobtuvo por diferenciaentrela inicial

y el extracto. Posteriormentese realizaron los análisis por HPLC de colesterol y

triglic¿iidos de la nataantesy despuésde su tratamientocon CO2 supercrítico.También

secalculó la humedadde Las natasantesy despuésde su tratamiento.

2.4,3- Optimizacióndelflujo de CO2 supercrlflco

Esteestudiojunto con el de la optimizacióndel volumendeCO2 se realizaroncon leche

de oveja anteriormenteestudiadaen el punto 2.2.1, cuyo contenidoen colesterolde la

natafue de 2,2 mg/g.

El flujo óptimo de CO2 se cakuló en basea conseguirun mayor rendimientode la

extracciónde colesterol.El control sehizo variandoel recorridodel émbolode la bomba

paraconseguirflujos entre0,50y 3 lJminmedidosapresiónatmosférica.

Las extraccionesse realizarona 21,4 MPa y 40
0C, condiciones adecuadaspara la

extracción de colesterol. El volumen de CO
2 en cada extracción fue de 400 L.

Posteriormentese realizaronlos análisisdecolesterolpor HPLC.

1
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CapItulo 2, Aplicación a la extracción de grasa láctea de nal«

2.4.4-OptimizacióndelvolumendeCO2 supercr(tko

Se calculó el volumennecesariopara extraerun máximo de colesterol.Las condiciones

de extracción fueron de 17,9 MPa y 40
0C manteniendoel flujo óptimo obtenido

previamente.

Se estudiaron volúmenesde CO
2 de 100 a 700 L medidos a presión atmosférica.

Posteriormenteseanalizópor HPLC el colesterolextraído.

2.4.5-Determinaciónde la grasade la nata

La grasade la natapreviamentea la extraccióncon CO2 se determinópor extracción

sólido-líquido, utilizando 75 mL de una mezcla de cloroformohnetanol(2:1) en un

Soxhletdurante1 h para extraerla grasacontenidaen 1 g de nata,Despuésseevaporóel

disolventeen atmósferade N2 y se determinóla grasagravimétricamentepor pesadadel

residuo.

Tras la extraccióncon CO2 supercrítico,el pesodel extractocorrespondíaal de la grasa

extraída.

2.4.6-Medidade la humedadde la nata

El aguacontenidaen la natapodíaactuarcomo modificadoren la extracciónde la grasa;

es por estoque se decidió analizarla humedadde la nataoriginal y del residuo tras la

extracción con CO2 supercrftico. Además, el agua puede ser coextraida con los

componenteslipídicos medianteun procesode arrastrede vapor,por lo quesu contenido

en la natatratadapodríavariarconlas condicionesde extraccion.
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Capitulo 2, AplicacIón a la extracción de grasa Mc/ea de nata.

La medidade la humedadde la nataserealizóa partir de400mg de muestrasiguiendoel

método oficial de la AOAC(1990), en estufa a 100 0C. Se calculó la humedaden

porcentajepor diferenciaconel pesoal cabode ¡ h.

2.4.7- ¿lndlistvde colesterolpor cromatografio líquidadealta eficacia

2,4.7.1- Obtención dc la fracción insaDonificable de la nata

La separaciónde la fracción insaponificablede la grasa de la nataes necesariaparael

análisis de colesterol por HPLC, puesto que los componentesmayoritarios, tos

triglicéridos, interfierenen el análisis(Hursty col., 1983).

A 1 g de nata(tratadao no con CO
2 supercrítico)sele añaden50 mL de KOH metanólica

2N preparadaen el día. En ese momentotambiénse añaden400 .tL de estigmasterol

(patrón interno) de una solución de 2,5 mg/mL de hexano para conseguir una

concentraciónde 1 mg/g nata.Estamezclaseponeacalentara reflujo durante30 njin.

La solución restantese lleva a un embudode decantación,y el matrazse lava con das

porcionesde 25 mL de aguadestiladaquetambiénse llevan al embudo.Se afladen 10 mi

de una solución de NaCí al 10%parafacilitar la separaciónde las fasesy se extraecon

dos porcionesde lOO tuL de éter etílico/éterde petróleo (1:1). Se recogenlas fases

etéreasy se llevan a sequedadcon un rotavapora 30
0C. Después,esta fracción se

redisuelveen 5 mL de éter de petróleo,se pasapor un filtro de 0,2 gm y seinyectan20

en el HPLC.
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Capitulo 2. AplIcación a Ja extracción de grasa hielen de nata.

2.4.7.2- Análisisde colesterolpor ¡{PLC

El sistema croniatográfico utilizado consistió en una bomba modelo 6000A (Waters

Assoc.),un inyectorRheodynemodelo 7125 con un bucle de cargade 20 ¡iL, un horno

para la columna (Kariba Instruments)y un detector ultravioleta de longitud de onda

vajiable 3100X (LDC Analytical), conectadosa un sistemade adquisición dc datos

SystemGoId (Beckman)a través de una interfasemodelo406 (Beckman).Se utilizó una

columnaSpherisorbODS-2 (PhaseSeparations)dc 5 pm de diámetrode parifeulay 4,6

mm x 20 cm de tamañomantenidaauna temperaturaconstantede 45 0C.

Los análisisde realizaronen condicionesisocráticasa un flujo de 2 mL/mm y detección

en Uy a 205 nm. La fasemóvil fue hexano/isopropanolen la proporción99,9:0,1.

24.8-Andilsisde triglictEridospor cromatografíalíquida dealta eficacia

La extracción de los triglicéridos de la grasa de la nata (tanto tratada con CO
2 supercrftico

corno no) y su posterioranálisispor HPLC se realizaronsegúnsedetallaen los apanados

2.2.1 y 2.2.2 respectivamente.

2.4.9- Efecto de la presión y la temperatura en la extracción de grasade nata sin

y con adición debolas de vidrio

Los lO g de nata se sometierona la extraccióncon CO2 supercrfticocon las siguientes

condicionesde presióny temperatura:

- temperaturasde 40, 50 y 60
0C.

- presionesde 8,3; 9,7; 14,5; 17,2; 19,3; 24.1; 29,0y 33,8MPs.

¡si

} 40
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CapItulo 2. AplicacIón a lo extracción de grasa lácteo de nota.

El volumen de CO2 de cada extracción fue de 350 L y el flujo medido a presión

atmosférica de 1,5-2 L/min. Las extraccionesse realizaron en cada condición por

duplicado.

Posteriormente,y a la vista de los resultados,se realizó una segundaseriede duplicados

afladiendo100 bolitas de vidrio de 4 mm de diámetrocomodispersantesde la natapara

aumentar la superficie de contacto con el CO2 y evitar la formación de canales

preferenciales.

2.5- RESULTADOSY DISCUSIÓN

2.5.1- Optimizacióndelflujo deCO2supercrftlco

La variación de la potencia de la bomba entre porcentajes del 30 y 100% del recorrido

total del émboloproporcionaronflujos comprendidosentre los 0,4 y 3 L/min, medidosa

presiónatmosférica.La figura 2.5.1 muestra la variación de la cantidad de colesterol

extraídorespectoa la variación del flujo proporcionadopor la bomba. Como sepuede

observarsealcanzaun máximo de colesterolextraídoa flujos comprendidosentre 1,5 y

2,2 L/min, siendolos valoresmayoresobtenidosen los análisisde 1,65y 1,75 mg/gnata.

Se concluyó que la mayor extracción de colesterol se producíaconsiguiendoflujos de

CO2 entre 1,5 y 2 L/min. FLujos inferioresproducíanextraccionesmenoresde colesterol

debido a la lenta renovaciónde CO2 y su consiguientemayor grado de saturaciónde

colesterol,a 0,48 Llmin se produjola menorextraccióncon 0,42 mg colesterolextraido/g

nata. Flujos superioresa 2 L/min eran demasiadoaltos paraun buen intercambio de

colesterolentrela natay el CO2, la extraccióndescendióhasta1,10 mg/g con el flujo de

2,94 L/¡nin.
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Capitulo 2, Aplicación a la extracción degrasá láctea de nata.

2.5.2- Optimizacióndel volumende CO2 supereritico

Se observó que, en las condicionesestudiadas,la extracción de colesterol aumentaba

conformelo hacíael volumende CO2 hastallegara los 600 L (figura 2.5.2). A partir de

estevolumen la extracciónde colesterolllega a un máximo, tras el queun aumentode

volumenno produceunamayor cantidadde colesterolextraída,siendoeste máximo de

0,96 mg/gnata.

Seeligió realizarlas siguientesextraccionesconvolúmenesde 350 L de CO2. Volúmenes

superioresalarganexcesivamentela duraciónde la extracción(más de 4 h), no siendo

viable la realizacióndel estudioplanteado.Además,tiempos prolongadosde extracción

conducena la extracciónmáximade todos los compuestosde la grasaláctea, siendo la

extracción selectiva de colesterol menor respecto a la de los triglicéridos. Estas

conclusiones se vieron corroboradas por los resultados posteriores de extracción de grasa

total, colesteroly la selectividadconseguida(apartados2.5.3, 2.5.5y 2.5,7).

Así pues, las siguientes extracciones se realizaron con un flujo de 1,5-2 L C02/min

consumiendo350 L.

2.5.3-Efectoen la atraccióndegrasa

La muestradenatade la que separtió teníaun contenidoen grasadel 69%.

En las tabla 2.5.3 ay b se indican las masas de extracto obtenidas para cada condición de

presión y temperatura y para extraccionesrealizadassin y con presenciade bolas de

vidrio respectivamente.También se indica la solubilidad de la grasaen cadaextracción

expresadacomomg grasa/LCO2. En las figuras 2.5.3 a y b se representala cantidadde
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Tabla2.5.3a.Masay solubilidadde la grasaextraídasin bolasdevidrio.

Temperatura1

40 50 60

Presión2 Extracto3 Solubilidad4 Extracto Solubilidad Extracto Solubilidad

8,3 0,14 0,40 0,14 0,40 0,03 0,09

9,7 0,5 1,43 - - 0,02 0,06

14,5 2,53 7,23 0,58 ¡.66 0,29 0,83

17,2 3,47 9,91 1,59 4,54 1,48 4,23

19,3 3,62 10,34 3,57 10,20 2,12 6,06

24,1 4,41 12,60 3,77 10,77 5,79 16,54

29,0 3,62 10,34 4,95 14,14 5,97 17,06

33,8 5,18 14,80 4,64 13,26 6,07 17,34

temperaturaen oc, 2 presión en MPa, 3niasade extractoen g, 4salubiiidadexpresadacomo mg grasa

extraida/L CO
2

Tabla 2.5.3b.Masay solubilidadde la grasaextraídacon bolasdevidrio.

Temperatura’

40 50 60

Presión
2 Extracto3 Solubilidad’ Extracto Solubilidad Extracto Solubilidad

8,3

9,7

0,05

0,08

0,14

0,23

0,07

0,15

0,20

0,43

0,04

0,16

0,11

0,46

14,5

17,2

19,3

24,1

29,0

2,36

4,57

4,46

4,60

5,10

6,74

13,06

12,74

¡3,14

14,57

0,75

2,09

2,96

5,17

5,71

33,8 5,81 16,60 5,54

temperaturaen 0c, 2

cxtra.ída/LCO
2

presiónen MPa,
1niasade extractoen& 4scbibikdadexpresadacomomggrasa

2,¡4

5,97

8,46

‘4,77

16,31

¡5,83

<3

~0

1

1
ji

4..

2

It

1,37

3,05

4,63

5,73

5,25

3.9,

8,71

13.23

16,37

15,00
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

grasano extraída,estimadapor diferenciaentreel contenidodegrasade la muestrasin

tratary la cantidaddegrasaextraída.

Observandolos resultadosse apreciaque la solubilidady el rendimientode la extracción

aumentan confonne aumenta la presión en el rango estudiado de presiones y

temperaturas.El efectode la temperaturavaríadependiendode la presióna la que se ha

realizadola extracción.

Los ensayosrealizadosa presionesmenoresa 20 MPa ofrecieronmayoresvalores de

solubilidad cuandola temperaturaerade 40 0C, siendosemejantela solubilidad de la

grasapara las extraccionesa 50 y 60 0C. Este hecho se debe a que el factor más

importanteen el aumentode la solubilidadde la grasaes el aumentode la densidaddel

CO
2 supereritico,quese produceal disminuir la tempraturaa la quesesometeel fluido.

Los resultadoscoincidencon los expuestosparael estudio realizadocon leche en polvo

(Hierro, 1994) en condicionessemejantesy en mantequilla(Cheny col., 1992a).

Los ensayosrealizadosa presionesmayores de 20 MPa conducena resultadosde

solubilidaddiferentessegúnsehayanrealizadocon o sin bolasde vidrio. El rendimiento

conseguidoen los primerosensayos,sin bolas de vidrio, esmenora las temperaturasde

40 y 50
0C que a 60 0C. EstecomportamientOsedebeaque a la mayor temperaturala

natapresentaun estadomásfluido, menoscompactado,facilitandola difusión del CO
2 y,

por tanto, la transferenciade masa.Los segundosensayos,realizadoscon bolasde vidt’ic~

dieron lugar a rendimientossemejantesentresi y la extracciónanteriora 60
0C. Fueron

los mayoresrendimientosque se pudieronconseguiren todaslas extraccionesrealizadas.

Estos resultadosmostrarondefmitivamentela efectividad de la adición de un soporte

sólido, comolasbolasdevidrio, paraconseguirunamejor dispersiónde la nata,aumentar

la superficie de contacto con el CO
2 e impedir la formación de canales preferenciales,

como ocurríaen la primera seriede extraccionesrealizadas,dondelos resultadosflieron

menos satisfactorios. El efecto del aumento de superficie de contacto con el CO2coincide

con el conseguido por Snyder y col. (1984) para la obtenciónde aceitede sojaa partir de
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Capítulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.

granoentero,coposo harina.Estosautoresno sólo resaltanla importanciade aumentarla

superficie,sino tambiénla de impedir la compresiónde la muestracon el aumentode la

presión, que daría lugar a aparición de canalespreferencialesy zonas inaccesiblesal

fluido. De este modo, las bolas de vidrio constituyen un soporte que aumenta la superficie

de la nata y, a la vez, es sólido, inertey resistentea la presión.

En estas condiciones de presión mayor a 20 MPa se observóque el efectode la densidad

sobre la solubilidad de la grasaeracontrarrestadopor el efectode la presiónde vaporde

los compuestos extraídos. A estas presionesel efecto del aumentode la presiónde vapor

sobre la solubilidad adquieremás importancia que el efecto de la disminución de la

densidad del CO2 al aumentarla temperatura,contrariamentea como ocurrió apresiones

menoresa 20 MPa. Estehecho produceque el rendimientode la extraccióna 60 y 50
0C

se igualeal conseguidoa 40 0C. Shishikuray col. (1986) observaronque la extracciónde

los lípidos disminuía al aumentarla presión utilizando mantequilla,mientras que la

extracción aumentabade forma lineal en el caso de la grasa anhidra, suponiendola

presenciade aguacomo la causade las diferencias encontradas.Sin embargo,estos

resultadosdifieren de los obtenidosen el presentetrabajo,siendointermediosentrelos de

grasa anhidray mantequilla en el estudio antes mencionado.Los resultadosdistintos

pueden suponer que el signo de la emulsión es también un factor a tener en cuenta a la

hora de elegir un sustratopara la extracción.Los resultadostambién difieren de los

obtenidospor Yu y col. (1992) con grasaanhidra, la extracciónde grasa fue siempre

menora 60 0C quea 40 0C inclusoa las másaltaspresiones(31 Mpa).

En la tabla 2.5.3c se indican las densidadesde CO
2 supercritico que existen en las

diferentescondicionesde presión y temperaturacalculadassegún la modificación de

Pitzer sobrela ecuaciónde los gasesideales(Pitzer,1955;Pitzery col., 1955).
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Capitulo 2 Aplicación a la extracción de grasaIñateade nata,

Tabla2.5.3c.Densidadesde CO2 supercrlticoen las condicionesde estudio(SP-

SolverrM,ProgramIseo,Inc.).

Pres¡óp}MPa)

8,3

9,7

14,5

17,2

19,3

24,1

29,0

33,8

40
0C

0,34

0,56

0,78

0,82

0,84

0,88

0,91

0,94

Densidad (g/mL)

50 0C

0,24

0,35

0,69

0,75

0,78

0,83

0,87

0,90

&o 0C

0,20

0,27

0,58

0,67

0,72

0,78

0,83

0,86

4

~4I~

4:

il~

Teniendoen cuentaúnicamentelas densidadesde cadaextracciónen la variación de la

solubilidad de la grasase observaque, seproduceun rápido aumentode la solubilidada

partir de 0,62gImL parala temperaturade 60 0C, 0,69 g/mL para50 0C y 0,78g/mL para

40”C, siendoesteaumentosemejanteen las trestemperaturas,aunquela solubilidada 60

es mayor a unadensidadconstantedebido al aumentode la presión de vapor de los

componentesdel extracto, que se suma al efecto de la densidad(figura 2.5.3c). Los

resultadosde Yu y col., (1992) difieren con los del presenteestudio en resaltazuna

densidadtrasla cual seexperimentabaun rápido aumentode la densidady quees de 0,5

g/mL para40 oc y 0,6 para60 0C, no observándoseen el estudioinfluenciadel aumento

de la presiónde vaporal aumentarla temperaturasinclusoadensidadesaltas.

2.5.4-Efectosobrela humedadde la nata

El contenido de agua de la nata una vez tratada con CO
2 supercritico también es

dependientede la presióny temperaturade las extracciones,La humedadde la natavaria

1
Á1
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Capitulo 2 Aplicacióna la extraccIónde grasa láctea de nata,

en parte debido a queseextraejunto con el CO2 y en parteporquela fracción grasadeJa

nata es mucho más soluble en el fluido supercrítico, influyendo en el porcentaje de agua.

Los resultadosde lasmedidasquedanreflejadosen la gráfica 2.5.4.

La extracciónpor arrastreestáconfirmadaporquea 60
0C la disminuciónde la humedad

esmayorquea400Cy5o0C.

A las densidadesde 0,20y 0,24 gImL existeunaextracciónimportantede aguaquehace

que los porcentajesen el residuo seaninferores a los de la nata original (28%). Esta

humedadsemantienehastadensidadescercanasa 0,60 g/mL o desciendelevemente,este

hechopuedeexplicarseporque,si bienhayunaextraccióndeagua,hay unapequeñapero

progresivadisminución del contenido de grasa en la nata. Densidadessuperiores

producenun rápido aumento de la solubilidad de la grasa, y la nata con tan bajo

contenidoen grasada comoresultadoun aumentode la humedadhastaun .50%.

Los resultadosseasemejana los obtenidospor Snydery col. (1984) a partir de soja, es

decir, que la humedadde los residuosva aumentandocon la presión.La causaes la

extracciónmayorde compuestoslipídicosporseréstosmássolublesenCO
2 supercrftico.

2.5,5-Efectosobrela extraccióndecolesterol

La nata de partida tenía un contenido de colesterol de 2,20 mg/g.

Los resultados de las extracciones con CO2 supercritico sobre la concentración de

colesterol resultante en las natas tratadas quedan reflejados en las tablas 2.5.5 a y b. Las

figuras 2.5.5 a y b representan el efecto de la presión y la temperatura sobre la

disminución de la concentración del colesterol, El las primeras extracciones, realizadas

sin bolas de vidrio se obtuvo un bajo rendimiento en general para todas las presiones y

temperaturas estudiadas, con excepción de las realizadas a 33,8 MPa. El contenido en
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Tabla 2.5.Sa. Concentraciónde colesterolen la nata sin bolasde vidrio tras el

tratamientocon CO2 supereritico.

Presión (MPs)

trsclón de colesterol ~~WC
60 C
2,14

40
0C so 0C

8,3 2,27 2,02

9,7 2,42 2,01 2,37

14,5 2,04 1.95 1,68

l7,2 1,93 1,98 1,54

19,3 1,77 1,70 1,40

24,1 1,70 1,69 1,50

29,0 1,64 1,74 ¡.43

33,8 - 0,76 0,86

Tabla2.5.5b.Concentraciónde colesterolen la nata con bolasde vidrio tras cl

tratamientocon CO
2 supererítico

Concentración

Presión (MPs) 40
0C

de colesterol (mg/e)

50W 60 C

8,3

9,7

14,5
17,2

19,3

24,1

29,0

33,8

1,92

1,77

1,12

0,96

0,63

0.59

0,62

O~59

1,61

1,64

1,52

0,70

0,72

0,54

0.61

0,61

1.29

1,10

1,07

0,71

0,66

0,64

0,61

0,57
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Capitulo 2. Aplicacióna la extracciónde grasa láctea de nata.

colesteroltras el tratamientoa 9,7 MPa es superioro igual al de 8,3 MPa en las tres

temperaturas,pudiéndoseexplicarpor haberunamenor cantidadde aguaen la nata. Se

observaquea presionesentre14,5 y 29,0 MPa el aumentoen la extracciónde colesterol

escasi inexistente,pero a 33,9 MPa hayun bruscoaumentoen el queseextrae el 65%

del colesterolde la natade partida.La solubilidaddelcolesteroles generalmentemayora

60 “C que a las otras temperaturas por el efecto del aumentode la presiónde vaporya

comentadoanteriormente.

En el casode las extraccionesrealizadascon bolas de vidrio se puedeobservarque el

rendimiento de la extracción de colesterol aumenta sensiblemente encomparacióncon los

ensayos anteriores, sobre todo a partir de 14,5 MPa, y se mantiene para presiones

mayores. Estos resultados muestran claramente la necesidadde dispersarla nataen un

soportesólido paraaumentarel contactoentrelas fasesy la transferenciademasapor el

aumento de la dispersión del CO2en la muestra a tratar. El rendimiento llega a ser de un

75%. Estos resultados mejoran otros obtenidos anteriormente por Yu y col. (1992)

utilizando grasa anhidra, mediante los que consiguió en las condiciones de mayor

extracción de colesterol (31 MPay 40
0C) un rendimiento del 20%.

Los resultados mejoran los obtenidos por Shishilwra y col. (1986), ya que, utilizando

mantequilla, observaron una gran disminución del rendimiento en la extracción de grasa a

partir de 20 MPa y 40 0C, y un enriquecimiento en triglicéridos de cadena larga, con lo

que el rendimiento en la extracción de colesterol fue muybajo a partir de esta presión y

los extractos se empobrecieron en colesterol. El estudio llevado a cabo con grasa anhidra

proporcionó un mejor rendimiento en la extracción de grasa y de colesterol, con lo que la

selectividad conseguida fue baja. En el presente trabajo se obtuvieron residuos con

niveles intermedios de grasa y de colesterol.

El efecto de la densidaddel CO
2 y la temperaturade tratamientose representaen las

figuras 2.5.5 c y d (sin y con presenciade bolas de vidrio respectivamente).En ambos

casosse apreciaque los tratamientosa 60
0C son siemprelos que producenunamayor
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa lóctea de nata,

solubilidad del colesterol en el fluido supercrftico (excepto a 0,20 y 0,27 g/mL y 60 0C en

las extracciones sin bolas). De esta forma se destaca que, si bien la densidad es un factor

a considerar, la temperatura es un factor determinante para la extracción de colesterol. De

hecho, el mayor rendimiento se alcanza ya a 60 0C con una densidad (0,67 g/mL) menor

que a 50 0C (0,75 g/mL), y aún menor que a 40 0C (0,82 g/mL). Este comportamiento es

semejante al que se produce en el caso de la extracción de la fracción grasa total

(apartado 2.5.3).

2.£6- Efectosobrela extracciónde triglicéridos

Los extractosobtenidosseconsideraroncompuestospor triglicéridoscasi en sutotalidad.

De esta forma se puede considerar la variación de la cantidad de extracto obtenido como

la variación en la extracción de triglicéridos. Tras los análisis por HPLC de los

triglicéridos no extraídos, se calcularon las cantidades relativas de triglicéridos

atendiendo a:

- NEC=34 (triglicéridos de cadena corta e insaturados de cadena media o larga),

- 34 <NEC=40 (triglicéridos de cadena media e insaturados de cadena larga),

- NEC> 40 (triglicéridos de cadena larga, sean saturados o insaturados).

Aparte de las diferencias ya discutidas en el apartado 2.5.3 sobre el rendimiento de la

extracción entre las realizadas sin o con bolas no se encontraron otras diferencias. Las

cantidades relativas de triglicéridos de distinto NEC y grado de saturación fueron las

mismas para las extracciones sin y con bolas para cada condición de presión y

temperatura.

En la tabla 2.5.6 se muestran las cantidades relativas de triglicéridos según su NEC,

temperatura y presión. Se observa que para las tres temperaturas de estudio los extractos
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Capitulo 2. AplicacIón a la extracción degrasa láctea de nata.

de presionesmenor y mayor (8,3 y 33,4 MPa) tienen una composición similar a la

fracción triglicérica de la nata de partida (24,53% NEC=34; 38,93%34 <NEC =40;

NEC> 40)con la única diferencia de la masa de extracto total obtenida. Únicamente a

presionesintermediasseconsiguemejorarla selectividadde la extracción,al aumentarla

extracciónde triglicéridosde NEC =40 y disminuir la de los de NEC> 40. La máxima

selectividad de la extracción se consigue a 17,2, 19,3 y 24,1 MPa a las temperaturas de

40, 50 y 60 0C respectivamente. mejorándose la selectividad conseguida al aumentar la

temperatura. Estos resultados nos indican claramente la influencia positiva de la

temperatura en el aumento de la solubilidad de triglicéridos con menor punto de fusión

(insaturados y de cadena corta y media) por aumento de su presión de vapor; si bien, con

las presiones más elevadas mejora la extracción de los triglicéridos de mayor punto de

fusión. Las figuras 2,5.6a y b representan respectivamente el crornatograma de

triglicéridos de la nata de partida o control y tras el tratamiento a 24,1 MPay 60 0C.

En la gráfica 2.5.6c puede verse la influencia de la densidad en la selectividad de la

extracción de los distintos tipos de triglicéridos. Existe una densidad (0,8 g/mL) alrededor

de la cual se alcanza un máximo en la selectividad de la extracción de triglicéridos con

NEC<40 independientemente de la temperatura de tratamiento, aunque ésta contribuye

a mejorar esta selectividad según se ha comentado anteriormente. A densidades menores

o mayores se pierde la selectividad por aumento de la extracción de triglicéridos con

NEC> 40.

Estos resultados difieren en parte con los obtenidosen investigacionesanterioresde grasa

láctearealizadapor otrosautores.Cheny col. (1992a),estudiandola grasalácteaanhidra,

obtienen resultadossemejantesen lo referido a la variación de la solubilidad de los

triglicéridos totales respecto a la presión y temperatura, observando que la extracc¡ón

mejoraba al aumentar la presión y disminuir la temperatura, excepto a presiones altas, en

las que la temperaturaproducía pocainfluencia, explicándoseestecomportamientopor el

balanceentreel efectode la densidaddel CO
2 y el efectode la presiónde vapor de los

,1

¾‘

9’)
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~

2

½
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40 so so 100 120 140 160

tiempo (mm)

40 60 80 100 120 140 160

tiempo (mm)

Figura 2.5.6a: trigllcérldos de la nata control, b: trigílcérldos de nata
tratada a 24,1 MPa y 60 C
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triglicéridos. Shukla y col. (1994) realizaron un tratamiento a 40 0C y 24,1 MPa

utilizando grasa anhidra, obteniendo un extracto rico en triglicéridos de alto NCy ND, lo

que difiere con los resultados de esta investigación (aumento de la extracción de

tríglicéridos de NEC=40), si bien existen triglicéridos insaturados de alto NCcon NEC

=40. Las diferencias encontradaspuedenser debidasa que la natacontiene agua y

ademásesunaemulsiónde signoO/A.

2.5. 7- Selectividaddel CO
2 supereríticoen la extracción decolesterol

Majewski y col. (1994) definieronel coeficientede selectividaddel CO2 supercríticopara

la extracciónde colesterolbasándoseen la coextraccióndel colesteroly los triglicéridos.

El colesterol, teóricamentemenossolubleen el CO2 supercriticoque los triglicéridos,

poseeunaalta afinidad por los triglicéridos de cadenacorta y media. Refiriéndosea la

concentraciónde colesteroly ácidosgrasosen los sustratosantesy tras su tratamiento,

definieronel coeficientede selectividadde la siguientemanera:

re/acion colesterol ¡ acídos grasos NC< 14 en control
Selectividad = ¡ ¡// NC ~ ~, (2.43)

Los ácidosgrasosde menosde 14 átomosde carbonoson los de cadenacortay media.

Del mismo modo se pueden realizar los cálculos con triglicéridos de NEC < 42,

constituyéndose la ecuación de la manera indicada:

relacion colesterol / trigliceridos NEC < 42 en control
Selectividad =

relacion colesterol / trigliceridos NEC c 42 en residuo (2.44)

La figura 2.5.7 representalos resultadosobtenidosdel cálculo de la selectividad.La

mejor selectividadseproducea 60
0C cuandola densidades menora 0,7 g/mL, es decir,

la selectividad mejora si se reduce la densidad. La selectividad empeora con la
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disminuciónde temperaturay los máximosse consiguena densidadesde 0,8 y 0,9 g/mL

para 50 y 40 0C respectivamente.Los resultadoscoinciden con los de Majewski y col.

(1994) sobre los estudioscon grasa láctea anhidra en que ¡a presión adecuadapara

conseguirla mejorselectividada 60 0C estáentre 15 y 17,5 MPa. Los resultadosdifieren

en queen su estudiola selectividades mejor a 50 que a 60 0C, pero señalanque no es

cierto que estos resultados puedan ser fiables totalmente. Los resultados también

concuerdancon los de Yu y col. (1992), donde la mayor selectividad se consiguióa

presiones menores de 15 MPacuando la temperatura fue de 60 0C (la densidad era menor

de 0,6 g/rnL); la disminuciónde temperaturahastalos 40 0C produjo que la selectividad

alcanzadafueramenorque a 60 0C, si bien el máximo tambiénse alcanzóen el mismo

intervalo de presiones(la densidadfue menorde 0,8 gImL), al contrarioque lo obtenido

por lvlajewski y col. (1994)en el mismosustrato.
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ANÁLISIS POR ESPECTROMETRIA DE ‘3C-RMN

2.6- MATERIALES Y MÉTODOS

2.6.1- Preparaciónde la muestray extracción degrasadenata

La nata,de lechecruda de oveja procedentedel ComplejoAgropecuarioComunidadde

Madrid en Aranjuez,se obtuvodel mismomodoa la del apartado2.2.1.

Las extraccionesserealizaronen mododinámicocon un volumende CO
2 de 360 L en las

siguientescondiciones:

presiones de 13,8, 17,2, 20,7 y 24,1 MPa,

temperaturas de 40 y 60
0C.

2.6.2- Análisis de los extractos mediante espectrometria de resonancia

magnéticanucleardel “C

Se pesaron100 mg de los extractosobtenidosy se disolvieron en cloroformo para su

filtración en papel 1 PS(Whatman).Posteriormentese evaporóel disolventemedianteuna

corrientede N
2 y el extractosecoseredisolvió en cloroformodeuteracloparasu análisis.

El equipo utilizado fue un Varian XL-300 de 75 MHz en
13C. Los valores de los

desplazamientosquímicosse expresaronun unidades5 (ppnú. Los espectrosse realizaron

por triplicado.
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2.7-RESULTADOSY DISCUSIÓN

2. 7. 1- Análisisde los extractosmedianteresonanciamagnéticanucleardel ‘3C

El espectroobtenido a partir de la grasa lácteaantes de los tratamientosse encuentra

representadoen la figura 2.7,la, Las figuras 2.7.lb, c y d son ampliacionesde las

regionescarbonílica,olefinicay saturadarespectivamente.Seobservala baja sensibilidad

de la técnicaespectroscópicaya quesolamenteesposible la detecciónde los compuestos

mayoritarios,en estecasolos triglicéridos.No fue posiblela detecciónde colesterol.

Sin embargo,pudo realizarseun análisis de distribuciónposicional de los ácidosgrasos

que componen los triglicéridos, detectándoseácidos grasos de cadena corta unidos

únicamenteen la posición a (o a’) En la tabla 2.7.1 se detallan los desplazamientos

químicoscolTeSpOndientesa cadaseñaly el grupofuncional quesehaasignado.

Tabla 2.7.1. Desplazamientosquimicosy grupos funcionalesasignadostras el análisis

por 13C-RMN de los triglicéridosde la grasalácteade oveja.

5 (ppm) Carbonocorrespondiente

173,220 Cía a.g. saturados

173,185 Cl cza.g. insaturados

173,018 Clcz(Bu)

172,820 Cl~ a.g. saturados

172,784 Cl 1~ a.g. insaturados

131,959 HC (Ln)

130,315 HC<V)

130,220 HCC(L,Lfl)

130,025 H& (O, E)

129,715 HCIO)

128,312 HC=(Ln)
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Capítulo 2. Aplicación a la exfracción de grasa láctea de nata.

tabla2.7.1 (continuación)

128,280 HC (Ln)

128,137 HC=(L)

127,954 HC=(L)

127,780 HC=.(Ln)

127,181 HC=(Ln)

68,972 HC-O- (ji)

62,129 H2C-O-(c~)

35,943 C2a(Bu)

34,242 C2ji

34,073 C2a

32,6 18 C}12-CH trans

32,592 CH2-CH trans

31,956 o3

31,814 w3n-7(V)

31,684 w3 (Cl)

31,553 w3 c¡sn-6

31,280 w3 (Co)

29,8-28,9 -(CH2)0-

27,254 CHrCH CIS

27,202 CH2-CH eL

2 5,668 =CH-CHrH&(Cl 1 de L y Ln)

25,568 t~CH~CHz-HC (C14 de Ln)

24,936 C3ji

24,903 C3ct

24,565 C3 (Co)

22,775 0)2(L)

22,700

22,305 w2 (Co)

20,600 w2 (Ln)
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tabla2.7. 1 (continuación)

w2 ó C3 (Bu)18,369

14,252 ml (Ln)

14,093 col

14,000 ml (L)

13,862 ml (Co)

13,602 col (Bu)

ácidos grasos

Los datosobtenidospermiten la cuantificaciónde los ácidos grasosde cadenacortade

forma separada del resto de ácidos grasos; esto mismo es posible con los ácidos grasos

poliinaturados. También es posible cuantificar los ácidos grasos (ram separadamentede

los cis.

Se calculó un númerode carbonosmedio a partir de las integrales de los extractos

analizados de la fonna siguiente:

(‘CH, +CH, +CH= +
NC-~ COZ] 1) x3

La relación de carbonos insaturados frente a saturados:

1=
S CH2 +CH,

(2.45)

(2.46)

Tambiénsecalcularonlos porcentajesmolaresde:

- ácidobutírico, a partir de m2 (C3),

- ácido caproico,a partir de m3,
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa lacteade nata.

- acido caprílico, a partir de m3,

- carbonos transen el total de insaturados apartir de los carbonosalílicos,

- acidos linoleico y linolénico en el total de ácidos grasos insaturados, expresado

como ácido linoleico.

Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 2.7.1 (e - k). Se observa que, a

temperatura constante, conforme aumenta la presión hay un aumento en el número de

carbonos medio del extracto por aumento progresivo de la densidad (figura 2.7. le), lo

que se traduce en un aumento de la extracción de triglicéridos de alto peso molecular. La

disminución de la temperatura produce una mayor extracción de estos triglicéridos por

aumento de la densidad a una presiónconstantea partir de 17,2 MPa. Por el contrario, a

la menor presión del estudio (13,8 MPa), el aumentode la temperaturaproduceun

aumentode la extracciónde triglicéridosde mayorpesomolecular;estosedebea queel

aumentode la temperaturaconducea un evidentefavorecimientode la extracciónpor

arrastrede aquellostriglicéridos de mayor punto de fusión, estos triglicéridos son más

dificiles de extraer si la temperaturaes baja (40 0C), ya que las condicionesde baja

presióndel tratamientoproducenunadensidadbaja, con pocacapacidadparaextraer los

triglicéridosde mayor NC únicamentepor efecto de la solubilizaciónen el fluido. A las

presionesintermedias,17,2 y 20,7 MPa, la mayor densidada 40 0C que a 60 0C es ya

suficiente para que se extraiganlos triglicéridos de mayor peso molecularen mayores

cantidades,ya quea estaspresionespequeñasvariacionesde presiónconducenagrandes

variacionesde densidad.A 24,1 MPa, la presión es tan alta que no existen apenas

diferenciasde densidadentre 40 y 60 “C, el númeromediode carbonosseiguala en las

dos temperaturaspor versefavorecidala extracciónde los triglicéridos de mayorNC con

el aumentode supresiónde vapora 60 0C.

Se observaen la figura 2.7.lf que el aumentode densidadal aumentarla presióny a

temperatura constante produce un aumento de la extracción de los triglicéridos

insaturados,exceptoa la presiónde 24,1 MPa, en corcondanciacon el aumento-de los

triglicéridos de mayor NC (figura 2.7.le) porque la mayor parte de los triglicéridos
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata,

insaturadosson de alto NC. La mayordensidadconseguidaa 40 0C y 24,1 NIPa produce

un aumentode la extracciónde triglicéridos saturadosde cadenalarga, por lo que la

relacióni/s disminuye.A 60 0C estasvariacionessonapenasapreciables.

El mayor porcentaje molar de ácido butírico (figura 2,7.lg) conseguidoa mayores

temperaturasy menorespresionessuponeque los triglicéridosque contienenéste ácido

graso (el de menor NC) son los más fácilmente extraibles conforme las densidades

empleadas son menoresatemperaturaconstante, contribuyendo, además, de modo

importanteel efecto del aumentode su presiónde vapor al utilizar tempertarasmayores

(60 0C). A las dos presionesintermediasestudiadasse produceun descensoen la

extracciónde butírico por aumentode la extacciónde triglicéridosque contienenácidos

caproicoy caprílico,queserecuperaen partea 24,1 MPa. Los ácidoscaproicoy caprílico

seextraenen mayorproporciónen condicionesintermediasde presión(17,2y 20,7MPa)

a 40 0C (figuras 2.7.1 h e i) contrariamentea la extracciónde butírico, condicionesen las

quehayunamayorextracciónde triglicéridosde cadenainedia. El efectoproducidoa 60

0C y 13,8 MPaes el mismo queocurreen la variacióndelNC medio.

En generalseobservaunamayor solubilidad de triglicéridoscon insaturacionescts que

irans a presionesbajas,hecho que produceque los extractostenganuna composición

enriquecidaen ácidoscts respectoal control. Esteresultadopuedeexplicarseya quelos

enlaces cis producen menores puntos de fusión que los trans en las moléculas,

favoreciendosu extracción.El aumentode la densidadal aumentarla presiónproduceel

efecto contrario, apareciendoextractosricos en ácidos trans-insaturadosrespecto al

control. El efectodel aumentode la temperaturaen el aumentode la presiónde vaporde

aquellos triglicéridos menos volátiles, los que poseen enlaces Irans, es evidenciablea

presiones de 13,8 MPa, donde la densidad tan baja es poco eficaz para una buena

extracción, y a 24,1 MPa, donde la densidad a 40 y 60 0C muestra apenas diferencias.

Los ácidos grasos poíiinsaturados forman parte de triglicéridos de bajo NECy se extraen

de forma más selectiva a las menorespresionesy 60 0C en comparación con los ácidos
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grasos monoinsaturados, debidoa que las menorescondicionesde densidadfavorecenla

extacción selectiva de aquellos triglicéridos de menor punto de fusión, como son los

PUFAs.

Los resultadosqueserefierena la variación en la extracciónde los triglicéridossegúnsu

NC concuerdancon los aportadosanteriormente en los trabajos realizadossobre la

composicióndegrasaláctea y suextracciónconCO2 supercrítico,teniendoencuentaque

los sustratosutilizadosen los anteriorestrabajosson mantequilla(con el signo contrario

de emulsión)y grasaanhidra.Esto mismo ocurre con los resultadosque se refierena la

extraccióndiferencialsegúnseanlos triglicéridossaturadoso insaturados.

Losresultadosreferentesa la extracciónde triglicéridosconinsaturacionesen cts o trans

son los primeros realizados, igualmente a los que se refieren a la extracción de los ácidos

grasos de cadena corta y los PUFAs, y no han podido ser contrastados con otros

resultados de la bibliografia, ya que los estudios realizados por otros investigadores

solamente analizan las diferencias entre la extracción de triglicéridos saturados o

insaturados debido a que los métodos de análisis empleadosgeneralmente(OC) no

distinguen entre isómeros geométricos. Por la misma razón, el resto de resultados no son

totalmente comparables, ya que la nata es un sustrato que no ha sido utilizado para la

extacción con CO2 supercrítico, la única referencia es el trabajo de Hierro (1994).

Las mayores ventajas del análisis de extractos por espectrometría de ‘
3C-RtvliN han sido

la sencillez en la preparación de la muestra, la posibilidad de realizar un análisis de

mezclas complejas sin previa purificación de la muestray la consecuentementerápida

obtención de resultados, y que sea un método no destructivo. Por contra, inconveniente

ha sido la baja sensibilidad que impide la detección de compuestos minoritarios, como el

colesterol, que sin embargo es cuantificable por HPLC. La espectrometría de ‘3C-RIVIN

ha podido ser utilizada como complemento al análisis de triglicéridos por HPLC. Resulta

una técnica de elección para cuantificar parámetros, que para el HPLC son más

complejosde averiguar,muy útiles ala horade establecerla influencia de lascondiciones
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de extracciónsupercrítica(presióny temperatura)sobre la grasaláctea:influencia sobre

la extracciónde los ácidos de cadenacorta(separadamentebutírico, caproicoy caprilico),

influencia sobre la extracción de triglicéridos con distinta isomeria geométrica,y con

diferente grado de saturación. En este sentido, la RMNaporta datos novedosos sobre los

resultados de la extraccióncon dióxido de carbonosupercriticosobrela grasade la nata.
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Capitulo 3. AplIcación al destilado de la desodorización de aceItes vegetales.

3.1- INTRODUCCION

3.1.1-Los aceitesvegetales

Los aceitesvegetalesson productosnaturalesy, comotales, contienenmuchasclasesde

compuestosdiferentes.Los triglicéridosson los componentesmayoritarios,constituyendo

másdel 95%del aceite.Sin embargolos componentesminoritarios sontambiénde gran

importancia, tanto para evaluar la calidad del aceite, procedenciao adulteraciones

posiblescomo por ser de interésen la industriaquímica, alimentariao cosmética,como

los tocoferoles, esteroles, escualeno, etc.

3.1.2-El aceitedeojiva

El aceite de oliva es el procedente únicamente de los frutos del olivo (Oleo curopaca)

conexclusiónde los aceitesobtenidospor disolventes,o de orujo de aceitunarefmado,o

por procedimientosde reesterificacióny de toda mezclacon aceitesde otra naturaleza.

Este aceite es de gran importancia económica en los paises mediterráneos,

particularmenteen España.

Dentro del aceitede oliva, a nivel comercial,se distinguenvarios tipos (Madrid, 1986,

C.O.J.,24-11-1995):

Aceitede oliva virgen. Aceiteobtenidodel fruto del olivo únicamentepor procedimientos

mecánicoso por otros medios fisicos en condiciones,especialmenteténnicas,que no

produzcanla alteracióndel aceite,que no hayantenidomástratamientoqueel lavado,la

decantación,la centrifugacióny el filtrado. No se consideraráapto para el consumo

humanoel aceitede oliva virgen lampante.

Aceite de oliva refinado. Aceite de oliva obtenido del aceitede oliva virgen mediante
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técnicasde refinadoqueno provoquenmodificacionesde la estructuragliceridicainicial,

Aceite de oliva (antesaceitepuro de oliva o 100%puro de oliva). Aceite constituidopor

unamezclade aceitede oliva virgen apto parael consumoen la forma en queobtieney

de aceite de oJiva refinado.

Aceitelampanteesaquelde sabordefectuosoo de acidezsuperioral 3%,por lo queno se

consideracomestible.

Aceite de orujo de oliva refinadoes el aceiteobtenidopor tratamientocon disolventesde

los orujos de oliva, con exclusión de los aceitesobtenidos por procedimientosde

reesterificación y de todamezclaconaceitesde otra naturaleza.

3.1.3- Aceitesdesemillasoleaginosas

Son los aceites obtenidos de las semillas oleaginosasexpresamenteautorizadasde

acuerdo con las normas establecidasen la reglamentacióny sometidasa refinación

completapreviamentea su utilización como aceites para consumohumano(Madrid,

1986). A nivel mundial, estosaceitesseconsumeny producenen mayor cantidadqueel

de oliva, si bien, en España no tienen tanta importancia socioeconómica.

Entre otros, podemos citar e] aceite refinado de girasol, mafz, pepitade uva, cártamo

(producidos enteramente en España), soja, cacahute, colza, algodóny mezclasde dos o

más de ellos.

Los aceitesde semillasno suelencomercializarsesin refinar,porquesuelenprocederde

unaextraccióncon disolventes(como el hexano)y, en menormedida,de unaextracción

mecánica.
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3.1.4-Desodorizacióndelaceitedeoliva

El aceite de oliva necesita ser refinado cuando no es de buena calidad, lo que sucede

cuando se extrae de aceitunastratadasde formapocoadecuada.Actualmente,la cantidad

de aceite de oliva sometido a refinación ha disminuido debido a la mejorade los métodos

de recolección,almacenamiento,procesadoy otros factores. Sin embargo,el aceitede

oliva que tiene que ser refinadose suelesometera varíaso a todas de las operaciones

siguientes:

- eliminación de sustancias resinosas,

- neutralización de los ácidos grasos libres,

- desodorización,

- decoloración.

La desodorizaciónes el procesode eliminación de las sustanciasresponsablesde los

malos oloresy sabores(aldehídosy cetonassobre todo). Este procesose lleva a cabo a

baja presión (3-5 mmHg) y a alta temperatura(180-2500C). La desodorizaciónsesuele

aplicar a aceitesviejos que han desarrolladomalos olores por oxidación. El aceitede

oliva fresco rara vez necesitaser desodorizado.Con la desodorizaciónse eliminan

también los residuos de plaguicidas (Kiritsakis, 1992). En los últimos años se ha

extendidomuchoel uso de la llamada«refinaciónfisica» delaceitede oliva, queconsiste

en suprimir la etapa de neutralización separando los ácidos grasoslibres (con e] restode

materias volátiles y algo de aceite neutro arrastrado) en el curso de la desodorización con

vapor de agua. Los productos arrastrados son principalmente ácidos grasos, glicéridosy

compuestosinsaponificables,encontrándoseestosúltimos en proporciónmucho másalta

queen el aceitede partida.Estehecho aumentael interéspor el estudiodel subproducto

obtenido, pudiéndoserevalorizar, y que, además,se produce en cantidadescada día

mayores a medidaqueseextiendela utilizaciónde la refmaciónfisica (Martínez-Moreno

y Serra-Masía, 1980).
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El interés del destilado de la desodorizaciónradica principalmenteen la elevada

proporciónde compuestosinsaponificablesqueposee.De ellos, el escualenoes el más

abundante,seguido,en mucha menor cantidadde compuestosesterólicos,pudiéndose

utilizar el destiladocomofuente de estoscompuestos.El escualenoes un hidrocarburo

presenteenabundanciaen algunosaceitesdepescadoy normalmenteseusacomoagente

humectanteo emolienteen cosmética,ademásde poseerinteréspor ser precursoren la

biosíntesisdel colesterol (Bondioli y col., 1993). Una razón que ¡imita el uso del

escualenoen cosméticaes la incertidumbrede su disponibilidad como resultadode

convenios de protección de los animales marinos que son su fuente primaria de

obtención. Este hecho ha aumentadoel interés hacia el aprovechamientode aceites

vegetalesy, sobretodo, de los subproductosde su elaboración,ya queson relativamente

abundantes,másbaratosy ricos en este compuesto.Otros compuestospresentesen el

destiladotambiénsonde interés,comoel ~-sitosteroly estigínasterol,que sehavisto que

poseenactividadsinérgicahipoglucemiante(Jamaluddiny col., 1994).

La metodologíaanalíticade los esterolesen grasas,aceitesy alimentosen generalsebasa

normalmenteen la extracciónde la materiainsaponificable,aislamientode la fracciónde

esterolespor cromatografiaen capafina y separaciónde los componentesde la fracción

por cromatografía gaseosa. Este métodoes el oficial segúnla legislaciónespañolapara

esteroles en grasas y aceites (B.O.E. núm. 274, 15 de noviembre de 1985). Otros métodos

incluyen la utilización de una columna de cromatografia líquida preparativa sustituyendo

la saponificación(Worthingtony Hitchcock, 1984), o sebasanen el acoplamientoLC-

GC (Grob y col., 1992; Artho y col., 1993; Señoráns,1996) o en la sustitucióndel

análisis medianteOC por el de HPLC utilizando detectoresde varacióndel índice de

refracción o UV (Cortesiy col., 1977; Holen, 1985). La desventajaquepresentael uso de

los detectoresde índicede refraccióno ultravioleta(X entre205 y 210 tun) en el análisis

de esterolespor HPLC es que no permitenhacer gradientesy por lo tanto es dificil

conseguirun métodoquepermitasepararmezclasde un gran numero de esteroles.Para
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aumentar la resolución sería necesario el empleode gradientede fasemóvil. Por ello en

esteapartadoseestudióinicialmentela aplicacióndel detectorde masa,utilizado ya en el

análisis de otros componenteslipídicos como los triglicéridos. Además,el detectorde

masa se puede utilizar para cuantificar escualenojunto con un número amplio de

esterol es.

Los análisis de escualenosiguen los mismos métodos que los más comunespara el

análisis de la fracción esterólica, es decir, la separación mediante cromatografía de gases

tras la saponificación y la preseparación por croxuatografla en capa fina, como es el

utilizado por Bondioli y col, (1993)parael análisis de los extractosde DDO obtenidos

mediante extracción con CO2 supercrítico.Otrosmétodosmásrecientespara el análisis

en alimentos de escualeno utilizan la cromatografíade fluidos supercríticos(Stabyy col.,

1994), la espectroscopia de ‘
3C-RMN (Zamora y col., 1994), y el acoplamiento LC-GC

directo (Grog y col., 1992; Artho y col., 1993;Sefioráns,1996).

ANÁLISIS DE LOS COMPUESTOSDE LA FRACCIÓNINSAPONIFICABLE

DEL DESTILADO DE LA DESODORIZACIÓN DE ACEITES VEGETALES

MEDIANTE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA

3.2- MATERIALES Y MÉTODOS

3.2.1- Preparaciónde ¡a muestra

Las muestrasde destiladode la desodorizaciónde aceitede oliva y girasolprovinieron

del Instituto de la Grasa (C.S.I.C., Sevilla) y se mantuvieronen congeladorhastael

momento de su uso.

A 1 g de destiladose le añaden50 mL de KOH metanólica2N preparadaen el día. Esta

mezclasepone a calentara reflujo durante30 miii. La solución restantese lleva a una
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ampolla de decantación,y el matraz se lava con dos porcionesde 25 ¡nL de agua

destiladaquetambiénse llevan al embudo.Se añaden10 mL de unasolucióndeNaCíal

10%y se extraecon dos porcionesde 100 mL de éter etílico/éterde petróleo(1:1). Se

recogenlas -fasesetéreas,se concentrancon un rotavaporhastaun volumenaproximado

de 5 mLy se filtran con papel separador de fase Wathman 1PS para eliminar restos de

fase hidroalcohólica; posteriormente se llevan a sequedadcon el rotavapor.El residuo

obtenido se redisuelveen 1 mL de acetonapara el análisis de los esteroles.De la

disolución anterior se reservan0,5 mL y se llevan con acetonaa un volumen final de 5

mL parael análisis de escualeno.

3.2.2-Descripcióndel equipo

El sistemacromatográficoutilizado consistióen dos bombasmodelo 125 (Beckman),un

inyector Rheodynemodelo 7125 con un bucle de carga de 20 gL, se utilizaron varias

columnasde acero inoxidable (para la optimizacióndel análisis cualitativo, apartado

3.2.3.1)de 4,6 mm de di. rellenascon SpherisorbODS-2de tamañode partículavariable

(Phase Separations, Syinta) en un baño de agua para el control de la temperatura.El

detectordemasafue un ACS 750/14(IheArsenal)con unatemperaturaen el evaporador

de 45 0C y 172 kPa de presión de aire, condiciones que se variaronparala realizacióndel

análisiscuantitativo.El aire a presiónfue proporcionadopor un compresor(Air Control)

y posteriormente secado por dos trampas de agua. Se utilizaron balas de aire para

alcanzarpresionesde 276 kPaen el evaporadorduranteel estudiodel detector,ya queel

compresor solamente proporcionabapresiones máximas de 210 kPa. Los vapores

formados eran eliminados por medio de un extractor. Los datos eran adquirí dos a través

de unainterfasemodelo406 (Beckman)hastaun System Goid (Beckman).

La fase móvil consistió en eluciones en isocrático o gradiente de metanol, etanolo ¡so-

propanolen acetonitrilo, todos de gradoHPLC (apartado3.2.3.2). El flujo empleadofre
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de 1,5 mL/mm. Los métodosde elución de la fasemóvil fueroncontroladosmedianteel

programa System GoId (Beckman).

3.2.3- AndlisiLv cualitativo

La optimización en el análisis cualitativo se llevó a cabo paraidentificar los picos de las

muestrasy paraconseguir,en análisis de cortaduración,unabuenaresoluciónentre los

compuestosquefacilitara la posteriorcuantificación.Paraello, se combinarondistintas

condiciones de longitud de columna y tamafio de partícula, tipo y proporción de

modificador,temperaturade la columnay eluciónisocráticao con gradientede polaridad.

Posteriormentese realizó un estudio estadísticode los factores de capacidad(k’) y

resolución (R) de pares críticos.

El análisiscualitativosellevó a caboinyectandopor triplicado solucionesmetanólicasde

desmosterol, ergosterol, lanosterol, fucosterol, colesterol, estigmasterol, cainpesterol, 13-
sitosteroly escualeno(SigmaChemical)enconcentracionesde 10 mg/mL.

3.2.3.1- Elección de la columna

Para es estudio del tipo de columna se utilizaron las tres que se disponían en el

laboratorio,quepresentabantreslongitudesdiferentesy dostamañosde partícula:

- 7,5 cm longitud, 3 ~tmtamaño de partícula

-1.5 5

-20 3

1.70
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3.2.3.2-Elecciónde la fasemóvil

La fase móvil estuvo constituidapor acetonitriloy un modificadorde la polaridad. El

orden de polaridad de los eluyentes a la temperatura de estudio (45 0C) fue el siguiente:

acetonitrilo > metanol>etanol> iso-propanol.

Como estimaciónde la polaridad del modificadorse utilizó la constantedieléctrica(e)

medida a temperaturaambientea la hora de realizarlos cálculosen la obtenciónde los

resultados.Lasconstantessonlas siguientes:

- acetonitrilo, E = 37,50;

- metanol, e = 32,63;

- etanol, e = 24,30;

- ¡so-propanol, e = 18,30,

En primer lugar se realizaronestudiosen elución isocritica utilizando cadauno de los

modificadores en proporciones de O a 100%.

3.2.3.3-Eleccióndelgradiente

La elecciónde gradientese llevó a caboutilizando la columnade 20 cm. Se realizaron

gradientes de metanol en acetonitrilo de:

- 1, 2, 3, 4 y 5%/mm a partir del 0%,

- 4,5%/mm a partir del 10%,

- 4%/mm a partir del 20%.
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3.2.3,4-Elecciónde la temperaturade la columna

Se estudió la resolución en función de la temperaturade la columna Para ello se

programóla temperaturadel baño de aguaa 35, 45 y 55 oc. Este estudio se realizó

utilizando la columna de 20 cm y un gradientedemetanolenacetonitrilo del 30/o/mrn,

3.2.3.5-Análisisestadístico

Los resultadossobretiemposde retenciónde los patronesen cadaunade las condiciones

estudiadasseutilizaronparaestablecerecuacionesquerelacionaranel k’ con lasvariables

del sistema cromatográfico. En los casos en los que aparecieronpares críticos, la

utilización únicamentede k’ parala valoraciónde los resultadoscarecíade consistencia,

por lo que sedecidió tenerencuentala anchurade los picoscalculandola resolucióny

establecer, así, las mejores condiciones de ehición. La decisión del cálculo de la

resolución se debió principalmente a que el acetonitrilo de la fase móvil producíaun

distanciamiento de los k’, favoreciendo la separación; sin embargo, también se favorecía

la fonnación de colas en los picos, produciéndose solapamientosquepodríandificultar la

cuantificación. La resolución se calculó a partir de la anchura del pico en la base,

inidiéndoseéstade forma manual,ya queel programainformático disponible(Suitability

de SystemGoId) no apreciabala formación de colas.En los casosen los que los picos

aparecieronsolapadosseutilizó el programaPeakfitdeJandelScientific, versiónV3. liB

para la descomposición en gaussianas y posterior medida de las anchuras. La resolución

se calculó según la ecuación:

¿Vr

WbI + Wbj (3.1)

2

siendo:

R la resolución,
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A/r la variaciónen los tiemposde retencióndel parcritico 1 y 2,

Wb¡ la anchura en la base de los picos 1 y 2.

Las ecuacionesque relacionan/6 y 1? con las variables del método de separaciónse

obtuvieron mediante los programas iR y 9R de regresión lineal múltiple de I3MDP. El

programa 9R tiene la ventaja sobre el IR de que posee menores valores de tolerancia y

ofrece unos segundos resultados alternativos tras eliminar los puntos anómalos o hiera de

rango. Además, da los valores de error de estimación y predicción.

3.24-Análisiscuantitativo

3.2.4.1- Estudio del detector. Análisis estadístico

El detectorde masa poseeampliasposibilidadesaplicado al análisis de compuestos

lipídicos, compuestosparalos que el detectorde indice de refraccióny el ultravioletano

permiten la utilización de gradientes de polaridad. En la mayoría de los casos, las razones

que conducen al uso de este detector son:

- la necesidadde utilizar gradientesde eluciónparapodersepararlos componentes

de mezclas complejas, como son algunas grasas naturales,

- las fasesmóvilesmás convenientesparaestasseparacionesabsorbenen la región

U.v,

- los compuestos a analizar absorven poco a longitudes de onda superiores a 200

¡un.

Este detector puede ser utilizado con cualquier disolvente o mezclas de éstos, siempre

que sean suficientemente volátiles y sobre todo, en relación a los solutos, que no se

1? ji

tu
1

1
y

¼? 41

¡73



CapItulo 3. Aplicación al destilado de la desodorización de aceites vegetales.

volatilicen en las condicionesdel evaporador.En la figura 3.2.4.1semuestraun esquema

del funcionamiento del detector. La fase móvil con compuestos ya separados es

nebulizada por medio de la entrada de aire a presión, que es factor determinante en el

tamañode las gotasformadas.Estanebulizaciónfavorecela posteriorvolatilizaciónen el

evaporador, que se mantiene a una temperatura a la que se volatilice la fase móvil, pero

no los solutos. Finalmente, los compuestos a detectar quedan formando pequeñas

partículas sólidas que provocan la desviación de un haz de luz (principalmente por

reflexión y refracción, Charlesworth, 1978), la luz dispersadase detecta en un

fotomultiplicador y es directamenteproporcional a la masa de soluto. Además de la

volatilidad del soluto, también influyen en la detección su estructuraquímica y la

cantidad inyectada,ya que son otros factoresque detenninanel tamañoy númerode

partículas formadas en el proceso de detección.

Se ha descrito por varios investigadores que la respuesta del detector de masa no es lineal

y que además depende fuertemente de la temperatura del evaporador y, enmenormedida,

de la presión del aire en el nebulizador y la cantidad inyectada (Charlesworth, 1978;

Macrae y Dick, 1981; Macrae y col., 1982; Stolyhwo y col., 1983, 1984, 1985 y 1987;

Mourey y Oppenheimer, 1984; Perrin y Prevot, 1984; Oppenheimery Mourey, 1985;

Warner y Mounts, 1990; Hopia y col., 1992; Dreux y col., 1996). Sin embargo,a pesarde

las variacionesque se puedanproducir en las respuestas,se puede asumir que, en un

rango de cantidades de soluto, el áreadel pico (A) serelacionacon la masa(ni) mediante

la siguienterelaciónexponencial:

A =anit (3.2)

donde a y x son coeficientesdependientesdel tamañode las gotas, concentración y

naturalezadel soluto, presióndel evaporadory extractor, y temperaturadel evaporador.
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Fase
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Figura 3.2.4.1. Esquema de un detector de masa
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-I

La transformación logarítmica de la ecuaciónanterior, sin embargo,muestraya una

dependencialineal entrelos logaritmosdeA y m:

logA=xlogm+loga; (3.3)

Los valores de x encontradosen la bibliografía se encuentranentre0,9 y 1,8, siendo

correctostodosellos al entrardentrodel intervaloteórico establecido0,66-2,0,si bien, la

respuestaserámáspróxima a la linealidad con valoresde .x más cercanosa la unidad.

Charlesworth(1978) realiza un estudio profundo del detectory concluye que, para

concentraciones elevadas y dependiendo del resto de condiciones,la respuestapasade

exponencial a sigmoidal, encontrándose un pequeño intervalo intermedio de

concentraciones donde la respuesta es lineal.

En el presente trabajo se deció estudiar la temperatura del evaporador y presióndel aire

paraoptimizar la relación área/masasegúnlos modelospropuestos.Las temperaturasy

presiones máximas y mínimas vinieron dadas por las limitaciones del detector y

compresor,y por el aumentoen excesodelnivel de mido basal.

Las condicionesestudiadasfueron las siguientes:

- se inyectaronpor triplicado disolucionesde 10 y 20 ¡.tg de ergosterol,colesterol,

estigmasterol y escualeno en acetona,

- las temperaturasdel evaporadorestudiadasfueron de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,

55, 60, SOy 96 0C aunapresiónde 172 kPa,

- seestudiarontemperaturasde 25, 45, 60, 80 y 96 0C a las presionesde 103, 207

y276kPa.

Los resultadosseprocesaronmedianteel programa9R del BMDP para conseguirquelas

respuestasde los distintospatronesfueranlos mássemejantesy elevadasposibles.
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3.2.4.2- Linealidad de la respuesta

Se inyectaron por duplicado dos disoluciones de ergosterol, colesterol, estigmasterol y

escualeno en las cantidades de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 30 y 40 gg, y 85 pg de escualeno.

Una vez establecidas la condiciones de presión y temperatura del detector se obtuvieron

las ecuaciones que relacionaron la respuesta con la cantidadinyectada(la adecuacióna la

linealidad era menos satisfactoria si los ensayos se realizaban en condiciones no

optimizadas del detector de masa). La lunealidad de Ja respuesta se calculó según el

modelo descrito en el apartado anterior. Las operaciones se realizaron mediante el

programa 9R de regresión lineal simpie del BMDP.

1W

3.2.4.3-Cálculodelfactor de resnuesta

En el cálculodelfactor de respuestasedecidióutilizar ergosterolcomopatróninterno,ya

queno se presentaba en la muestras de destilado de la desodorización de aceite de oliva
1]

ni girasol, y se resolvíabien respectoa los compuestosde interésde las muestrasy otros

tcomponentes no identificados.

Se inyectaronpor duplicadodossolucionesconcadaunade las siguientescantidades:

- 10 .tg de ergosterol,

- 2,5; 5; 10; 20; 30 y 40 gg de colesterol, estigmasterol y escualeno.

liJado que el análisis cuantitativocon el factor de respuestase basaen el cálculo por

mínimos cuadrados,es decir, regresiónlineal, se transformaronlos parámetrosen una
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forma logarítmicaquegarantizala relaciónlineal simple entrela respuestay la cantidad

inyectada:

— log4 •logC~, ; (3.4)
logAs, . IogC,

siendo:

2r1 el factor de respuesta del compuesto 1,

C, la concentracióndel compuesto/,

Gp¡ la concentracióndelpatróninterno,

A, el áreadel compuesto/,

A~
1 el áreadel patróninterno.

3.2.4.4-Precisióndelmétodo

La precisiónde todo el métodoanalítico, incluido el procesode preparaciónde muestra,

se estimó analizandopor duplicado 5 hidrólisis de un mismo destilado de oliva,

adicionando1 mg de ergosterolcomo patróninterno,y se calculó la desviaciónestándar

relativa.

3.3-RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.3.1- Análisiscualitativo

3.3.1. 1- Análisisestadísticoen la elecciónde la columnay la fasemóvil

Los resultadosde k obtenidostras la inyecciónde los patronespermitieronel estudiode

la variación del logk de cadauno de ellos frente al tipo de columnautilizada, tipo de

1
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modificadory porcentajeen el quese encontrabaen la fasemóvil. En el caso del ¡so-

propanol,no sepudo hacer el estudio con la columnade 20 cm y 3 ~Imporque las

mezclascon acetonitrilo daban presiones excesivamente altas; los mismo ocurría con el

etanol, En el caso de la columna de 7,5 cm prácticamenteno hay separación con

porcaentajessuperioresal 2% por lo que no se ha tenido en cuenta. Las ecuaciones

obtenidassonlassiguientes:

A- Metanol, columna de 7,5 cm, 3 I~m:

- Desmosterol:

- Ergosterol:

- Lanosterol:

- Fucosterol:

- Colesterol:

- EstigmasterOl

- Campesterol:

- p-Sitosterol:

logk =

logk’ =

log/c’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

1,76 - 0,00193%MeOH;

1,83

1,91

1,94

1,96

2,01

2,02

2,08

- 0,00282%MeOl-I;

- 0,00266~%MeOH;

- 0,00315~%MeOH;

- 0,00327.%MeOH;

- 0,00356~%MeOH;

- 0,00355~%MeOH;

- 0,0037P%MeOH;

= 0,9861;

¿9 = 0,9816;

¿9 = 0,9891;

= 0,9880;

19 = 0,9933;

19 = 0,9938;

19 = 0,9836;

19 = 0,9889;

B- Metanol,columnadelS

- Desmosterol:

- Ergosterol:

- Lanosterol:

- Fucosterob

- Colesterol:

— EstigmasterOl

- CampesteroL

- p-Sitosterol:

C- Metanol, columnade

- ErgosteroL

cm, 5 gm:

logk’ 1,11-

logk 1,14-

logk’ 1,24-

logk’ 1,27-

logk’ 1,29-

logk’ 1,34-

logk’ 1,36-

logk’ 1,40-

20 cm, 3 gm:

logk’ 1,78

0,00272%MeOH;

0,00293.%MeOH;

0,00302%MeOH;

O,00339~%MeOH;

0,0036 l~%MeOH;

0,00378’%MeOH;

0,00376~%MeOH;

0,00383~%MeOH;

- 0,00228~%MeOH;

19 = 0,9309;

= 0,9229;

19 = 0,9823;

= 0,9446;

19 = 0,9669;
19 = 0,9800;

= 0,9085;

19 = 0,9729;

2
r = 0,9537;
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- Lanosterol:

- Fucosterol:

- Colesterol:

- Estigmasterol:

- Campesterol:

- frSitosterol:

logk 1,85 - O,00230%MeOH;

¡ogk’ = 1,89-O,00255’%MeOH;

logk’ = 1,91 - 0,00282’%MeOH;

logk’ = 1,95 - 0,00300%MeOH;

logk’ = 1,96-0,00292~%MeO1q;

]ogk’ = 2,00-0,00313’%MeOH;

¿=0,9851;

= 0,9563;

¿ = 0,9814;

19 = 0,9838;

¿‘=0,9779;

¿=0,9841;

D- Etanol, columna de

- Desmosterol:

- Ergosterol:

- Lanosterol:

- Fucosterol:

- Colesterol:

- Estigmasterol:

- Campesterol:

- ~-Sitosterol:

15 cm, 5 gm:

logk’=

logk’=

logk’=

logk’ =

logk’ =

logk’

logk’ =

log/c’ =

1,11 - 0,00788’%EtOll-1;

1,14-0,00806’%EtOH;

1,23 - 0,00883~%EtOH;

1,26 - 0,O0907~%EtOH;

1,27 - 0,009 1 E%EtOH;

1,33 - 0,00954%EtOH;

1,34 - 0,00962’%EtOH;

1,39-0,010O5~%EtOH;

¿~0,9668;

¿=0,9651;

¿ = 0,9898;

¿ = 0,9707;

¿9 = 0,9788;

19 = 0,9846;

¡9 = 0,9779;

19 0,9843;

E- iso-Propanol, columna

- Desmosterol:

- Ergosterol:

- Lanosterol:

- Fucosterol:

- Colesterol:

- Estigmasterol:

- Campesterol:

- ~-Sitosterol:

de 15 cm, 5 ¡.zm:

logk’ = 1,10-0,00911~%iPrOH;

logk’ J,13 - 0,00940’%IPrOH;

logk’ 1,22- 0,01018’%iPrOH;

logk’ 1,25-0,01049’%iPrOH;

logk”= 1,27-0,0l065~%iPrOH;

logk” l,32-0,0llI3~%iPrOH;

logk’ 1,33-0,01 l22~%iPrOH;

logk~ 1,3$ -0,01 170’%IPrOH;

19 = 0,9750;

= 0,9706;

¿=0,9881;

19 = 0,9734;

19 = 0,9824;

19=0,9870;

19 = 0,9809;

¿ = 0,9854.

Las figuras 3.3.1. 1(a-e) son las representaciones gráficas de las ecuacionesanteriores.Se

observóque la variacióndel factor de capacidaden función del tipo de modificadorera
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~storoJ

* ergosterol

fi latiosterol
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Capitulo 3. Aplicación al destilado de la desodarizaclón de aceites vegetales.

o1-4)

o
4..

‘A

tiempo (mm>

Figura 3.3.1.lf.Análisis de 8-sitosterolpor HPLC en las siguientes
condiciones:
- colufluiia 15 cm,
- tamaño de partícula: 5 ¡im,
• fase móvil: acetonitrilo 100%
• detector: UV.
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Capitulo 3, Aplicación al desfilado de la desodorizacicln de aceites vegetales

másevidenteen el iso-propanol,seguidodel etanol y metanolrespectivamentedebido a

que la menorpolaridaddel modificadorcausaunaelución másrápidade los solutos.En

el casode utilizar iso-propanol,el logk descendióhasta0,2 aproximadamentey para

todos los compuestosdel estudio,parael caso de la utilización de etanol logk’ fue de

_0 4 En ambos casos la duración de los análisis es cofia, sin embargo, esto hacer

empeorarla resoluciónentre los compuestoseluidos.El empleo de metanol condujo a

mayorestiemposde retenciónque el etanole iso-propanolparaigualesprocentajesen la

fase móvil; de este modo, la separación de los diferentes compuestosfue más

satisfactoria.La utilización de bajosporcentajesde modificadore, incluso, de 100% de

acetonitrilo en la fase móvil conducíaa la máxima separaciónde los compestos

analizados, sin embargo, la resolución no era aceptable debido a que los picos

presentabanimportantescolas. La figura 3.3.l.lf muestraun cromatogramade estas

características,donde se apreciala apariciónde la cola en el pico de 13-sitosterol. Al

compararla variación del logk’ respectoala longitud de columna(columnasde 20 y 7,5

cm) se observóque la columnade mayorlongitudproducíaresultadosmássatisfactorios

que los de la de menor longitud, ademásde que los logk’ estabanmásdistanciadosentre

cadacompuesto.El hechode encontrarvaloresde logk’muchomenoresen la columnade

15 cm no se debe a la longitud sino al tamaño de partícula, observándoseque la

utilización departículasde 5 ¡xm conducea la obtencióndemenorestiemposde retención

que el uso de partículasde 3 jxm. De estemodo,y en unaprimera aproximacióna los

resultados finales, se podía asegurar la conveniencia de la utilización de la columna de 20

cm de longitud, 3 gm de tamañodepartículay metanolcomo modificador,paraevitar al

máximola coeluciónde los compuestosde la mezcla.

Posteriormentese estudióla resoluciónde los parescriticos, ya que se vió que algunos

picospresentabancolasconbajaproporciónde modificador.Se calculóla variaciónde la

resoluciónsegúnel tipo y porcentajede modificador en el casode la utilización de la

columnade 15 cm y 5 gm de tamañode partícula. La longitud de columna se estudió

paralos casosde 7,5 y 20 cm, ya queposeíanel mismotamañodepartícula(3 km) y con
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Capitulo 3. Aplicación al destilado de la desodorización de aceites vegetales.

metanol como modificador. Los resultadosfueron los que aparecen en las figuras

3.3. 1. lg-p).

Las figuras 3.3.1.lg y h muestrancómo los mejores resultadosen la resolución se

consiguen al aumentar la longitud de la columna y disminuir el porcentaje de

modificador; sin embargo, la resolución entre estigmasteroly campesterolmejora al

aumentarel porcentajede metanol (figura 3.3.l.lj). La resoluciónentre fucosteroly

colesterolsolamentemejora al aumentarla longitud de la columnaapartir de los 12 cm

(figura 3.3.l.ly). En cuanto a lo referido al tipo de modificador, para el par critico

desmosterol-ergosterol(figura 3.3.1.1k) la máxima resoluciónse consiguió utilizando

etanolenun 20%, si bien, la resolucióndependiópocodel tipo demodificadory másdel

porcentajeen que seencontrabaen la fasemóvil. La resoluciónentreel lanosteroly el

fucosterol (figura 3.3. 1.11) fue baja independientemente del tipo de modificador

empleado,incluso sin modificador. Hay que puntualizar que este estudio, el de la

resoluciónen función del tipo de modificador,se llevó acaboutilizando la columnade 5

pxm de tamaño de partículadel relleno, y es fácilmente apreciableque la resolución

aumentasensiblementeal cambiara al tamañode 3 Itm: la gráfica 3.3.1. lg sobre la

resoluciónentreel lanosteroly fucosterolse basaen columnasde 3 iim y muestraque

para una supuestalongitud columnade 15 cm la resolución conseguidaes siempre

superiora la de los resultadosobtenidosen 3.3.1.11.Los resultadosde la resoluciónentre

lanosterol-colesterol, fucosterol-colesterol y estigmasterol-caflipesterol (figuras

3.3.i. 1(m-fí) son semejantesa los obtenidosen el caso del par lanosterol-flicosterol,

observándoseun ligero aumento de la resolución al aumentar la polaridad del

modificador, excepto para el par lanosterol-colesterol, aunque sus resutados muestran

valores altos de resolución. La figura 3.3.1. lo muestra cómo la resolución entre el par

critico desmosterol-ergosterol disminuye de modo apreciable al aumentarel porcentaje

del modificador, coincidiendo con los resultados aportados anteriormente(figuras

3.3.1.1(g-i). La resoluciónentre el ergosteroly el lanosterol, utilizando metano! y la

colunmade 20 cm (figura 3.3.l.lp)muestrasiemprevaloresaltos, pero son los mayores

los encontradosparaporcentajesalrededordel 50%.
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Capitulo 3. Aplicación al destilado de la desodorización de aceites vegetales

Resolución entredesmosteroly ergosterol

08—
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Figura 3.3.1.lo. Influencia
Columna <le 7,5 cm.

de la proporción de ¡netanol en la variación de la resolución.

Resoluciónentreergosteroly lanosterol

Figura 3.3.l.lp. Influencia
Columna de 20 cm.

de ¡a proporción de metanol en la variación de la resolución.

1,6

1,4

1

lo

R — Resolución
P=Porcca,laje dc Modificador
T=Tipo de Modificador
C—Loogitud dc i~ Columna

R = 1,5 80 - 0,022W + O,0001281~2

C = 7,5 cm

06
o

65

6,0

5,5

5,0

4,5

4,0

3~5~ 20 40 6<) 80 100

MeOH (%)

191



<¡‘9-5 ~Z -< ti? >~9-9
~/

CapItulo 3. Aplicaciónal destilado de la desodorización de aceites vegala/es

.

Los resultadosmuestran,engeneral,que, comoera de esperar,seconsigueunamejorade

la resoluciónal disminuirel tamañode partículadel relleno,al aumentarla longitudde la

columna paraaquellasde igual tamañode partícula,y al aumentarla palaridad.Estos

resultadosconcluyeronque para conseguiruna mejor separaciónde los patrones del

estudiosedebíautilizar la columnade 20 cmy 3 pmdetamañode partículacon metanol

como modificador en la fase móvil. Respecto al porcentajede metanolhay quedecirque

para los pares críticos que elidan en primer lugar la resoluciónmejorabacon bajos

porcentajes,sin embargo,parael parestigmasterol-campesterol(el que sufríaunamayor

retención) la resolución aumentabacon el porcentajede modificador, hecho que se

explica porque el aumento de la aunchura de los picosen la baseeracontrarrestadopor el

empleo de más cantidad de metanol. Estas últimas conclusiones hicieron aconsejable el

empleode gradientede polaridad. La figura 3.3.1.lq muestraun cromatogramaobtenido

utilizando la columna de 20 cm de longitud, con metanol, y las estructurasquímicasde

los patronesutilizados.

3.3.1.2-Eleccióndelgradiente

El gradientepermitió acortarel tiempo de análisis,mejorandola eficacia al estrecharlos

picos sin perderresolución.

Se obtuvieronlas ecuacionescorrespondientesa la variacióndel factor de capacidadcon

el porcentajeinicial de metanoly con la velocidadde gradiente:

- Desmosterol: logk = 1,850 - 0,01498-O;

logk’ 1,775 -0,00496~I;

- Ergosterol: logk’= 1,859 - 0,01487ii1;

logk’= 1,784 - 0,00485~1;
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Capitulo 3. AplicacIón al destilado de la desodorizaclónde aceites vegetales.
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Capitulo 3. Aplicaciónal destiladode la desodarización de aceites vegetales

- Lanosterol:

- Fucosterol:

- Colesterol:

- Campesterol:

- ~-Sitosterol:

- Escualeno:

logk’=

logk’=

logk’=

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’ =

logk’=

1,889

1,828

1,953

1,863

1,978

1,881

2,013

1,912

2,056

1,946

1,893

1,858

- 0,01218’G;

- 0,00354~1;

- 0,0l800’G;

- 0,004414;

- O,01944C;

- 0,004351;

- 0,020180;

- 0,00406 I;

- 0,02182G;

- 0,00386~I;

- 0,0O706~G;

- 0,00129~I;

dondeO es el gradienteen
0/o/min,

1 esel metanolinicial en

Las figuras 3.3.1.2ay b muestranlas representacionesgráficasde las ecuacionesarriba

indicadas, Se observó que el comportamientodel escualenofrente al gradienteera

copletamentedistinto al del restode componentes,produciéndosepocasvariacionesdel

tiempo de retención,es decir, que el grasdientedepolaridadno pareceafectaral tiempo

de elución del escualeno.Estasdiferenciaspuedenser debidasa la distinta estructura

moleculardel escualenorespectoa los otros compuestos.De estaforma, y en el rango

estudiado,la retenciónrelativadel escualenomejorabacon unoscompuestosa la vez que

empeorabacon otros. En el caso de haberun porcentajeinicial de metanoldel 0% la

elución del escualenoseprodujoentre¡a del lanosteroly flicosterol. Si el % inicial erade

un 40% la elución del escualeno,apenasvariada,se produjo en el último lugar, tras la

elución del B-sitosterol.El restode componentessufrió una disminucióndel tiempo de

retención al aumentarel gradiente, no habiendo diferencias entre ellos, con poca

afectaciónde la selectividad(a) en la mayoríade los casosy paraambasexperiencias;la
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Capitulo 3. Aplicación al destilado de la desoa’orización de aceites vegetales

.

excepciónfue el parlanosterol-fucosterolen el quela selectividadtoma valorespróximos

a 1 cuandolas condicionesfueron de un 40% de metanol inicial. Los parescríticos

estudiados fueron desmosterol-ergosterol y campesterol-13-sitosterol para la obtención de

los valoresde resolución,en el primero de ellos e! valor de a fue bajo en todas las

condiciones, en el segundo caso fue el ensanchamiento de los picos lo que llevó a esa

determinación. Los gradientes entre 2 y 40/dniin consiguen mayores separaciones entre el

escualenoy los esteroleslanosteroly fucosterol.

Posteriormenteseprocedióal estudiode la influenciade los dos factorescromatográficos

en la resolución de los pares críticos. Las figuras 3.3.1.2 e y d muestran las ecuaciones

obtenidasy susrepresentacionesgráficas.

La resoluciónentreel desmosteroly e! ergosterol(figura 3.3. l.2c) disminuyede modo

importantea medidaqueel porcentajeinicial demodificadoraumentay enmenormedida

cuando dismunuye. Para la mejor separaciónde estos compuestosconvieneutilizar

procentajesiniciales bajos y gradientesde 3 - 8%/mm. La mejor resolución entre el

campesteroly el B-sitosterolse consigueparaporcentajesinicialesmuy bajos(0 - 3 %) y

gradientesbajos; la resoluciónconun gradientedel 30/dminy acetonitriloinicial al 100%

conduceaunaresolucióncercanaa 1.

Concluyendo:seobservaque en el rango estudiadose obteníauna mejor resolucióncon

un bajo porcentaje inicial de metanol y gradientesmedios.Así pues, se decidió que el

gradiente fuera de 3%/mm partiendo de 0% de metanol, de esta forma, también se

conseguíaque el escualenoeluyeraentreel lanosteroly el fucosterolconsiguiéndosela

mejor separación posible del escualenocon cualquiera de los esterolesestudiados,

Respecto a los análisis de muestrasde destiladode ¡a desodorizaciónde aceitesde oliva o

girasol seconsiguióqueescualenoeluyeraen primer lugar,sin producirsesolapamientos

con el estigmasterol,campesterolni ¡3-sitosterol(compuestosexistentesenel desfilado).
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3,%l3jIecciónd~ la temneratura de la

La figura 3.3.1.3 muestralos resultadas del cálculo de la resoluciónde los pares críticos

(desmosterol-Ianos¡erol, lanosterol-fucosíerol, fucostcrol-coles-terol, colesterol-

campesterol y campesterol-B-sitosterol> dependiendo de la temperatura de la columna. Se

observó que la temperatura más adecuada era la dc 45 0C, ya que la de 55 0C dismunia

los tiempos de retención con apenas variación de la anchura de Los picos, y la de 35 oc

provocaba la aparición de colas, por lo que había también pérdidade resolución. Así

pues, la temperatura de la columna durante el análisis se fijó en 45 O(2~

3.3.2- AndIlsis cuantitativo

2ALLIzA1Ihli&I5SIUdI~tieo en el estudiode la resuuestadcl detector

La figura 3.3.2. la muestra Las áreas resultantes obtenidas tras la inyección de la solución

de patrones en la cantidadde 20 pg, siendolas condiciones de presióndel detector de 172

kPa y de temperatura entre 20 y 60 0(2~ Se observa un descensomarcadode la respuesta

del ergosterol entre20 y 45 0(2, existiendoapenasvariaciónapartir de estatemperaturay

hasta los 60 0C. La respuesta del colesterol subeun comportamiento semejante, si bien,

no de modo tan acusado.La respuestadcl estigmasterol desciende Ligeramente entre los

20 y 35 0C. aumentando a temperaturas superiores. La respuesta del escualeno varía de

modo completamente distinto al resto de componentes de la solución al producirse un

aumento importante entre los 20 y 40 0C, con una menor disminución a temperaturas

mayores. Las bases de estos comportainientos se encuentran, principalmente, en la

volatilidad (según Charlesworth, ¡978, en la temperatura a la que la presión de vapor es

de ¡ mm Hg. o bien, el punto de fusión en su defecto) de cada uno de los compuestos,

reunidos en la tabla 33 2 1 junto con su conespondicníe punto de fusión.
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Capitulo 3. Aplicaciónal destiladode la desodorizaciónde aceitesvegetales.

Tabla3.3.2.1.Puntosde fusiónde los componentesde la disolución.

Pto. fusión (0C)

Ergosterol 168

Colesterol 148

Estigmasterol 164

Escualeno <-20

La disminución de la respuestaque ocuire en los casosdel ergosterol, colesterol y

estigmasterolen el rangode temperaturasbajas (25 - 45 oc parael ergosterol,20 - 45 oc

parael colesterol,20 - 35 oc para el estigmasterol)sedebea la disminución del tamaño

de laspartículassólidasenel evaporador, yaque aumentala volatilizaciónal aumentarla

temperatura.A temperaturassuperiores(>45 0C parael ergosteroly colesterol,> 35 0C

para el estigtnasterol)se produceun aumentodel tamañode las partículasdebido a la

dilatación de éstas,siendoentonceséste un factor dominantesobre la volatilización y

aumentandola cantidadde luz desviada.Estemismo último comportamientoocurreen el

casodel escualenoentre20 y 40 0c, es decir, el aumentodel tamañode las partículaspor

la dilataciónque sufrenal aumentarla temperatura,por encontrarseen estadolíquido a

estastemperaturas,ya que la dilataciónque seproduceen estadolíquido esmucho más

importanteque la producidaen los estadossólidos. Sin embargo,a temperaturaspor

encima de ésta última (40 oc) comienzaa apreciarseel efecto de la volatilización,

habiendoun leve descensode la respuestaal acercarsea temperaturasen el evaporador

cadavez mayores.Estosresultadosson concordantescon los obtenidospor otros autores

y por los obtenidosmedianterazonamientosempíricos(charlesworth,1978), basándose

las explicacionesdadasen las observacionesde estosotros autores.

Una segundaexperiencia,que se dedicó al estudio de la presióndel nebulizadory a

ampliarel rangode temperaturashastalos 96 oc ofreció los resultadosquesemuestran

en las figuras 3.3.2.1(b-e). Se observaque las nuevastemperaturasdel estudiode 80 y,

especialmente,96 0c consiguenun granaumentode la volatilizaciónde todos los solutos
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Figura 3.3.2.Id. Influencia de la presión y temperatura del evaporador
en la respuesta del estigmasterol.
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Capitulo 3. AplicacIón aldestilado de la desodorizac.Ión de aceitesvegetales.

posteriormentea la evaporaciónde la fasemóvil, produciendounagrandisminuciónde la

respuesta.En el caso del escualeno,y debido a su mayor volatilidad, la respuestaes

extremadamentebaja,haciéndosecasi indetectablea 96 oc (figura 3.3.2.le).

El aumentode la presiónatemperaturaconstanteconducea la formacióndepartículasde

menor tamaño, con la consecuentepérdida de respuesta.Charlesworth (1978) da

explicacióna esteúltimo comportamiento:la diminucióndel tamañode partículasupone

quela relaciónsuperficie/volumenaumenta,ademásde que seproduceun mayornúmero

de partículas, por tanto, la respuestaaumentaría. Sin embargo,para panículas muy

pequeñasesmuyimportanteel efecto de la pérdidade luz reflejaday refractada,queson

los mecanismosmás importantesen el fenómenode la dispersiónde la luz, surgiendo

otros fenómenos(dispersióndeRaleighy dispersiónde Mie) queproducenluz dispersada

de menorintensidad.De este modo, el ergosterol,colesteroly estigmasterol,sólidos a

temperaturaambiente,presentandosmínimosy dos máximosen los perfilesde respuesta,

el primero de ellos seproducea las menorestemperaturascuandoseproduceun aumento

de la temperaturadel evaporadory se debe al efectode la disminución del tamaño de

partículaestandoen estadosólido, su localizaciónvaria en función del compuestoen

cuestióny de la presión utilizada. El segundonúnlino en el perfil de la respuestase

producea la mayortemperaturadel estudio(96 0C), encontrándosela partículaen estado

líquido o semisólido. El perfil de respuestadel escualenositúa los mininos en las

temperaturasextremas(25 y 96 0C) independientementede la presión de estudio y

encontrándosesiempresuspartículasdel la nebulizaciónenestadolíquido.

La disminuciónde la presiónconducea la formaciónde particulasde g~•~ui tamaño, con

el consiguienteaumentode la respuestapor el favorecimientode la reflexióny refracción

como fenómenosdominantesen el procesode dispersiónde la luz y producenluz de

mayor intensidad,por eso la respuestamayor se alcanza,a temperaturaconstante,a la

presión de estudio más baja (103 kPa) para cualquiera de los cuatro compuestos

estudiados(figuras3.3.2.lb-e).
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La variación de la respuestacon la presión del nebulizador y la temperaturad

evaporadordeldetectordemasapudo serestudiadamediantelas ecuacionesquesehallan

en las figuras 3.3.2.1(f-i) junto a sus representacionesgráficasy que fueron obtenidas

medianteregresiónmúltiple.

El comportamientoes similar entre ergosterol, colesteroly estigmasterol.Para estos

compuestosla máximarespuestase alcanzaa las menorespresionesy temperaturas,

disminuyendorápidamentea partir de los 80 0C, siendopocala influenciade la presióna

partir de estatemperatura.El comportamientodiferentedel escualenoquedóreflejadoen

el cálculode surespuesta,ya que la máximarespuestade escualenoseconsiguetambién

disminuyendola presión,pero a temperaturascercanasa 45 0C, en lugar de 25 0C; la

respuestadisminuyerápidamentea partir de 70 0C, con casinula influenciade la presión.

Las condicionesóptimas del detectorfueron30 oc y presiónde 137 kPa. De estemodo

la respuestade todos los compuestospudo ser lo más alta posible siendo a la vez

semejanteentreellas (1,9 - 1,7). Temperaturasde 25 0C o menoresno convinieronparael

estudio,ya que, si bien producíanaltas respuestas,aumentabamuchoel nivel basalde

ruido por la dificil eliminación de la fasemóvil enel evaporador.

3.3.2.2-Linealidadde respuesta

El estudiode la linealidadde la respuestaen lascondicionesdel detectorno optimizadas

(45 oc, 172 kPa) dio lugar a resultadossemejantesa los obtenidospor Charlesworthen

1978 en el estudio de compuestosapolares.Se observó la tendenciasigmoidal de la

respuesta(figura 3.3.2.2a), existiendo un comportamientologarítmico para cantidades

superioresa 50 gg, lineal enun tramo intermediodesde6 hasta25 ¡.ig (figura 3.3.2.2b),y

exponencialparalascantidadesmenoresen el estudio(figura 3.3.2.2c).Al representarlos

datosobtenidossobre un eje doble logarítmicose observóque los resultadosseguíanla

tendenciade unarecta, concordandocon los resultadosanterioresde otros investigadores,
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Capitulo.3. Aplicaciónal destiladodela desodorizaciónde aceitesvegetales.

exceptoparalas cantidadesmayores,hechoque tambiénseha descritoen la bibliogafia

sobre triglicéridos y otros compuestosde bajapolaridad(figuras 3.3.2.2d-D. Al realizar

las regresiones,los valoresdel exponentex fueronde 1,55 parael ergosterol,1,40parael

escualeno,1,51 parael colesteroly 1,46parael estigmasterol,encontrándosetodos ellos

dentrodel intervalo aceptadopor otrosinvestigadores.

Los resultadosdel cálculo de la linelidad de respuestaobtenidostrasla optimizacióndel

detectormejoraron los previamenteconseguidos.Las ecuacionesobtenidasfueron las

siguientes:

- Ergosterol: logA = 0,803 + l,l6dogC; = 0,9834;

- Escualeno: logA = 0,705+ l,l9~]ogC; r2 0,9917;

- Colesterol: logA = 0,846 + 1,12’logC; r2 = 0,9894;

- Estigmasterol: logA = 0,504 + 1,25dogC; r2 0,9946;

dondeA área,

C = cantidadinyectadaengg.

Los valoreshalladosparax descendieronen los cuatrocasosparahacersemáscercanosa

la unidad, lo que significa que la respuestase acercamás hacia una tendencialineal.

Estos resultadostambién posibilitaron la extensiónde la respuestaexponencialhasta

cantidadesde 50 ~g.Las figuras 3.3.2.2(gy h) muestranla representacióngráficade las

ecuacionesobtenidas,mostrándose,además,la adecuacióncon los datosexperimentales.

El límite de detecciónparacadacompuestose calculóa partir del error estándarde las

regresionesobtenidas (EE), siendo el límite de detección la cantidad en ~.igque

proporcionaunarespuestatal quelogA = 2EE.
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,

Los límites dedetecciónobtenidosfueronlos siguientes:

- ergosterol:0,26gg;

- escualeno:0,31 Mg;

- colesterol:0,22 ~g;

- estigmasterol:0,46 gg.

3.3.2.3-Factorde respuesta

Los factores de respuestaobtenidos se representanen la figura 3,3.2.3. Si no se

consideranlos resultadosobtenidospara cantidadesinyectadasinferioresa 2,5 pg, los

factoresobtenidosrespectoal ergosterolson:

Fescuajeno = 0,88

Fcoíesteroí = 0,94

Fesiigtiiasteroí = 0,86

y
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Capitulo 3. Aplicaciónal destiladode la desodorizaciónde aceitesvegetales

ANÁLISIS DE LOS DESTILADOS DE LA DESODORIZACIÓN DE ACEITES

VEGETALES POR ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNÉTICA

NUCLEAR DE ‘3C DE ALTA RESOLUCIÓN

3.4- MATERIALES Y MÉTODOS

La preparaciónde las muestrasy el procedimientoutilizado es el mismo que se detalla

paralos análisis de muestrasde natay susextractos<apartado2.6 y 2.7). Las muestras

analizadasfueron:

- destiladode la desodorizaciónde aceitede oliva,

girasol,

- extractoobtenidoa 13 MPa, 40 0C y 70 mm apartir del destiladode aceite de

oliva.

La identificación de los compuestosse llevó a cabo con la ayuda de tablas de

desplazamientosquímicos existentes en la bibliografia. La tabla 3.4 contiene los

desplazamientosquímicos correspondientesal escualeno(Breitmaiery col., 1975) y 13-

sitosterol(Wright y col., 1978).
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Capitulo 3. Aplicaciónal destiladode la desodorizacióndeaceitesvegetales

Tabla 3.4. Desplazamientosquímicosdeescualenoy Il-sitosterol.

Escualeno ¡3-Sitosterol

8(ppm) ~jO S(ppm) ti6 8(ppm)

1 25,7 1 37,31 16 28,26

2 131,2 2 31,57 17 56,11

3 124,4 3 71,69 18 11,87

4 26,7 4 42,25 19 19,40

5 39,8 5 140,76 20 36,17

6 134,8 6 121,59 21 18,82

7 124,4 7 31,92 22 33,95

8 26,8 8 31,92 23 26,13

9 39,8 9 50,17 24 45,85

10 135,0 10 36,51 25 29,18

11 124,4 11 21,11 26 19,84

12 28,3 12 39,81 27 19,07

13 17,7 13 42,33 28 23,09

14 16,0 14 56,79 29 12,32

15 16,0 15 24,32

(~4 ¡2

2 6

~ 2

numeraciónde los carbonosdel escualeno
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Capitulo 3. Aplicaciónal destiladode la desodorizacióndeaceitesvegetales

numeraciónde los carbonosdel13-sitosterol

Se calculóel porcentajemolaren quese encontrabanlos compuestosanálizadosdemodo

análogoal realizadoconla grasaláctea.

3.5-RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los espectrosde DDO obtenidosmediante 13C-RMIN son los mostradosen las figuras

3.5(a-c),las figuras 3.5(d-f) muestranlos espectrosde DDG. A continuación,en la tabla

3.5a sedetallanlos desplazamientosquímicosasignadosasuscorrespondientescarbonos,

asícomosusintegralesparacadaseñaly en las muestrasanalizadas.

Tabla 3.5a. Desplazamientosquímicos,gruposfuncionalesasignadose integrales

correspondientestras el análisis por ‘3C-RMN de los DD de aceitesde oliva y

girasol.

5 (ppni) Carbono

Área

DDO DDG

Control Extracto

180,27 -COOH1 11,62 15,7 15,7

135,07 CíO (Es)2 2,6 3,2 -

134,86 C6 (Es) 2,6 3,2 -
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tabla3.Sa(continuación)

Carbono

Área
DDO DDG

Control Extracto
131,19 C2(Es>

130,19 CIJ(L)

130,01 C9(O,L)

129,71 CíO(O)

128,07 CIO(L)

127,91 (712(L)

¡24,43 (73 (Es>

¡24,32 +
¡24,29

60,16

(77, CII
(Es)

3n.a.

39,73 C5,C9(Es)

34,10

31,90

3 ¡.52

(72

w3 (L)

29,76-
28,83

28.26 (712 (Es)

27,21 CH
2-.CH~ 23,8

±27,15 CIA

26,77 (78 (Es>

26,66 (74 (Es)

25,65 CI(Es)+
Cli. (1)

24,96

24,68

03(L)

03

22,67

¡7,64 (713 (Es)

¡6,01 (714 (Es)

3’

1,9

16,8

¡4,9

‘.9

1,9

10,6

15,9

8,1

9,0

11,2

5,0

10,1

2,9

1,5

15,0

‘3.5

1,5

1.5

3,3

6,5

0,3

5,7

‘5,5

15,4

2,7

¡19,9

3,3

0.8

¡.6

10,7

21,9

20,6

4.0

166,8

26,2

19,5

19,0

¡57,5

5,6

32,4 33,3

4.8

4,8

2.5

2,5

5.18

2,6

121,0

¡5,8

2,4

2,7

7.6

3.0

16,9

21,7

‘3,9

‘1
>26,6

36.8

4.3

4’ 04
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tabla 3.5a (continuación)

Área¡

DDO DDG

Control Extracto

¡5,97 (715 (Es) 2,7 4,! 0,4

¡4.07 col 15,2 21,5 27,2

Los carbonos no wgn.ados a wng~sn compuesto defitudo se refieren al total dc ácidos grasos

libres de La muestra.

jis escualeno,

a a no asignado

Los componentesprincipales,tantodel DIJO. DDG, como del extractoanalizadofueron

los ácidos grasoslibres, de este modo se comprobóque estoscompuestosson también

extraídospor el d¡óx¡do de carbonosupereritico.Los ácidos grasosmayoritariosfueron

¡os insaturados.oleico en el D[)O, y linoleico y oleico respectivamenteen el DDG. Los

ácidosgrasossaturadosse encontraronen menorproporción. No sedetectéla presencia

de ácidosgrasosde cadenacorta, que sí aparecencomo consecuenciade tratamientosde

calentamientosseveros,como las frituras (CalI Hellin y ClauseIl. 1985). Estosresultados

ind¡caronque la composiciónen ácidasgrasosde los destiladosesmuy semejantea la del

aceitevirgen, aunqueen los primerosse encuentranlibres. No sedetectóla existenciade

tríglícéridos, tampocode otros lípidos saponificablescomo son los ésteresmetilicos y

etílicos de ¡os ácidos grasos, tan abundantesen otros estudias realizadospor otros

investigadores(24,1%; Bondioli y col.. 1993).

La fracción insaponificabledel DIJO y su extractoestuvocompuestaen su gran mayoría

por escualeno.y no sedetectéla presenciadc ningún otro compuesto.La proporciónde

escunienoencontradaen el DIJO fue muy superiora la del DLX), dondeúnicamentepudo

cauntificarsela cantidad de escualenopartiendode aquelloscarbonoscon tiempo de

relajaciónmáscorto (carbonosmetiuicos);sin embargo.éstepudo detectarsegraciasa la

apreciacióndc señalesmenoresno cuantificables.Asimismo, pudo ser detectada la
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Captado3. Ap&tación aléuilab eh¡a ehaceitesvegetales

presenciade compuestosesterólicosen el DIJO, lo que no ocurrió en cl DDO. La baja

intensidadde las señalesde éstoscompuestosjunto con [a similitud dc sus 8 (Wright y

col. ¡978) no permitió distinguir entre la existenciade 13-sitosterol, estigmasteral,

cainpesterolu otro esterol. La composicióndcl DIJO y su extracto fue bastante similar.

Seguidamente.la tabla 35b recoge los resultadosobtenidos para ¡a cuantificaciónde los

componentes de los destilados:

Tabla 3.Sb. Composición de los liD de aceites de diva y girasol

DDG

Control

15,08

DDO

Extracta

16,02Escualeno’

lnsaturado/saturado2

OIeicolllnoIe¡co’

(CI5xl0~
I~C¡5+w¡)

(di —cn;i

(@ío<o}~

k (710(L))

3,61

9,00

3,06

7,84

1,45

1,58

0,71

(%mol>’
áados grasos libres (maL/meO

El hechode utilizar los carbonosmetilicos y metilénicosparacuantificarlos compuestos

de las muestrassedebe a que poseentiempos de relajación menores,con lo cual, los

resultadosobtenidosen las integracionesson los máspróximosa Los valoresreales.Esto

se observaclaramentesi sc comparanlas integralesobtenidaspara Los carbonoscol y los

carboxilicos. los segundosposeen integrales menores debido a unas relajaciones

incompletas.El uso de los carbonosoleihicoses el másconvenienteparael cálculode la

relación moLar entre ácidos oleico y lanoleico, por existir por sopando señales

caracterlsttcasdecadauno de ellos Los tiemposde rtlajacLónno influyen en cl cálculoal

tratarsede seflalesmuy próximas
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Los resultados obtenidos tras los análisisdel DDO y su extracto son muy similares, con

lo que se podia concluir que en esascondicionesla selectividad en la extracciónerabaja

y los compuestos se encuentran en las mismas proporcionesantes y despuésde la

extracción supcrcdtica.

No se pudieron establecer comparaciones entre la composiciónde los destilados y los

aceitesvirgenes de ¡os que procedieronal no diponer de ellos En cuantoa los datos

encontradosen ¡a biblliografla acercade la composiciónde los aceitesvirgenesde oliva y

girasol (Gunstoney col., 1986) se vio que existiaunagran variabilidad;sin embargo,se

pudo concluir que la composición de los destilados estabadentro de los rangos de

composiciónde los aceitesvírgenesen lo referido únicamentea la composiciónen ácidos

grasosy con la diferenciade que en los destiladosse encuentranen forma carboxillica

libre y en los aceites se encuentran esterificados al glicerol constituyendo los

tnglicérmdos.

Si consideramosque los ácidos grasos libres del DIJO son oleico y palmítico (los

mayoritarios) obtenemosque el escualenose encuentra en una concentraciónde 208

g/Kg. Esta concentraciónes sensiblementemayor a la encontradaen el aceite virgen

(alrededorde1,5 mg/Kg. Fedeli, 1977).
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APLICACIÓN DE LA EXTRACCIÓN CON CO2 SUPERCRITICO AL

DESTILADO DE LA DESODORIZACIÓN DE ACErrES VEGETALES

3.6- MATERIALES Y MÉTODoS

3.6. 1- PeserIpddn del equipo extractor

Las extraccionescon fluidos supereríticosse llevaron a cabo con un extractorHewlett-

Packard modelo 7680A equipado con un restrietor variable que permite el control

independientedel flujo y la presión,y ademásproduceuna despresarizacióninstantánea

del fluido supererhhcoa su salida La muestrasedepositaen unaceldacilíndrica de acero

inoxidablede 7 mL de volumen,para la recogidadel extractoel equipo estáprovistode

una trampasólida intercambiable,dondeseproducela calda depresiónmencionada,que

se ¡aya posteriormentecon un disolvente orgánico para la recuperacióndel extracto

retenido El control del sistema se realiza automáticamentea través de un programa

informático especifico suministradocon el equipo, con un ordenadorHewlett-Packard

modelo Vectra QSI]65. El fluido supereríticousadofue dióxido de carbonode calidad

analítica. Existe tambiénun sistemacriogénicomediantediójudo de carbonoparaenfriar

la bomba,celdade extracción,restrictory trampa,y que no necesariamenteha de ser de

calidad tan alta como el supererítico. La figura 3>6.1 muestra un esquema del

funcionamientodel equipo.

3. & 2- Opilmlzadón en la preparación de la muestra

La celda se preparó para la extracción introduciendo el destilado,habiendo taponado

previamente la entraday salida de la celda con lana de vidrio. Con este método se

producían contaminaciones en la lineas del extractor,ya que la muestra es líquida y sale

por la parteinfenor de la celda, contaminando las extracciones posteriores.Por ello, se

decidió utilizar arenade mar lavada (Panreac) en una cantidad dc 5 g para servir de

y
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soportedel destilado.Tan-lo la arenacomola lana de vidrio no seextraíanni reteníanlos

compuestosde la muestra.La cantidadde muestraindrodtjcidadependió de dos factores:

a) que el extractoseobtuvieraen la mayor cantidadposibley b} que la arenano quedara

saturadade muestray éstapasanhacialos conductosdel extractor.

Las muestrasfuerondestiladosde la desodorizac¡&ndeaceitesdeojiva y girasol.

3.4.3- Efecto de la presión y la tempEratura en la escrracdón del desfilado de la

desodorizaclón de aceites vegetales

Se estudió la cantidadde destiladoextraído en función de la temperaturay la presión

aplicadasen la celda, En los diferentesmétodosutilizados seconsideraronlos valoresde

las siguientesvariables:

- flujo del fluido supercritico:1 y 3 mL/mm,

- tiempode extracción:20 y 30 mm,

- fraccionamientos:hastalos 70 ruin con frecuenciasde 2, 5 y 10 mm,

- temperaturadc la celdade extracción:40, 50 y 60 0C,

- presión: lO; 13; ¡5, 17,5; 20; 22,5; 25y 30 MPa.

- disolventede lavado: cloroformo:metanol(2:1),

- trampa para recoger los extractos: de botas de acero inoxidable (Hewlett-

Packard).

En los pnmerosensayosrealizados,el extractofue depositadosobre la superficiede las

bolas de acerode la trampa, que se lavó con la mezcla de disolventesmencionadatras

completarla extacción..recogiéndoselas disolucionesen viales de 1 mL. El númerode

viales utilizado fue de 6 paraasegurarla completadisolucióndel extractoy averiguara la

vez el número mínimo de viales necesarios,que se encontróser de 2. La cantidadde

extracto seobtuvoporpesadatras la evaporacióndel disolventeen unacorrientede N~.

1
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En todos los casos se mantuvo la trampa a 20 *~C y el restnctora 45 0C durante la

extracción,elevándosela temperaturade la trampaa45 ~Cduranteel lavadode la misma

condisolvente.

Los fraccionamientosse realizaron manteniendopresión y temperaturade la celda

constantes.Finalizado el tiempo de extracción de cada fracción se acomodabanlas

condicionesde lavado, recogiéndoselos vinies con la disolución, y posteriormentese

continuabacon un nuevopasoextractivodcl fraccionamiento

Asimismo, se colocaron frascos con la mezcla cloroformo:metanol(2:1) a la salida

haciendoburbujearel CO
2 gaseosoquesaJedel extractorcon el fin de retenerlos restos

deextractoarrastradoporel gas.

Losextractosobtenidasse analizaronporcromatograflaLíquida dealta eficacia(segúnlos

apartados32 y 33).

3.4.4- Modificación del equipo de atracción

Las modificacionesrealizadasen el extractorse encaminarona obtenertodo el extracto

producido,paraque no existieranpérdidas,y. a la vez, a mejorarla repetibilidadde las

extracciones
4?
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3.5- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.5. 1- Optimlzación en la preparación de la nwestra

Se comprobóque una cantidadsuperiora 400 mg de muestraproducíaunasaturaciónde

la arena,pasandoel destiladoal interior de las líneasdel equipo,contaminándolo.Dado

que la cantidadde arenautilizadaera ¡a máximaadmisible debidoa la capacidadde la
celda de extracción, se tomo la cantidad dc 400 mg como la mayor posible para la

obtención de extractossin producirsecontaminaciónni pérdidas hacia el interior del

equipo.

Sin embargo,tal como se comprobó posteriormente,la trampa de bolas de acero no

permitía la retención de altas cantidadesde extracto, por lo que hubo que reducir ]a

cantidadde muestra a la máxima permitida por La trampa, que fue dc 80 mg. Esta

reduccióndificuitó La obtenciónde mayoresextractos.

La modificación llevada a cabo en el equipo extractor (apanado 3.7.2) permitió

nuevamenteel usode cantidadesde muestrade 400 mg

3. 7.2- Modificación del equipo atractor

La figura 3 72arepresentael esquemadel extractor una‘.ez modificado. La modificación

consistió en burbujear el CO2 gaseoso en un frasco que contenía la mezcla

cloroíormo:mctanol(2.1> empleada(200 mL) pan impedir que seperdieraextractopor

arrastramientode moléculasde salmo por el gas tras la despresurizaciónEl realizar la

modificación fue necesario tras descubrirque se producían pérdidas de la muestra

extraída

1’
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(>1ra modificaciónnecesariafue la de obviar ¡a salidadel extracto disuelto procedentede

la trampahacialos viales.En su lugar, seprocedióa conducirloal frasca de burbujeo. La

cantidadde extractose obtuvo por pesadatras la evaporacióndel disolventea presión

reducida.

Los primeros resultadosobtenidosse ilustran en la figuras 372b. Estos resultadosse

obtuvieron previamentea la modificación del equipo y con una cantidadde muestrade

4(X) mg Se observóque fraccionamientosrealizadoscon frecuenciasde 5 ruin a 40 0C

con diferentes presionesconducían a resultados en la extracción total dificilmente

explicables,ya que a Las presionesmÁs bajas (13 MPa) se obtenía mayor cantidadde

extractoque a las mayorespresionesy así sucesivamente.Del mismo modo, se observó

que el máximo en la extracciónse alcanzabaantesen el tiempo para presionesmayores

(25 MPa), pero el rendimientoerasiempremenora quebajaspresiones.Tras alcanzarse

el mÉxímo de extracciónse producíauna extracciónnula de destiladoen las siguientes

fracciones.

La figura 372c muestrala variación en la cantidad extraídaen los fraccionamientos

dependiendode la duración de cada pasoen Las condicionesde 13 MPa y 40 0C. Los

fraccionamientosrealizadoscon frecuenciasde 5 ruin condujerona la abtenciánde

mayorescantidadesde extracto,mientrasquela cantidadde extractodisminuyóconforme

aumentabala duración de cada paso, siendo menor con fracciones de 10 ruin. Las

extra4cíonesllevadasa cabo en un solo pasocon una duración de 70 mm produjeron

extractosmmnLmos La imposibilidad de la explicación <le los resultadosobtenidosse

resolvió cuando se comprobó que la cantidad de extracto restantese eliminaba por

arrastramientodel CO~ gas tras la despresurización.La colocación de frascos con

disolventeen la salida del gas para la extracciónde 70 mm en un solo paso permitió

confirmarestahipótesisya que las cantidadesperdidasserecuperarony llegarona igualar

a las cantidadesextraídasen los fraccionamientosdc 5 mm (tambiénindicadoen la figura

3 7 2cy Este hechosc debea que la trampadc bolasde aceroes incapazde retenertodo

el extracto,llegadauna cantidad.éstaquedasaturaday el restodeextractose pierdejunto

4
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al CO2 gaseosoEl fraccionanuentoen tiemposcortospermiteque la trampano sesature

y que se recupereparael siguientepasotras el lavadocon el disolvente.Estaesla razón

por la que los resultadosmássatisfactoriossealcanzaronparatiemposde fraccionesde 5

mm, seguidosde lO mm y por último dc 70 miii (figura 3.7k). Al elevarla presióndel

tratamientose produce una más rápida extracciónpor lo que los efectos comentados

aníenonnentesc hacenmáspatentesy provocanqueel tiempo necesariode cadapasoen

un fraccionamientose reduzcahasta2 mm.

Las figuras 3 72d para los tratamientosa 40 ~Cy 352e para los tratamientosa 60 ~‘C

muestranque, independientementede la presión del tratamiento, los resultadosen el

rendimiento de la extracción son buenos y totalmente explicables si los pasos del

fraccionamientotienenuna duraciónde 2 mitin. Las condicionesde mayor extracciónse

alcanzana 30 MPa y 40 ~C,siendoya total la extraccióna los 20 «fin de tratamiento.A

medida quedisminuyela presiónde estudioa temperaturay tiempoconstantedisminuye

el rendimientoobtenido,existiendounagran diferenciaentre los resudadosobtenidosa

25 y 22.5 Mpa. hecho explicable por el descensode densidadque se produce. A la

temperaturade ó<>
0C los rendimientosobtenidosson menoresque a 40 0C girandoen

tomo al 4O9~., y las diferenciasdebidasa la presiónutilizada son menospatentes.Las

diferenciasentreobtenidasentre Las extraccionesa 40 0C y a 60 ~C se deben a que el

procesodeterminanteen la extracciónes el debido a La densidady el aumentode la

solubilidad de los compuestosa extraer, tanto a altas, mediaso bajaspresiones,y en lo

que se refiere únicamentea la cantidadde extracto. Al compararel rendimientode la

extracciónlubiéndosereahzadoel fraccionamientoo no, y antesde la modificacióndel

equipode extracción(figura 3 7 20. se observaclaramentequelas mayoresdiferenciasse

producenentre las extraccionesa 40 ~Cy a presionessucesivamentemayoresya que

éstasse producenmá
4s rápidamente,con lo quela trampase saturaantesy la cantidadde

extractono retemdoen la trampaesmayor

La baja tapacidadde la trampa para retenerel extractoy ¡a consecuentenecesidadde

realizar fraccíonamtenuvscm pasosmuy cortoscondujoa que los métodosutilizados no
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fueran factibles y Fue necesanaLa modmficaciandel equipo de atracción.Las figuras

37 2g y h muestranlos resultadosobtenidospara los tratamientosde extracción del

destiladode la desodorizacióndel aceitede oliva y girasol respectivamente,utilizando el

acoplamientodel frascode burbujeo. Estosdatosquedantambiénreflejadosen las tablas

37.2ay b

Tabla 3.7,2a. Extractos

desodorizaciónde aceitede

obtenidos a partir del destilado de la

ojiva (mg) en lascondicionesindicadas.

lo 25,3 5,9 3,8

15 155,0 116,1 5,7

20 237,9 221,7 230.4

25 326.8 345.4 355,4

30 377,2 362¿<?86

Tabla 3.7.2b. Extractos

desodorizaciónde aceitede

obtenidos a

girasol(mg) en

partir del destilado

lascondicionesindicadas.

Presl6n(Mf.) 40 W 50 oc 60W

lO 25,7 10,1 10,9

15 113.2 93,4 61,8

20 226,5 165,5 152.4

25 261.2 264.6 284,1

30 273 334l~0 345,9

A presionesdc 10, 15 y 20 MPael máximomudmuentode la extracciónseproducea 40

T, seguidode 50 y 60 C debidoa que la deirndaddcl fluido esel (¡etordominanteen

la extracción. A la presiónde 25 MP. sc produceun equshbnoentre La densidaddel

fluido y el efectode la volatilidaddel utstrato,existiendoun rendimientosemejantea las
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tres temperaturasde estudio,esto mismo seproduceentre 50 y 60 ~C & 20 MPa. El

cambiode densidadprovocadopor I~ compresibilidaddel fluido espoco notableentre25

y 30 MPa. sin embargo,es marcadoel efecto del aumentodc la presiónde vapor por

aumentode la temperatura;estoconducequeel mayor rendimientose alcancea 60 0C,

seguidode 50 y 40 ¡ C respeccivarnese,y de modo másevidente en el caso de las

expenenciasrealizadascondestiladode la desodonzacionde aceitede girasol.

3.7.3. Sfec¡o de la presión y la temperatura en la extracción de ¡os compuestos

de la fracción ¡nsaponlflcabfr del destilado de la desodorización de aceites

vegetales

los compLiestos insaponificableshallados en el destiLado dcl aceite de oliva fi.eron

escualeno,f3—sitostero.l, campesteroly esngmasterol,se detectaron otros compuestos

minoritarios, pero sin llegar a identificarlos (posiblemente A’-avenasterol o A?-

estigmasienoIYEstosmismoscompuestosfbercn los existentesen los destiladosdeaceite

de girasol y sus extractos, habiendo más cantidad de esterolesy menos escualeno

respectoa las muestrasde clin (tabla 3 7.3a).No sedetectóla presenciade &-carotenom

de cx-tocoferol en ningunade las muestrasanalizadastras 1-a inyección de patrones.Las

figuras 3.73ay b muestranlos cromatogramasde ODO y DDG respectivamente.

Tabla3.73., Composición& la fracción insaponíficabledel destiladode

la desodoñzac,ónde aceitesde clin y girasol

DDO<%) DDG<%1

E,seu-a¡eno 40,96 26,51

Campesterol 29,19 22.56

FMlgrnasterol mi d. 23,81

IL<Sltonerol 29J5 27,05

~tet- dcMnct~de
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flges’n Y7J8.
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El escualenoes el componentemayontañoen la fracción inupouiftcablc de ambos

sustrastos,si bien , el DDO posee la mayor cantidad. El segundocomponenteen 41

procentajees el 8-sitosterol> FI campesacroles el esterol que se encontróen menores -k

proporcionesen el DOC, sin embargo,no se detectaroncantidadescuantificables de A

estigmasterolen el 000
os)

Las tablas 37.3<L»g) muestran las eantui¡adesextraídas, expresadasen mg en cada

extracto, de los compuestosansapowflcosabksidentificados para cada una de las -e
condicionesestudiadasy con 000 y DOC corno sustrato.Los análw-srealizadosa los

extractos obtenidos a partir dc DOC no detectaron estigmasterol en cantidades
¡¡ os’ -

cuantficables.exceptoen las condicionesde 30 MPs y 50 C. Independientementede la
os.

temperatura,a la presiónde lo MPs sólosedetectóla presenciade escualeno,a 15 MPa

se extrajeron 1,14 mg de B~siiostero¡ a 40 C y el campesterolcomenzó a ser
II

cuantíficablea partir de las extraccionesa 20 MPs y SC) C. Las cantidadesextraídasde
tj¡

escualeno,campesteroly B-si-tostcrol amnentaronal aumentarLa presiónde la extracción,
<A

siendosiempremayoritaria la cantidadextraídade escualeno,seguidade B-sitosteroly -
campesterol Los extractosobtenidosa partir del DLX) tambioncontuvieronescualeno

los
como componentemayontano,seguido dc &siíostcrol. estiginasteroly escuaieno.Sin -

embargo.la cantidadde esterolesextraídalite superiora la del 000. El campesterolse
fr

extrajo cuantitativamentea partir de 2.5 MPs a las tres temperaturas.El estigmasteroly el os

tt-sítosterolno sedetectaronen los extractosobtenidosa 10 MPsy SO y 6<0 <~‘C.

4
Las figuras 3.7.3c <DLX)) y d (DOC) representanla extracción de escualenoy de

esterolestotalesen ftn~ón de la densidaddcl C0~ y la temperaturadc los tratamientos. [4os~

Se observaque ni te ¡mm mayorextraccióndc escualenorespecto-a los esterolesa os

densidadesinferiores a 0,70 g/snL, sobre todo en el caso del ODO, presentandola

extracciónde esualenopocasvariacionesen todo el rango dc densidades(entre 1 y 3
< ¡2-

mg. tanto para los extractosde DLX) como dc DlXs) tos esterolesson pobremente

eximidos a den íafcrnns a 0,70 ¡MiL un embargo. a densidadessuperiores ~

y
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obtenidosa 40 ~C.

Presión (MP.) escualeno campesterol estigmaiterol 0-altosterol

¡0 1,91 - - -

15 2,33 - - 1,14

20 2,38 - - 1,21

25 2,41 1,43 - 1,47

30 2,48 1,79 180

Tabla 3.7,Jc. Composición(mg> de la fracción insapomf¡cablede losextractosde ODO

obtenidosa 50 0C.

Presión(NiPa) escualeno cmnipesterol eutlpmasterol 0—sltosterol

lO ¡.12 - - -

15 2,38 - - -

20 2.67 1,59 - 1,45

25 2.56 1,65 - 1,66

30 2,61 1,73 1,42 1,80

Tabla 3.7.3d.Composición(mt> de La fraccióninsaponíficablede los extractosde DDO

obtenidosa 60 C.

Ji4xtI,sscualent~E0Q!tOr9J estlgmasterol 13-altosterol
lO 1.32 - - -

15 2,48 -

20 2,41 - 1,20

25 2,51 1,7’? 1,71

30 2,49 1,6-4 fi, 1,67

CapItulo 3 Ap&nCtAnal &MUa&> eh La de eh aceitesvegetales

.

Tabla 3.7.3b.Composición(mg> de la fracción iusaponiflcablede los extractosde DDO



Presión MPs escualeno tun feral uit . asterol f3—sit**terol

lO 1,54 1,14 1,04

15 2,09 - 1,43 1.39

20 2,86 - 1.36 1,86

25 2,38 1,87 1,24 1,90

30 2.58 153 2,05

Tabla 3.7.Jf. Composición <mg) de la fracción insaponificable de los extractosde DDG

obtenidosa 50 W.

Pres~4~!IMYa)

lO

escusleno eaj~pesterolest1~gnusterol

- -

0-sitosterol

1.12 -

15 1.98 - 1,35 1,29

20 2,19 - 1,45 1.58

25 2,21 1,34 1,60 1,91

30 2,61 1,76 l,7E 2,59

obtenidosa 60 %‘.

Presión(MPBI_eseusleno eam,pesterol estIgmas 13-sltosterol

¡0 1,10 - - -

15 1,57 - 1,37 1,18

20 2,66 - 1,35 1,59

25 2,79 1,20 1,611 2,30

__ 30 2,44 1,37 2,07 2,45

obtenidosa 40 “C.

Capttrlo .1 A#kacÑ$nal kutibuM eh¡u eksu&rfrncSvde aceilesvegetales

,

Tabla3.7.3e.Composición(mg) de La fracción Ínsaponiflcablede los extractos de DDG

Tabla3.7.Jg.Composición(¡nsj) de la fracción Insaponirscablede los extractasde DDG
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experimentanun rápido aumentoen sm cantidadesextraídas,elevándosela cantidadde

esterolestotalesobtenidaporencimade la de escualeno.

La temperaturaactúa de modo decisivo en la extracción de los componentesde la

fracción insaponificabie(figuras 3>7>3<y d}. Se observaqueel aumentode la temperatura

a densidadconstanteaumentalas cantidadesextraídasde escualenoy, másclaramente,de

esteroles.El aumentode la temperaturase observaprincipaltuentesobre la extracciónde

los esteroles,ya que estoscompuestosson menossolublesque el escualenoen el CO2

supercriticoy el aumentode la volatilidad se constituye como factor primero en la

extacción Este claro aumentode La extacciónde esterolesse producea densidadesde

0,74 g/mL a60
9C, 0.79WmL a$0 0C y 0,89ViriL a 40 ~C.La extraccióndeesterolesen

las condicionesde másbajasdensidadestambiénviene dadapor las cantidadesrelativas

de éstos en lo destiladosoriginales,de ene¡nodo,hay unamayorextracciónde esteroles

en las muestrasde DIX1 debidoa que sepresentanen mayorescantidadesy de escualeno

en cl [390. También se observa el efecto de la temp~eran¡radel tratamiento en la

extraccióndel escualeno,produciéndosemáximosdc extracción,paracadatemperatura,

endensidadessemejantesa las de los esteroles,perode modomenosmarcado.

La selectividadde La extacción del escualenorespectoal total de esterolespuede

definírse.de modo análogoal dcl colesterol respectoa los tnglicéridos(apanado2.5.7),

COrno

re*-rwn ¿~awk,w1esaen>in en el ex¡rcpelo

rOa cm erm*no ¡ ehiero& s en origen

Los resuludosde La scfrenvuhsdquedanreflejadasen las figuras 3.7.3< parael ODO y

3 7 31 para cl Dlxi La mayor scltctwtd¡tidSt ikatuaparalas extraccionesdondeno ha

habido extraccióndc esteroles, > los valores hueme w&uio, sm embargo, las

cannilade de escualenoeaaidosonmuy (los rendimientosen la extracciónestán

redsenlastaMas37.iayb)
5ScproduccotromázimoenIasckctiMada2OMPay
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las temperaturasdc 40 y 60 C para La extraccióndc escualenoa partir de DDG,

alcanzándoseel valor de 2.5, que. sin embargo,es inferior al alcanzadoen estasmismas

condicionespartiendode ¡300 (alrededordc 3>. A presionesmayoresde 20 MPa, la

selectividad dismtnuye, llegando a valores dc 3 1.5 en cualquiera dc las tres

temperaturasy sustrastos,exceptoa 25 y 30 MPa y 40 C con DIX), que se mantiene

superior<cercanaa 2), debidoa La menorextraccióndc esterolesen estascondiciones.Se

puede concluir que las condicionesde mayor selectividad se alcanzana las menores

presionesy mayores temperaturasde estudio, pero se desaconsejael tratamientopor

obtenerseun bajo rendimientode extracto.Lascondicionesmásfav&ablesson Las quese

producenal tratar DDO a una presiónde 20 MPa y 40 C. Sí se partede DOC con las

mismas condiciones de tratamiento, la selectividad conseguidadisminuye en 0,5

unidades.

Una gran partede los componentesde los destiladosde la desodorizaciónde los aceites

de oliva y girasol son ácidosgrasoslibres, y éstostambiénse extraencuandose someten

a un tratamientoconCO2 supereritico,tal comosevio en los análisisrealizadospor RMN

(apartado 35). Se calcularon las cantidadesrelativas de compuestosinsaponificables

(escualeno~esteroles)que seencontrabanen los extractospor diferenciaapartir de las

masasde extractoobtenidasgravun~étricamente.Los resultadosquedanexpresadosen las

figuras 3 73gparaelDDOy373h parad DDG.

Se aprectaque a lo MPay. en muchamenormedida,a 15 MPa los extractosse hayan

enriquecidosen material msaponificák,aunquela cantidadextraídaesdemasiadobaja.

A presionesmayores, no parece haber vanación en las bajas cantidadesextraídas

respectoa la de aculasgrasashbretLas condicionesdc 60
0C y 1<) NiPa fueron las más

favorablesen Las reducciónde la extxtccióndc los ácidas del DDO, seguidode la

extraccióna 50 y 40 N’- por ctearden La explicaciónpuedeser la bajavolatilidad de los

ácidosgrasosUbres fresea las esterolesy, sobretodo, al escuaLeno.que esel compuesto

íniapúniftcabkquescencuentraen máscantidaden los destilados.La menorcantidaden

que se encuentrael escuaknoen el DLX) frente al DDO puedeser la causade que la
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fracción insaponificable se encuentreen menor proporción en los extractos, aunque

también se ha de teneren cuentaque el DOC tiene más cantidad de ácidos grasos

insaturadosque el DDO y que éstos son más fácilmente extrafbles por el CO2

supercritico> Las extraccionesa que se someteel DDG proporcionanextractosmenos

ricos en compuestosinsaponiflcabiesque el DDO y Las diferenciasconseguidasa las

mayores temperaturasson menos evidentes. A partir de 20 MPa y para todas las

temperaturas y sustratos del estudio se mantiene la relación entre compuestos

sapomficables/¡nsaponificablet,habiendounacomposiciónsemejantea la de las muestras

en su origen>

-s
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Capitulo 4.

Aplicación deldióxido decarbonosupercritlcoa la inactivación

depectinenerasaen zumodenaranja.



4.1- INTRODUCCIÓN. LOS CÍTRICOS

Los frutos citncos representanuna de las produccionesmás relcnntesde la agricultura

españolay la más importante de la provincias de Mwtia y Valencia. Predominanlas

variedadespara el consumoen fresco, pero también tienen nnpoctanctalas que pueden

destínarsea las industriasparasutrat4bnnactónenzwnos.

4.1.!- Composidón de law cftr¡an

¡y
Caplinio 4 ApUawMtnpmekbwrIMn¿&uhUpa ¿4asode naranja
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Los frutos cítricos.por su alto contenidoen vitaminasy componentesminerales,constituyen,

dentro de la alimentaciónhumana,un producto de apreciadovalor nutritivo. Entre dichas

frutas, las naranjasson las másaceptadas.estosedebeflrndarneatalmcnteal saboragradable

debidoa La relación azúcar/ácido,caractertsticade ellas y a sta notable valor alimenticio

(KdTord, 1973)

Las partesfundamentalesde Los fi-tatas cínicossonepicarpioo flaveda,mesocarpioo albedoy

endocarpioo pulpa(figura4 1 1.

El flavedoesla capamásexternadel fruta En eRaseencuentranlos piastidiosy numerosos

vesículasde aceite esencial.Los > contienenclorofila en los frutos no maduros,y

caroteno,ximtofilay. en menorcandad. > > cuandoel fruta hamadurada

El albedoes una capablancay ~enq compuestapor célulasde forma ytamafio

¡rmgular,congrandesesp~wsiutercelulurnDenosde aire.

7~5 80%

20-25%

La wmposicíóndel albedoes la

Materiaseca



Cq~tYM 4 Apfieatánpan ¿aáeflimcMnit Ja - Mamo denaranja.

Azúcares

Glucosa

Fructosa

Sacaron

Celulosa

Sustanciasp¿cticas
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Los cítncos son, a continuaciónde tas manzanas,b¡ segundafuente más importante de

pectinaspitia La mdustna.Otros componentesdcl albedo son Los glucósidoshesperidinay

límonina~ esteúltimo importanteporel problema& su intensosaboramargoen la aceptación

de los productosderivadosde los citricos.

Debajode las capasqueconsatuyenel fiandoy albedoestáel endocarpioo pulpo, formado

por una serie de segmentos.Cadasegmentocontieneuna masacompactode vesículascon

junio La pulpa es la principal petecomestibledcl fruto y gencrahuentealcanzael 50- 80%

del pesodel fruto entero<Keft’ord. 1973>

Los sólidosdisueltosen los zumoscítricos estáncompuestosprincipalmentepor azúcaresy

acídos fin Las naranjasson los azúcaresLas esdentrode los sólidos

disueltos Los acídospresentesen e] nanade naranjason el cítñax que predomina,y el

nialico laminenhay pectinassolublesqueal expñmirla frutaquedan,enpone,incorporadas

al zumo Entre Las enrunascxtuentescabedestacarla pectiuesterasa.cuyaactividadesmayor

en el endocarpioqueenel albedo.

Por úitímo, dentrodel fruto estÉnkas ni las quecabe un alto porcentajede

proteínasy dc aceite-
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.

pared celular

calul a

epicarpio

me 4kiflrpté

anzkn~arpic

~cai lite

segnento
mest-r&ftfi entre eegfltitoa

vnÁ.cula conteniendo zumo

¼

WZICULA

pared celular orgánuí o

vattnia conteniendo aun>

CMMLA

Figura4.1.1. M~rAflog*a do la carattJm.
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C¿~ñswU4. Aptftatónpro U ÉawflnwMuit ¿a pee Manto denaranja.

4.1.2- Sustwwlaspdcilcas

1 tu sustanemas pécticasson un grupocompkjode polisacáridosácidosque seencuentranen

cantidades variables en el espacio intercelular de los tejidos do plantas superiores,

paruculannenteen la láminamedis¡ Estassustanciasse puedenclasificardel siguientemodo

(Fogartyy Kelly. 1983>:

designana aquellosglúcidos coloidales complejos de origen

vegetaly quecontienenunagranproporciónde unidadesde ácido anhidrogalacturónico.Los

gruposcarboxÉlicosdel ácido poligalacturúnicopuedenestaresterificadosparcialmentepor

gruposmetilo o parc¡’ai o totalmenteneutralrutdospor unao másbases,

la - es el nombredado a la instanciaqueorigina las sustanciaspécticas,

tamb¡énde origenvegetaly queademásesinsolubleenagua,

~ - cosquenocontienenmásque

una pequeñapartedc ésteresmetilicos. B~o las condicionesadecuadasforman geles con

azúcaresy ácidos;si el contenidoen metcnilosesbajo puedenibrmarsegelescon algunos

iones Las salesde los ácidospectínicospuedenserneutraso ácidas

la psM~fl~ o Las - se refierena los ácidospectinicossolublesen agua,pueden

contenerdiferentes proporcionesdc ésteresmeulicosy grado de neutralización,También

puedentbrrnargeles

el esel ácido XAipIaCUEóIúCO coloidalesencáhnentelibre de ésteres

rnetihcos Lospectatosni sw salesderivada.

~.1
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Captniloi Aptteertdupu» tu - éU tsJiarodonoranJa

.

Los polisacáridospécticosson ácidos poligalacturónicos.fonnack>spor ácido galacturónico

con enlaces cx- 1,4 (que potencian la fonnación dc coloides> y ramifIcacionesde otras

unidadesno urónica.s,comorhamnosa,arabinos,galactosa.niosay Ñcosa~La figura 4 1 2 1

representala estructurageneralde las sustanciaspécticas(Macmillany Sbeiman,1974).

OH

O

O

Figura4l2.l Estructuradelas

El número de estenfkacicnesdc kw ca4nllscosa rnnol es miahle y depende

también de la especievertal cm cuutta. Palo apater acetilosen C2 y C3,
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Cq#íetu4 AplkaSnpu» La teaeaewtéehLi él amochnaranja.

afectandoa tas propiedadesde gelifleación.El pesomolecular,enel casode la naranja,está

alrededorde 400(X) y 50000.

La pérdidadesolubilidadpuedeproducirsepor las siguientesrazones:

- unión a iones polivalentescomolos de cakáo~ io y bierro, que causanla

precipitaciónde las sustanciaspécticaspoco esterificadasy reducenla solubilidadde

las altamenteesíenfleadas,

2. unión de los gruposcarboxflicosa los hidroxilos de otros constituyentescelulares,

como la celulosao hernicelukxsas.

3. enlacesiónicosentrelos carboxilo¡sy Los gruposbásicosde las proteínas.

4 unionesmás débilesconotrosconstituyentescelulares.

5 entretazamienromecánicoentresí o conpolimerosde la paredcelular.

4ilZ L

Lassustancaspécucaasclocahtaflcflla- niediaflacapadewúónintercelularyla

paredprimaria de los vegetales( y I%IWñk 1960} Su sintcsiscomienzaen las

pnmcrasetapasde crecimientoy La texturade los frutos depende,

en parte, de La cantidad de sacas pécbCa& El fruto ~trde presentaprotopectinas,

rnsolubles,que se nnsft>nmwcm solubles la ir > suavizandola textura. La

facilidad de disoluctón en agua al La longitud & la cadenapolisacárida,

pero en caso de pwductrscuna >‘ u Anima dxsolucwnualtamenteviscosas,

dependiendodel peso de > - fricas ióujca, pH., temperaturay

concentración.
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Cqinle4 Ap*c4wMnpum laÉtwdhrbhsit U eWamodenaranja

La siguientetablamuestrael contenidode sustanciaspécticasen algunosfrutar

Fruto Sustmndas$~!!~t~L.

0,2-1,0Uva

Manzana 0,5-1.6

Pomelo 1.6-4,5

Limón 3,0-4,0

Limón (semillas) 6,0

Limón (corten) 32,0

Limón (pulpa> 25,0

Naranja(corteza) 20,0

Naranja(membrana) 29.0

Naa~culas~

En zumosde cítricos, a diferenciadc otros unos. su naturalezaturbia se considerauna

característicadeseable.La uwbídetzpropiadel zumono sepresentaen el zumoexistenteen las

vacuolas celidares,sino que proviene dc la ruptura de las cálidos duranteel procesode

extracción En esteproceso,compuestosde alto pesomolecularde los organelosy citoplasma

quedan suspendidosen ci zumojunto con - dc membranay material de origen

péctico. Todaestasuspensióncoloidal la turbidezal aunoy secomponede un

3O~/o de proteínas,20% dc besperidina,15% dc celuknay laemicehilosay 5¾dc pectina

(Bennet. 1987), siendoel 3O~/o restanteaún > . Sin embargo.el efectode la pectina

sobre la rurbidez es el más importante (KimbsiI, 1991). ya que su insolubilizacióntambién

puedearrastrarotroscompuestos dc conaderarsugranpesomolecular(hasta100.000

o200(XX))

k
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Caphlo 4. A$k¿wMnpara U 6 de be *1 auto denaranja.

La abundanc¡ade sustanciaspécticas en Los vegetales ha creado difrrentes sistemas

enzimáticoscapacesde degradarestas estucbsn. Éstos se diferencian tanto por su

mecanismode accióncomopor su distribución.Los enzrmasp¿cbcosseproducenpor plantas

y microorganismos.pero no por célulasanimales 1 os enzimaspécticosseclasificanen dos

pnncipalesgrupos(Romboutsy Pilnilc, 1980):

1 enzimasque desesterificanmediantehidrólisis, son las pectinesterasas(también

llamadaspectasasy pectin-mneal ~ La desesterificaciónde 1. pectinaproduce

metanoly ácidopéctico(figura4.1.34

O

~¿—OCH~
O

HO H
OH

H
O

HO
OH

O

+ CH3OH

Figura4 1 3a> Reacciónde la - > (PE)fr

2 enzimasque rompen la cadena a. son las despohmerasas.Estos

enzimasproducenla toande los enlaces idicos por hidrólisis (hidrolasos,figura

4.l.3b>o por¡3.ehrnmacion< 4513c)>
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(#tús 4 tp&utMn paratu dela éiJSM>denaranja.

H

¡-OH

H

PO
-fr

>1

Figura 4 1 3b> Reacciónde las bidrolasals(po PO»

Las poligalacturonasastienena los como mejor susaratoparasta acción, mientrasque

la actividaddisminuyeal amnentarel gradodeeteñifeación.
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CapUn/o 4. AplicacIón para la Inactivactón cte fa pectinesterasa del zumo de naranja>

4.1.4- Pectinesterasasen cítricos

Laspectinesterasasson biosintetizadaspor plantassuperiores,hongosy algunasbacterias.Las

de frutos son lasmejor estudiadas,encontrándosemúltiples formasmolecularese isoenzhnas.

La acciónpectinesterásicafre ya estudiadapor Frémyen 1840, queobservóqueal adicionar

zumode zanahoriaaunasolución de pectinaseformabaun gel. El gel sedebíaa la hidrólisis

de losésteresde la pectinaseguidade la precipitacióncomopectatocálcico.

Los cítricos, junto con el tomate, son los frutos que presentanmayores cantidadesde

pectinesterasa(Versteegy col., 1978). El ablandamientode los tejidos del fruto durantela

maduracióny el almacenamientosehaasociadoconla acciónde la pectinesterasa,másquea

la acciónde los otrosenzimaspécticos.

La calidad de los zumosde cítricos dependede las reaccionesenzunáticasque ocurrenno

sólo duranteel desarrolloy maduracióndel fruto, sino también duranteel procesadoy

almacenamientodel zumo. Cuandoun zumose obtienepor expresióndel cítrico, los enzimas

son liberadosde los lugaresdonde normalmentese encuentran.Varios de estos enzimas

catalizanreaccionesadversasque afectanal sabory aparienciadel zumo, en general a su

calidad. La pectinesterasaesel enzimaquemásafectaal empeoramientode la calidad del

zumo.

Al comienzodel desarrollode la industriadeprocesadode zumosde cítricosse reconocióla

clarificación en zumos embotellados y enlatados como resultado de la acción de

pectinesterasaque no había sido inactivadapor medio de la pasterización,normalmente

realizadaa70 <‘C 1 mm (Tingy Rouseff, 1986).

La pectinesterasase encuentra asociadacon elementos estructuralesdel fruto. Según

Bruemmer(1980)no existíaactividaden el zumofiltrado, peroencontró58, 44 y 28 unidades

de actividad pectinesterásicapor kg de tejido seco en flavedo, albedo y pulpa

respectivamente.Si nos atenemosal zumo, la máximaactividadseencontróen los restosde
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C’op/¡uto 4. Ap/Jaretón para fa inactivaclón de ¡a pectineslerasa del zumo de naranja

vesículas(pulpa)y la menoren el sobrenadantedel zumocentrifUgado,siendola actividaddel

zumoproporcionala su contenidoenpulpa(Ronse, 1951; Rousey col., 1954).Janseny col.

(1960) mostraronque la pectinesterasaestáunida a las paredescelularesformando un

complejo enziina-sustratocon la pectina.Conformela pectinesterasaactúasobrela pectina,

desesterificándola,el enzimava pasandoal mediodesdela paredhastallegara un equilibrio.

Sin embargoel enzimasolubleesun20%másactivoqueel unidoa la pared.

4.1.4.1-Isoenzimas

Actualmente se conocenvarias formas de pectinesterasade cítricos que difieren en sus

propiedadescinéticasy termoestabilidad(Versteeg,1979). Algunas de las inegularidades

para la inactivación térmica de la pectinesterasay la estabilidad de la turbidez pueden

atribuirseala acciónde diferentesformasdepectinesterasa.

Se han encontradoformasmúltiples de pectinesterasade cítricos. Evansy McHale (1978)

caracterizarondos isoenzimasennaranjasy limones,el primero deellos lo encontraronen la

piel y el segundoen las vesículasy carpelos.Versteegy col, (1978) tambiénpartieron de

pulpay piel de naranjas,llegandoacaracterizardosisoenzimas(PEIy PEH). Los trabajosde

Romboutsy col. (1982) llegarona aislar PEil únicamentede la piel, pero FBI seencontró

tambiénen carpelosy vesículas.Ambosteníanun pesomolecularde36200,peroPEI erados

vecesmás activo. PEI teníauna actividad óptima a pH 7,6 y PEII a 8,0. Posteriormente,

Versteeg(1979) aisló un tercer isoenzima(HM-PE) y comprobóqueera mástermoestable

quePEIy PEII, de 54000depesomoleculary conun 5% de la actividadtotal. Tambiénpudo

separarHM-PE entresfracciones,siendoel isoenzimaHM-PEII el queconteníael 85%de la

actividad.En total se llegarona aislar 12 isoenzimasde pectinesterasaenzumode naranja,si

bien,PEIy PEil mostraronmásdel80%de la actividad(60%y 30%respectivamente).
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Capitulo 4. Aplicación para la inactivación de la pectineslerasa del zumo de naranja.

4.1.4.2-Estabilidadde los isoenzimas

La actividadpectiinesterásicade naranjasepierde solamenteen un 15% tras dos aflos si se

conservaa 4 oc enNaCí O, 1M y tampónfosfatoapH 7,5 (Versteeg,1979).A 30 oc PH era

estable24 h apH 4 y 7, pero PEil sólo lo eradurante6 h apH 4. Sin embargo,HIM-PE era

activo tras 15 díasde almacenamiento.

Experienciassobrela estabilidadtérmicallegarona la conclusiónde quea pH 4, PEil erala

menosestableal inactivarsea 55 0C. PEI se inactivabaa 65 0C y HM-PB a 85 0C. Según

Kiinball (1991), la temperaturade pasterizaciónnonnalmenteempleadapara el zumo de

naranja(alrededorde 66 0C) hadeelevarsehasta88 0C duranteun tiempono inferior a 10-15

s paraevitar la acciónde los enzimas;enel zumode limón la temperaturapuedebajarsehasta

74 0C por sualto contenidoen ácidos,SegúnVersteeg(1979),PEI y PEII poseenel 90%del

total de la actividad clarificante del zumo a 30 oc, sin embargo,a 5 0C PEI solamente

consevabaun 1% de su actividada 30 oc y no se obsevabauna clarificación significativa

hastala cuartasemana,exceptopor la causadapor la HM-PB, que si permanecíaactiva,

SegúnTing y Rouseff(1986) la temperaturadepasterizaciónhadeelevarsehasta90 oc lii s

o temperaturasmayorescon menorestiempos. Seymoury col. (1991a y b) purificaron y

caracterizarondos fonnasde pectinesterasa,la termoestable(TS-PE)y la terinolábil (IL-PE)

distinguiéndosepor su inactivación a 70 0c durante5 mm. SegúnSnir y col. (1996) la

inactivación de la TL-PE se consiguea partir de 2 mm, no variando la actividad tota! en

calentamientosdetiemposmenoreso igualesa 10 miii.

Wicker y Temelli (1988)estudiaronla cinéticade unactivaciónde la pectinesterasadel zumo

de naranjacuandoerasometidaa un tratamientotérmico,observandoun comportamientono

lineal debidoa la existenciade fraccionesdeenzimacondiferentetermoestabilidad,si bienla

velocidad de inactivación podía acomodarsea una cinética de orden 1. Sin embargo,

anterionnente,Marshall y col. (1985)observaronquela cinética de inactivacióndel enzima

dependíade la cantidadde sólidossolublesenel zumo,cuantificadacomo 0Brix, entre10 -

35 0Brix la cinéticaerade primerorden,peropor encimade 40 0Brix la cinéticasetomaba
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Capitulo 4. AplIcación para la inactivación de fa pedñnesíerasa del zumo de naranja

.

sigmoidal. Los estudiossobre la inactivaciónde la pectinesterasase han realizadoen su

mayoríasobretratamientostérmicosa presiónatmosférica,inclusosehan realizadoestudios

sobrela inactivacióncon CO2 supercritico;sin embargo,nosehanencontradoreferenciasque

tratende acomodarlos resultadosde inactivacióna unacinéticacuandolos tratamientosse

realizanmediantela técnicadel CO2 supercrítico.

4.1.4.3-Estabilidaddela tarbidezy actividadpectinesterásica 1>

yVersteeg(1979) concluyóqueHM-PE erael isoenzimaresponsablede la desestabilización /

del zumo de naranjaduranteel almacenamientoy que la estabilizaciónde la turbidezse

consiguepor calentamientoa 90 oc i niin parainactivaresteisoenzima.Sin embargo,la alta
451~

temperaturadel procesadoproduce saboresdesagradablesen el zumo (Kew y Veldhuis,
1961). Además,aunquerepresentenlas menoresfraccionesde la actitividadpectinesterásica

¡453
del total del fruto (Romboutsy col., 1982; Versteeg,1979; Seymour,1991a;Wail<er, 1992),

5 45
estas formas son las más activas en zumos mantenidosa 4

0C, siendo necesariasu

inactivación(Versteeg,1980;Seymour,1991b).También,Versteegy col, (1980)adviertende
It.
¡ Sila posibledesestabilizaciónde la turbideza pesardel almacenamientoa temperaturasbajo k

ceroperosuperioresa -20 0C, inclusoen concentrados. U1

4.2-MATERIALES Y MÉTODOS

~Si

4.2.1-Preparacióndela muestra
42.
¡5

Previamentea cadatratamiento,lasnaranjasprocedentesdel comercio(4 Kg) seexprimíanen
34¡>5>

un exprimidordomésticoBraunCitromaticde 50 Hz. El zumosehizo pasarpor un tamizde 1 ~44-~4<5
.42
5442-4- 45mmi de luz de malta para eliminar fragmentosgroserosde pulpa y evitar la apariciónde 4>

obstruccionesen la conduccionesdel equipode tratamientosupercrítico. ~Si4-It
344; Si

-5511 -4
-5-
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Partedel zumo obtenidoseutilizabapararealizar los diferentestratamientos.El resto del

zumo seconservabaa 4 oc y seutilizabacomocontrolparalos posterioresanálisisa realizar

enel mismo día. Las muestrasse congelarona -20 oc paraprolongarsu conservaciónen el

casode quefueranecesano.

4.2.2- Efectosobreel zumodenaranja del tratamientocon dióxido decarbonoen

condicionessupercríticas

Los tratamientos se llevaron a cabo utilizando el extractor de fluidos supercríticos

semipreparativoLDC Analytical modificado (apartado2.4.2). Se realizaronen modo

estáticoy sin obtenciónde extracto. La figura 4.2.2 representael equipo tal como fue

modificado para los tratamientosdel zumo de naranja. La celda fue la comúnmente

utilizadaparala extraccióna partirdesólidoscon las válvulascerradasparala realización

detratamientosestáticos.

El zumosesometióalas siguientescondicionesde temperatura,presióny tiempo:

53-5
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- 40 y 60 oc,

- 6,9; 20,7y34,5MPa,

- 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 minutos,

- 120 y 180 mm a 34,5 MPa y 60 0C con el fin de someterla pectienesterasaa las

condicionesde inactivaciónmásseveras.

Posteriormentese realizaron los análisis junto con el control, que fue el zumo recién

exprimidosin someteral tTatazrnentosupercrítico.
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Figura4.2.2. Esquemadel extractorsupereríticosernipreparativo
parael tratamientode zumode naranja

CRIOSTATO CELDA DE
EXTRACCrÓN

o

9
CONTROLADORES
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.

4-41-53-5
414

4.23-Determinaciónde la actividadpectinesterásica ‘Si
--í 41->

‘4-
La actividad pectinesterásica(APE) de los zumoscontrolesy los sometidosa condiciones

supercríticasse detenninópor valoración (Ronsey Atkins, 1955). Paraevitar errorespor

excesoen la valoración, el dióxido de carbonode la muestraseehminababajo conientede

N2. SI

--5

Se utilizó como sustrato30 mt deuna solución de pectinade cítricos altamentemetoxilada
(Sigma Chemical Co.) al 1% en solución acuosacon NaCí 0,1M y NaN3 lniiN’1, agitada ¡Si~

constantementea 30
0C. El pH de estasoluciónse ajustaa 7,50 (óptimo de actuacióndel

enzima)con disolucionesde NaOHy Hcl. La adición de la muestra(2-5 mL) provoca la

liberaciónde inetanoly gruposcarboxilicosprocedentesdel sustratoen exceso.La APE se

calcula a partir del volumen de NaOH 0,0lN consumido para neutralizar los grupos

carboxílicos producidosen un tiempo de 5 mm. Se define 1 UPE (unidad de actividad ~~Si-~4

-5—

pectinesterásica)comola cantidadde enzimaquelibera 1 iimol de gruposcarboxilicospor <¡~,
mmutoen lascondicionesestándarde ensayo.La APE sesueledarcomoUPEpor unidadde

volumende muestraen mL y se calculamediantela siguientefórmula:
4-4 —1

UPE _ (mL NaOH) (N NaQEZ) (1O~) (4.1)
mL — (mm) (mL zumo)

4 ~4-fi
4$
¡ $

4.24- Medidadela turbidez

El zumosesometióalas siguientescondiciones:
Si~4-

- temperaturasde 40, 50 y 60 0C,

de 6,9; 138 20’T 276y 345 MPa, ~-—presiones ,, ,, , 4-5—

4-’
5 ¡

263
4 —I
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Capitulo 4. Aplicación para la inacilvación de fapectinesterasa del zumo de naranjo.

El tiempo de tratamientofue de 1 h. Tras el tratamientoel zumo eraextraídoconla presión

propia de la celda. Tambiénse realizarontratamientosen los que se despresurizóla celda

previamenteala extraccióndel zumo.

En el mismo equipo se realizarontratamientosa 40, 50 y 60 0C durante 1 h a presión

atmosféricaparala realizaciónde controlesténnicos.Tambiénsesometióel zumo apresión

subetitica(5,5 MPa) y temperaturaambienteduranteun tiempo mínimo como control en la

variaciónde turbidezsin inactivacióndepectinesterasa.

La mediciónde la turbidezserealizó segúnel métodode Versteegy col. (1980). El zumose

centrifugóa320xgdurante10 miii. El sobrenadantesevirtio encubetasde 1 mm deespesory

se midió la absorbanciaa 660 nm frente a un blanco de agua destilada en un

espectrofotómetroBeckmanmodeloDUt7O.

El cálculo de la precisión del método de medida se realizó a través del cálculo de la

desviaciónestándarrelativade triplicadosde muestras.Se realizaronquintuplicadosdurante

dos díasde unamismamuestraya centrifugadaparacomprobarla estabilidadde la turbidez

de los preparados.

4.2.5-Medidadelcolor

El color esunode los atributosde calidadmása consideraren Jaaparienciao aspectode los

alimentos,En concreto,seha observadoanteriormentequeel color de los zumosde naranja

sufre variacionesal ser sometido a tratamientossupercriticos,si bien, estosresultadosson

difícilmenteinterpretables(Balabany Arreola, 1991).

El color semidió segúnel métodode Gonzálesy col. (1990). Previamentesecentrifugóel

zumo a 320xg durante10 mm. Se realizaronlos espectrosde absorción UV¡VJS de los

-5

4--Si

tSi<
5$

j>4-5¶ 55/

44;

4(54
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~Si<

555 5-1
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Capílu/a 4. Aplicación para fa inactivación de lapeclinesterasa del zumo de naranja

sobrenadantesen el espectrofotómetro,acopiadoa un ordenadorconvelocidadde registrode

2400 mulmun, equivalentea registrarun dato de absorbanciacada 2 mm. Las medidasse

realizaronpor quintuplicado parael estudiode suprecisión.El métododeGonzálesy col, se

fiuindamentaen el la CJE, mejorandoel tiempo de análisis de las muestras.Se realizaun

registroy procesamientode datosconordenador,seconsigueel controlde un alto númerode

muestrasen un tiempocoito y, además,el análisisde los atributoscromáticosde los muestras

estudiadases máseficiente, cómodo,preciso, exacto que otros utilizados anteriormentey

permiteun mejorentendimientode los resultados.Estemétodohasido utilizadoconéxito por

Gonzáles(1990),Gonzálesy col. (1990>,y Gómez-Cordovésy González-Saniosé(1995).

Posteriormentese calcularon los parámetroscromáticos,que son la intensidad,tonalidad,

brillantez, longitud de ondadominantey purezade cadamuestra.Estasvariablesse definen

de la siguientemanera(Gonzáles,1990):

intensidad,esel áreaentrela curvade absorbanciasy el eje de longitudde ondadesde

400hasta600nm,

tonalidad, es la pendientede la curvade absorbanciasenel rangode 450 a 500 nm,

por regresiónlineal simple,

brillantez, es la cantidad de gris que condeneun color, dentro de una escala

comprendidaentreel negroy el blanco,

longitudde ondadominante,esel matizdecolortal comorojo, verde,azul, etc.,

pureza,correspondeala variaciónquetieneun colorcuandoal permanecerinvariable

el tono seva aclarandopaulatinamente.
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CapItulo 4. Aplicación para la inaclivación de lapectinesterasa del zumo de naranja.

4.26-Efectodel almacenamientosobrela turh¡dezycolor

Se llevó a cabo un estudio de la variación de la turbidez y del color durante el

almacenamientode zumossometidosa los siguientestratamientos:

1. almacenamientoa4 0C,

- control (zumono tratado),

- 27,6MPay 40 0C durante1 h, extrayendoel zumoapresión, u

- 27,6 MTPa y 50 0C durante1 h, extrayendoel zumoa presión,

2, almacenamientoa temperaturaambiente,

- control(zumono tratado),

- 34,5 MIPay 60 oc duranteib, extrayendoel zumoapresión,
- ~ p,jy~ a temperaturaambientedwwitc el ~ núdmonecesarioparasu ‘ 5>

posteriorextracciónapresión. Ifl.J>AtjJt~ , Si

1-II

54-455!
4.3- RESULTADOSY DISCUSIÓN

4,3.1- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supercr(fico sobre la

¡nactivacióndepectinesterasadezumodenaranja 4>

El estudiode la precisióndel métodode valoraciónde la APE, tras realizarvaloracionespor Si

quintuplicado,ofrecióvaloresde desviaciónestándarrelativa<9%,

I’>
Las tabla 4.3.1 presentalos resultadosde APE de los zumos antesy tras el tratamiento

supercriticoparalas condicionesestudiadas.
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tiempo

(mm)

40 0C 60W

6,9 NIPa 20,7MPs 34,5MPs atniosf’. 6,9 NIPa 34,5MiPs

0 1,21 1,20 1,19 1,15 1,20 1,20

1 1,05 1,20 1,15 0,80 0,30 0,25

10 1,10 1,25 0,90 0,30 0,30 0,25

15 1,10 1,15 0,95 0,30 - 0,25

20 1,05 1,00 0,90 0,30 0,30 0,25

30 1,00 0,80 0,75 0,30 0,25 0,20

45 1,00 0,70 0,60 0,30 0,25 -

60 0,75 0,50 0,35 0,30 0,25 0,15

90 0,65 0,45 - - 0,20 0,15

120 0,55 - - - - 0,20

180 - - - - - 0,20

4-3441

<~1

al
,5353 45
>554-

________________________________________ <~ ?Si
~‘ Si

-4:
¡34

‘fi1
-55

(-5-

-555>

<Si

345
¡Si

5545
<-5

¡st

555

44,-
fi-Si

4

3441-5
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Se observóque los tratamientosa 60 oc fueronlos másenérgicos;sin embargo,tambiénse

observóque la presión era un factor a teneren cuenta, ya que los tratamientosa presión

atmosférica a 60 0C sufrieron una menor inactivación de la pectienesterasa.A presión

atmosféricay 60 0C la unactivaciónesmáslentaquea cualquierade 1-aspresionesde estudio,

ya queal cabode 1 miii la actividadseha reducidosolamentea 0,80UPE/mL,mientrasque

en los tratamientossupercríticosllegaa ser de 0,20 UPE/mL, pudiéndoseconsiderarvalores

de +0,05 como elTor del propio método de medida. Los tratamientosrealizadosa 60 0C

dejaron una actividad residual de 0,20 ±0,05UPE/mt causadapor la pectienesterasa

tennonesistente(la inactivaciónse consiguió totalmenteen ensayosrealizadosa 90 oc y

presiónatmosférica).

En los estudiosrealizadosa 40 0C se pudo adecuaral ordencero la cinética de unactivación

medianteanálisisporregresiónlineal simple,siguiendola ecuación:

Tabla 4.3.1. Actividad pectinesterásica(UPEImL) de

condióxido de carbonosupercritico(SC-CO
2).

los zumosantesy tras los tratamientos
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APE¡rnL=APE6 /rnL—Kt

donde:APE0 APE inicial expresadacomoUPE,

K = constantede velocidadexpresadaenUPE/(niL~niun),

t = tiempoenminutos.

Los resultadosobtenidosparala cinéticadeunactivaciónfueronlos indicadosa continuación:

-40
0C y 6,9MPa: APE/mL = -0,00509t+ 1, 1288, r2 = 0,9210;

- 40 0C y 20,7MPa: APE/mL = -0,01033t+ 1,2401,¿ = 0,9023;

-40 0Cy34,5 MiPa: APE/mL=-0,14204t+1,20501,?0,9715.

Se puede observar, también, el efecto dependientede la presión sobre la inactivación

pectinesterásica,ya que la constantede velocidadde inactivaciónaumentaprogresivamente

(envalor absoluto)al aumentarla presióndel tratamiento,siendola alcanzadaa20,7 MPael

doble que a 6,9 MPa, y a 34,5 MIPa llega a iriplicarse. Éste un hecho que satisfacelas

espectativasparaconseguirefectosde inactivacióncon empleo de menorestemperaturasde

calentamiento.Sin embargo,los tratamientosno son tan drásticoscomolos queserealizaron

a60 0C, independientementede la presiónutilizada.

¡344
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4.52- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supereritico sobre la

¡nodflcaciónde la turbidezdelzumodenaranja

Los resultadostras la mediciónde la turbidez de una misma muestradurantedos días se

presentanen la figura 4.3.3a(del apartado4.3.3).Se observaquela turbidezde los zumostras

la centrifugaciónesmuy establetrasdos díasde mediciones,ya que la desviaciónestándar

relativaconseguidaes <1,5%, del mismomodo queestaturbidezno impide unamuy buena

repetibilidad de los resultados. La razón de la estabilidad se explica ya que tras la
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centrifugación disminuye la concentración de pectinesterasaen el sobrenadante,

disminuyendosuactividad.

La precisióndel método al realizartriplicados de un zumo ofreció un valor de desviación

estándarrelativa<1,5%, siendoun métodomuypreciso(figura 4.3.3b,del apartado4.3.3).

Se observóun aumentogeneralizadode la turbidezdel zumodenaranjatraslos trataniletitos

supercriticos.El aumentono seproducíaen los tratamientostérmicosapresiónatmosférica.

La tabla4.3.2presentalos resultadosde absorbanciasa 660nm de los zumosantesy tras los

tratamientosen las condicionesindicadas.En todosestoscasosel zumose extrajo apresión

trasfinalizar el tratamiento.La figura 4.3.2 representala variaciónde turbidezcalculadadel

siguientemodo:

g’-
5-Yfis

<4
4 - --

4-534-

fil

<4
¡fl~
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<~~í34
>4<5

.4-fi?
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>¡45>5 53
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~55>

T —T
AT— ~ ¡ (4.3)

2? 531)

siendo:
¡~55

434

antes y tras los tratamientoscon dióxido de

-44-
>55
~1>

Presión(MiPa) ____________ ____________ 60

AT la variaciónde la turbidez,

T, la turbidezantesdel tratamiento,

T
1latwbideztrasel tratamiento,

Tabla 4.3.2. Turbidez (ka) de los zumos

carbonosupercritico(SC-CO2).

atmosférica

6,9

13,8

20,7

27,6

34,5

40

control SC-CO2

0,0359 00381

0,0271 0,1069

0,0476 0,2231

0,0393 0,0864

0,0504 0,1967

0,0274 0,0963

Temperatura(
0C)

50

control SC-CO
2

0,0359 0,0417

0,0340 0,0 763

0,0464 0,2063

0,0393 0,1197

0,0504 0,1204

0,0274 0,1496

control

0,0359

0,0406

0,0200

0,0393

0,0869

0,0869

SC-co2
0~O320

0,0847

0,1479

0,1337

0, ¡707

0,1199
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Sin embargo,aumentótambiénla turbidezen los zumosqueno eransometidosa presiones

leves(5,5 Mpa) y a temperaturaambiente.El aumentoen la turbidezde los zumosno se

produjocuandoéstoseranextraidosdel equipotras la despresurizaciónde la celda(a presión

atmosférica)a pesar de haber sido sometidosal tratamientosupercrltico (ver tambiénel

apartado4.3.4).

Por lo tanto,el aumentode la turbidezno sedebeal tratamientosuperciiticosinoa las fuerzas

de cizallan-iiento queseproducenmediantela despresurización.Estasfuerzasprovocanuna

disgregaciónde las partículasdel zumo en partículasmáspequeñasy numerosasque se

mantienenmástiempo en suspensión,aumentandola turbidezdel zumo y disminuyendola

formaciónde precipitados.En conclusión,el aumentodeturhidezdel zumono esdependiente

de la presióny la temperaturadel tratamientosupereríticoa que se ha sometidosino que

dependede las fuerzas producidas al realizar la despresurizaciónsimultáneamentea la

obtencióndelzumounaveztratado.

4.3.3- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supererítico sobre la

mod~flcacióndel color delzjitnodenaranja

Serealizaronlos cálculosde precisióndel equipoy delmétodoal igual queen la medidade la

turbidez (apartado 4.3.2). Los resultados,representadosen las figuras 4.3.3a y 4.3.3b

respectivamente,fueronigualmentesatisfactoros.

La figura 4,3.3c muestra los espectrosde absorción UVIVIS de un control, dos zumos

sometidosa condiciones supercriticas (obtenidos simultáneamente,SC+FC, o tras la

despresurizaciónde la celda,SC) y de un ziunopresurizadoa 5,5 Mpa, FC.

Los zumos tratadoscon dióxido de carbonosuperoritico y extraídosa presión (SC+FC)

ofrecieron valores de absorbanciasmayores que los controles en todo el espectro de

longitudesde onda estudiado.Estos resultadosindican que n-o existe un cambioen el color
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CapItulo 4. AplicacIón para la inactivación de lapectinesleraso del zumo de naranja.

Absorbancia CV(%)
2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de Onda(nm)

Absorbancia

Figura4.3.3a.Precisiónen la medidadel espectro13V/VIS

20

1,5

1,0

0,5

Longitud de Onda (nm)

Figura4.3.3b.Precisióndel métodode medidadel color

4,0

35

3,0
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2,5

2,0

1,5

11,0

0,5

0,0
200

0,0
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

271





smounapérdidade transmitanciadebidoa la mayorpresenciadeparticulassuspendidasen el

zumo. Sin embargo,entre 400 y 600 nm se apreciaque se produceun aumentode la

absorbanciaqueno se correspondeúnicamentecon un simple aumentode las particulasen

suspensión,sino que es debidaa la modificacióndel color. Lasmayoresaborbanciasenestas

longitudesde ondaproducenun viraje de color desdeel naranja(control) hastael amarillo

(zumo tratado) fácilmenteapreciablebajo un examenvisual. La figura 4.3.3dmuestrauna

fotograllade un zumoantesdeltratamientoy de otro zumotratadodel modoSC+FC.

El tratamientoa 5,5 MIPa y temperaturaambiente(FC) produjo resultadossimilaresa los

anteriores.Sin embargo,no seobservarondiferenciassignificativasentrelos zumostratadosy

extraidosa presiónatmosférica(SC)y los controles.Las causasde estosresultadosson las

mismasque lasexpuestasparala modificaciónde la turbidez(apartado4.3.3),esdecirquela

ausenciade frerzasde cizallamientoevita la formación de máspartículassuspendidas,no

apreciándosemodificaciónde la transmitancia.

7
fi

Si

-5 53~Yfi.5
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La tabla4.3.3 ofrecelos resultadosobtenidosparalos controlesy los tratamientosrealizados.

Se observaque, tras los tratamientos,se produceun aumentoen los valoresde purezae

mtensidad,no se produce diferencias significativas en los valores de longitud de onda

dominante,y disminuyenlos valoresde brillantezy tonalidad.Estosresultadosse achacanal

aumentode la turbidezy no a un cambiodecolor,exceptolos resultadosde la tonalidad,que

reflejanel cambiodel naranja(controles)al amarillo(tratados).

Los resultadosobtenidosdifierena los obtenidospor Balabany Arreola(1991)ya queno se

observarondiferencias dependientesde las condiciones de temperaturay presión de

tratamientosino de la forma de obtencióndel zumounavez tratadoparala inactivaciónde la

pectmesterasa.





tratamientosupercríticoy posteriorobtenciónTabla4.3.3a.Influenciaen la brillantezdel
del zumoapresión.

Presión(MIPa)

atmosférica

6,9

13,8

20,7

27,6

34,5

40

control SC-CO,

31,82 3L83

39,14 2,95

47,86 2,34

30,89 5,25

23,32 0,28

37,75 3,97

Temperatura (0C)

50

control SC-CO
2

31,82 28,41

53,41 7,76

21,50 0,16

30,89 1,90

23,32 2,05

37,75 0,77

60

control SC-CO

,

31,82 37,73

25,41 5,67

48,58 0,80

30,89 1,36

35,22 0,60

35,22 3,19

Tabla 4.3.3b. Influencia en la purezadel tratamientosupercríticoy posteriorobtención

del zumoapresión.

Temperatura (
0C)

Presión(MiPa) 40 50 60

control SC-CO, control SC-CO, control SC-CO,

atmosférica 32,28 31,17 32,28 35,98 32,28 32,61

6,9 49,28 91,89 26,30 87,28 47,84 88,91

13,8 30,09 93,19 51,23 98,76 33,37 97,95

20,7 47,48 88,05 47,48 94,27 47,48 95,74

27,6 53,22 95,28 53,22 90,73 43,07 8401

34,5 38,39 89,29 38,39 96,89 43,07 42,18
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Capítulo 4. Aplicación para la inactivación de la pectinesterasa del zumo de naranja.

Tabla4.3.3c. Influenciaen la longitud de ondadominantedel tratamientosuperoriticoy
posteriorobtencióndel

Presión(MPa)

zumoa presión.

40

Temperatura (0C)

50 60

control SC-CO
2 control SC-CO2 control SC-CO2

atmosférica 580,2 579,3 580,2 579,8 580,2 578,8

6,9 579,1 585,8 579,5 583,6 581,1 584,6

13,8 579,6 586,8 581,3 592,6 579,2 589,8

20,7 575,4 584,9 575,4 587,4 575,4 585,3

27,6 574,9 587,1 574,9 586,5 577,6 588,3

34,5 580,5 585,6 580,5 589,6 577,6 587,0

Tabla 4.3.3d. Influencia en la intensidad del tratamiento
obtencióndelzumoa presión.

superoritico y posterior

Temperatura (
0C)

40 50 60

control SC-CO
2 control SC-CO2 control SC-CO2

atmosférica 131,28 131,19 131,28 141,11 131,28 118,33

128,72 460,35 79,76

92,92 494,43 189,24

388,91 150,05 522,98

181,05 705,14 181,05

347,96 166,96 386,38

852,96 97,71 676,87

150,05 579,09

485,60 126,48 569,27

121,78 418,35 121,78 638,57 126,48 348,12
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Tabla4.3.3e.Influenciaen la tonalidaddel tratamientosupercríticoy posteriorobtención
delzumo apresión.

Presión (MPa)

atmosférica

6,9

13,8

20,7

27,6

34,5

40

control SC-CO

,

-2,754W -2, 7710>~

-6,08’ iO’~ -1, 48310>’

-2,42’ iO’3 .1,59010>’

..7,75.I0>1 .1,17210>’

-3,451W -1,26610>’

Temperatura (0C)

50

control SC-CO

,

-2,751W -s,ísía~

-4,42 iW -270410>’
.~,75 io-3 -1,56910”

-9,15’ iW -131510>’

-3,451W -1,89210>’

60

control SC-CO

,

.2,75 iO~~ -3, íría~
3,97 io~~ ,i367.1G~2

-2,77’ j~.3 -2,522’1&

,7,75. i& -2,41&ltT’

-5,16 ío3 -3,4&lcT’
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Capitulo 4. Aplicación para (a inactivación de lapeclinesterasa del zumo de naranja

4.3.4- Modticación de la turbidezy color del zumo de naranja durante el fi
almacenamiento

-Si
Lasfiguras4.3.4ay b muestranfotograflasde los zumosconservadosa4 0C trasundíay una .

semana,respectivamente,del tratamientocon CO
2 supercrítico.Se observaquetras un día -‘-4=4-fi fi’

todaslas muestrashanclarificadoparcialmente.La turbidezdel clarificado esmayor en los

dos zumostratadosque en el zumo control debido al aumentodel número de menores

partículasen suspensión.Además,seobservaqueel volumende precipitadoesmenoren los

zumostratados,ya quepartede éste aún se conservaen suspensión,y su aspectoesmás

gelatinoso. Las observacionesrealizadastras una semanade almacenamientodesde el

tratamientosirvieronparamarcarmáslas diferenciasentreel zumocontroly los tratados.

4’-Si~
Si>fi{53

Respectoa los zumosalmacenadosa temperaturaambienteserealizaronmedidasde turbidez

durante15 dias, tras los que los zumospresentabanya un deterioro que imposibilitó la

realizaciónde posterioresmedidas.Los resultadosserepresentanen la figura 4,3.4c, En los ,-~‘Si
<>6<

tres casos estudiadosse observó un aumentode turbidez al cabo de un día, debido - -5 ¡

probablementea la actuaciónde otros procesosenzimáticosqueproducenun aumentodel

número de partículas establesen suspensión(poligalacturonasasy pectfn-liasas),con el ¡ Si

consiguienteaumentode la turbidez.
Si-

A partir del cuartodía de almacenamiento,el zumoqueno fue sometidoa ningúniratamiento >1
4-’

recuperéel valor inicial de la turbidezy éstasiguió perdiéndoselentamentehastael día 15.

Hay que teneren cuentaque la turbidez inicial en los controleses baja, con lo que la 4-)
disminuciónqueseproduceduranteel alimacenainientoespocopronunciada.

-5-4;

Los zumos que suflieron las fuerzas de cizallamiento (SC+FC y FC, figura 43.4c), <fi

producidaspor la salida del dióxido de carbonoa presión, alcanzaronvaloresiniciales de 4-4-4-4- 41
56

turbidezsensiblementemayoresa los controles,tal comoya se ha indicado en el apartado <-4’

4.3.2, pero no sepuedeconsiderarsignificativala diferenciade turbidezentreestosdos tipos iii
de tratamientos.
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Cap/nilo 4. Aplicación para la inactivación de lapect’inesterasa del zumo de naranja

;

El zaino piesutizado(FC, figura 4.3.4c)sufrió unarápidapérdidade turbidezdesdeel día 1

hastael día W, yaqueel aumentode la turbidez¡tecompensadoposteriormentepor la acción

de la pectinesterasa,queconservabaplenamentesuactividad.Posterionnente,la clarificación

sedesalTollómáslentamente,

El zumo sometidoa condicionessupercr!ticas(SC + FC, figura 4.3.4c)mantuvoestableslos

valoresde tubidez hastael día 10 debido a la bajaactividadpectinesterásica.Una posible

reacitvacióndel enzima(Balabany Areola, 1991) fue la causantede la pérdidadeturbidez

entrelos días10 y 15. De estemodosecompruebaquesemejora la turbidezde un zumocon

el tratamientode presión,si bien es la inactivaciónde la pectinesterasallevadaacaboconel

dióxídode carbonosupercriticola quepenniteunaestabilizaciónde estosvaloreselevadosde

turbidezdurantetiemposde almacenamientomásprolongados.
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C’onclutlófles.

CONCLUSIONES

la. El análisisde la grasalácteapor cromatografiEllíquida de alta eficaciajunto con el

análisispor GC de los ácidosgrasosde las fraccionesprocedentesde la separación

por HPLC premitió la estimación de 181 especiesmoleculares, 30 de ellas

identificadaspor primera vez, debiéndosedestacarla presenciade 10 triglicéridos

conun númeroimparde carbonosy 3 con un ácidograsode cadenaramificada.

2a~ La comparaciónen la composicióntriglicérica de la grasade lechede oveja, cabray

vaca, pone de manifiesto que la de oveja es la más enriquecidaen triglicéridos

saturadosde media, la devacaentriglicéridosde cadenalargasaturadosy la decabra

en triglicéridossaturadosde cadenamedia.

3a La adición de un soportesólido e inertequeaumentela superficiede contactoy evite

la formaciónde canalespreferencialesesnecesarioparamejorarel rendimientode las

extraccionesy, sobretodo, la extracciónselectivade colesterol.

4a Las condicionesde 14,5 MPay superioresenpresenciadebolasde vidrio son las que

proporcionan una mayor reducción de colesterol en la nata (75%)

independientementede la temperatura.La mayor selectividad se consigue a la

densidadde 0,7 gImL y temperaturade 60
0C.

5a, La espectroscopiade ‘3C-RMTN ha demostradoser una técnicade utilidad por ser

complementariaa las técnicascromatograficasusadasen la presentememofltt

6~. El detectorde masaa 30 oc y 121 kPaes adecuadoparael análisiscuantitativopor

HPLC de esterolesy escualenoen mezclasen las queexistauna gían variedadde

estoscompuestos.
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Conclusiones.

Y. La mayor selectividaden la extracciónde escualenorespectoa los esterolesen los

destilados analizados se consigue a bajas presiones (10 - 20 MPa) y altas

temperaturas(60 y 50 0C), si bien, densidadesmuy bajas (0,29 - 0,39 g/mL)
conducena bajosrendimientosde la extracción.

ga, La inactivaciónde la pectinesterasarespondeaunacinéticade orden cero, siendola

constantede velocidad directamenteproporcional a la temperaturay presión del

tratamientoconCO
2 supercrítico.

Y. El aumentode la turbidezy la variaciónde color de los zumostratadossedebea la

apariciónde fuerzasde cizallamientoen el caso de que la obtencióndel zumo sea

simultáneaa la despresurización.La variación de la turbidez y el color, en las

condiciones estudiadas, es independientede la presión y la temperatura del

tratamiento,

loa. La inactivación de la pectinesterasajunto con la obtención del zumo

simultáneamentea la despresurizacióncontribuyea preservarel aspectodel zumo

duranteel almacenamiento,ya que, a temperaturaambiente,seconsigueun aumento

de la turbidezy su mantenimientohastaun tiempo de 15 días,
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Anexos.

ANEXO1

10 CLS REM************randonigradienteeisocraticoprimeros*****************
20 OPTIoNBASE 1
30 N 30: TNPUT “NUMERO YNOMBREDELAFRACCION”; 5<, X$
40DIM As(N), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), 17(N),PAG(N)
50 PR>INT ‘ - INDICA EL AREA DELOS SIGUIENTESACDOS GRASOS”
60 PRJiNT “EN NUMERODE CUENTAS”
70 FOR 1 1 TO N: READ A$(I), D(I, 1), D(I, 2)
80 PRTNT A$(I), D(I, 1), D(1, 2): INPUT “AREA”; AGT(I)
85 NBXT 1
92 CLS : Y x * 40/60+ 13 + 1/3

93 INPUT “AREA DEL PATRON INTERIÑO ENNUMERODE CUENTAS”; API
94 INPIJT “CONCENTRACIONDEPATRONINTERNO”; CPI
95 ECNmjn = (LOG((Y - 2.8297)/2.8297)!LOG(10)+ .81143 - .0289)¡ .06025
96 ECNrnax (LOG((Y - 28297+ 2/3) /2.8297)/LOG(10)+ .81143+ .0289)/.06025
109 FORI= 1 TON
110 IP 1 1 THENF(I)= 238: 0010 118
111 ff1 2 TRENF(I) >476: 0010 118
112 IP 1 = 3 TRENF(I) .623: GOTO118
113 fF1 =23 THIENF(I) .914: GOTO117
114 IP 1 = 25 TI-liEN 17(1) .868: 0010 117
115 1117 1 27 TRENF(1) .87 ELSEF(I) = 1
1117ff 1 = 23 OR 1 = 25 OR 1 = 27 TREN CONC(1, 1) AGT(I) * CONC(15, 1) ¡ (AGIOS) *

17(I)): COTO119
118 CONC(I, 1) AGT(1) * CPI 1 (API * 17(1))
119 NEXTI
140 CLS
150 FORI= 1 TON
155 PORJ=I TON
160 POR10 = STO N
163 TRGO(J) = D(I, 1) + D(J, 1) + D(I0, 1): TRGO(2) D(I, 2) + D(J, 2) + D(I0, 2)
165 ECN= TRGO(1) - 2>12448 * TRGO(2)
170 IP ECN> ECNmin ANIS ECN<ECNmaxTRENCONC(1, 2) CONC(1, 1): CONC(J, 2) =

CONC(J, 1): CONC(I0, 2) CONC(I0, 1)
175 NEXT 10
180 NEXTJ
181 NE.XTI
182 Z$ “B:\FV’ + X$: OPEN “O”, #], Z$
183 FOR1 = 1 TON: WRITE #1, A$(I), D(I, 1), D(I, 2), AGT(I), CONC(I, 1), CONC(I, 2),
F(I): NEXT1
184 WRITE#1, API, CH
185 GLOSE 1
210 TCONC= O
220FOR1= 1 ION: TCONC = TCONC + CONC(I, 2): NEXT1
230 FOR1 = 1 TO N: PAG(I) = (CONCQ, 2)! TCONC) * ¡00
240NEXT Y
241 LPRINT” FRACCION”; X;” ELUCION A LOS”; Y; “MINUTOS”
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____ -— . . .-. .-. -- . ‘— .- rr

242 LPRINT” ECNm¡n=”; ECNmin;” ECNm &, ECNmax
243 LPRIINT “AREA DE PATRON INTERNO “,API,” CONCENTRÁCIONDE PATRCY44
INTERNO: “; CPI
250 LPRINT: LPRJNT“TRIOLICERIDO”; TAB(33); “NC”; TAB(39>; WDEII. TAB(46k
“ECN”; TAB(57); “%“; : LPRINT
260 FOR 1 = 1 TO N
270 FOR J = 1 TO N
280 FOR 10 .1 TO N
290TRG$ = A$(J) + A$(J) + A$(10)
320 117 J ITHEN 360
330 IF 10 J THEN RES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(10))/(1000<))¡tSE RES (PAQ<T) *

PAG(J) * PAG(I0) * 3)/(10000):(lOTO 370
360 lE 10 = J THEN RES= (PAG(l) * PAG(J) * PAG(I0) * 3)/(10000)ELSE RES (PAC)(I)
* PAG(J) * PAG(l0) * 6)/(10000)
37OIFRES<lTHEN4IO
375 ECN = (D(l, 1) + D(J, 1) + D(l0, 1)) -2>12448* (DQ, 2) + D<J, 2) + DQO, 2>)
380 IF ECN < ECNmIn OR ECN> ECNmaxTREN 410
400LPRJNTTAB(4); TRG$; TAB(32); TRGO(l); TAB(39).TRGO<2tTAB(43); EGN;
TAB(55); RES
410NEXT ¡0
420NEXT J
430NEXT 1
440 DATA “C4:0 “,4,0,”C6:0 “,6,0,”C8 O “,S,0,”CIO:0 ,10.0$CIO:I e,I0,17C120tIZO
450 DATA “C13:0 “130040 “,14,0,”C14 1 ~,I4,l,Ri.Cl5:0~,t5,O,~4Ai~CI50tl$.O,tlS:O
“, 15,0
460DATA “CIS:l “45,1,“¡—C16:O “,ió,0,”CIÓ:0 #160MC16:l ~.l6,I,Cl6 I(fl.)”,16,i,’i.
C17:0 “.17,0
470DATA “ai-C17:0 “,17,0,”C17:0“,17,0,”C17 1 “,I7,1,’~Cl8 O tlS,0$CIS:l(O)Ufl¿)

480DATA “CíE: 1(V) “,í8,I,”C18:2(L) “,18,27C19O “,l9,O7CIS:3(I&n> ,1L3
490DATA “ctcC 18:2 “, 1 8,2,”C20:0“,20,0,”C20: ¡ “,20, 1
700EMO

¡I
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IOCLS
20 OPTION BASE 1
30W = 30: INPUT “NUMEROY NOMBRE DE LA FRACCION’. X, X$
40 DIM AsíN), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), P(N), PAG(N)
50 PRINT” - INDICA EL AREADE LOS SIGUIENTES ACIDOS CRASOS’
60 PRINT “EN NUMERO DE CUENTAS”
70 POR1 1 TON: READ A$(l), D(l, 1), 0(1,2)
80 PRINT A$(I), 0(1, 1), D(I, 2): INPUT “AREN’; AGTQ)
85 NEXTl
92 CLS : Y = x * 40/60±13 + 1/3
93 INPUT ‘AREA DEL PATRON iNTERNOEN NUMERO DE CUENTAS’. API
94 INPUT “CONCENTRACION DE PATRON INTERNO”; CM

ECNmin (LOG((Y - 28297>/ 2>8297)1 LOG{IO>- 720%- 0151)101919
ECNmax =(LOG((Y -28297 +2/3)/28297)ILOG<l0)-. 72093 * 0151>/ 01919

95
96
[09
[10
III

PORI= ITON
IF 1 = l THEN F(1)
IF 1 = 2 THENF(1)

= 238 (lOTO lIS
=476 (lOTO lIS

112 IF 1 = 3 TREN F(1) = 623 (lOTO lIB
113 IP 1 = 23 TREN F(I) .914: (lOTO 117
114 IP 1 = 25 THEN F(I) 868: (lOTO 117
115 IP 1 = 27 TI-LEN P(I) 87 ELSEF(I)
117 IP 1 = 23 OR 1 = 25 OR 1 27 TREN CONC(I. 1) AGT(I> * CONC(IS. 1>/(A01415)t
F(1)): COTO ¡19
liS CONC(I. I) = AGT(I) * CPI 1 (API * P(T))
119 NEXT 1
140 CLS
150F0R1 ITON
155 PORJ= ITON
160 POR10 = J TO N
165 ECN = (0(1, 1) + D(J, 1) + DOC, 1)) -2 [4747* <¡XI, 2) + EX>. 2) + ¡NI .2»
170 IP ECN > ECNrnin ANO ECN < ECNmaXTRENCONCO.2) ~ONCQ1> C’ONC(J, 2>
CONC(J, 1) CONCO0, 2) = CONC(I0, 1)
¡75 NEXT 10
180 NEXT J
181 NEXT 1
¡82 Z$ “[3 \PV’ + X$- OPEN “O”. al. 21$
183 POR 1 1 TO N WRITE $11. A$(IX 0<1. It ¡XI. 2>. AGTUt CONCO. [>,CONC(L2~
F(l) NEXT ¡
184 WRITE fI, API. CPI
185 CLOSE 1
210 TCONC =0
220 POR 1 1 TO
230 POR 1 L TO
240 NEXT 1
241 LPRINT
242 LPRINT o

N TCONC TCONC + cONttL 21 ?4EXT ¡
N PAG(t) - (CONC(I. 2)1 TtONc) 1W

FRÁCCION”, X;”
ECNmiW~ ECNmift,

ELUCION A L&St Y, ‘MINUTOS’
ECNm x . ECNáat

fi~
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243 LPRINT “AREA DEPATRONINTERNO: “; API; « CONCENTRACIONDE PATRON
INTERNO: “; CH
250 LPRINT : LPRINT “TRIGLICERIDO<’; TAB(33); “NO”; TAB(39); ‘<DE”; TAB(46);
“ECN”; TAB(57); “%“; : LPRINT
260 FOR 1 1 TO N
270170RJ=ITON
280 FORJO= 5TO N
290 TROS= A$(I) + AS(S) +
320 IP J <o> ITHEN 360
330 IP 10 = 5 TRENRES (PAG(I) * PAG(J)* PAG(I0)) ¡(1
PAG(J)*PAG(I0) * 3)/(10000>:GOTO370
360 IP 10 = 1 TRENRES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(I0) * 3)
* PA(l(J) * PAG(I0) * 6)1 (10000)
370 IFRES<i TH?EN4IO
375 ECN= (D(I, ])-1-D(J, 1) -i-D(I0, 1)) -2.14747* (13(1,2)+D(J,2)+D(I0, 2))
380117 BON < BONmin OR ECN> iECNmax TI-lEN 410
390 TRGO(]) = D(I, 1) + D(IJ, 1) + D(10, 1): TRGO(2) D(I, 2) + D(J, 2)+ D(I0, 2)
400 LPRIINT TAB(4); TRG$; TAB(32); TRGOQ);TAB(39); TRC3O(2);TAB(45); ECN;
TAB(55); RES
410 NEXT lO
420NEXT J
430 NEXT 1
440 DATA “04:0 “,4,O,“06:0 “,6,0,”C8:0 ‘,8,0,”CIO:0 “,l0,0,”CIO:l “,10,1,”C12:0 “,12,0
450 DATA “C13:0 ‘<, 13,0,<’C14:0 ‘,14,0,’<C14:1 “,14,1,«i—CIS:0¶ 15,0,”ai—C15:0<%15,0,”C15:0
“45,0
460 DATA“015:1 “,15,1, “1— CIÓ:0 ‘%16,0,”CIÓ:0 “,16,0,”C16: 1 ‘tlb,I,’<C16: l(Pa) ‘<,16,t,<’i—
017:0,17,0
470 DATA“al-CI 7:0 “,17,0,”C17:0 “,17,0,”CI 7:1 “,17,1,”CIS:0 “, 18,0,<’CIS: 1(0)1,18,1
480 DATA“018:1(V)”, 18,1,018:2(L) “,18,2,”C19:0 “,19,0,”C] 8:3~Ln) “,18,3
490 DATA“ctcC]8:2 “,18,2,”C20:0 “,20,0,”C20:1 ‘,20,l
700 END

0000)ELSEBES (TPACI(I) * -

1(100 00) ELSIE RES =(PAG(I)
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